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7GRB2 : Growth factor Receptor-Bounded

protein 2

GSK3B : Glycogen Synthase Kinase 36
GTPase Guanosine  TriPhosphate
hydrolase

GUK : Guanylate kinase

H

H2A : Histone 2A

H2B : Histone 2B

H3 : Histone H3

H4 : Histone H4

H3K4 : Lysine 4 de I’histone H3

H3K9 : Lysine 9 de I’histone H3

H3K27 : Lysine 27 de I'histone H3
H3K27me3 : Triméthylation de la lysine 27
de I'histone H3

H3K36 : Lysine 36 de I'histone H3
H3K79 : Lysine 79 de I'histone H3
H4K20 : Lysine 20 de I'histone H4
HDAC : Histone DéACétylase

HDM : Histone DéMéthylase

HIF1la : Hypoxia Inducible Factor 1a
HMT : Histone MéthylITransférase
HOTAIR : Hox transcript antisense RNA
I

IHC : ImmunoHistoChimie

I-SMAD : Inhibitory SMAD

ID : Inhibitor of differenciation

IFNG : Interférony

Ig : Immunoglobuline

IGF1 : Insulin like Growth Factor 1

IL : InterLeukine

IPs : Inositol triphosphate

IPSC : Induced Pluripotent Stem Cell

J

JAM : Junction Adhesion Molecule
JARID2 : Jumonji and AT-Rich Interaction
Domain containing 2

JMID3 : JuMoNJi Domain Containing 3
IJNK : JUN N-terminal Kinase

JUB1 : Transcription factor JUngBrunnen 1
K

KDM : Lysine DéMéthylase

KDM5A : Lysine DéMéthylase 5A
KDM5B : Lysine DéMéthylase 5B
KDMB6A : Lysine DéMéthylase 6A
KDMG6B : Lysine Déméthylase 6B
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KDM7A : Lysine Déméthylase 7A

KMT : Lysine MéthylTransférase

KRAS : Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene
homolog

L

LATS2 : Large Tumour Suppressor 2

LCOR : Ligand dependent nuclear receptor
CO-Repressor

LEF1 : Lymphoid Enhancer Binding Factor 1
LIM : LIM domain kinase 1

IncRNA : Long non-coding RNA
IncRNA-ROR long non coding RNA
Regulator Of Reprogramming

LOXL2 : Lysine Oxydase-Like 2

LOXL3 : Lysine Oxydase-Like 3

LTC : Lymphocytes T Cytotoxique

LTreg : Lymphocytes T Régulateur

M

MAL : Myelin And Lymphocyte

MALAT1 Metastasis Associated Lung
Adenocarcinoma Transcript 1

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
MAPKK?2 Mitogen Activated Protein
Kinase Kinase 2

MARVEL : MAL and related proteins for
vesicle trafficking and membrane link

MBD : Methyl CpG Binding Domain protein
MDCK : Madin-Darby Canin Kidney cells
MDM2 : Murine Double Minute 2

MEC : Matrice Extra-Cellulaire

MEK : MAPK/ERK Kinase

miR : micro RNA

MMP : Matrix MetalloProtease

MMP2 : Matrix Metalloprotease 2

MMP9 : Matrix Metalloprotease 9

MTF2 : Metal response element binding
Transcription Factor 2

MTOR : Mechanistic Target Of Rapamycin
MYOD : MYOgenic Differenciation

N

ncRNA : Non-coding RNA

NEDD4-2 : Neural precursor cell Expressed
Developmentally Downregulated protein 4-
2

NK : Natural Killer

NuRD Nucleosome Remodeling and
Deacetylation complex



@)

OCT4 : OCTamer binding protein 4

P

p-SMAD?2 : Mothers Against
Decapentaplegic homolog 2 Phosphorylée
PADI4 : Peptidyl Arginine Delminase 4
PAK1 : p21 Activated Kinase 1

PALS1 : Protein Associated with Lin Seven 1
PARP : Poly-ADP-Ribose Polymerase

PAT) : PALSI1-Associated Tight Junction
protein

PCAF : p300/CBP Associated Factor

PCL : PolyComb Like

PD1 : Programmed death 1

PDGF : Platelet Derived Growth Factor
PDGFRa : Platelet Derived Growth Factor
Receptor a

PDK1 : Phosphoinositide-Dependant Kinase
1

PD-L1 : Programmed Death Ligand 1

PDZ: PSD-95 - DLG-1 -201

PI3K : Phosphoinositide-3-kinase

PIN1 : Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase
NIMA-interacting 1

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-
DiPhosphate
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-

TriPhosphate

PHF1 : PHd Finger protein 1

PHF19 : PHd Finger protein 19

PKD1 : Protein Kinase D1

POPDC : Popeye Domain Containing protein
family

PP1 : Protéine Phosphatase 1

PP1C : Protéine Phosphatase 1C

PP2A : Protéine Phosphatase 2A

PPM1A : Protéine Phosphatase 1A

PRC1 : Polycomb Repressive Complex 1
PRC2 : Polycomb Repressive Complex 2
PRMT : Protein Arginine MethylTransferase
PSD-95 : PostSynaptic Density 95

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog
R

R-SMAD : Receptor activated SMAD

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1
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RAF : RAF proto-oncogene
serine/threonine-protein kinase

RAS : Rat Sarcoma

RBBP : RetinoBlastoma Binding Protein
RHOA : Ras HOmolog family member A
RIGHT : Relations et Interactions Greffon-
Hote-Tumeur

RIME : Rapid Immunoprecipitation Mass
spectrometry of Endogenous protein

Rmel : Arginine Mono-méthylée

Rme2a : Arginine Di-méthylée asymétrique
Rme2s : Arginine Di-méthylée symétrique
RNA POLII : RNA POLymerase Il
ROCK : RhO-associated
containing protein Kinase 1
ROS : Reactive Oxygen Species
RPS6KB1 : Ribosomal Protein S6 Kinase B1
RT-gPCR Reverse Transcription-
quantitative Polymerase Chain Reaction

S

SAH : S-Adénosyl-L-Homocystéine

SAHA : SuberoylAnilid Hydroxamic Acid
SAM : S-Adénosyl-L-Méthionine

SET : Su(var) 3-9, Enhancer of zeste and
Trithorax

SET8 : SET domain containing protein 8
SH3 : SRC homology 3

SHC : SRC homology 2 domain-Containing
protein 1

SiRNA : Small Interfering RNA

SIRT1 : NAD-dependent protein deacetylase
SIRTuin 1

SMAD : Mothers Against Decapentaplegic

Coiled-coil-

homolog

SMADA4 : Mothers against Decapentaplegic
homolog 4

SMARCA4 SWI/SNF related, Matrix

associated, Actin dependent Regulator of
Chromatin A4

SMURF : SMAD Ubiquitination Regulatory
Factor

SNAG : SNAIL/Gfi

SOS : Son Of Sevenless

SOX2 : SRY-bOX transcription factor 2

SP1 : Specificity protein 1

STAT3 : Signal Transducer and Activator of
Transcription 3



SUMO : Small Ubiquitin like Modifier 1
SUZ12 : Suppressor of Zeste 12

SWI/SNF : SWitch/Sucrose Non-
Fermentable

T

TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse

TGF-B : Transforming Growth Factor 8
TGF-BR : Transforming Growth Factor 8
Receptor

TIM-C : Thérapeutiques Immuno-
Moléculaires des Cancers

TME : Transition Mésenchymo-Epithéliale
TNF : Tumor Necrosis Factor

TRAF6 : TNF Receptor-Associated Factor 6
TSM : Taux Standardisé Monde

U

UHRF1 : Ubiquitine like with pHd and Ring
Finger Domains 1

UTR : UnTranslated Region

UTX : Ubiquitously  Transcribed X
chromosome tetratricopeptide repeat
protein

Vv

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
W

WB : Western Blotting

WNT : Wingless iNTegration site

WWP1 : WW domain containing E3
ubiquitine Protein ligase 1

VA

ZEB : Zinc finger E-box-Binding homeobox
Z0-1: Zona Occludens 1

Z0-2 : Zona Occludens 2

Z0-3 : Zona Occludens 3
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Au sein de I'équipe TIM-C (Thérapeutiques Immuno-Moléculaires et cellulaires des
Cancers) intégrée dans le laboratoire INSERM RIGHT (Relations et Interactions Greffon-Hote-
Tumeur, UMR 1098), notre groupe Autophagie, Epigénétique et Immunité liée aux cellules T
dans les Cancers (AETIC) s’intéresse notamment a la régulation épigénétique de plusieurs
phénotypes liés aux cancers. Ce projet de these s’inscrit dans cette thématique en ayant pour
but d’étudier la régulation épigénétique de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM).
En effet, la TEM est un phénomeéne décrit comme étant impliqué dans I'agressivité des
tumeurs, via de multiples mécanismes, qui seront décrits ci-apres.

L’étude des cancers est un domaine de spécialisation de notre équipe, et un sujet
d’enjeux mondial pour la santé, les cancers étant une des premiéres cause de déces
prématurés (30-69 ans) dans le monde®. La recherche de nouveaux traitements pour les
patients atteints de ces pathologies est trés active a travers le monde, et de nouvelles
autorisations de mise sur le marché (AMM) sont délivrées régulierement, ce qui a eu pour
effet d’augmenter les pourcentages de guérisons des patients, pour de nombreux types de
cancers. (Le taux d’incidence des cancers a légerement diminué pour les hommes en France
ces derniéres années (-1,4 % par an entre 2010 et 2018 (Figure 1.A)), il a légérement augmenté
pour les Femmes (+0,7 % par an entre 2010 et 2018, (Figure 1.A)) (TSM : Taux Standardisé
Monde)?2. Cependant, le taux de mortalité diminue de 0,7 % par an pour les femmes entre
2010 et 2018 et de 2 % pour les hommes sur la méme période, en France (Figure 1.B)? (TSM).
De plus, le taux de survie a 5 ans aprés diagnostic est en hausse pour de nombreux cancers
entre le début des années 1990 et 2010 (Figure 1.C). Ainsi, on observe une augmentation de
la prévalence totale en France (nombre total de personnes vivantes ayant ou ayant eu un
cancer au cours de leur vie) pour atteindre 3,8M en 20173, en conséquence de I"laugmentation

du taux de survie principalement.
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Figure 1 : Evolution de l’incidence, de la mortalité et de la survie aprés pronostic des cancers en
France entre 1990 et 2015.

A. Evolution du taux de mortalité en France tous cancers confondus de 1990 a 2015. Taux de mortalité exprimé
en Taux Standardisé sur la population Mondiale (TSM) observé pour 100 000 Personnes-Année (PA). B. Evolution
de l'incidence prédite tous cancers confondus en France entre 1990 et 2015. Incidence exprimée en Taux
Standardisé sur la population Mondiale (TSM) pour 100 000 Personnes-Année (PA) C. Taux de survie a 5 ans post-
diagnostic en fonction de la période de diagnostic pour différents cancers en France. Le taux de survie est exprimé
en pourcentage de patients vivants 5 ans apres le diagnostic de leur cancer, normalisé a 1 pour le pourcentage
de la premiére période de diagnostic qui sert de référence (1989-1993). Les 4 points représentent les périodes
suivantes : 1989-1993 ; 1994-1998 ; 1999-2004 et 2005-2010.

TSM : Le taux d’incidence (ou de mortalité) est standardisé sur une population de référence (ici la population
mondiale). C’est-a-dire que I'on consideére que I'on corrige le taux afin de prendre en compte les différences de
structure d’dge entre la population étudiée (France) et la population de référence (Monde). Il est alors possible
de comparer les TSM de différentes populations sans que ceux-ci soient biaisés par une différence de structure
d’dge des populations.

L'apparition de métastases est le principal facteur de mauvais pronostic pour les
patients atteints de cancers*® (Tableau 1) ce qui nous a amené a nous intéresser a la TEM,
qui participe notamment a la formation de métastases, mais aussi a d’autres facteurs
d’agressivité des cancers comme la résistance aux traitements et I’échappement au systéme

immunitaire.
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Données Francaises (étude PETRI, sauf

Localisation . . Données Américaines (étude SEER)
(incidence Canc:r du. S(:nl ett. du‘p?{rfcrera;.sg. d Survie relati Répartition d
urvie Relative & Répartition des urvie relative épartition des
France 2005) ~ Stade 5 ans (%) diagnostics (%) Stade a 5ans (%) diagnostics (%)
I 100 27,9 Local 100 80
Prostate Il 92 29,5 Régional 100 12
(62 245) 1 74 17,2
v 60 16,4 Métastatique 30,6 4
TINOMO 100 39,4 Local 98,3 60
. T2-3NOMO 93,7 16,4 Régional 83,5 33
( 43‘38”1‘ g TE3NMO 80,1 31,8
TANXMO 60,5 3,4
M1 8,1 5,6 Métastatique 23,3 5
. I 87 25,7 Local 90,8 39
Fg’clsinr;] I 82 21,3 .
(37 413) 1 66 20,6 E%egmn_al 69,5 37
v 19 26,5 Metastatique 11,3 19
I 100 25 Local 90,4 58
Rein Il - -
(7 949) i 71 38,5 Régional 62,3 18
v 19 21,6 Métastatique 10,4 19
I 47 15,5 Local 52,6 39
Poumon Il 32 13,6
(31557) I 22 20 Régional 23,7 37
v 5 39,4 Métastatique 3,5 19
Pancréas Il 24,7 8,8 Local 22,2 7
(7 218) 1 12,7 5,7 Régional 8,7 26
v 2 85,5 Métastatique 1,8 53

Tableau 1 : Taux de survie a 5 ans post-diagnostic de certains cancers en fonction du grade.
Données francaises (étude PETRI®, sauf cancer du sein® et du pancréas®) et américaines (étude SEER). Les stades
métastatiques sont indiqués en bleu.

La TEM est un phénomeéne qui permet a une cellule de phénotype épithélial (plus ou moins
marqué), d’acquérir progressivement, de maniére réversible (et plus ou moins marquée) un
phénotype mésenchymateux. De nombreuses études décrivent aujourd’hui la TEM comme
étant un spectre continu d’état cellulaires intermédiaires, plus ou moins stables entre le
phénotype épithélial et le phénotype mésenchymateux’®. C’est donc un phénoméne treés
plastique, et cette plasticité est due a une régulation fine et tres sensible de I'expression de
génes clés, impliquant principalement une régulation épigénétique. L'épigénétique étant un
domaine de compétence de notre groupe, nous avons naturellement décidé d’étudier la
régulation de la TEM.

Une précédente étude menée au laboratoire a montré le role de I'épigénétique et plus
particulierement de la méthylation de I’histone H3 sur sa lysine 27 sur la TEM®. La marque
épigénétique H3K27me3 (triméthylation de la lysine 27 de I'histone H3) est régulée

directement par au moins 4 enzymes méthylant ou déméthylant la lysine 27 de H3 (histone
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H3). EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) et EZH1 (Enhancer of Zeste Homolog 1) sont des
méthyltransférases capables de méthyler H3K27 (Lysine 27 de I'histone H3), jusqu’a la
triméthylation et KDM6B (Lysine déméthylase 6B) et KDM6A (Lysine déméthylase 6A) sont

des déméthylases spécifiques de H3K27me31°,

Les aspects physiologiques et pathologiques de la TEM ainsi que ses implications et
conséquences dans les cancers seront développés dans un premier temps avant de mettre en
avant I'importance des régulations épigénétiques de la TEM. Nous présenterons enfin dans
cette introduction la marque épigénétique H3K27me3 et sa régulation directe par EZH2 et
KDM®6B. Nous détaillerons dans cette partie les réles connus jusqu’ici d’EZH2 et KDM6B dans
I’agressivité des cancers et leurs potentielles implications en thérapeutique. Une revue de la
littérature a d’ailleurs été publiée dans le journal Epigenomes sur ce sujet au cours de la

thése!! (Annexe 1).

Nous présenterons ensuite nos résultats précisant les roles d’EZH2 et de KDM6B au cours

de la TEM. Enfin, ces résultats seront discutés et mis en perspective.
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Chapitre |: Aspects physiologiques et
pathologiques de la TEM, et ses conséguences
dans les cancers

La Transition Epithélio-Mésenchymateuse est un phénomene cellulaire complexe, qui
peut avoir lieu dans différents contextes physiologiques ou pathologiques. La TEM peut étre
régie par une multitude de mécanismes moléculaires, qui ne sont pas spécifiques a un
contexte cellulaire donné, et qui aboutissent tous a un phénotype mésenchymateux plus ou
moins marqué. C'est pourquoi la TEM est classifiée en fonction du contexte cellulaire plus
gu’en fonction des mécanismes moléculaires mis en jeu. Cependant, nous utiliserons plutoét le
terme « une TEM » que « la TEM », tant ce terme peut décrire des phénomenes différents. En
effet, bien que toutes les TEM aient des caractéristiques communes (qui permettent de les
appeler TEM) comme la perte de jonctions serrées et adhérentes, de la polarisation apico-
basale ainsi que I'apparition de prolongements cytoplasmiques par exemple, elles peuvent
différer en bien des points: au niveau des mécanismes moléculaires sous-jacents aux
changements phénotypiques, ou encore au niveau du contexte physiologique ou
pathologique dans lequel la cellule subit une TEM. Notons que ces deux caractéristiques
peuvent étre liées mais ne le sont pas forcément.

Trois types de TEM sont fréquemment décrits, tenant compte uniquement du contexte
physiologique ou pathologique dans lequel a lieu la TEM: Le type | concerne le
développement embryonnaire ; le type Il concerne la cicatrisation et la fibrose ; et le type lll

concerne les cancers.

|- Contexte et mécanismes généraux de la TEM

1- Historique de la TEM

Elizabeth Dexter « Betty » Hay (1927-2007, Harvard Medical School) est sans doute la
premiere a décrire la TEM dans ses travaux et a utiliser ce terme. En 1968, elle participe au
18°™¢ Hahnemann symposium a Baltimore sur les interactions entre épithéliums et
mésenchymes (Epithelial Mesenchymal interactions). Elle décrit lors de son intervention des
tissus mésenchymateux qui sont originaires de cellules épithéliales, comme lors de la

migration des cellules des crétes neurales lors de la formation du tube neural au cours du
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développement®2. Elle décrit alors un phénomeéne que I'on appelle aujourd’hui TEM sans

I’appeler encore ainsi.

Hay et son équipe utilisent pour la premiére fois le terme « Transformation épithélio-
mésenchymateuse » en 1982, dans un article ou elle décrit pour la premiére fois une TEM sur

des cellules épithéliales adultes'3.

Dés 1990, certaines équipes ont montré I'importance des protéines de la famille du
TGF (TGF-a, TGF-B1-3) dans la TEM. Une équipe a d’abord montré que I'expression de TGF-a
dans des cellules de tumeur de la prostate de rat induisait un phénotype mésenchymateux et
invasif chez celles-ci'*. En 1991, Potts et al. montrent quant a eux I'importance du TGF-Bs dans
la TEM de cellules endothéliales cardiaques embryonnaires® et, en 1994, il est montré que

des cellules épithéliales mammaires peuvent subir une TEM sous I'effet du TGF-B®.

Hay et son équipe écrivent en 1995 une revue de la littérature s’intitulant « An
Overview of Epithelio-Mesenchymal Transformation » dans laquelle elle aborde les
mécanismes moléculaires d’induction de la TEM, quelques genes régulés par ce phénomeéne
ou régulateurs de celui-ci, ainsi que I'implication de la TEM en pathologies, notamment dans
la formation de métastases. Elle évoque de maniere intéressante la possibilité d’inverser la
TEM et sa possible utilisation en thérapeutique'’. Dans une autre revue parue la méme année,
ils s’attardent sur les génes impliqués dans la TEM et évoquent pour la premiere fois la
Transition Mésenchymo-Epithéliale (TME). Elle y publie un tableau des génes potentiellement
impliqués dans la TEM et TME (Tableau 2). Elle évoque le réle de la TEM dans la formation de
métastases, notamment dans le cas de cancers du rein8.

Génes induisant la Transformation

Epithélium vers Mésenchyme vers

Mésenchyme Epithélium
1. Programmes de 561 INTEGRINE @6 INTEGRINE SYNDECAN Tableau 2 : Les génes induisant la
surface cellulaire 1, LAMININE/NIDOGEN Transformation Epithé[io-

V-SRC; C-FOS ; V-RAS ; V- Meésenchymateuse ou la Transformation

2.0ncogénes MOS C-MET i o
Meésenchymo-Epithéliale (Traduit d’apres
3. Fat.:teurs de TGF-B81-3; MIF; TGFa ; HGE/SF Hay ED et Zuk A, 1995)18'
croissance aFGF
4. Autres génes WNT-1,; WNT-4,; PAX2;E1A

L'équipe de Hay met méme en lumiere I'implication des protéines SMAD (Mothers
Against Decapentaplegic homolog) dans 'induction de la TEM par le TGF-B3'°. Elle va plus loin

en détaillant ensuite les voies moléculaires impliquées?®. Elle travaille enfin en 2008 sur des
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lignées de cellules cancéreuses ou elle montre notamment que les facteurs de transcription
liés a la TEM de la famille SNAIL (SNAIL1 et SNAIL2) induisent I'expression du TGF-Bs via
différents mécanismes qui seront décrits plus tard?®.

Le nombre d’occurrences pour la recherche « Epithelial-Mesenchymal Transition » est
passé de 30 en 2000 a 182 en 2005, puis 942 en 2010 et 4938 en 2019 (Figure 2) montrant
ainsi I'importance de ces processus dans un grand nombre de phénomeéne physiologique et

pathologique.

(National Center for
Biotechnology

Figure 2 :
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2- Transition entre un phénotype épithélial et un phénotype mésenchymateux

La TEM, comme son nom l'indique, consiste en le passage d’une cellule différenciée
épithéliale vers une cellule mésenchymateuse. Cette transition est permise par la perte
progressive de caracteres épithéliaux et le gain progressif de caracteres mésenchymateux.
Nous allons alors décrire précisément quels en sont les marqueurs, en commencant par les

marqueurs épithéliaux.

2.1- Le phénotype épithélial
Les épithéliums sont des organisations cellulaires qui permettent de contréler et de
limiter le passage de molécules entre deux compartiments ou avec I'extérieur du corps. Ce
contrble est permis par la présence de structures spécifiques : la continuité tissulaire et
I'imperméabilité entre les différentes cellules de I’épithélium est assurée par plusieurs types
de jonctions qui seront décrites ci-dessous. Certaines cellules étant en contact avec deux
compartiments différents, elles sont polarisées, et posseédent donc des structures différentes

au niveau du pole apical et au niveau du pole basolatéral. Enfin, les cellules épithéliales
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reposent sur une lame basale, MEC (Matrice extra cellulaire) spécifique des épithéliums

(Figure 3).
Différenciations
apicales

Jonctions
serrées

Jonctions
adhérentes

Point de
contact focal

Figure 3 : Organisation schématique d’une cellule épithéliale.

Les caractéristiques communes des cellules épithéliales sont représentées sur ce schéma. Une spécialisation
apicale de la membrane plasmique (microvillosités, cils vibratoires, etc.), différents types de jonctions, les plus
apicales étant les jonctions serrées, puis juste en dessous les jonctions adhérentes qui forment toutes deux des
ceintures sur le pourtour de la cellule et sont reliées aux microfilaments d’ACTINE. Des jonctions ponctuelles, les
desmosomes, sont reliés aux filaments intermédiaires, et les jonctions communicantes participent a la continuité
tissulaire des épithéliums. Les cellules épithéliales reposent sur une MEC particuliére, la lame basale sur lesquelles
elles sont ancrées via des hémidesmosomes reliés aux filaments intermédiaires et des points de contact focaux
reliés aux microfilaments.

2.1.1- Continuité tissulaire

Le tissu épithélial possede une continuité physique et mécanique qui lui permet de
jouer le réle de barriere entre deux compartiments ou espaces distincts, et une continuité
moléculaire et électrique qui lui permet de synchroniser les signaux regus entre toutes les

cellules de I'épithélium. Cette continuité est possible grace a différentes structures.
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Au plus pres du péle apical des cellules épithéliales se trouvent les jonctions serrées
(ou zona occludens). Elles permettent de séparer physiquement les compartiments qui se
trouvent de part et d’autre de I'épithélium et d’empécher le passage des fluides et de la
plupart des molécules par les zones intercellulaires. Au moins 40 protéines différentes

interviennent dans ces jonctions??.

A proximité des jonctions serrées, mais plus du co6té basal, se trouvent les jonctions
adhérentes. Ces jonctions sont continues et forment avec les microfilaments d’ACTINE une
structure en forme de ceinture?’. Elles sont constituées également de protéines
transmembranaires et de protéines cytoplasmiques associées. Au niveau des épithéliums, on
trouve principalement deux types de protéines transmembranaires : la E-CADHERINE et les

NECTINEs 23725,

Situées encore plus du c6té basal se trouvent des jonctions ponctuelles: les
desmosomes. Ces derniers sont dispersés sur toute la membrane latérale des cellules
épithéliales, participant a la continuité et a la cohésion des tissus. lls sont assez similaires aux
jonctions adhérentes dans leur structure : les protéines transmembranaires qui les composent
sont également de la famille des CADHERINEs. Ces jonctions sont, contrairement aux jonctions
adhérentes, liées aux filaments intermédiaires?®-28. Ce sont des jonctions trés fortes?®, souvent

considérées comme les plus résistantes parmi les jonctions intercellulaires.

Les jonctions communicantes sont tres différentes de celles décrites précédemment.
Elles sont ponctuelles et réparties sur la membrane latérale des cellules épithéliales. Elles ne
participent pas a I'adhérence intercellulaire, mais a la continuité tissulaire en permettant une
continuité électrique et biochimique entre les différentes cellules d’un tissu. Elles permettent
notamment la transduction d’un signal recu par une cellule a ses cellules adjacentes sans que
ces derniéres ne l'aient recu, en permettant aux signaux secondaires (Ca?*, IP3 (Inositol
triphosphate) ou AMPc (Adénosyl monophosphate cyclique) par exemple) activés dans une
cellule de passer dans les cellules adjacentes3C. Ces jonctions sont donc a I'origine de la

synchronisation entre cellules au sein d’un épithélium.

2.1.2- Polarité apico-basale
Les différentes jonctions intercellulaires décrites ci-avant participent a I'instauration

d’une polarité apico-basale dans les cellules épithéliales, en plus de la continuité tissulaire.
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Cela signifie qu’il y a une asymétrie d’organisation membranaire et cytosolique entre le pdle
apical, situé au-dessus des jonctions serrées et en contact avec une cavité ou I'extérieur du
corps et le pble basal situé en dessous de celles-ci et en contact avec la MEC (Figure 3). En
effet, les jonctions serrées sont essentielles a la mise en place et au maintien de la polarité3%32,
Celle-ci se traduit par différentes structures mises en place au niveau basal et apical, sur la
membrane plasmique ou au niveau intra-cellulaire. Au niveau du pdle apical, les voies de
différenciation membranaire varient selon I'épithélium, faisant intervenir les filaments
d’ACTINE : des microvillosités, des cils vibratoires ou des stéréocils par exemple3334.
L’épithélium respiratoire retrouvé dans les poumons est constitué de cellules ciliées, sur
lesquelles les cils vibratoires forment une bordure en brosse, et de cellules caliciformes qui
sécretent du mucus dans les cavités respiratoires. Au niveau cytoplasmique, on trouve dans

les épithéliums dits glandulaires, une accumulation de vésicules sécrétoires.

La ceinture de jonctions serrées est considérée comme la délimitation entre pdle basal
et pble apical. Au niveau du péle basal se trouve le noyau, le réticulum endoplasmique ainsi
que I'appareil de golgi notamment. La membrane plasmique du péle basal peut former des
cavités dans lesquelles se trouvent des mitochondries. Entre ces cavités, il y a des
prolongements de membrane plasmique de cellules voisines dans lesquels on trouve
également des mitochondries. Cette membrane plasmique, contrairement a celle du péle
apical qui donne sur une cavité ou sur les cellules des couches supérieures des épithéliums

pluristratifiés, est en contact avec une MEC particuliere : la lame basale.

2.1.3- Lame basale

La lame basale est une caractéristique a part entiére des épithéliums. C'est une MEC
particuliere, sous la forme d’'un feuillet dense, composé de glycoprotéines : principalement
des filaments de COLLAGENE IV et de LAMININEs, reliés par du NIDOGENE et du PERLECAN3>-
37 En résumé, la lame basale est importante dans la régulation de la prolifération des cellules
épithéliales, leur différenciation et I'angiogenése ainsi que de nombreux phénomenes de
signalisation. Elle est également trés importante dans I'adhésion cellulaire3>-37, Il faut pour
cela qu’il y ait interaction entre la cellule et la lame basale, qui peut étre assurée par deux
types de structures principalement : les hémidesmosomes et les points de contacts focaux

(Figure 3).
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2.2- Le phénotype mésenchymateux

Les cellules mésenchymateuses étaient d’abord définies dans le développement comme
les cellules qui n’étaient pas épithéliales. Cela révele qu’elles n’ont pas des caractéristiques
aussi précises que les cellules épithéliales et représentent une population de cellules
beaucoup plus hétérogénes. Devant cette grande diversité, nous décrirons ici le phénotype
des cellules cancéreuses qui ont subi une TEM (TEM de type Il ; c¢f. Introduction Chapitre |) :
ces cellules acquiérent un phénotype leur permettant de se détacher de I'épithélium, envahir
localement la MEC puis rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique et se disperser

ensuite dans le corps.

2.2.1- Perte de I'adhérence tissulaire

Les cellules mésenchymateuses sont caractérisées par le fait qu’elles forment trés peu de
contacts intercellulaires, et les contacts formées sont plus laches que ceux des cellules
épithéliales. L'adhérence a la matrice en revanche est conservée et leur confére des capacités
de migration accrues, notamment via les points de contact focaux3¥3°. Les cellules
mésenchymateuses vont également sécréter de la FIBRONECTINE, permettant a ces points de
contact d’adhérer a la MEC?*4°, L'un des phénomeénes les plus précoces dans la TEM est la
perte des jonctions serrées*!. Puis, la perte de I'expression de E-CADHERINE*? entraine la
dissociation des jonctions adhérentes. Ces pertes d’expression aboutissent a la dissociation
des desmosomes*? dans les cellules mésenchymateuses qui semble étre nécessaire a la perte
d’adhérence intercellulaire permettant a ces cellules d’envahir la MEC a proximité directe de

I’épithélium.

L’expression de la E-CADHERINE est en quelque sorte remplacée par I'expression de la N-
CADHERINE, qui permet aux cellules de gagner en mobilité et en invasion*’. On parle d’un

« switch » des CADHERINEs.

2.2.2- Remodelage du cytosquelette

Le remodelage du cytosquelette d’ACTINE est un cycle de polymérisation et
dépolymérisation permettant le turnover de ce cytosquelette. Cette succession de réactions
est possible notamment grace a la consommation d’ATP, qui fait intervenir ici une
consommation d’oxygéne?®. Le remodelage du cytosquelette d’ACTINE est considéré comme
étant une conséquence de la TEM*®, mais il peut également étre a I'origine de la TEM, ou au
moins responsable du maintien du phénotype mésenchymateux. En effet, la consommation
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d’oxygene qu’il engendre peut induire une augmentation de |'état d’hypoxie de la cellule, ce
qui peut induire la TEM°. Nous reviendrons sur les mécanismes d’induction de la TEM (cf.

Chapitre 1- II- Les mécanismes moléculaires de la TEM).

En plus du remodelage du cytosquelette d’ACTINE, les cellules mésenchymateuses
expriment la VIMENTINE, un filament intermédiaire qui n’est pas présent dans les cellules

épithéliales?0>1754,

2.2.3- Polarisation avant-arriére

Nous avons vu plus tét que la polarisation apico-basale des cellules épithéliales est
dépendante de leurs jonctions intercellulaires et notamment des jonctions serrées. En
perdant celles-ci, les cellules mésenchymateuses perdent leur polarisation apico-basale et

acquiérent ensuite une polarisation avant-arriere.

La polarisation avant-arriére des cellules mésenchymateuses est due en grande partie a
I'organisation du cytosquelette d’ACTINE. Au niveau du péle avant, ces microfilaments
polymérisent pour former des structures spécialisées de type lamellipodes et filopodes, ainsi
que des nouveaux points de contact focaux. Au niveau du pdle arriere, ces microfilaments se
dépolymérisent afin de libérer les points de contacts focaux et ainsi rompre I'adhérence. De
plus, au niveau de ce pdle, des fibres de MYOSINE Il sont associées aux microfilaments
d’ACTINE et permettent la contraction de ces derniers, facilitant le mouvement du pdle arriere
de la cellule en direction du péle avant®. Les INTEGRINEs des points de contact focaux sont
donc en permanence recyclées du pole arrieére vers le pole avant. Les microtubules sont
également polarisés : leur pole positif polymérise rapidement au niveau du poéle avant de la
cellule, et leur pole négatif dépolymérise rapidement au niveau du poéle arriere de la cellule,

permettant le transport des organites dans le sens de migration de la cellule®®>7 (Figure 4).

2.2.4- Migration et invasion

Grace a la polarisation avant-arriere des cellules mésenchymateuses, ces cellules
possedent des capacités de migration et d’invasion, ce qui leur donne la possibilité de
traverser la lame basale et d’envahir les tissus adjacents, notamment la circulation sanguine

et lymphatique (Figure 4).

La TEM s’accompagne de l'augmentation de l'expression de nombreuses protéases

sécrétées capables de dégrader la MEC pour permettre aux cellules mésenchymateuses de la
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traverser (Figure 4). Parmi elles, les protéines de la famille des MMP (matrix métalloprotéases)
sont parmi les plus caractéristiques de la TEM. MMP2 et MMP9, qui sont des gélatinases, sont
les plus couramment surexprimées et sécrétées au cours de la TEM, mais il existe de tres
nombreuses MMP pouvant participer a l'invasion des cellules mésenchymateuses®. D’autres
métalloprotéases sont également surexprimées dans les cellules mésenchymateuses comme

ADAM19 (A dysintegrin and metalloproteinase 19)°°°.

Sens de migration

Figure 4 : Organisation schématique d’une cellule mésenchymateuse.

Au péle arriére : Les microfilaments d’ACTINE sont liés a des filaments de MYOSINE I, ce qui permet une
contraction de ces fibres afin de ramener le péle arriére dans le sens de migration. Cela est accompagné par une
dépolymérisation au niveau du péle négatif des microfilaments d’ACTINE. Les points de contacts focaux sont
recyclés pour étre reformés au péle avant. Au péle avant : les microfilaments d’ACTINE polymérisent rapidement
au niveau de leur péle positif. L’ACTINE est impliquée dans la formation des pseudopodes. Les points de contact
focaux sont nouvellement formés afin de faciliter la migration. Enfin, au niveau de ce péle, il y a une sécrétion de
métalloprotéases qui dégradent la membrane basale pour permettre I’invasion locale.

2.2.5- Caractéristiques souches

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées, capable d’engendrer différentes
populations de cellules. Au sein des tumeurs, on parle de cellule(s) souche(s) cancéreuse(s)
(CSCs) pour décrire la (ou les) cellule(s) qui serai(en)t a I'origine du (ou des) clone(s)
constituant la tumeur. Par analogie, on parle également de cellule souche cancéreuse pour
décrire une cellule qui est capable de se renouveler et de reformer toutes les populations
cellulaires d’une tumeur lorsqu’elle est greffée a un organisme. A ce titre, les cellules
cancéreuses mésenchymateuses acquierent des caractéristiques de cellules souches

cancéreuses®0°4,
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De maniere générale, les cellules mésenchymateuses cancéreuses ont des capacités de
propagation tumorale plus importante (c’est-a-dire leurs capacités a engendrer en se divisant
toutes les sous populations de la tumeur primaire) que les cellules épithéliales. Cependant, il
semble que seulement les cellules qui ont subi une TEM intermédiaire, avec donc un

phénotype mésenchymateux intermédiaire en soient capables’6365,

Les cellules épithéliales ont donc la capacité d’acquérir des caractéristiques souches en
subissant une TEM. Par définition, les cellules souches sont ensuite capables d’engendrer des
cellules épithéliales, en subissant le phénoméne inverse de la TEM, la TME®®. Ce phénoméne

est témoin de la grande plasticité des cellules en TEM.

2.3- Plasticité cellulaire : la TEM est un spectre continu

La TEM a été considérée comme un phénoméne permettant le passage d’une cellule
épithéliale a une cellule totalement mésenchymateuse, si bien qu’elle était appelée
« Transformation Epithélio-Mésenchymateuse »3. Il est maintenant accepté que la TEM
désigne plutot I'activation d’un programme qui peut entrainer I'expression d’un grand panel
de genes. Cependant, 'ensemble de ce panel n’est pas exprimé dans tous les cas, ce qui
engendre des phénotypes cellulaires trés variés, de I’hybride entre épithélial et
mésenchymateux au phénotype le plus mésenchymateux’. Le phénotype de ces cellules peut
rapidement varier en fonction des stimuli auxquels elles sont confrontées : elles possedent
une grande plasticité. Un score global de TEM a alors été mis en place permettant de quantifier
le phénotype plus ou moins épithélial ou mésenchymateux d’une population de cellules
(lignée cellulaire ou tumeur), basé sur I’'expression de nombreux genes (218 pour une lignée

cellulaire et 315 pour une tumeur) représentatifs de la TEM dans de nombreux modéles®’.

Pour résumer, la TEM et la TME ne sont pas des processus interrupteurs qui
transformeraient une cellule épithéliale en une cellule mésenchymateuse et inversement. Le
grand nombre de génes mis en jeu dans ces phénoménes entraine I'existence d’'une multitude
de phénotypes intermédiaires plus ou moins stables. Les cellules sont trés plastiques et
peuvent donc facilement passer d’un état intermédiaire a un autre, et méme d’un état stable

a un autre sous l'influence de différents stimuli qui seront détaillés ci-aprés? (Figure 5).
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Métastable

—

 Epithélial Mésenchymateux

Figure 5 : Représentation Schématique de la plasticité cellulaire au cours de la TEM.

Les cellules a gauche représentent les cellules épithéliales. Le bandeau représente I'infinité de phénotypes mixtes
épithélio-mésenchymateux différents que peuvent acquérir les cellules au cours de la TEM, représentants des
états plus ou moins stables. Une multitude d’états intermédiaires stables et métastables peuvent exister. Les
cellules a droite représentent les cellules les plus mésenchymateuses. N’'importe quelle cellule de n’importe quel
phénotype pourrait acquérir n’importe quel autre phénotype en réponse au stimulus adéquat. Adapté de Nieto
etal’

|- Les mécanismes moléculaires de la TEM

La TEM peut étre induite par différents facteurs ou signaux, dans un contexte
physiologique ou pathologique. Parmi eux, de nombreux facteurs de croissance (TGF, EGF
(Epidermal growth factor), etc.), ’hypoxie, des voies moléculaires comme la voie WNT par
exemple. Le TGF-B est un des principaux inducteurs de TEM, durant le développement
embryonaire?®%8, en pathologies ou in vitro*-%%79, Cette partie du développement a pour but
de recenser I'ensemble des mécanismes mis en jeu au cours d’une TEM dans différents
modeles d’études physiologiques ou pathologiques, in vivo ou in vitro afin d’en faire une

synthése.

1- Induction de la TEM par le TGF-B
Les protéines TGF-B sont une sous-famille de petites protéines, des cytokines, qui
comporte 3 isoformes : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3. Ces trois formes sont toutes les trois

capables d’interagir avec les récepteurs du TGF-B (TGF-BR) et donc d’induire une TEM’2,

1.1- Mécanismes généraux d’induction de la TEM par le TGF-

Le TGF-B se lie a la surface de la cellule sur les récepteurs au TGF-B, de classe | (TGF-BRI)
et de classe Il (TGF-BRII). Les récepteurs forment un hétérotétramere, composé de 2 TGF-BRI
et 2 TGF-BRII. Ces deux classes de récepteurs sont des sérine/thréonine kinases. Lorsque le
ligand se lie au niveau de la partie extracellulaire de I'hétérotétramere, les TGF-BRII

phosphorylent les TGF-BRI, qui sont alors capables de phosphoryler d’autres substrats et
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d’activer différentes voies de signalisation. Parmi ces voies, la voie SMAD est la voie canonique

et principale dans I'activation de la TEM par le TGF-B’2.

1.1.1- La voie SMAD
Il existe 8 protéines dans la famille SMAD, classées en 3 sous-catégories : les SMADs
stimulés par le récepteur (R-SMAD) : SMAD1/2/3/5/8 ; SMAD4 (appelée SMAD commun ou C-
SMAD) et les SMAD inhibiteurs (I-SMAD) : SMAD6 et 773. Le type de réponse cellulaire induite
par le TGF-B dépend de la paire de récepteurs activés et du R-SMAD phosphorylé. Seuls
SMAD2/3/4 sont activés par le TGF-B associé aux TGF-BRI et TGF-BRII’2.

Le TGF-BRI peut phosphoryler SMAD2 et SMAD3, qui vont alors se lier a SMADA4. Le
complexe SMAD2/3/4 se relocalise (ou délocalise) dans le noyau et joue le réle de facteur de
transcription*’1, SMAD3 et SMAD4 semblent essentiels dans I'induction de la TEM par le TGF-
B dans de nombreux modeéles physiologiques et pathologiques**’17478 |3 stimulation de la
voie SMAD entraine la transcription de nombreux génes dont les facteurs de transcription de

la TEM (cf paragraphe 1.2- Régulation transcriptionnelle).

En revanche, certaines études réalisées in vivo, montrent que I'expression de SMAD2
semble empécher le complexe SMAD3/4 de se lier au promoteur de SNAIL lors de I'induction
de tumeurs de la peau chez des souris’?, quand d’autres travaux montrent que SMAD?2 est lui

aussi favorable a la TEM dans des cellules de cancers du sein et de la peau*"’*#° (Figure 6).

La voie SMAD peut activer la transcription de SMAD72!, un multi-inhibiteur de la voie
SMAD. En tant gu’inhibiteur antagoniste du TGF-BRI, SMAD7 peut prendre la place de
SMAD2/3 au niveau du TGF-BRI et ainsi empécher leur phosphorylation®. SMAD7 est
également capable de recruter un complexe protéique au niveau du TGF-BRI comprenant
notamment PP1C (protéine phosphatase 1C) qui est la sous unité catalytique de PP1 (protéine
phosphatase 1), capable d’inactiver TGF-BRI en le déphosphorylant®2. Enfin, SMAD7 peut
induire la dégradation par le protéasome de TGF-BRI en recrutant différentes E3 ubiquitine
ligases (SMURF1/2, WWP1 ou NEDDA4-2). Il a également été montré que, dans le noyau,
SMAD7 peut jouer le réle de corépresseur en se liant a ’ADN au niveau des sites de fixation
de SMAD4, empéchant 'activation de la transcription par cette derniére. SMAD7 peut aussi
se lier directement a SMAD4, sur son site de liaison de ’ADN728183-86 S\MAD7 est donc au

cceur d’une boucle de rétrocontrole de I'activité des TGF-BR (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de I'activation de la voie SMAD par le TGF-8.

Le TGF-8 en se liant sur son récepteur TGF-8RII entraine la tétramérisation de 2 TGF-8RI avec 2 TGF-BRII. TGF-BRII
phosphoryle TGF-8RI, qui va lui-méme phosphoryler SMAD2/3. SMAD 2/3 vont pouvoir interagir avec SMAD4 et
rentrer dans le noyau pour activer la transcription des génes cibles. Parmi ces derniers se trouve SMAD7. SMAD7
peut inhiber la voie SMAD de plusieurs maniéres : 1- SMAD?7 se lie au complexe SMAD2/3/4 et empéche leur
fixation a 'ADN ; 2- SMAD?7 se lie a '’ADN et empéche le complexe SMAD2/3/4 de s’y lier ; 3- SMAD?7 se lie aux
TGF-8R et empéche la phosphorylation de SMAD2/3 ; 4- SMAD?7 recrute des phosphatases (PP2A et PP1C) et
déphosphoryle TGF-BRI ce qui le désactive ; 5- SMAD?7 recrute des E3 Ubiquitine ligases (SMURF1/2, WWP1 ou

NEDD4-2) et entraine I'ubiquitination et la dégradation des TGF-8R.
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1.1.2- Autres voies d’activation de la TEM par le TGF-8

Outre la voie SMAD, les voies des MAPK (Mitogen activated protein kinase), de la PI3K/AKT
(Phosphoinositide-3-kinase/Protéine kinase B) et des Rho GTPases sont également activées
lors de I'induction de la TEM par le TGF-B. Le blocage de chacune de ces voies peut affecter le
phénotype mésenchymateux, ce qui suggere qu’elles complémentent et peuvent remplacer

la voie SMAD lors de I'induction de la TEM par le TGF-B**.

1.1.1.1-  Activation de la voie des MAPK par le TGF-3

La protéine SRC peut phosphoryler TGF-BRII au niveau de la tyrosine 284, ce qui entraine
le recrutement de GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2), SHC (SRC homology 2
domain-containing transforming protein 1) et SOS (Son of sevenless) au niveau de ces
récepteurs. La localisation de SOS (facteur d’échange de nucléotide pouvant fournir du GTP a
RAS) a la membrane est alors suffisante pour stimuler RAS (Rat sarcoma), qui initie les voies
des MAPK, aboutissant a l'activation de ERK (Extracellular signal-regulated kinase)®’°.
L’activation constitutive de cette voie par la surexpression de RAF (Rapidly accelerated
fibrosarcoma), induit la TEM dans des cellules MDCK (Madin-Darby canine kidney cells) et
induit une signalisation autocrine du TGF-B°°. De plus, I'inhibition de MEK1/2 (MAPK/ERK
kinase 1/2) dans des cellules NMuMG (Normal murine mammary gland epithelial cells)
empéche I'induction de la TEM par le TGF-f3, ce qui montre I'importance de la voie MAPK dans

cette induction®! (Figure 7).

D’autres MAPK sont activées par le TGF-B et peuvent participer a I'induction de la TEM.
Dans des cellules NmuMG notamment, la MAPK kinase P38 est phosphorylée de maniere
indirecte aprés activation des TGF-BR °%%3, Le TGF-B peut également induire le recrutement
de TRAF6 (TNF (Tumor necrosis factor) receptor-associated factor 6) au niveau des TGF-BR.
Cette derniére va s’auto-ubiquitinyler entrainant son interaction avec la kinase TAK1 (TGF-8
activated kinase 1) qu’elle va ubiquitinyler a son tour. Une cascade de phosphorylations
aboutissant a I'activation de la MAPK JNK (JUN N-terminal kinase) sera alors mise en place °*
% (Figure 7). L’activation de la voie des MAPK va induire la transcription d’un panel de génes

spécifiques (cf paragraphe 1.2- Régulation transcriptionnelle).

L’activation de la voie des MAPK par le TGF-3 peut aussi inhiber la translocation nucléaire

des R-SMADs. Ainsi, ERK est capable de phosphoryler SMAD2 et SMAD3 au niveau d’'une
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région qui empéche leur translocation nucléaire, ce qui diminue la transcription des genes

cibles de la voie SMAD®’ (Figure 7).

1.1.1.2-  Activation de la voie Rho-GTPases par le TGF-3

La liaison du TGF-B sur ses récepteurs peut également induire I'activation de RHO-like
GTPases, notamment RHOA. Le mécanisme par lequel les TGF-BR stimulent RHOA n’est pas
connu®®. Il a été montré que durant le développement, I'activation de RHOA est nécessaire a
I'induction de la TEM*9%190_ Celle-ci entraine I'activation de la kinase ROCK (Rho-associated
coiled-coil-containing protein kinase 1), qui va phosphoryler la kinase LIM (LIM domain kinase
1), qui elle-méme va phosphoryler la COFILINE. Cette derniére est alors inactivée favorisant

ainsi la polymérisation des filaments d’ACTINE1192 (Figure 7).

1.1.1.3- Activation de la voie PI3K/AKT par le TGF-B

L'importance de cette voie dans |‘induction de la TEM a été mis en évidence car I'utilisation
d’inhibiteur de PI3K, ou d’un mutant dominant négatif d’AKT peut supprimer 'induction de la
TEM par le TGF-B193194 De plus, la voie PI3K a des interconnections avec la voie SMAD. En
effet, il a été montré que I'activation de la voie SMAD est nécessaire pour |’activation de AKT
par PI3K dans des cellules épithéliales de cristallin®, A l'inverse, le blocage de la voie PI3K/AKT
empéche la phosphorylation de SMAD2 par le TGF-BRI dans des cellules épithéliales
mammaires. De plus, RHOA est impliquée dans I'activation de la voie PI3K puisque |’expression
d’un dominant négatif de RHOA entraine une diminution de la phosphorylation de AKT%4, Cela
montre de nombreuses connexions entre les différentes voies d’induction de la TEM par le

TGF-B.

L’activité kinase de PI3K est augmentée dans des cellules stimulées par le TGF-B%. En
effet, PI3K, via sa sous unité régulatrice est capable d’interagir avec les TGF-BRI et Il
L'activation de PI3K entraine la phosphorylation du PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). PIP3 peut alors recruter AKT
au niveau de la membrane plasmique ou elle va étre phosphorylée et ainsi activée par PDK1
(Phosphoinositide-dependant kinase 1). AKT peut alors phosphoryler de nombreuses
protéines cibles et activer ainsi différentes voies de signalisation : parmi elles , la voie NFkB,
(cf Chapitre I, 1l, 2.1- Induction de la TEM par le TNF-a) et MTOR (Mechanistic target of
rapamycin)!®’. MTOR activée peut participer a deux complexes dont MTORC1 qui est
important dans l'induction de la TEM. En effet, dans ce complexe MTOR peut phosphoryler
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RPS6KB1 (Ribosomal protein S6 kinase B1), ce qui induit notamment I'augmentation de la

synthése protéique et de la taille cellulaire*™-'8 (Figure 7).

Comme les autres voies induites par le TGF-B, cette voie aboutira a la transcription de
genes activateurs de la TEM. Notamment RPS6KB1 est nécessaire pour l'activation de la

transcription de SNAIL1 dans des cellules de cancer de 'ovaire!® (Figure 7).
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Figure 7 : Activation des voies MAPK, RHO-GTPase et PI3K/AKT par le TGF-6.

A gauche, la liaison du TGFB a son récepteur entraine I'activation des MAPK JNK, p38 et ERK. Au centre, elle
entraine 'activation de la voie PI3K/AKT/MTOR, participant @ I'induction de la TEM. A droite, I’activation des TGF-
BR entraine I'activation de RHOA, ce qui aboutit a la polymérisation des microfilaments d’ACTINE.
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1.2- Régulation transcriptionnelle

La stimulation des voies précédemment décrites par le TGF- entraine la régulation directe
ou indirecte de la transcription de nombreux génes épithéliaux ou mésenchymateux. Les
facteurs de transcription des familles SNAIL, ZEB et TWIST sont responsables de la majorité
des changements transcriptionnels et sont appelés EMT-ATFs (Epithelial to mesenchymal

transition-activated transcription factors).

1.2.1- Famille SNAIL

La famille SNAIL est constituée de 3 membres chez ’lhomme, SNAIL1-3 (SNAIL2 est
aussi connu sous le nom de SLUG). Deux domaines sont conservés entre ces trois protéines :
elles possédent toutes 4 a 6 domaines en doigt de zinc (permettant de se lier a I’ADN au niveau
de séquences particulieres appelées E-Box (CAGGTG)) et un domaine N-terminal SNAG

(SNAIL/Gfi). Les protéines SNAIL peuvent réprimer ou activer la transcription0-113,

SNAIL1 est probablement le facteur de transcription le plus souvent surexprimé au
cours de la TEM*, Il est montré que I'extinction de SNAIL1 suffit 8 empécher I'induction de la
TEM dans des lignées de cellules cancéreuses4115, et que I'expression de SNAIL1 exogéne en
revanche est suffisante a induire une TEM6118  par exemple, des embryons de souris
n’exprimant pas SNAIL1 ne sont pas viables, incapables de former le mésoderme lors de la
gastrulation. L'extinction de SNAIL2 entraine des malformations de la créte neurale et du
mésoderme!!®!20, L3 stimulation par le TGF-B entraine, dans de nombreux modéles,
I’expression des génes codant pour les protéines SNAIL, par I'intermédiaire de la voie SMAD?#
(activation directe de la transcription de SNA/1 et SNAI2 par le complexe SMAD2/3/4%1) ainsi
que la voie des MAPK'?? ou PI3K/AKT/MTOR?°,

SNAIL1 et 2 vont réprimer I'expression de nombreux génes responsables du phénotype
mésenchymateux. D’abord, SNAIL1 et 2 sont tous les deux capables de se lier au promoteur
du géne CDH1 codant pour la E-CADHERINE et de réprimer son expression en recrutant de
nombreux répresseurs épigénétiques afin de créer un environnement localement
répressifl?>124 (cf. Chapitre 11). SNAIL1 et 2 répriment également I'expression des protéines
essentielles des jonctions serrées CLAUDINEs et OCCLUDINEs!?®, ainsi que des desmosomes,
la DESMOPLAKINE et la PLAKOPHILINE, entrainant la désorganisation de ces jonctions et la

relocalisation de certaines protéines de la plague cytosolique associées a celles-ci. SNAIL1
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participe également a la perte de la polarité apico-basale!?®, et au remodelage du

cytosquelette en réprimant directement I'expression de CYTOKERATINESs épithéliales!?”128,

D’autre part, SNAIL1 active également [I'expression de plusieurs genes
mésenchymateux, de maniere directe ou indirecte. Une surexpression de VIMENTINE, de
FIBRONECTINE, N-CADHERINE et MMPs est observée dans des cellules MDCK qui
surexpriment SNAIL1 par exemple!?>130, ainsi qu’une diminution de leur expression dans des
cellules cancéreuses de souris dans lesquelles SNAIL1 est éteint!?°.De plus, SNAIL1 active
I’expression de MMP2 via I’activation de la transcription d’un autre facteur de transcription,
ETS1 (Avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1)'3! et I'expression de MMP9 de
maniére indirecte via la liaison des facteurs SP1 (Specificity protein 1) et ETS1 au niveau du
promoteur de MMP9 dans des cellules MDCK'3?, et de maniére directe en recrutant SP1 et
EGR1 (Early growth response 1) sur le promoteur de MMP9 dans des cellules de carcinome
hépatocellulaire!!3. SNAIL1 est également capable d’induire la transcription d’autres EMT-

ATFs, des familles TWIST, ID et ZEB128130,131,133

Notons que SNAIL1 est capable de se lier a son propre promoteur et de réprimer la

transcription de son propre géne, formant une boucle d’autorégulation’3,

1.2.2- Famille ZEB

Il existe deux membres dans la famille des facteurs de transcription ZEB (Zinc finger E-
Box-binding homeobox) : ZEB1 et ZEB2. IIs possédent deux structures en doigt de zinc a chaque
extrémité qui leur permettent de se lier a ’ADN au niveau d’E-Box bipartites*/13>136, L es ZEB
sont également des répresseurs de la transcription, grace a leur domaine répresseur situé
entre les domaines en doigts de zinc, et leur capacité a recruter des corépresseurs comme
CTBP (C-terminal binding protein)'3> ou, dans des cellules d’adénocarcinome colorectal,
SMARCA4 (SWI/SNF (switch/sucrose non-fermentable) related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin A4)'3’. ZEB1, comme SNAIL1 est également capable de
participer a la modification épigénétique des promoteurs auxquels elle se lie en recrutant
LSD1 (Lysine specific histone demethylase 1)'32 ou SIRT1 (NAD-dependent protein deacetylase
sirtuin-1)'3°. ZEB1 peut également étre un activateur de la transcription, en se liant 8 PCAF
(P300/CBP-associated factor) ou P300'36, ZEB1 et ZEB2 peuvent également toutes les deux se

lier a SMAD2/3. ZEB1 agit en synergie avec les SMAD au niveau des promoteurs des génes
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possédant un site de fixation aux SMADs et aux ZEBs, alors que ZEB2 agit en répresseur au

niveau de ces mémes génes'4,

Les protéines ZEB sont, tout comme les protéines SNAIL des répresseurs de
I’expression de la E-CADHERINE#1142 et d’autres génes des jonctions cellule-cellule!®3. ZEB1
est également impliqué dans la perte de la polarité apico-basale!**. D’autre part les deux
protéines ZEB participent a la migration et l'invasion des cellules, et a I'activation de la

transcription de la VIMENTINE, N-CADERINE et MMP2 de maniére indirecte!43-145,

ZEB1 est impliqué dans le maintien de la TEM, ou dans l'induction d’une TEM plus
mésenchymateuse. En effet, les événements précoces de la TEM comprennent une
dissociation des jonctions adhérentes*:123, Ia B-CATENINE se relocalise dans le noyau, forme
un complexe avec TCF4 (Transcription factor 4) et induit la transcription de ZEB1%®. Enfin,

SNAIL1 et ZEB2 semblent avoir plus d’affinité pour les E-Box que SNAIL2 et ZEB1%35,

1.2.3- Famille bHLH (TWIST)

La famille bHLH (Basic helix-loop-helix) est une famille de facteurs de transcription. Les
protéines de classe | (E12 et E47), de classe Il (TWIST1 et TWIST2) et de classe V (ID1-4,
inhibitors of differenciation) sont impliqués dans la TEM induite par le TGF-B123124:135147 | g
protéines de classe | et Il agissent en homodiméres ou en hétérodimere (classe | et Il
dimérisés), alors que celles de classe V sont incapable de se lier a I’ADN, et agissent en tant

que dominant négatif des protéines de classe | et Il en se dimérisant avec elles 123:147,148,

Les bHLH de classe | (E12 et E47) sont codés par le méme géne (E2A)'%, et répriment
I’expression de CDH1 en se liant sur les E-Box. Une surexpression de E12 ou E47 entraine une
diminution de I'expression de E-CADHERINE ainsi qu’une augmentation de I’'expression de la
VIMENTINE et de la FIBRONECTINE et promeut I'invasion et la migration'#®14°, Dans des
cellules MDCK, la surexpression de E47 entraine la diminution de I'expression de protéines
des desmosomes, et induit celle de N-CADHERINE et d'INTEGRINE a5, sans qu’on en connaisse

le mécanisme 139,

En ce qui concerne les bHLH de classe Il, TWIST1 est impliquée dans la TEM dans de
nombreux modeles*t123124135 || 3 été montré notamment au cours du développement
embryonnaire qu’elle est essentielle a la TEM dans la formation du tube neural chez la

drosophile!*® et qu’une mutation du géne TWIST1 est impliquée dans une malformation du
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palais, due a une absence de TEM au cours du développement*>?, De plus, une surexpression
de TWIST1 ou 2 entraine une diminution de I'expression de E-CADHERINE, OCCLUDINE et
CLAUDINE7 chez la souris®2. Une expression ectopique de TWIST1 peut induire une TEM dans
des cellules épithéliales mammaires immortalisées (HMLE)*?, et une TEM partielle dans des
cellules mammaires épithéliales primaires>?, alors que TWIST1 ou 2 coopérent avec RAS (voie
MAPK) pour induire une TEM trés avancée dans des cellules épithéliales mammaires
MCF10A*>3. TWIST1 peut induire I'expression de N-CADHERINE dans des cellules de cancer de
la prostate!>*, et I'expression directe de PDGFRa (Platelet derived growth factor receptor o)
ce qui permet ensuite la formation de spécialisations membranaires impliquées dans
I'invasion appelées invadopodes, dans des cellules de tumeurs mammaires murines>.
TWIST1 peut également modifier le contexte épigénétique (cf. Chapitre 2) des promoteurs
auxquels elle se lie : elle peut ainsi réprimer I'expression de CDH1 et activer |’expression de
CDH2 (gene codant pour la N-CADHERINE)*>®. TWIST1 peut également induire I'expression de
BMI1 (B lymphoma Mo-MLYV insert region 1 homolog) puis coopérer avec PRC1 (Polycomb
repressive complex 1) (via BMI1) et PRC2 (Polycomb repressive complex 2) pour réprimer

I’expression de CDH1 dans des cellules de cancer de la téte et du cou®>’.

Enfin, les bHLH de classe V sont des inhibiteurs des classe | et II. L'expression ectopique
de ID2 ou ID3 empéche en partie la TEM induite par le TGF-B*8, Leur expression est inhibée
par le TGF-B via la voie SMAD. Cette voie induit d’abord |'expression de ATF3, puis ATF3 se lie
au complexe SMAD3/SMADA4 pour inhiber I'expression des ID1-4%8,

1.2.4- Autres facteurs de transcription inducteurs de la TEM
La stimulation cellulaire par le TGF-B entraine également I'expression du facteur de
transcription HMGA2 (High mobility group A2), via la voie SMAD. Ce dernier est ensuite
capable d’activer la transcription de SNA/1, SNAI2 et TWIST1121,159,160,

Le facteur de transcription BRACHYURY a également été associé a la TEM dans des cellules
cancéreuses humaines, sa surexpression entrainant un phénotype mésenchymateux et son

extinction un phénotype épithélial®?,
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1.3- Régulation par épissage alternatif et post-transcriptionnelle de la TEM induite
par le TGF-

La TEM est largement régulée par épissage alternatif. La stimulation cellulaire par le TGF-
B entraine I'extinction des protéines ESRP 1 et 2 (Epithelial splicing regulatory factor), qui sont
des régulateurs de I'épissage exprimés spécifiguement dans les cellules épithéliales, par
I'intermédiaire de ZEB1'®2, L’extinction des ESRP entraine un changement d’épissage de
certaines protéines régulant la TEM63-16> |3 forme épithéliale du FGFR2 (Fibrobalst growth
factor receptor 2) (llib) devient la forme mésenchymateuse (llic), ce qui rend les cellules
sensibles au FGF2 (Fibroblast growth factor 2) qui potentialise I'induction de la TEM par le
TGF-B3-185 |3 rho GTPase RAC1 va se trouver sous I'isoforme RAC1B qui est une forme plus
active et augmente ainsi la mobilité des cellules tumorales'?%166-168 SCRIB, protéine impliquée
dans les jonctions adhérentes, est également régulée par ce mécanisme. Son isoforme
mésenchymateuse n’est plus localisée au niveau de la membrane'®, Enfin, il y a également
un changement d’épissage de CD44 (Cluster of differentiation 44), qui passe de CD44V a
CD44S. Ce dernier est capable d’activer la voie AKT, et est nécessaire a la TEM dans des

tumeurs mammaires chez la souris7°,

Au niveau post-transcriptionnel, les ARN messagers (ARNm) des génes ZEB et SNAI1/2 sont
post-transcriptionnellement réprimés par des ARN non codants : la famille des micros RNA
(miR)-200 et miR-205. Ainsi, I’expression forcée de miR-200 suffit a empécher la TEM induite
par le TGF- 717173, || existe une boucle de rétrocontrdle négatif entre les protéines ZEB et
miR-200 puisque le promoteur de miR-200 contient des E-Box et son expression est donc
réprimée par les protéines ZEB et SNAIL'®3174, Les ARNm de SNA/1/2 sont aussi ciblés par le
miR-34, empéchant I'expression des protéines SNAIL1/2. Il existe également une boucle de

rétrocontréle négatif puisque SNAIL1/2 peuvent réprimer la transcription de ce miR8.

L’expression de HMGAZ2 est inhibée par I'expression du miR LET-7 dans des cellules de

carcinome du pancréas et par le miR-365 dans des cellules d’adénocarcinome du poumon??3,

1.4- Régulation post- traductionnelle de la TEM induite par le TGF-B
La TEM est un phénomene finement régulé, et de nombreux mécanismes interviennent

au niveau post-traductionnel notamment sur les EMT-ATFs.

50



SNAIL1 peut étre régulé par phosphorylation par GSK3B (glycogen synthase kinase 38) au
niveau des Sérines (S) 97 ou 101, ce qui facilite sa relocalisation cytosolique, ou des S108, 112,
116 ou 120 ce qui va entrainer son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome?®’>,
L'interaction de SNAIL1 avec GSK3[B est empéchée par son interaction avec LOXL2 et LOXL3
(lysil oxidase-like 2 et 3), ces deux protéines augmentent donc la stabilité de SNAIL1176177,
Cette derniére peut également étre phosphorylée au niveau de la S11 par PKD1 (protein kinase
D1)78, ce qui facilite sa relocalisation cytosolique, ou par PAK1 (p21 activated kinase 1) sur la
S246 ou par LATS2 (large tumour suppressor 2) sur sa Thréonine (T) 203 ce qui entraine son
maintien dans le noyau et augmente donc son activité!’918, SNAIL1 peut également étre
dégradé par une E3 ubiquitine ligase FBXO11 (F-box only protein 11), qui est activée lorsque
SNAIL1 est phosphorylée sur sa S11 par PKD1%®!, Cette protéine peut aussi étre stabilisée, dans
des conditions d’hyperglycémie, par O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNac)®2. En ce qui
concerne SNAIL2, P53 peut induire sa dégradation en le recrutant avec une E3 ubiquitine
ligase : MDM2 (murine double minute 2)3.

L'activité de répression de la transcription de ZEB2 peut étre atténuée par une
sumoylation par PC2 (Proprotein convertase 2),

Le bHLH de classe | E47 peut, lui, étre régulé par phosphorylation. Sa phosphorylation par
3PK (MAPK-activated protein kinase 3) ou MAPKK2 (Mitogen-activated protein kinase kinase

2) entraine une diminution de son activité transcriptionnelle!®

alors que sa phosphorylation
par la MAPK p38 entraine sa dimérisation avec MYOD (Myogenic differentiation 1) et
I’activation de la transcription de génes spécifiques'®. E47 peut également étre phosphorylée

par ERK induisant son ubiquitination et sa dégradation?®’,

2- Autres modes d’induction de la TEM

Il existe d’autres modes d’induction de la TEM, par d’autres stimulations cellulaires. Les
mécanismes d’induction qui en découlent peuvent étre similaires a ceux induits par le TGF-B,
ou différents. Lorsque les voies de signalisation induites sont différentes de celles induites par
le TGF-B, elles peuvent néanmoins coopérer avec ces derniéres pour induire I'expression des

mémes genes.

2.1- Le TNF- a
La stimulation cellulaire par le TNF-a peut participer a la TEM, en coopération avec

d’autres stimulations comme avec le TGF-B par exemple. Il a été montré en effet que le TNF-
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o permet la stabilisation et le maintien de la localisation nucléaire de SNAIL1 en limitant son
interaction avec GSK3pB, car cette derniere est phosphorylée par AKT, dans des cellules de
cancer colorectal'8. 'importance de GSK3p et de la B-CATENIN a également été montré dans
I'induction de la TEM par le TNF-a dans des cellules de carcinome hépatocellulaire'®. Le TNF-

a entraine la phosphorylation de GSK3B également en activant la voie NFkB®°,

De plus, le TNF-a coopere avec le TGF-B pour I'induction de la TEM via I’activation de la
protéine TAK1. Les deux cytokines sont capables, de maniere dépendante de cette protéine
d’entrainer différentes voies de signalisations aboutissant a la TEM comme JNK, P38 MAPK,

ERK, NFkB et SMAD®1,

2.2- Induction de la TEM par I'EGF

L'EGF est a l'origine de la TEM dans différents modeles de cellules cancéreuses, le plus
souvent dans des cancers mammaires ou il est montré qu’il entraine I'expression des EMT-
ATFs19271%4  Les récepteurs a I'EGF sont capables d’induire de nombreuses voies de
signalisations impliquées dans la TEM. Dans différentes lignées de cancer du sein, 'EGF active
les voies PI3K/AKT ou ERK!®*; il active également la voie SMAD dans la lignée de cancer du
sein MCF7 (Michigan cancer foundation 7)*°®. Ce facteur de croissance coopére également
avec le TGF-B en augmentant l'activité de SHP2 (SRC homology 2 domain containing

phosphatase 2), une protéine similaire a la protéine SHC qui peut activer ERK*”,

2.3- Induction de la TEM par d’autres facteurs de croissance
D’autres facteurs de croissance que le TGF-B sont capables d’induire la TEM, dans
différents contextes, souvent via la voie PI3K/AKT et la voie ERK apreés activation d’un RTK

(Récepteur tyrosine kinase)?3, mais aussi par d’autres mécanismes.

Le FGF est nécessaire a I'induction de la TEM au cours du développement, pendant la
gastrulation et la formation de la créte neurale notamment!%8-2%_ || est également possible
d’induire une TEM par un traitement au FGF dans des cellules de carcinome de la prostate. On
observe notamment une expression de SNAIL2 et MMP13 ainsi qu’une déstabilisation des

desmosomes?3:201,

L'HGF (Hepatocyte growth factor) agit a travers la voie MAPK/ERK et induit la transcription

de SNAI1 ou SNAI2 suivant le type cellulaire, en permettant la fixation du facteur de
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transcription EGR1 sur leur promoteur!?®292_ || induit également la dissociation des

desmosomes?®3.

IGF1 (Insuline growth factor 1) peut induire la TEM dans différentes lignées cellulaires,
comme des cellules épithéliales mammaires ou des cellules de cancer de la prostate?93204,
L'induction de la TEM dans ces cellules s"accompagne de I'activation des voies MAPK/ERK,
PI3K/AKT et NFkB, qui entrainent I'expression de SNAIL1 et ZEB1. On remarque également que
le récepteur a I'lGF1 forme un complexe avec la E-CADHERINE. Ce complexe se dissocie lors
de la liaison avec son ligand IGF1 ce qui entraine une augmentation de la mobilité des cellules

de cancer du colon?®.

De maniere similaire et via I’activation de RTK, le PDGF (Platelet derived growth factor) et
le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) sont également capables d’induire la TEM dans

différentes lignées cellulaires cancéreuses ou non2%207,

2.4- Autres signaux extracellulaires d’induction de la TEM

Lorsqu’une protéine de la famille WNT se lie a son récepteur FRIZZLED, cela résulte en
I'inhibition de la GSK3p par la voie WNT canonique, et donc la stabilisation et I'accumulation
nucléaire de SNAIL1 notamment. La voie WNT coopére donc avec d’autres voies d’induction

pour induire et maintenir une TEM208-210,

La signalisation de HEDGEHOG induit I'expression de SNAIL1 et |la perte de la E-CADHERINE
via I'expression du facteur de transcription GLI1 (Glioma associated oncogene 1) dans des
cellules épithéliales de rein de rat?'?12, De la méme maniére, I'activation du récepteur NOTCH
par ses ligands DELTA-LIKE ou JAGGED participe a l'induction de la TEM notamment en
induisant I'expression de SNAIL22'3214 Le blocage de la voie NOTCH dans des cellules
d’adénocarcinome de poumon permet a ces cellules en TEM de redevenir plus épithéliales et

moins invasives?!>.

D’autres facteurs présents notamment dans le contexte tumoral, induits par la tumeur ou
le microenvironnement tumoral sont impliqués dans I'induction d’'une TEM, comme I’hypoxie
et son facteur de transcription associé HIF1a (hypoxia inducible factor 1a), ou les interleukines

6 ou 8 (cf Ill- TEM et pathologies 2.1- Induction des cellules cancéreuses en TEM)?16-218,

Les mécanismes d’induction de la TEM sont résumés dans la Figure 8.
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Figure 8 : Signalisation cellulaire de la TEM.
L’activation de la TEM peut résulter de I’activation simultanée ou non de nombreuses voies de signalisations
cellulaires (NOTCH, HEDGEHOG, SMAD, MAPK, PI3K/AKT, RHO GTPase, NF- kB, WNT/BCATENINE, HIF1a). Ces
voies de signalisation sont activées par la liaison de récepteurs cellulaires par leurs ligands spécifiques, ou par un

environnement pauvre en oxygene. Il en résulte Iinduction d’un phénotype mésenchymateux, en passant
éventuellement par la régulation transcriptionnelle d’EMT ATFs ou d’effecteurs de la TEM.

Ill-  TEM et pathologies
En plus de son réle fondamental au cours du développement, la TEM est également au

cceur de plusieurs pathologies, principalement les fibroses (TEM de type Il) et les cancers (TEM
de type Ill).

1- La fibrose
Les fibroses sont des maladies dégénératives chroniques qui aboutissent a la perte de

fonction d’un organe jusqu’a son disfonctionnement total, car le tissu de ce dernier n’est plus

fonctionnel et devient fibreux : les cellules le constituant sécrétent trop de collagéne pour que
le tissu soit fonctionnel®.
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Il'y a débat sur I'implication de la TEM dans la fibrose du rein. En effet, d’une part SMAD3
est nécessaire a I'induction de cette fibrose?'%22°, mais d’autre part, rien ne montre que ce
sont bien les cellules épithéliales du rein qui sécrétent le collagene responsable de celle-ci, et
il est montré que ces cellules ne gagnent pas en capacités migratoires?2%222, || est montré
finalement que les cellules épithéliales de rein subissent bien une TEM partielle qui est
nécessaire pour le recrutement des cellules mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse

et des fibroblastes qui vont eux sécréter le collagéne responsable de la fibrose?23-22>,

Les principales stratégies de traitement des fibroses sont alors dirigées contre I'induction
de laTEM, en essayant de bloquer principalement la voie du TGF-B qui est I'une des principales

causes de ces pathologies®.

2- Les cancers

L'implication de la TEM dans les cancers a été beaucoup controversée, mais il semble de
plus en plus évident que son role est central, non pas dans le développement des tumeurs
mais dans I'agressivité de celles-ci. C'est pourquoi la TEM est un axe important de recherche
de traitements anti-cancéreux aujourd’hui, I'agressivité étant le principal facteur de mauvais
pronostic. Cette agressivité peut se manifester sous plusieurs formes: la résistance aux
traitements, I'échappement au systeme immunitaire et la formation de cellules souches
cancéreuses et de métastases notamment. L'implication de la TEM dans les cancers a été

décrite dans de nombreuses revues récemment?26-228,

L'analyse des cellules tumorales circulantes (CTCs) est un bon moyen de montrer
I'importance de la TEM dans les cancers : les CTCs de cancer du sein expriment des génes

épithéliaux et mésenchymateux, elles sont engagées dans la TEM a des degrés trés variés??.

2.1- Induction des cellules cancéreuses en TEM
De nombreux facteurs extra-cellulaires capables d’induire les cellules cancéreuses en TEM
sont présents dans le microenvironnement tumoral. lls ont deux origines principales :

I'inflammation?3° et I’hypoxie?3?.

L'inflammation au niveau de la tumeur se caractérise par la présence de cellules
immunitaires comme des MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) et des macrophages qui
sécrétent des facteurs de croissance (TGF-B, HGF?*°) et des cytokines (TNF-a, IL(Interleukin)-

1, IL-6 et IL-8) capables d’induire les cellules cancéreuses en TEM?32-234_ || existe une boucle

55



de rétrocontréle positif car SNAIL1 est capable d’induire I'expression de cytokines pro-
inflammatoires comme I'lL-1, IL-6 et IL-8%3°. De maniére intéressante, il a été montré dans des
tumeurs spontanées de la peau chez la souris que l'on retrouve un fort infiltrat de

macrophages au niveau des zones les plus mésenchymateuses de la tumeur’.

Lorsque la tumeur grossit, I'oxygene est moins accessible pour les cellules tumorales, et
certaines se trouvent transitoirement en hypoxie. Il a été montré que le FT HIF1-a, associé a
I'hypoxie, peut induire directement I'expression de SNA/1%%®. 'induction de la TEM par
hypoxie dans les tumeurs semble également dépendante du TGF-B et de la formation de ROS

(Reactive oxygen species)?’.

2.2- Résistance aux traitements

Des patientes atteintes de cancers du sein résistants aux chimiothérapies présentent un
nombre de CTCs plus important et plus mésenchymateuses que les patientes qui ont bien
répondu aux traitements. Cela permet de mettre en évidence I'implication de la TEM dans la
résistance aux traitements anti-cancéreux?38. D’autres équipes ont montré une implication de

la TEM dans des résistances aux chimiothérapies dans des cancers du pancréas et du

sein239'24°.

Au niveau mécanistique, les EMT-ATFs sont capables d’induire I'expression de genes des
systemes de réponse aux dommages de I’ADN qui peuvent compenser les effets des chimio-
et radiothérapies?*%242, SNAIL1 et TWIST1 entrainent également une surexpression des
transporteurs ABC (Adenosine triphosphate binding cassette), qui sont responsables de
résistances multiples aux chimiothérapies. Il a été montré que TWIST1 se fixe directement sur
le promoteur des génes des transporteurs ABCC4 et C5 dans un modeéle de cancer du sein?%3,
Enfin, dans des cancers du sein HER2 (Human EGF receptor 2) positif, la surexpression de miR-
21 entraine une résistance aux chimiothérapies et immunothérapies dirigées contre HER2 via

I’activation de la voie PI3K/AKT et I'induction de la TEM%%4.

2.3- Echappement au systeme immunitaire
L’échappement au systeme immunitaire pendant la TEM a été détaillé récemment par

Terry et al. dans une revue?*,

Des cellules de mélanome de souris, exprimant SNAIL, sont responsables de I'émergence

de LT (Lymphocytes T régulateurs) exprimant FOXP3, protéine immunosuppressive,
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lorsqu’elles sont co-cultivées avec des cellules de rate. L'émergence de ces LTreg est due a la
sécrétion de TGF-f par les cellules cancéreuses. L’extinction de SNAIL dans ces cellules a réduit

la prolifération de LTreg €n co-culture et 'invasion des cellules de mélanome?4,

La TEM dans les cellules cancéreuses peut étre a I'origine d’une inhibition de la formation
de la synapse immunologique entre ces derniéres et les cellules immunitaires comme les LTC
(Lymphocytes T cytotoxiques) et les cellules NK (Natural killer) due en partie a une diminution
de I'expression du CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) de classe 124724, De méme,
I'induction de la TEM dans des cellules MCF-7 de cancer du sein entraine la diminution de la
lyse de ces cellules cancéreuses par les LTC?*. La voie du TGF-B est impliquée dans ce
mécanisme, car I'inhibition des TGF-BRI dans ces cellules les sensibilise aux LTC?*°. La TEM
peut aussi rendre les cellules cancéreuses résistantes a la mort induite par les cellules NK en
modulant notamment la formation de la synapse immunologique, bien que les mécanismes
ne soient pas encore bien compris. Dans certains modeles (cellules de cancer du célon), la

TEM semble rendre les cellules plus sensibles a la mort induite par les cellules NK24°.

La TEM permet également aux cellules cancéreuses de surexprimer PD-L1 (Programmed-
death ligand 1), qui permet aux cellules cancéreuses d’inactiver les cellules immunitaires qui
possédent le récepteur associé PD1 (Programmed death 1). En effet, 'induction de la TEM par
un co-traitement TGF-p et TNF-a dans des cellules de cancer du poumon non a petites cellules
entraine une surexpression de PD-L1 qui permet aux cellules tumorales d’inactiver les
lymphocytes T et d’échapper au systéme immunitaire?*°. ZEB1 participe et est nécessaire a
I’expression de PD-L1 dans des cellules MCF7 de cancer du sein et dans un modeéle murin

d’adénocarcinome pulmonaire?>%2>2,

2.4- Formation de métastases

Il existe de nombreuses études montrant I'importance de la TEM dans la formation de
métastases, basées sur des xénogreffes de lignées cellulaires dans des souris
immunodéficientes et/ou la surexpression non physiologique de protéines induisant la TEM
comme les EMT-ATF?>3, Deux études utilisent un modeéle physiologique d’expression
inductible et tracable de SNA/1 ou SNAI2 dans des souris développant spontanément des
tumeurs mammaires. lls ont montré que SNAIL1/2 sont surexprimés au niveau de la tumeur
primaire mais pas dans les cellules cancéreuses disséminées dans la moelle osseuse. SNAIL1/2
semblent donc importantes dans I'invasion des tissus locaux et des vaisseaux, mais pas dans

57



la colonisation métastatique. Ils ont mis en évidence que SNAIL1/2 sont nécessaires a la
formation de métastases pulmonaires par inhibition de I'expression de ces protéines dans les

tissus mammaires!1>254,

Cependant, I'implication de la TEM dans la formation de métastases reste un sujet
controversé. Deux études dans les cancers du sein et du pancréas proposent que la TEM n’est
pas nécessaire a la formation de métastases en montrant, entre autre, d’une part que les
cellules métastatiques de cancer du sein n’expriment pas la VIMENTINE?* et d’autre part que
la perte d’expression de SNA/1/2 n’empéche pas la formation de métastases dans les cancers
de la prostate?*?. Seulement, d’autres facteurs de transcription peuvent prendre le relai des
protéines SNAIL (famille ZEB, bHLH) dans les cancers de la prostate. L'absence d’expression de
la VIMENTINE dans les cellules métastatiques de cancer du sein peut également montrer que
les cellules sont dans un état de TEM intermédiaire ou ont subi une TME. En somme, ces
travaux ne suffisent pas a exclure totalement la TEM du processus métastatique®. Ainsi, il a
été montré dans un modele murin de tumeurs mammaires spontanées, que quelques cellules
subissent une TEM, envahissent les tissus environnants, envahissent ensuite les vaisseaux
sanguins puis s’établissent dans d’autres organes : poumons, nceuds lymphatiques et foie.
Une fois dans cet organe, les cellules subissent une TME pour réacquérir un phénotype plus

épithélial avant de pouvoir former une métastase?>>,

Comme dit précédemment, une TEM partielle, procurant aux cellules un mélange de
caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses semble faciliter |'apparition de
métastases, en promouvant la migration collective de cellules alors que les cellules tres
mésenchymateuses migrent plutét de maniére solitaire”®3. Ainsi la co-expression de
marqueurs épithéliaux et mésenchymateux est de mauvais pronostic dans de nombreux

cancers (notamment sein, foie et cerveau)?>%-2°8,

2.5- Cellules souches cancéreuses

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont des cellules cancéreuses aux caractéristiques
souches, donc au fort pouvoir clonogénique®. Elles sont par définition a 'origine d’une
tumeur et/ou capables d’en former une, caractérisée par un phénotype CD44Meh/CD24'%, ou
par une forte expression d’ALDH1 (Aldehyde dehydrogenase 1). Ces caractéristiques sont
générées lors de la TEM dans des cellules de cancer du sein?>3%>%2%0,  |es facteurs de
transcription exprimés dans les cellules souches sont également fréquemment exprimés dans
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les cellules en TEM (OCT4 et NANOG notamment), les deux phénotypes sont donc liés
mécanistiquement?®!, Dans des cancers du pancréas, la TEM est liée a des caractéristiques de
cellules souches car ZEB1 réprime I'expression de miRs inhibiteurs du phénotype souche,
entrainant le maintien du phénotype souche dans ces cancers?®?, SNAIL1 est également
responsable de la division symétrique des cellules souches de cancer colorectal, augmentant

ainsi le pool de ces cellules souches?®3.

Cependant, des cellules tumorales épithéliales, peuvent aussi avoir des capacités
tumorigéniques, la TEM n’est donc pas toujours impliquée dans la formation de CSC®32%4, Cela
explique également pourquoi les cellules les plus mésenchymateuses ne sont pas toujours
capables de former des métastases. Enfin, dans un modéle de tumeurs spontanées de la peau
chez la souris, les cellules tumorales ayant un phénotype mixte épithélial/mésenchymateux
sont les plus a méme de reformer I’'ensemble des différentes cellules tumorales de la premiére
tumeur lorsqu’elles sont réinjectées en sous-cutanée, comparé aux cellules les plus

épithéliales ou les plus mésenchymateuses’.

2.6- Thérapeutiques anti-cancéreuses ciblant la TEM

La TEM étant un phénomeéne pouvant étre induit par de multiples voies paralléles, parfois
redondantes et souvent induites en méme temps, le ciblage thérapeutique de ce phénomene
doit s’effectuer a plusieurs niveaux. Ainsi, le ciblage des stimuli extracellulaires, des EMT-ATF,

et des effecteurs de la TEM semble étre une bonne stratégie?®°.

Concernant le ciblage des stimuli extracellulaires, il existe des essais cliniques testant
I’efficacité d’'une molécule inhibitrice du TGF-BRI (LY2157299) dans des cancers du pancréas,
des hépatocarcinomes cellulaires, des gliomes et des glioblastomes?%>2%8 ginsi qu’un anticorps
anti-TGF-B (fresolimumab) en combinaison avec la radiothérapie dans des cancers du sein
métastatiques?®®. De plus, un inhibiteur du récepteur a 'EGF (Erlotinib) est approuvé pour le
traitement de cancers du poumon avancés?’?. L’induction de la TEM par hypoxie a également
été ciblée, au niveau préclinique seulement. Une molécule inhibitrice indirecte de 'activité de
HIFla permet de diminuer la formation de métastases dans un modéle de dissémination

tumorale chez la souris?’L.

Les deuxiémes cibles pour empécher la TEM sont les EMT-ATFs. L'inhibition directe de

ceux-ci semble compliquée, et il manque d’études a ce sujet. Cependant, plusieurs molécules
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sont capables de les inhiber indirectement, comme un inhibiteur de CDK4/6 ou un inhibiteur

de STAT3265’272_274.

Les facteurs de transcription de la TEM sont régulés épigénétiquement (cf. Chapitre Il),
ainsi des thérapies épigénétiques sont développées pour empécher la TEM dans les cellules
cancéreuses, ciblant la méthylation du promoteur de miR-200 par exemple, ou les
nombreuses enzymes méthyltransférases ou déméthylases d’histones recrutées en méme
temps que les EMT-ATFs au niveau des promoteurs des genes cibles?®®, Enfin, des
immunothérapies sont en développement dirigées contre les EMT-ATFs. Il a été montré qu’un
vaccin anti-TWIST1 est efficace chez la souris et empéche la croissance tumorale ainsi que la
formation de métastases dans un modéle de tumeurs mammaires 4T127>. Un vaccin dirigé
contre le facteur de transcription BRACHYURY (FT impliqué dans la TEM) est en tests cliniques
de phase | et Il, dans des cancers avancés et notamment dans des chordomes

(NCT02383498)276,

Les troisiemes cibles pour bloquer la TEM sont les protéines mésenchymateuses
effectrices de la TEM. De nombreuses stratégies pré-cliniques visent a réexprimer la E-
CADHERINE dans les cellules cancéreuses. C'est une stratégie compliquée a mettre en place
puisque cette protéine épithéliale a aussi été associée a la croissance plus rapide de certaines

tumeurs26°

. La E-CADHERINE peut étre réexprimée dans des lignées cellulaires cancéreuses en
ciblant la méthylation de son promoteur ou les modifications des histones au niveau de celui-
ci. Notamment, le butyrate de sodium, un inhibiteur de HDAC est en test cliniques et le SAHA
(Suberoylanilide hydroxamic acid) a été approuvé par I'agence américaine du médicament en
2006 (sous le nom de Vorinostat) pour les traitement de lymphomes cutanés a cellules T26>277,

Quelques composés ont également montré un effet anti-invasif et anti-migratoire en ciblant

I’expression de VIMENTINE ou de N-CADHERINE dans des modeles cellulaires ou murins?.

Le blocage de la TEM dans les cellules cancéreuses permet de les sensibiliser aux
immunothérapies, c’est pourquoi I'association de ces deux stratégies est prometteuse et fait
I’objet de nombreux essais cliniques actuellement, avec la combinaison de thérapies anti-TEM
et ciblée contre les checkpoint immunitaires (Tableau 3). On y trouve des inhibiteurs des TGF-

BRI et des anticorps anti TGF-B (dont un anticorps de fusion anti PD-L1 et anti TGF-B)?78.
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Inhibiteurde = Agent modificateur de Thérapie Numero d'essai
i . o Type de Cancer o Phase
Checkpoint la plasticité additionnelle clinigue
. Galunisertib (Inhibiteur .
Nivolumab Tumeurs solides NCT02423343 1/1
du TGF-BRI)
. LY3200882 (inhibiteur B
Pembrolizumab Cancers avancés NCT04158700 1/
du TGF-BRI)
PDR0O01 NIS793 (a-TGF-B) Cancers avancés NCT02947165 1/1B
Vactosertib (inhibiteur Tumeurs
Durvalumab L. NCT04064190 1]
du TGF-BRI) urothéliales
LY3200882 (inhibiteur Chimiothérapie, .
LY3300054 L. Tumeurs solides NCT02937272 I
du TGF-BRI) radiothérapie
Gemcitabine, cancers du canal
. N . NCT04066491 1/u
cisplatine biliaire
cancers du canal
A NCT03833661 1]
biliaire
cancers du sein
NCT03620201 I
HERZ2+
X L. Cancers du sein
Bintrafusp alfa Radiations NCT03524170 I
HER2- HR +
(-PD-L1/TGF- ; .
. Mésylate Cancers du sein
BRII fusion T . .. NCT03579472 IB
. d'éribuline triple négatifs
protein)
Tumeurs
colorectales solides
. e NCT03436563 1B/l
avecinstabilité des
microsatellites
cancers du poumon
Topotecan ou | .
a petites cellulesen  NCT03554473 /11

temozolomide

rechute

Tableau 3 : Résumé des essais cliniques en cours basés sur la combinaison d’une thérapie anti-TEM

et d’une thérapie ciblant les inhibiteurs de checkpoint immunitaires. Traduit de Horn et al.
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Chapitre Il : La régulation Epigénétique de la
TEM

Apres avoir décrit les principaux mécanismes moléculaires qui régissent la TEM, ce
chapitre a pour but de montrer que la régulation épigénétique de ces mécanismes est a

I'origine de la plasticité des cellules en TEM.

|- Généralités sur les régulations épigéenétiques

La définition de I'épigénétique (littéralement « au-dessus de la génétique ») est souvent
sujette a débats. La plus communément proposée étant : Modifications, transmissibles par
hérédité, de I'expression des genes sans altération de la séquence nucléotidique de ’ADN. A
cette définition peut étre ajouté le caractere réversible des modifications épigénétiques. Plus
récemment le fait qu’une modification épigénétique doit avoir un facteur d’initiation du signal
et un facteur de maintien de ce signal qui doivent étre différents I'un de I'autre est également

pris en compte?’®.

1- Contexte et premiéres études épigénétiques

L'étude du domaine de I'épigénétique est apparue par la nécessité d’expliquer
I'influence de I'acquis sur I'inné, car la génétique classique n’était pas capable d’expliquer les
différences de phénotypes a partir du méme génotype: cela est flagrant dans la
différenciation cellulaire, qui aboutit a des cellules dotées du méme génotype mais de

phénotypes totalement différents au sein d’'un méme individu.

Ainsi, la premiére utilisation moderne du terme épigénétique est attribuée a Conrad
Hal Waddington, un embryologiste et généticien britannique, en 1942, Pour lui, I'épigénétique
est alors I'étude de I'ensemble des phénomenes permettant d’aboutir a un phénotype a partir

d’un génotype?,

L’histoire de I'épigénétique a été résumée dans une revue de la littérature en 2014281,
Le modeéle de linactivation du chromosome X chez la souris a été l'un des premiers
mécanismes épigénétique mis en évidence. En 1975, deux équipes proposent que des

méthylations de I'’ADN puissent réprimer I'expression des genes du chromosome X
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inactivé?8228 De plus, I'importance des histones dans la régulation de I’expression des génes
est questionnée depuis 1950 au moins?®*, 'auteur décrit alors les histones comme étant
répresseurs de I'expression des genes, et que les cellules, possédant des histones différents,
auraient un panel d’expression de génes différents?®!. On est en mesure de dire aujourd’hui
que ces conclusions sont inexactes, mais ces travaux sont trés en avance sur I'époque. En
effet, la découverte plus précise du role des modifications post-traductionnelles des histones
dans I'expression des genes se fit de maniére progressive, une modification apres I'autre
depuis 1964 jusqu’a nos jours?®l. D’autres mécanismes de régulation épigénétique ont été
décrits beaucoup plus tard. L’activité des ARN non codants a en effet été reliée a
I'épigénétique seulement a partir de 201428528 méme si leur implication dans les autres

mécanismes épigénétiques a été discutée quelques années avant?®’.

2- Compaction de la chromatine et expression des genes

La chromatine est la structure de compaction de I’ADN, ce qui lui permet d’occuper un
espace trés réduit dans le noyau alors que la longueur de I’ADN décompacté de chaque cellule
est d’environ 2 metres. Cette structure associe alors ADN et protéines notamment au sein
d’une unité de base : le nucléosome. Ce dernier est composé de 8 protéines histones, 2 H2A,
2 H2B, 2 H3 et 2 H4 et de 146 paires de bases enroulées autour de ces derniéres?®®, Les
histones sont des petites protéines entre 13 et 17kDa environ, qui sont trés basiques (entre
20 et 30% d’acides aminés basiques). Leurs charges négatives a pH physiologique leur
permettent d’interagir avec les charges positives des groupements phosphates de I’ADN.
L’histone H1 est situé entre les nucléosomes et se lie a ceux-ci au niveau des sites « d’entrée »
et de « sortie » de I’ADN participant a leur stabilité?®. La chromatine a donc une structure
primaire rappelant celle d’un collier de perle, qui correspond a une fibre de 11 nm de
diametre. Elle est ensuite organisée en structures secondaires plus ou moins compactées : elle
peut s’organiser en fibre de 30 nm, correspondant a un enroulement en solénoide ou en zigzag
de la fibre de 11 nm, puis en structure tertiaire, en interagissant avec d’autres fibres de

chromatine?®° (Figure 9).
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A Structure en collier de perle : fibre de 11 nm

H2 ‘

H4

E Structure Tertiairede
solénoides

@3“

D Fibrede 30 nmensolénoide

C Fibrede30 nm
en « Zig-Zag »

Figure 9 : Différentes structures de la chromatine.

A. Structure de la chromatine en « collier de perle », ou fibre de 11 nm. B. Structure schématique du nucléosome.
C. Fibre de 30 nm de chromatine en « zig-zag ». D. Fibre de 30 nm de chromatine en solénoide. E. Structure
tertiaire de chromatine, plusieurs molécules d’ADN en solénoide associées. F. Structure tertiaire de la chromatine,
plusieurs molécules d’ADN en fibre de 11 nm associées 2°°.

L’état de compaction de I’ADN par le nucléosome influence grandement I'activité
d’expression des génes. Plus I’ADN est compacté, moins il est physiquement accessible par
des facteurs de transcription et la machinerie transcriptionnelle. Au contraire, lorsque ’ADN
est décompacté, I'expression des genes est accentuée. Il a été montré notamment que ’ADN
décompacté représente 2 a 3% de I’ADN d’une cellule, mais que cela représente environ 90%
des séquences liées a des facteurs de transcription?®l. On parle d’euchromatine pour décrire

de 'ADN décompacté, qui contient des genes activement transcrits, et d’hétérochromatine
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pour décrire de I’ADN trés compacté méme en interphase, composé de régions non codantes

(hétérochromatine constitutive) et ou de génes inactifs (hétérochromatine facultative)?8%.2%2,

Cette compaction de I’ADN est régulée par la densité de nucléosomes liés a I’ADN, leur
stabilité, et leur conformation. Plus il y a de densité de nucléosomes et plus ceux-ci sont
stables (et ont donc un turnover lent) et moins la chromatine est accessible?®. La
conformation des différentes protéines histones, en fonction de leurs différentes
modifications post-traductionnelles (cf. 3.2- Modifications post-traductionnelles des histones)
peut ainsi réguler leur densité et leur stabilité. Les facteurs de transcription jouent également
un réle tres important dans I'accessibilité de I’ADN, en pouvant modifier la densité et la
stabilité des nucléosomes aux alentours de leurs régions de fixation, via notamment le
recrutement de modificateurs des histones, ou simplement en interagissant physiquement

avec le nucléosome?88.

L’accessibilité de I’ADN n’est pas le seul mécanisme qui permet d’induire I'expression
des genes. Par exemple, dans certains cas comme dans I’hématopoiése, I'expression des genes
peut-étre corrélée avec des modifications d’histones habituellement associées avec des génes

inactifs2?3.

3- Les différents mécanismes de régulation épigénétique
En plus de modifications des protéines histones et de I'état de compaction de I’ADN,
d’autres mécanismes épigénétiques régulent I'expression des génes : la méthylation de ’ADN

et les ARN non codants.

En ce qui concerne la méthylation de I’ADN et les modifications post-traductionnelles des
histones, les protéines qui participent a ces modifications sont généralement catégorisées en
trois groupes : les protéines « écrivaines » qui installent les modifications (méthylations de
I’ADN ou des histones, acétylations, phosphorylations, etc.), les protéines « lectrices » qui sont
capables de se lier a des modifications spécifiques et de modifier I'expression des génes au
niveau de celles-ci et les protéines « effaceuses » qui suppriment ces modifications
(déméthylases, désacétylases, etc.). L'ensemble de ces marques a un moment donné
constitue alors le paysage épigénétique. On parle également de « code histone » plus
localement afin de décrire 'ensemble des modifications des histones au niveau d’un locus qui

définissent I'état d’activation de la transcription de ce dernier. Les différentes marques
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interagissent entre elles, notamment par le jeu des protéines « lectrices » qui peuvent
recruter des protéines « écrivaines » d’autres marques, et participent a I'élaboration de ce

code tres complexe.

L’histone H3 possede plusieurs variants, H3.1, H3.2 et H3.3, qui, bien que trés proches
en séquence d’acide aminés, ne sont pas incorporés indifféremment aux nucléosomes. H3.1
et H3.2 sont les variants canoniques de H3, et sont distribués assez uniformément dans le
génome. lls sont incorporés surtout pendant la réplication de I’ADN. En revanche, H3.3 semble
incorporé durant tout le cycle cellulaire et est plut6t situé au niveau des zones de transcription
actives, mais également au niveau des téloméres et du centrosome??4, L’accumulation de H3.3

a la place de H3 semble suffisant @ maintenir une transcription active?8%2%,

3.1- Méthylations de I’ADN

L’ADN humain peut-étre méthylé sur le carbone 5 des cytosines, au sein des ilots
« CpG » (Cytosine, phosphate, Guanosine) (Figure 10A). Il a été montré qu’un fort niveau de
méthylation au niveau du promoteur d’un géne entraine généralement une répression de
I’expression de ce géne?®®?°’, Ces modifications sont considérées comme plus stables que les
modifications des histones et donc généralement peu plastiques, bien que des cycles de
méthylation/déméthylation rapides aient déja été montrés?®%®. |l existe trois niveaux de
régulation de la méthylation de 'ADN : la méthylation de novo, la maintenance de la

méthylation et la déméthylation.

Chez 'lhomme, deux enzymes sont principalement responsables de la méthylation de
novo de I’ADN : DNMT3A et DNMT3B (DNA (Desoxyribonucleic acid) methyltransferase 3 A et
B) (Figure 10B). Ces enzymes sont donc capables de méthyler I’ADN au niveau de n’importe
quel flot CpG. Elles peuvent également méthyler I’ADN au niveau du corps des genes, ce qui
est plutot retrouvé au niveau des génes activement transcrits, bien que la relation entre

méthylation de ces zones et expression de ces génes ne soit pas expliquée?°%2%,

Le maintien de la méthylation est en revanche assuré principalement par la
méthyltransférase DNMT1 (DNA methyltransferase 1). Lors de la mitose, les deux brins d’ADN
sont séparés dans les deux cellules filles différentes, si bien que chaque cellule fille se retrouve
avec un brin d’ADN méthylé comme dans la cellule mére et un brin d’ADN nouvellement formé

non méthylé : on parle d’ADN hémi-méthylé. Ainsi, DNMT1 est capable de méthyler par
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symétrie le brin d’ADN nouvellement synthétisé pour maintenir le niveau de méthylation de
I’ADN de la cellule mere dans les cellules filles (Figure 10B). DNMT1 existe sous une forme
auto-inhibitrice. Pour s’activer, I'enzyme a besoin d’un partenaire, une E3 ubiquitine ligase
UHRF1 (Ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1) qui va se lier spécifiqguement aux
cytosines hémi-méthylées3®, Elle peut ubiquitiner I'histone H3 sur la lysine 23, et ainsi
entrainer le recrutement de DNMT1, qui méthyle alors le brin d’ADN nouvellement

synthétisé301-303,

Enfin, la déméthylation active des cytosines de I’ADN est réalisée par les enzymes TET
(Ten-eleven translocation). Elles vont progressivement oxyder les 5-méthylcytosines (5-mC)
en 5-hydroxyméthylcytosines (5-hmC) puis 5-formylcytosine (5-fC) et 5-Carboxylcytosine (5-
CaC)®®. La 5-fC et la 5-CaC sont ensuite reconnues comme bases anormales et seront
remplacées par une cytosine normale par les systemes de réparation de I’ADN par excision de
base (Figure 10A). De nombreux travaux montrent que la 5-hmC pourrait avoir un role
beaucoup plus important dans la régulation de I'expression des genes qu’un simple
intermédiaire de déméthylation des cytosines. En effet, il a été montré que la 5-hmC peut étre
considérée comme une modification de ’ADN a part entiére, avec ses propres réles, par sa
grande stabilité. Cette marque est plutot associée a des promoteurs actifs, pouvant protéger
ceux-ci d’une hyperméthylation notamment3%4307, | g déméthylation de I'ADN peut
également étre passive, par absence de méthylation de maintien au cours des divisions

cellulaires.

La méthylation de ’ADN peut réprimer I'expression des genes en empéchant la fixation
de facteurs de transcription, mais également en recrutant des enzymes qui modifient de
maniére post-traductionnelle les histones via les DNMT ou via d’autres protéines qui sont
dites « liseuses » des méthylations : les MBD (Methyl CpG binding domain proteins)?®®. La
répression de I'expression de génes par méthylation du promoteur est particulierement
observée dans l'inactivation du chromosome X, les genes d’empreinte, les genes spécifiques
des lignées germinales et I'extinction de séquences répétées des transposons qui occupent

environ la moitié du génome?°°,
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Figure 10 : Mécanismes de méthylation de I’ADN.
A. Mécanismes de méthylation et de déméthylation active de I’ADN par les enzymes DNMT et TET. B. Méthylation
« de novo » ou méthylation de maintien au cours de divisions cellulaires par les différentes enzymes DNMT.

3.2- Modifications post-traductionnelles des histones

Les modifications post-traductionnelles des histones sont des régulations
épigénétiques plus plastiques que la méthylation de I’ADN, les changements d’expression des
génes occasionnés par ces modifications sont donc plus facilement réversibles et adaptables
al’environnement de la cellule. Chaque histone possede une queue N-Terminale, qui n’est pas
située a l'intérieur du nucléosome mais plutét libre vers I'extérieur. C'est principalement au
niveau de cette queue que les histones subissent des modifications post-traductionnelles 3%,
Ces modifications peuvent créer des sites d’interaction pour d’autres protéines (facteurs de
transcription, DNMT, etc...) ou directement modifier la conformation du nucléosome et donc
la compaction de la chromatine, régulant ainsi I’expression des génes3%8, Elles apportent une
régulation plus complexe que la méthylation de 'ADN, a 5 niveaux : 1) elle fait intervenir les
histones et pas seulement la molécule d’ADN, 2) il existe plusieurs types de modifications, 3)
la localisation de la modification sur la queue d’histone est importante, 4) le degré de

modification (notamment pour la méthylation) I'est également et 5) il existe des interactions

entre les différentes modifications post-traductionnelles d’histones'®,

68



Il existe de nombreuses modifications post traductionnelles des histones, nous allons
ici brievement en faire la liste sans entrer dans toute la complexité qu’elles engendrent dans

la régulation de I'expression des génes.

3.2.1- Méthylations
Nous détaillerons ici un peu plus le role des méthylations des histones que les autres
modifications, puisque c’est la modification qui concerne les travaux de cette these. Ces
méthylations interviennent le plus souvent sur les lysines. Elles ne changent pas la charge
électrique de l'acide aminé mais sont importantes pour la reconnaissance par d’autres

309 qui sont capables de reconnaitre spécifiquement des régions d’histones en

enzymes
fonction de I'état de méthylation de certaines lysines et de la séquence d’acides aminés

environnante319,

Signalons également que quelques méthylations peuvent intervenir au niveau
d’arginines (Arginines 2, 8, 17 et 26 de H3, Arginine 3 de H4 par exemple). Ces méthylations
peuvent étre simple (Rmel) ou double, et lorsqu’elles sont double symétriques (Rme2s)
(méthylation sur les deux atomes d’azote différents) ou asymétrique (Rme2a) (deux
méthylations sur le méme atome d’azote). L’effet de ces méthylations sur la transcription des
génes est dépendant du résidu méthylé et du type de méthylation (simple, symétrique,

asymétrique)3'1312 (Figure 11A).

La méthylation des lysines des histones peut activer ou réprimer la transcription des
génes en aval. Cela dépend de la position et de I'état de méthylation de I'acide aminé : en
effet celles-ci peuvent étre méthylées une fois (mel) deux fois (me2) ou trois fois (me3)
(Figure 11B). Parmi les méthylations activatrices de la transcription, on retrouve H3K4, H3K36
et H3K79 alors que dans les méthylations répressives de |'expression, on retrouve H3K9,
H3K27 et H4K20 lorsqu’elles sont triméthylées3'3314, | 3 présence de méthylations activatrices
et répressives sur le promoteur d’un méme géne peut permettre une régulation rapide et
réversible de I'expression de ce gene, en modifiant I'une ou l'autre de ces marques afin de
faire passer rapidement le promoteur d’inactif a actif et inversement3!4. Les méthylations des
histones, en plus de la régulation de la transcription, peuvent étre impliquées dans I'épissage

des ARN ou la réplication, la recombinaison ou la réparation de I’ADN3°
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Figure 11 : Méthylation des arginines et des lysines des histones.
A. Schéma de méthylation des arginines des histones. B. Schéma de méthylation des lysines des histones.

Les méthylations de lysine d’histones sont catalysées par des enzymes appelées HMT
(Histone methyltransferase) ou KMT (Lysine methyltransferase) car certaines de ces enzymes
ne sont pas uniguement spécifiques des histones. Les enzymes catalysant la réaction inverse
sont appelées HDM (Histone demethylase) ou KDM (Lysine demethylase) (Figure 11B). Ces
enzymes sont en général spécifiques d’une ou quelques lysines données, et d’un niveau de

méthylation donné3!4. Les méthylations d’arginine des histones sont, elles, catalysées par des
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enzymes appelées PRMT (Protein arginine methyltransferase) qui sont de trois types : les type
1 catalysent la méthylation d’arginine mono-méthylées et di-méthylées asymétriques, les type
2 catalysent la méthylation d’arginine mono-méthylées et di-méthylées symétriques et les

type 3 qui catalysent la méthylation d’arginine mono-méthylées uniquement3!° (Figure 11A).

La méthylation qui nous intéresse particulierement dans cette thése est la méthylation
de la lysine 27 de I'histone H3 : H3K27mel, me2 ou me3. De maniere générale, plus cette

lysine est méthylée et plus la transcription des génes est réprimée (cf : Chapitre Ill).

3.2.2- Acylations

L’acylation des histones se fait au niveau des lysines. Cela consiste en I'ajout d’un
groupement acyl (il en existe de nombreux, le mieux décrit étant le groupement acétyl316:317)
a partir d’un donneur acyl-CoA (acyl-Coenzyme A) sur le groupement amine la chaine latérale
d’une lysine. De maniére générale, cette modification entraine la neutralisation de la charge
positive de la lysine et ainsi diminue les interactions entre le nucléosome et ’ADN et entre les
nucléosomes entrainant donc la décompaction de la chromatine. L’acylation des lysines des
histones est donc globalement favorable a la transcription, bien qu’il existe des mécanismes

différents selon le groupement acyle ajouté. 308316317

Les enzymes catalysant la réaction d’acylation des histones sont appelées HAT (Histone
acetyl tranferase) et celles catalysant le retrait des groupements acyle sont appelées HDAC
(Histone deacetylase). Elles portent ce nom car elles ont été d’abord identifiées comme étant
responsables d’ajout ou de retrait des groupements acétyle (Figure 12). Les HAT et les HDAC
ne sont en général pas spécifiques d’une lysine particuliére mais sont capables d’agir au niveau
de plusieurs résidus lysines, de plusieurs histones différentes. De plus, I'acétylation d’une
lysine peut parfois étre remplacée par I'acétylation d’une autre lysine sans changer vraiment
les effets de cette acétylation, ce qui en fait une marque tres différente de la méthylation des
histones. Ces deux dernieres sont d’ailleurs en compétition sur les résidus lysine, la
méthylation pouvant favoriser ou non I'expression du geéne selon le résidu alors que

I"acétylation favorise I’expression, quel que soit le résidu.
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Figure 12 : Acétylation des histones.

Schéma descriptif du mécanisme d’acétylation des histones. Les HAT acétylent les lysines des histones, ce qui
engendre une ouverture de la chromatine alors que les HDAC les désacétylent et engendrent donc une fermeture
de la chromatine.

3.2.3- Ubiquitinylations
Les histones H2A et H2B sont les histones les plus fréquemment ubiquitinylés, bien que
tous peuvent I'étre. La mono-ubiquitinylation de H2A est plus fréquemment associée a la
répression de la transcription alors que la mono-ubiquitinylation de H2B est plus
fréquemment associée a des génes actifs3'8, La réaction d’ubiquitinylation des histones est
catalysée par des histones ubiquitine ligases, alors que le retrait de 'ubiquitine est catalysé

par des histones « deubiquitinating enzymes » (DUB)3'8,

Les ubiquitinylations des histones sont également impliquées dans les systéemes de
réparation de I’ADN, l'inactivation du chromosome X ou la ségrégation des chromosomes

durant la mitose318-320,

3.2.4- Phosphorylations
Les histones peuvent étre phosphorylés au niveau de sérines, thréonines ou tyrosines
par une variété de kinases, certaines spécifiques d’'un acide aminé donné, d’autre pouvant en
phosphoryler plusieurs3?l. Les phosphorylations sont impliquées dans les systémes de
réparation de I'ADN (phosphorylation de I'histone H2AX), dans la compaction de la
chromatine au cours des divisions cellulaires ou de I'apoptose, et également dans la régulation
de la transcription. Différentes phosphorylations peuvent en effet faciliter I'acétylation de
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lysines voisines, ce qui entraine I'activation de la transcription des génes32322, Les histones
sont déphosphorylés par plusieurs phosphatases différentes3!1323, Les Sérines et Thréonines

pouvant étre phosphorylées sont indiquées sur la figure 13.

3.2.5- SUMOylation
La SUMOylation est 'ajout de la protéine SUMO (Small ubiquitine like modifier 1), un
analogue de l'ubiquitine, au niveau des lysines des histones. Elle est ajoutée et retirée par les
mémes enzymes. Cette modification entre en compétition avec les autres modifications des

lysines et a été associée jusqu’ici a la répression de la transcription311,324,

3.2.6- ADP Ribosylation
Les histones peuvent étre ADP ribosylées au niveau des résidus arginine ou glutamate.
L'ajout de ces groupements est catalysé par les enzymes de la famille PARP (Poly-ADP
(Adenosine diphosphate)-ribose-polymerase) et leur retrait par les enzymes de la famille Poly-
ADP-ribose glycohydrolase. La ribosylation est plutét associée a I’activation de la transcription.
Le niveau de cette modification est également largement augmenté lorsque les systemes de

réparation de I’ADN sont activés3!13%5,

3.2.7- Arginine citrullination
Le retrait du groupement amine d’une arginine par I’enzyme PADI4 (Peptidyl arginine
deiminase 4) la transforme en citrulline. Cette modification empéche alors la méthylation de

I’arginine et est plutét favorable a une décompaction de la chromatine311,326,

3.2.8- Proline isomérisation
L'isomérisation de proline d’'une conformation trans vers une conformation cis est
catalysée par des proline isomérases. Cette modification au niveau des histones peut avoir
une incidence sur d’autres modifications d’acides aminés proches de la proline en

question3113%7,

Les principales modifications des histones répertoriées sont présentées figure 13.
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Figure 13 : Modifications post-traductionnelles des histones.

A. Principales modifications post-traductionnelles des queues d’histones répertoriées (adapté de Rodriguez-
Paredes et Esteller, Nature Med, 20113%8). B. Méthylations de H3K27 et régulation de la transcription des génes.
Me = méthylation ; Ac = Acétylation ; P = Phosphorylation ; Ci = Citrullination ; Ub = Ubiquitination.

3.3- ARN non codants

Les ARN non codants sont des ARN qui ne sont pas traduits en protéines. Leur diversité est
grande et ils sont classés en plusieurs catégories en fonction de leur taille, de leur origine ou
de leur structure. lls sont également considérés comme des facteurs épigénétiques de la
régulation de I'expression des genes bien qu’ils ne soient pas transmissibles, on parle
désormais d’épitranscriptomique. Ces ARN sont classés en deux grands groupes en fonction
de leur taille : les longs ARN non codants (IncRNA (Long non-codants RNA)) et les ARN non-
codants courts (Short ncRNA(Non-codants RNA) selon qu'’ils soient constitués de plus ou moins
200 nucléotides. Ces ARN peuvent se lier a des séquences spécifiques du génome par

complémentarité de séquence et réguler I'expression des genes par différents mécanismes.

Les IncRNA peuvent réprimer ou parfois activer I'expression de génes en recrutant au
niveau de leur promoteur des enzymes modifiant la méthylation de I’ADN ou les histones

(DNMT, KMT, KDM, etc.). lls sont capables de réguler I'expression de genes en cis (c’est-a-dire
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sur le locus qui code pour ces ARN) ou en trans (au niveau d’autres locus). Il existe de

nombreuses catégories de IncRNA que nous ne détaillerons pas ici.

Les ncRNA courts sont classés en plusieurs groupes selon leur origine (miRNA (micro RNA),
siRNA (small interfering RNA), etc.). lls sont capables de réguler directement la transcription
des genes ou la stabilité des ARNm (ARN messagers) par affinité de séquence de quelques
nucléotides?®4329, |Is peuvent alors se fixer aux 3’ ou 5’ UTR (Untranslated regions) des ARNm
et induire leur dégradation. Ces petits ARN sont également capables, comme les IncRNA de
recruter des facteurs épigénétiques et ainsi modifier la méthylation de I’ADN ou les histones
entrainant la régulation de I'expression des genes. Enfin, notons que I'expression de ces
ARNnNcs est souvent la cible elle-méme de régulations épigénétiques par modification de la
méthylation de I'’ADN ou modification des histones, ce qui génére des boucles de
d’amplification et I'installation de marques épigénétiques qui peuvent s’étendre a une région

du génome?8®,

L’'ensemble de ces régulations épigénétiques constitue un mécanisme de régulation des
génes dynamique et adaptable au contexte cellulaire. Ces caractéristiques en font un
mécanisme privilégié pour induire des changements rapides du phénotype de la cellule en

réponse a un changement des conditions de I'environnement de celle-ci.

lI- Epigénétique et plasticité cellulaire

1- La plasticité cellulaire
La plasticité cellulaire est la capacité des cellules a changer de phénotype de manieére
dynamique en réponse a un contexte physiologique, pathologique ou environnemental. On
peut parler alors de capacité d’adaptation aux changements de signaux extérieurs a la cellule.
Plus une cellule est capable de changer rapidement de phénotype, de maniere réversible, et

plus on peut parler de cellule plastique.

Le premier phénomene mettant en évidence la plasticité des cellules est la capacité des
cellules souches a se différencier. Plusieurs autres phénomeénes, moins fréquents, impliquant
une plasticité cellulaire ont été caractérisés : 1) une cellule différenciée peut se dédifférencier
et acquérir les caractéristiques d’une cellule souche, 2) une cellule différenciée peut se

transdifférencier en un autre type de cellules bien différenciées, avec un phénotype
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totalement différent, et 3) une cellule souche peut acquérir les capacités de différentiation

d’une cellule souche différente330331,

Cette capacité des cellules a changer de phénotype de maniere dynamique et réversible
est controlée par des changements tout aussi dynamiques de I'état de la chromatine au niveau

de génes clés dans la pluripotence et les caractéristiques souches par exemple.

2- Réorganisation épigénétique au cours des changements de phénotypes

La différenciation cellulaire est un bon exemple de régulation épigénétique de la
plasticité. Il a été montré que I'état de la chromatine, ce qu’on pourrait appeler le paysage
épigénétique, est trés différent entre une cellule différenciée et une cellule souche
pluripotente332. On estime qu’un tiers de la chromatine est structurée différemment entre des
cellules souches embryonnaires et des cellules différenciées (fibroblastes)®33. Il est montré
notamment que la différenciation cellulaire s’accompagne d’une augmentation de la part du
génome comportant H3K27me3 d’environ 8% dans les cellules souches embryonnaires et
jusqu’a environ 40% dans les cellules différenciées®32:334, || existe alors une coordination des
marques épigénétiques. Par exemple, la perte de la méthylation de H3K4 s’accompagne en

général d’'une augmentation de la méthylation de ’ADN335,

On trouve, dans les cellules non différenciées, de nombreux promoteurs dits bivalents,
qui possedent des marques épigénétiques activatrices et inhibitrices de la transcription. Ces
promoteurs vont alors garder uniquement les marques activatrices ou inhibitrices aprés

différentiation, de maniére dépendante du type cellulaire332,

Toutes ces modifications épigénétiques étant réversibles, on peut raisonnablement
penser que la dédifférenciation cellulaire est médiée par un retour au paysage épigénétique
caractéristique des cellules souches. Il a été montré, notamment lors de la reprogrammation
de cellules différenciées en cellules pluripotentes appelées IPSC (Induced pluripotent stem
cells), gu’on retrouve des marqueurs épigénétiques des cellules souches (promoteurs
bivalents avec H3K4me3 et H3K27me3)33¢. On sait que si la marque H3K9me3 ne peut pas étre
enlevée au niveau de certains génes, la reprogrammation en IPSC ne peut pas aboutir33¥’. Si
cela ne fait aucun doute que la dédifférenciation cellulaire implique des changements

épigénétiques, cette reprogrammation étant causée par la réexpression de facteurs de
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transcription, les données ne permettent pas de savoir si la reprogrammation épigénétique

peut-étre a I'origine de la dédifférenciation cellulaire physiologique338-340,

La TEM est un processus pouvant conférer des caractéristiques souches aux cellules,
ce qui pourrait se rapprocher d’'une dédifférenciation. La TEM peut ainsi étre considérée
comme une dédifférenciation particuliére et impliquer quelques mécanismes similaires. Ainsi,
une reprogrammation épigénétique peut également étre a I'origine de la TEM, et donc non
seulement de la formation de cellules cancéreuses, mais également de I'agressivité des
tumeurs en promouvant la résistance aux traitements, la formation de métastases et

I’échappement au systéme immunitaire notamment34L,

III-TEM et plasticité épigénétique

1- Méthylation de ’ADN pendant la TEM

L'induction de la TEM dans des hépatocytes de souris, par traitement au TGF-B, n’induit
pas de changement global de la méthylation de ’ADN34!, En revanche il a été montré que de
nombreux changements de méthylation interviennent au niveau de promoteurs de génes
régulés au cours de la TEM. D’abord, le promoteur de CDH1 est hyperméthylé au cours de la
TEM, apres le recrutement de DNMT1 et DNMT3A a son niveau par les facteurs de

transcription de la TEM SNAI1 et ZEB13427344,

Les protéines « liseuses » des méthylations de 'ADN sont également trés importantes
dans I'extinction de I'expression de certains genes au cours de la TEM. Ces protéines peuvent
étre recrutées au niveau du promoteur de CDH1 par des facteurs de transcription de la TEM,
comme TWIST1 dans des cellules de cancer du pancréas3*. L’expression et la localisation
nucléaire de ces protéines est corrélée avec la méthylation du promoteur de CDH1 dans des

cancers colorectaux, du sein et de la prostate343.

La méthylation du promoteur de CDH1 est un processus essentiel a I'instauration de la
TEM, a tel point qu’un inhibiteur de la méthylation globale de I’ADN, le 5-Aza-dC (5-Aza-
deoxycytidine) est capable de restaurer un phénotype épithélial dans différentes lignées de

cellules cancéreuses n’exprimant plus la E-CADHERINE34¢,
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2- Régulation de la TEM par les ARN non-codants

Comme décrit précédemment (cf. chapitre |, 1l-, 1.3-), plusieurs miRs inhibent I'expression
de facteurs de transcription de la TEM, comme les miR-200 et miR-205. Notons que
I'expression de ces miRs est régulée épigénétiquement au cours de la TEM par des
changements de méthylation de I’ADN ainsi que des changements dans les modifications post-
traductionnelles des histones sur leurs promoteurs34/348, De nombreux miRs ont été décrits
comme inhibant la TEM en ciblant 'ARNm de génes essentiels a ce processus. Citons
simplement les miR-1 et miR-204 qui ciblent SNAI2, miR-29b, miR-30a et miR34 qui ciblent
SNAI1 et le miR-203 qui cible SNAI1 et SNAI23%,

En ce qui concerne les INcRNA, quelques-uns sont associés a la TEM ou a l'invasion dans
les cancers. HOTAIR (Hox transcript antisens RNA) peut induire la TEM en interagissant avec
des enzymes modificatrices des histones alors que le IncRNA-ROR (Regulator of
reprogramming) lui favorise la TEM en inhibant miR-2953433%0, Les ncRNA-a7 et IncRNA-HIT

sont également impliqués dans la TEM via la répression de I'expression du géne CDH13433%0,

Le IncRNA MALAT-1 déja décrit dans la régulation de la voie SMAD peut inhiber certains
miRs dont miR-200 en étant un ceRNA (Competing endogenous RNA), c’est-a-dire qu’il va se
lier a ces miRs et ainsi les empécher de se lier a d’autres cibles. MALAT-1 peut aussi

promouvoir la TEM en recrutant EZH2 au niveau du promoteur de CDH1349351,

De nombreux autres IncRNA modulent la TEM. Cela a été largement décrit dans la revue

de Heery et al.3%,

3- Modifications post-traductionnelles des histones au cours de la TEM
3.1- Acétylation
Nous développerons plus en détail le réle des modifications des histones, qui nous
intéressera plus particulierement dans cette these. Elles ont été détaillées récemment dans la

littérature343.

Les HAT p300, CBP (CREB (cAMP response element binding protein) binding protein) et
PCAF (p300/CBP associated factor) ont un role décrit au cours de la TEM. P300 et CBP sont
recrutés au niveau des promoteurs de certains genes activés lors de la TEM dépendante de la
voie WNT et de la B-CATENINE3>2, De maniére intéressante, p300 et PCAF sont également

capables de se lier directement a ZEB1, de l'acétyler et d’inhiber son interaction avec le
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promoteur du miR-200, induisant sa transcription et inhibant la TEM. Cela montre que les HAT
peuvent également acétyler des protéines non-histones>3, Dans des cellules de cancer du sein
MCEF-7, I'activation de I’expression du TGF-BR2, par la surexpression de SNAIL 1/2, est corrélée

a 'augmentation de I'acétylation de H3K9 sur le promoteur de son géne3>*,

Les HDAC peuvent également étre recrutées au niveau des promoteurs des genes cibles
des EMT-ATFs. L'exemple le plus connu est le promoteur de CDH1 au niveau duquel sont
recrutés plusieurs HDAC (1/2). L'inhibition du recrutement de ces enzymes au niveau du
promoteur de CDH1 dans des cellules de cancer du sein triple négatif est suffisante pour
entrainer la réexpression de la E-CADHERINE et diminue les capacités d’invasion et de
formation de métastases in vivo de ces cellules3>>. ZEB1 est également capable de recruter
différentes HDAC au niveau du promoteur de CDH1 dans des cellules de cancer de la prostate
et du pancréas!3®3°%, De plus, la mise en place de la TEM par I'induction de I'expression de
ZEB1 entraine une perte d’acétylation de H3K9 et H3K27 au niveau des promoteurs de
plusieurs genes épithéliaux (ESRP1 et EPCAM (Epithelial cell adhesion molecule) notamment)

et une désacétylation globale de H3K27 dans ces cellules3>.

Basé sur le fait que les HDAC sont essentielles a la répression de ces génes au cours de la
TEM, des approches thérapeutiques utilisant des inhibiteurs de HDAC ont été testées en
clinique. Cependant, malgré un succés pour les traitements des cancers hématologiques3?8, il

a été montré qu’ils peuvent également induire la TEM dans certaines tumeurs solides3>°:360

3.2- Méthylations

La déméthylase LSD1, spécifigue de la marque H3K4mel/2 est importante dans
I'activation de la TEM. Elle est surexprimée dans de nombreux cancers et est associée a la
répression de I'expression de CDH1 et ZO1 dans des cellules de cancers de la prostate. Elle est
associée aux EMT-ATFs SNAIL1 et ZEB1/2 dans des complexes répresseurs de la transcription
des génes épithéliaux3613%2, D’autres déméthylases de H3K4 régulent la TEM. KDM5A (Lysine
demethylase 5A) est associée a la TEM et aux métastases dans des cancers du poumon, du
sein et gastriques363-3¢>, KDM5B peut induire la TEM en supprimant I'expression de miR200
ou PTEN, mais peut inhiber la migration et la formation de métastases dans des cancers du
sein3#3, La modulation du niveau de méthylation de H3K4 peut pousser la cellule vers un
phénotype plus épithélial ou plus mésenchymateux suivant le contexte cellulaire et les
promoteurs ciblés.
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DOTI1L (Disruptor of telomeric 1-like), une HMT spécifique de H3K79, est associée au
pouvoir métastatique des cancers du sein. Elle se trouve au niveau des promoteurs de SNA/1

et ZEB1/2 et active leur transcription via la méthylation de H3K79366.367,

L'induction de la TEM par le TGF-3 dans des hépatocytes de souris entraine une diminution
globale de H3K9me2 (marque répressive de la transcription), et une augmentation de
H3K4me3 et H3K36me3 (marques activatrices de la transcription). Ces modifications au niveau
de la chromatine ont lieu surtout dans des domaines spécifiques appelés LOCKs (Large
organized heterochromatin K9-modifications). Des travaux réalisés sur plusieurs modéles
cellulaires induits en TEM par un co-traitement TGF-B/TNF-a (cancer du sein, du rein et
cellules épithéliales mammaires) montrent une augmentation globale de H3K4me3, H3K9me3
et H3K27me3. Plus précisément, il a été montré que la surexpression de métalloprotéases
(MMP9, ADAM19) au cours de la TEM est corrélée a une diminution des marques d’histones
répressives et une augmentation des marques d’histones activatrices de la transcription au

niveau des promoteurs de ces génes®.

Par exemple dans les carcinomes basaux mammaires : la présence du promoteur ZEB1 en
état « poised », c’est-a-dire facilement réversible entre actif et inactif, rend les cellules
sensibles au TGF-. Elles peuvent alors facilement passer d’un phénotype CD44" (exprimant
faiblement CD44) non tumorigénique a un phénotype CD44" (exprimant fortement CD44) de
cellules souches cancéreuses. En revanche si le promoteur est « fermé », compacté (car

portant des marques épigénétiques répressives), les cellules ne sont pas sensibles au TGF-

[3368,369.

La méthylation, inhibitrice de la transcription, de H3K9 est impliquée dans la répression de
I’expression de CDH1 médiée par SNAIL1. SNAIL1 peut recruter G9A, HMT spécifique de H3K9,

au niveau des promoteurs qu’il réprime37°,

La désacétylation de H3K27 au cours de la TEM induite par ZEB1 s’"accompagne également
d’une tri-méthylation de cette lysine, alors que la marque activatrice de la transcription
H3K4me2 ne varie pas. Cela créé des promoteurs bivalents pouvant rapidement passer d’'un
statut actif & un statut inactif rendant possible I'inversement rapide de la TEM en TME35%357,
La méthylation des histones est également importante pour la régulation de I'expression des

génes au cours de la TEM.

80



Finalement, la marque d’histone H3K27me3 est essentielle a la TEM, en participant a la
répression de CDH1 également. Cette marque semble étre une des marques qui varie le plus
au cours de la TEM®. Lors d’'une TEM induite par TWIST1, on observe une diminution de
H3K4me3 au profit de H3K27me3 au niveau du promoteur de 102 genes épithéliaux, incluant
CDH1 alors qu’on observe le changement inverse au niveau des promoteurs de génes
mésenchymateux surexprimés, parmi lesquels ZEB2, CDH2 et ESRP137%, H3K27me3 est régulée
par plusieurs HMT et KDM : EZH2 et EZH1 sont des HMT capables de méthyler cette marque,
alors que KDM6A et KDM6B sont capables de la déméthyler. De maniere intrigante, EZH2 et
KDMG6B sont toutes deux surexprimées et associées a I'agressivité dans différents cancers.
D’abord EZH2 est surexprimée dans des métastases de cancers du sein3’? et associée 3
I’agressivité de trés nombreux types de cancers!l. De maniére surprenante, KDM6B est
également associée a |'agressivité ou la formation de métastases dans différents types de
cancers!!, ce qui nous a amené a nous intéresser plus particulierement a ces deux enzymes,
et a leur fonction au cours de la TEM (cf. Chapitre lll), ces deux enzymes n’ayant été que tres

rarement étudiées en méme temps.

Ce paragraphe montre qu’une large palette de régulateurs épigénétiques accompagnent
ou sont a l'origine de la TEM dans différents contextes cellulaires, notamment dans les
cancers. Il n’est pas exhaustif, et de nombreux autres modifications impliquées dans la TEM

ont été énumérées dans la revue de Sun et Fang3*3.
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Chapitre Ill: EZH2 et KDM6B sont des
régulateurs majeurs de la TEM

|- Contexte et rOles physiologiques de la méthylation de H3K27

Parmi les modifications connues de H3, nous nous intéresserons particulierement ici
aux modifications de la lysine 27, et notamment a sa méthylation. Les mécanismes et les
enzymes par lesquels cette méthylation est modulée ainsi que son implication dans

I’expression des geénes et dans les cancers seront ainsi détaillés par la suite.

1- H3K27me3
La lysine 27 de I'histone H3 est située sur la queue N-terminale de cette histone. Elle
peut subir deux principales modifications post-traductionnelles: la méthylation et
I'acétylation. L'acétylation est toujours unique, alors que la méthylation peut étre simple

(me1l), double (me2) ou triple (me3)%°.

Comme décrit précédemment, H3K27me3 est défavorable a la transcription des genes
situés en aval de cette marque. Elle ne suffit pas a elle seule a réprimer I’expression d’un gene,
si le code histone environnant n’y est pas favorable, mais sa présence est en général corrélée
a un promoteur peu actif, ou inactif. Elle est notamment présente sur le promoteur de génes
bivalents, dont la transcription peut étre rapidement activée ou désactivée, au c6té de
marques activatrices de la transcription (ZEB1 ou CDH1 notamment au cours de la TEM).
H3K27me3 est présente sur 5 a 10% des régions du génome. En revanche, la monométhylation
H3K27mel est plutét présente sur des promoteurs et régions codantes de génes actifs (5 a
10% du génome) et la double méthylation est beaucoup plus présente, recouvrant 50 a 70%
du génome, au niveau des promoteurs et régions codantes de génes actifs ou non373, Les réles
des différents degrés de méthylation de H3K27 restent mal compris, mais il semble que de
maniére générale et simplifiée, plus cette lysine est méthylée au niveau du promoteur d’un

géne et moins sa transcription est active.
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2- Méthylation de H3K27 : le complexe PRC2

2.1- Généralités et structure

Les complexes protéiques responsable de la méthylation (« writers ») et de la
déméthylation (« erasers ») de cette lysine ont été identifiés. Le complexe PRC2 est le
principal, ou peut-étre le seul, capable de méthyler H3K27 chez les mammiféres. Une autre
méthyltransférase, EHMT2 (Euchromatic histone methyltransferase 2), initialement décrite
comme étant spécifique de H3K9, est capable de la méthyler in vitro, mais cela est toujours
sujet a discussion in vivo. Le complexe PRC2 a été identifié chez la drosophile, comme étant
un complexe nécessaire a la répression de I'expression de genes du développement. Le nom
de polycomb repressor complex vient du fait que son inactivation entraine notamment le
développement de structures multiples en forme de peigne (comb en anglais) au niveau des
pattes de I'animal d0 & une dérégulation de génes homéotiques3’4. PRC2 est un complexe
protéique dont la composition peut varier. Il comprend cependant toujours des protéines qui
sont dites essentielles au nombre de 3 ou 4 chez 'lhomme selon les auteurs, et sont
nécessaires a l'activité méthyltransférase de PRC2. EZH2 ou EZH1 (qui est un paralogue
d’EZH2, mais moins actif) qui portent I'activité méthyltransférase, EED (Embryonic ectoderm
development) et SUZ12 (Suppressor of zeste 12 protein homolog). La quatrieme protéine
RBBP4 ou 7 (Retinoblastoma binding protein 4/7) est toujours retrouvée dans le complexe,
mais sa présence, bien qu’augmentant I'activité méthyltransférase du complexe n’y est pas

requise (Figure 14)37>,

2.2- Sous-unités essentielles de PRC2

2.2.1- EZH2/EZH1
L'activité catalytique méthyltransférase de PRC2 est portée par la sous unité EZH2
(Egalement appelée ENX1 ou KMT6A) ou EZH1 (Egalement appelée ENX2 ou KMT6B), qui
portent cette activité via leur domaine SET (Su(var) 3-9, Enhancer of zeste and trithorax). Elles
possedent également un domaine CXC riche en cystéines qui précede directement le domaine
SET dans le sens N-ter vers C-ter. Ces deux protéines utilisent le S-adénosyl-S-méthionine
(SAM) comme donneur de groupement méthyle, qu’elles relarguent sous forme de SAH (S-

adénosyl-S-homocystéine)37®.
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2.2.2- EED
EED posséde un domaine de répétitions de motifs WD40, qui lui permet d’interagir
avec EZH2377, et également de reconnaitre la modification H3K27me3, ce qui lui permet de

diriger le recrutement du complexe PRC2 (cf. 1.2.3- Mécanismes d’action de PRC2).

2.2.3-  SUZ12
SUZ12 est capable de se lier a ’ADN37# grace notamment a un domaine en doigt de
zinc’8. Elle posséde également un domaine appelé VEFS (du nom des 4 protéines dans
lesquelles on retrouve ce domaine, S pour SUZ12) qui est nécessaire pour la liaison aux autres
protéines de PRC2 et pour l'activation de I'activité méthyltransférase3’°. Structurellement,
SUZ12 est donc nécessaire a la stabilisation du complexe et permet une liaison a I’ADN ainsi

gu’une augmentation de I'activité méthyltransférase de la sous-unité catalytique.

2.2.4-  RBBP4/7
Les protéines RBBP4/7 sont capables de se lier aux histones. Elles sont parfois
considérées comme protéines essentielles de PRC2, et parfois comme protéines
additionnelles ou accessoires. Le fait que son classement dans les sous unités essentielles soit
discuté vient du fait qu’il n’est pas nécessaire a I'activité méthyltransférase, mais toujours

présent, quel que soit le sous type de PRC2, PRC2.1 ou PRC2.2.

2.3- Sous-unités accessoires de PRC2
PRC2 existe sous plusieurs formes, avec toujours les 4 sous-unités essentielles, et selon
ce qu’on appelle la forme PRC2.1 ou PRC2.2, différents partenaires qui sont dits accessoires
car ils ne sont pas nécessaires a I'activité catalytigue du complexe, mais sont présents au sein
de celui-ci dans certaines circonstances, apportant des caractéristiques particulieres37>3%, Ce

sujet a été détaillé dans une revue récemment (Figure 14) 37>,

2.3.1- PRC2.1
PRC2.1 comporte, en plus des 4 protéines essentielles, 2 protéines
supplémentaires accessoires: une parmi EPOP (Elonging bc and polycomb repressive complex
2 associated protein) et LCOR (Ligand dependant nuclear receptor corepressor) et une parmi
PHF1 (Phd finger protein 1), MTF2 (Metal response element binding transcription factor 2) ou
PHF19 (Phd finger protein 19) les trois derniéres étant appelées protéines PCL (Polycomb

like)3”>. MTF2 et EPOP sont les plus fréquemment retrouvées au niveau du complexe. Ces
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protéines peuvent jouer un role dans le recrutement de PRC2. Il a été montré notamment que
MTF2 peut lier les ilots CpG non-méthylés38l, Les protéines PHF1 et PHF19 quant a elles,
reconnaissent spécifiguement la tri-méthylation de H3K36, qui est exclusive vis-a-vis la tri-
méthylation de H3K27. Elles peuvent recruter une déméthylase spécifique de H3K36 afin de
retirer cette méthylation, en méme temps que le complexe PRC2 afin de méthyler H3K27 au
cours de la différentiation de cellules souches embryonnaires de souris37>382, EPOP participe
au maintien d’une activité minimale des promoteurs cibles de PRC2 dans des cellules souches
pluripotentes, en recrutant ELO B/C (Elongin B/C) ce qui va favoriser I'action de la RNA POLII
(RNA polymérase 11)38, Le géne LCOR1 peut coder deux protéines paralogues PALI1 et PALI2,
qui sont présentes de maniere exclusives avec EPOP au sein de PRC2, mais EPOP est présent

beaucoup plus fréquemment3’>,

Nucléosome

C
EPOP / PALI1/2 PRC2.1 JARID2 PRC2.2
—
MTF2 / PHF1/19 AEBP2
N ———
PRC2 essentiel PRC2 essentiel

Figure 14 : Structure du complexe PRC2.
A. Structure des sous unités essentielles de PRC2, et son mécanisme d’action via la reconnaissance de H3K27me3
par EED. B. Sous-unités accessoires du complexe PRC2.1 C. Sous-unités accessoires du complexe PRC2.2

2.3.1- PRC2.2
Le complexe PRC2.2 est composé, en plus des 4 sous unités essentielles, de AEBP2 (Adipocyte
enhancer-binding protein 2) et JARID2 (Jumonji and AT-rich interaction domain containing

2)375. Ces deux protéines permettent d’augmenter I’activité catalytique de PRC2 d’environ 25
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fois. JARID2 peut étre méthylé sur sa lysine 116 par EZH2, et cette méthylation peut étre
reconnue par EED selon le méme mécanisme de reconnaissance que H3K27me3 par cette
protéine, et ainsi favoriser I'activité méthyltransférase du complexe3’>384, Les mécanismes
moléculaires induits par AEPB2 ne sont pas connus, méme s’il est proposé que cette sous-
unité puisse participer a la stabilité du complexe, au recrutement et au maintien de PRC2 au

niveau de ses génes cibles, et changer la conformation du site catalytique d’EZH237>38>386,

2.4- Meécanismes d’action de PRC2
Le complexe PRC2 a d’abord été décrit comme uniquement capable d’entrainer la di-
méthylation ou la tri-méthylation sur H3K273%’. Une étude plus récente a cependant montré
que le complexe peut méthyler H3K27 de 1 a 3 fois, et installer toutes les marques de maniére

organisée et spécifique a la cellule dans des cellules souches embryonnaires de souris328,

La méthylation de H3K27 se fait majoritairement selon deux voies : la méthylation de
novo qui consiste a méthyler H3K27 dans des régions de I’ADN ou elle n’est pas encore
méthylée, et la méthylation de H3K27 ciblée sur des régions ou H3K27 est déja tri-méthylée.
La premiére voie est médiée notamment par SUZ12. Dans des cellules souches embryonnaires
de souris, PRC2(EZH2) est capable d’instaurer tous les niveaux de méthylations de H3K27,
notamment parce que SUZ12 est capable de se lier aux ilots CpG indépendamment de la
méthylation de H3K27. PRC2 est en effet capable d’instaurer une méthylation de novo alors
que toute la méthylation a été supprimée par un KO combiné de EZH1 et EZH23%8, Le domaine
VEFS de SUZ12 est nécessaire au recrutement d’EZH2 et EED, mais c’est un autre domaine plus
en N-ter qui lui permet d’avoir un recrutement au niveau de régions spécifiques de I’ADN (les
auteurs supposent que le domaine en doigt de zinc en fait partie), et qui permet de retrouver
un motif de méthylation de H3K27 au niveau du génome, qui est spécifique aux cellules. Le
domaine VEFS seul permet de restaurer un niveau global de méthylation mais les méthylations

ne sont pas spécifiques au type cellulaire et sont réparties aléatoirement le long du génome388,

La seconde voie consistant a méthyler H3K27 au niveau de régions de I’ADN ou
H3K27me3 est déja présente, est dépendante d’EED. EED est nécessaire a I’activité catalytique
d’EZH2 au sein du complexe PRC2373, || a été montré que cette protéine est capable de se lier
a H3K27me3, et ainsi activer EZH2. Elle est donc importante dans la propagation de cette
marque de proche en proche, permettant notamment de la maintenir au cours des divisions
cellulaires mais surtout de I'étendre au niveau d’une région donnée afin d’asseoir la
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répression d’un géne3®, Le recrutement de PRC2 de maniére indépendante de la séquence de
I’ADN, via EED et H3K27me3 n’est pas suffisant pour maintenir la répression de genes au cours

des divisions cellulaires chez la drosophile3%°.

En ce qui concerne les différentes sous unités catalytiques, EZH1 est un paralogue
d’EZH237> et EZH2 a une activité méthyltransférase plus importante que EZH1. Cette derniére
est en revanche capable d’induire la compaction de la chromatine indépendamment de la
méthylation de H3K273%’. Seulement, EZH2 (ou EZH1) ne sont pas actifs si tous les éléments

essentiels du complexe PRC2 ne sont pas réunis. Il y a auto-inhibition de ces sous unités.

MTF2 et JARID2 sont essentielles au recrutement de PRC2 au niveau de la chromatine :
un KO pour ces deux protéines entraine une absence totale de recrutement de PRC2 au niveau
de ses génes cibles dans des cellules souches embryonnaires de souris 3°1. De plus, PRC2.1 et
PRC2.2 agissent en coopération. L'extinction de I'une ou l'autre de JARID2 et MTF2 entraine
une diminution du recrutement de l'autre protéine au niveau des génes cibles®?. La
découverte de ces différents complexes PRC2.1 et PRC2.2 est récente, et de nombreux points
restent donc a établir sur le fonctionnement de ces différents complexes. En ce qui concerne
le recrutement de PRC2 au niveau de régions spécifique de I’ADN, il existe chez la drosophile
un PRE (Polycomb response element), séquence spécifique de reconnaissance de PRC2. Chez
les mammiféeres, une telle séquence a été montrée dans le cadre du développement mais ne
suffit pas a expliquer la spécificité cellulaire du recrutement de PRC23%, Les mécanismes par
lesquels PRC2 pourrait étre recruté au niveau de séquences spécifiques de I"ADN alors
gu’aucun de ses constituants ne semble posséder cette capacité restent a déterminer et

devraient faire I'objet de travaux a la suite de cette thése.

2.5- Autres répresseurs transcriptionnels associés a PRC2
Le recrutement de PRC2 au niveau des promoteurs de ses génes cibles est souvent
associé a d’autres répresseurs épigénétiques. La méthylation de ’ADN a notamment été reliée
a PRC2. Ce complexe pourrait recruter DNMT1 au niveau de ses genes cibles via une
interaction directe3®#3°>, || a été montré également que les HDAC 1 et 2 peuvent étre associés
a ce complexe et donc que la désacétylation des histones peut également étre un mécanisme

associé a la répression de génes par PRC23%4,
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3- Déméthylation de H3K27

Les mécanismes et les enzymes responsables de la déméthylation de H3K27 sont
beaucoup moins décrits que ceux entrainant sa méthylation. Il a méme été d’abord accepté
qgue cette méthylation n’était pas réversible ou que sa déméthylation était passive, au cours
des divisions cellulaires, diluant cette marque dans les nucléosomes nouvellement formés3°®,
En effet, KDM6B (également appelée JMID3 (Jumonji domain containing 3) et KDM6A
(également appelée UTX (Ubuiquitously transcribed X chromosome tetratricopeptide repeat
protein)) ont été identifiées comme les enzymes responsables de la déméthylation de
H3K27me2 et me33°73%°, KDMG6A et KDM6B sont capables de déméthyler H3K27mel in vitro
mais cela n’a pas été montré in vivo alors que KDM7A (Lysine déméthylase 7A) de C. elegans
semble étre capable de déméthyler H3K27mel in vivo*®, et I'équivalente de cette enzyme

chez le poisson zébre est capable de déméthyler H3K27me1 et H3K27me23%401,

KDM6B et KDM6A font partie de la famille des protéines possédant un domaine

Jumoniji-C, qui contient I'activité histone déméthylase*®?,

Il a été montré dans un modele de macrophages murins que KDM6B n’est pas vraiment
un activateur de la transcription des génes, c’est-a-dire que les promoteurs ou KDM6B se lie
ne sont pas automatiquement actifs, cependant, cela semble faciliter la transcription en
empéchant une méthylation répressive de H3K27. L'inactivation de KDM6B n’entraine pas de
hausse globale de la méthylation de H3K27 dans ce modele, ce qui confirme que la fonction

de cette enzyme soit plutdt d’empécher une méthylation aberrante de H3K27493,

KDM6B et KDMB6A sont tous les deux capables d’activer la transcription de génes via
un remodelage de la chromatine, mais de maniére indépendante de leur activité déméthylase.
En effet, il a été montré que KDM6B et KDMG6A privées de leur fonction déméthylase par
mutation sont nécessaires et suffisantes pour rendre accessible le promoteur de I'IFNG

(Interféron y) dans des lymphocytes T4%4,

4- Acétylation et méthylation de H3K27
H3K27 peut étre méthylée, ou acétylée : cette réaction est catalysée par la lysine
acétyltransférase CBP*%> alors que la désacétylation est catalysée par le complexe NURD

(Nucleosome remodeling and deacetylation complex)*°®.
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L’acétylation et la méthylation de H3K27 sont mutuellement exclusives. Il a été montré
que les sites non méthylés de H3K27 vont étre acétylés (ce qui est aussi vrai pour les autres
lysines)*?’. Au niveau des promoteurs classiques, les sites non-occupés par H3K27mel ou
H3K27me3 sont occupés « par défaut » par H3K27me2, qui semble étre une marque plutét
neutre vis-a-vis de I'activité du géne, mais qui est également présenté comme protégeant
certains génes d’une suractivation en prévenant une acétylation de K274%, Ainsi, un défaut de
di-méthylation au niveau d'un promoteur entraine une hyperactivation par

hyperacétylation®?’.

lI- EZH2, TEM et agressivité des cancers

1- Expression d’'EZH2 dans les tissus sains et tumeurs

De nombreuses études se sont intéressées a I'expression d’EZH2 dans différents types
de tumeurs, a I'aide de techniques variées. Ces travaux ont été résumés dans le Tableau 4.
Dans des carcinomes cellulaires rénaux a cellules claires (ccRCC), une forte expression d’EZH2
est corrélée avec un mauvais pronostic, des métastases et un stade tumoral avancé®®410 Des
observations similaires ont été collectées dans des carcinomes de I'cesophage a cellules
squameuses , dans lesquels le niveau d’expression d’EZH2 est plus haut dans les tumeurs que
dans les tissus adjacents, et ce niveau est corrélé a I'apparition de métastases, a un mauvais
pronostic, a la taille de la tumeur et a la profondeur d’invasion des cellules tumorales*!. Des
données semblables ont été obtenues dans des carcinomes urothéliaux de la vessie, des
mélanomes cutanés murins et humains, des cancers de la prostate réfractaires aux hormones
et métastatiques, des cancers gastriques, mammaires, pulmonaires et ovariens, ainsi que dans
des tumeurs pédiatriques du cerveau. Il est donc évident qu’un haut niveau d’expression
d’EZH2 est fréquemment corrélé a un stade de tumeur avancé, un mauvais pronostic et une

agressivité importante des tumeurs#2421,
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Type de cancer Expression d'EZH2 Technique utilisée Ref.
Surexprimé dans les

Carcinome rénal a cellules claires ™, IHC 22
métastases
. . R . Surexprimé dans les
Carcinome rénal a cellules claires ; P ) . . IHC 410
carcinomes agressifs et invasifs
Carcinome de I'cesophage a L
phag Surexprimé IHC 411

cellules squameuses

RT-gPCR sur tissus

Carcinome urothéliale de la Surexprimé dans les ot ligndes 420
vessie carcinomes agressifs et invasifs & .
cellulaires
. " . IHC et puces sur
Carcinome urothélial Surexprimé e P 419

Mélanomes cutanés et cancers

R . IHC et puces sur
de I'endometre, de la prostate et Surexprimé P a12

. tissus
du sein
Mélanomes humains et murins  Surexprimé IF RS
Cancers de la prostate Profilage de
métastatiques et réfractaires aux Surexprimé I'expression 418
hormones génique

. Surexprimé et corrélée avec

Cancers gastriques P IHC G

I'invasion et I'agressivité

Surexprimé dans les tumeurs
invasives

415

Cancers du sein Puces a tissus

Cancers des ovaires Surexprimé IHC =

Surexprimé dans les tumeurs

Adénocarcinomes du poumon . . IHC 413
de mauvais pronostic
Tumeurs au cerveau chez
Surexprimé IHC e
|'adulte et chez I'enfant P
Adénocarcinomes du poumon Mutations inactivatrices chez Séquencage 419
P 14% des patients de la cohorte quencag
Syndromes myélodysplasiques . . . . Analyse des
V! yelodysprasique / Mutations inactivatrices ¥ 422
Néoplasmes myéloprolifératifs mutations

Tableau 4 : Expression d’EZH2 dans différents types de cancers et corrélation avec les paramétres
cliniques.

EZH?2 est souvent surexprimé dans les cancers (en vert), mais dans quelques cas comme I'adénocarcinome du
poumon ou le syndrome myélodysplasique, on peut trouver des mutations inactivatrices au niveau du géne
d’EZH2 (en rouge). IHC = Immunohistochimie ; IF = Immunofluorescence.

Malgré le fait qu’'EZH2 semble associée a |'agressivité des tumeurs, on trouve quelques
mutations inactivatrices ou délétions du géne dans certains cancers, ce qui laisse penser
gqu’EZH2 peut avoir un role ambigu dans ces pathologies. Dans des adénocarcinomes de
poumon, la mutation de KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) est un événement
oncogénique majeur, fréquemment associé avec une mutation d’EZH2. Des mutations
inactivatrices d’EZH2 ont été retrouvées dans 14% de ces tumeurs. Un KO conditionnel d’EZH2
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chez la souris a permis de montrer que l'inactivation de ce géne entraine I'augmentation de
I'agressivité de I'adénocarcinome de poumon, dans des souris chez lesquelles KRAS est
muté*?3, De plus, une étude réalisée sur 119 patients atteints de syndromes
myélodysplasiques et de néoplasmes myéloprolifératifs a montré que 8,4% de ces patients
possedent une mutation inactivatrice d’EZH2 et 3,4% ont une délétion de ce méme gene. Il
est également montré qu’une délétion d’EZH2 chez la souris est suffisante pour induire une

dysplasie myéloide*?2,

2- Modulation de la TEM par EZH2

Puisqu’EZH2 est surexprimée dans de nombreuses tumeurs agressives, il est proposé
gu’elle joue un role important dans la régulation de I'expression des EMT ATFs. Cependant,
dans des lignées cellulaires de carcinomes a cellules squameuses de la téte et du cou, (FaDu
et SNU1041) EZH2 ne régule pas I'expression de SNAI1 ou SNAI2. De plus, I'extinction d’EZH2
par siRNA entraine I'augmentation du niveau de E-CADHERINE et la diminution du niveau de
N-CADHERINE et de VIMENTINE, aboutissant a I'inhibition de la migration et de I'invasion de
ces cellules sans altérer I'expression des EMT ATFs*?4. De maniére surprenante, dans les
cellules de cancer des ovaires SKOV3, des expériences de ChIP (Chromatin
immunoprecipitation) ont montré qu’EZH2 peut directement réprimer |'expression de ZEB2
lorsque la TEM est induite par un traitement au TGF-B*?°, ce qui suggére qu’EZH2 inhibe la
TEM dans ces cellules. Dans les lignées cellulaires de carcinome hépatocellulaire MHCC97H et
MHCC97L, I’ARN non codant CARLO5 se lie a EZH2 et recrute cette protéine au niveau du
promoteur de miR-200, ce qui en réprime |'expression. Il a été montré que le miR-200b est
associé au phénotype épithélial en bloquant la TEM, via I'inhibition de la signalisation de ZEB1
et ZEB2 notamment. La répression de I'expression de miR-200b par le complexe CARLO5-EZH2
favorise donc la TEM’L. Dans des cellules de cancer du poumon non a petites cellules, la
surexpression de miR-21 entraine aussi I'augmentation de I'expression d’EZH2 de maniére

inconnue, et entraine une augmentation de l'invasion et de la migration de ces cellules*?.

Bien que I'implication d’EZH2 dans la régulation de I'expression des EMT ATFs n’est pas
clairement définie, quelques interactions entre ces protéines ont été décrites. En effet, la
surexpression de TWIST1 dans des cellules squameuses de moelle osseuse entraine la
surexpression d’EZH2, sans que le mécanisme ne soit décrit. Cela est accompagné d’une

diminution de la prolifération cellulaire et I'addition de la marque H3K27me3 sur le promoteur
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de CDKN2A (Cyclin dependnt kinase inhibitor 2A)**’. Dans des cellules de carcinome de la
langue a cellules squameuses, SNAI1 et SNAI2 induisent la répression du miR-101 et en
conséquence augmentent le niveau d’EZH2 dans ces cellules*?8. Enfin, dans des cellules de
carcinome nasopharyngé, SNAI1 peut se lier aux HDAC1/2 ainsi qu’a EZH2 afin de créer un
complexe répresseur, capable de tri-méthyler H3K27 et de désacétyler les histones, qui

réprime notamment I'expression de CDH14%,

EZH2 ne régule pas seulement la TEM par ses interactions avec les EMT-ATF, mais
également en régulant directement I'expression de génes impliqués dans la régulation de la
TEM dans de nombreux types cellulaires (Tableau 5). En effet, I'extinction de CDH1 peut étre
directement médiée par EZH2. Il a été montré dans des cellules de cancer du colon HT-29-M6
gue SNAI1 et EZH2 sont requis pour le recrutement de PRC2 sur le promoteur de CDH1, et que
ces deux protéines se stabilisent mutuellement au niveau de ce promoteur®3°, D’autres études
montrent qu’EZH2 réprime directement I'expression de CDH1 en tri-méthylant H3K27 au
niveau de son promoteur®!, De la méme facon, il a été montré, dans des cellules de cancer
des ovaires HO-8910, qu’'EZH2 réprime I'expression de CDHI1. En effet, I'extinction de
I’expression d’EZH2 par siRNA entraine une augmentation du niveau de E-CADHERINE et une
diminution de I'invasion et de la migration de ces cellules*'’. Dans la lignée cellulaire de cancer
de la prostate PC3, le potentiel traitement anti-cancéreux Triptolide (ces mécanismes ne sont
pas bien décrits mais impliqueraient les caspases, la voie NF-kB, les protéines de choc
thermique et des mécanismes de réparation a I’ADN**?) entraine la diminution d’ARNm

d’EZH2, et aboutit a une augmentation de I'expression de CDH14%3,
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Origine de la lignée Nom de la

. ., Geénes régulés Direct/Indirect Ref.

cellulaire lignée
Cancer squameux de la téte  FaDu et Répression de CDH2 et VIM Inconnu on
et du cou SNU1041 Activation de CDH1

, SKOV3 et Répression de ZEB2, VIM et _. 425
Cancer des ovaires Kuramochi CDH2 Direct
Cancer du colon HT-29 M6 Répression de CDH1 Direct 430
Cancer du poumon non a A549 Répression de CDH1 Direct 431

petites cellules
Répression de CDH1 et

a _ 417
Cancers des ovaires HO-8910 activation de TGEB1 Inconnu
Répression de ADRB2, 433
Cancer de la prostate PC3 DAB2IP, CDH1 et CDKN2A Inconnu
Cancers de la prostate et du LnCAP, MCF7,
sein P DU-145 et Répression de RKIP Direct 434
LSHAR
i . XB2, Melan-a, , .
Ir\nlljlr?::mes humains et HEK293T, B16F1 :tes\r/gs;;;n de AMD1, DCK Direct a1
et B16F10
: i D Lul
Cancer du poumon a petites MS53, Lul30 et PEpIEseTor Cl Direct 5
cellules H209
i MIA-PaCa2 et , . . 436
Cancer du pancréas Panc04.03 Répression de CDKN1B Direct
i hé llulai
Carur\ome épatocellulaire huh-7 et Hep-3B Répression de APC Direct 437
du foie
Carci g . Répression de IGF1 Inconnu 23
argnome upoumonnona ..o i acsg ,
petites cellules Répression de AKT et ERK . 423
: Indirect
(via IGF-1)
RE . . bl
Cancer du sein ER-négatif MDA-MB-231 épression des genes cibles Inconnu 438
de NF-kB
Cancer du sein de tvoe Activation des genes cibles
luminal ER-positif P MCF7 de NF-kB par liaison avec Direct 438
P RELA et RELB
. Activation de MYC et . 439
Cancer du sein MCF7 CCND1 Direct

Tableau 5 : Génes cibles d’EZH2 dans différentes lignées cellulaires cancéreuses.

EZH2 réprime I'expression (en rouge) de plusieurs génes dans différentes lignées, mais elle peut parfois
directement ou indirectement activer (en vert) la transcription de certains génes, notamment des génes cibles de
la voie NF-kB.
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RKIP (Raf-1 kinase protein inhibitor) inhibe la formation de métastases dans différents
types de cancers comme les cancers du sein, de la prostate, de I'estomac et du col de
I'utérus?9-442 en inhibant la protéine RAF, de la voie RAS/MAPK (cf. Chapitre I, 1I- 1.1.2.1-
Activation de la voie des MAPK par le TGF-B). Dans des lignées cellulaires de cancer du sein
(MCF-7, T47-D et MDA-MB-231) et de la prostate (LNCaP, DU145 et PC3), EZH2 réprime
directement la transcription de RKIP en tri-méthylant H3K27 au niveau de son promoteur, ce
qui induit 'augmentation de la formation de métastases***. De plus, dans des mélanomes,
EZH2 réprime I'expression de AMD1 (Adenosylmethionine decarboxylase 1, impliquée dans la
synthése de polyamine), induisant une augmentation des niveaux de SNAI1, ZEB1 et TWIST1
et une augmentation de I'invasion et la formation de métastases, in vitro et in vivo**!. Dans
des cancers du poumon a petite cellules, la surexpression d’EZH2 est liée a un mauvais
pronostic et a la répression de JUB1 (Transcription factor JUNGBRUNNEN 1) dépendante de
H3K27me3, JUB1 ayant un réle antiprolifératif dans ces modéles (DMS53, Lul30 et H209) 43,
Enfin, I'expression de CDKN1B (Cyclin dependant kinase inhibitor 1B) codant pour le
suppresseur de tumeur P27KIP, impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire via I'inhibition de
protéines CDK, est réprimée de maniere dépendante d’EZH2 dans des cellules de cancer du
pancréas MIA-PaCa2 et Panc04.03, conduisant a une prolifération incontrélée et a une

agressivité de ces cellules®3®,

EZH2 induit également la TEM et I'agressivité des cancers via la répression de génes
impliqués dans différentes voies moléculaires liées a la TEM. En effet, dans des cancers du
foie, EZH2 est recruté par le ncRNA IncAPC sur le promoteur du gene APC (Adenomatous
polyposis coli) ou il réprime sa transcription en méthylant H3K27. APC participe a la
séquestration cytosolique de la B-CATENINE et donc a sa dégradation. La surexpression d’'EZH2
aboutit donc a 'activation de la voie WNT/B-CATENINE ce qui induit le renouvellement des
cellules initiatrices de tumeur du foie et I'agressivité**’. Dans les lignées cellulaires
d’adénocarcinome du poumon non a petites cellules A549 et H358, I'inhibition chimique
d’EZH2 (a I'aide de la molécule chimique GSK126) entraine une augmentation du niveau de
I’ARNm d’IGF1 (Insulin like growth factor 1), associée a une diminution globale du niveau de
H3K27me3. Parmi les génes cibles d’IGF1, AKT et ERK ont été associés a I'induction de la TEM

et a la prolifération cellulaire®?3.
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Des données obtenues dans les cancers du sein illustrent également un réle ambigu
d’EZH2 dans I'agressivité des cancers. Dans la lignée MDA-MB-231, ER (Estrogen receptor) -
négative, EZH2 active la transcription des genes cibles de NF-kB de maniere indépendante de
son activité méthyltransférase, ce qui contribue a I'agressivité de ces cellules cancéreuses. Au
contraire, dans la lignée cellulaire ER-positive MCF-7, EZH2 interagit avec ER et active le
recrutement du complexe PRC2 sur le promoteur des genes cibles de NF-kB, ce qui induit la

répression de leur transcription38,

Toutes ces études mettent en évidence qu’'EZH2 peut étre considéré comme un
inducteur de la TEM et de I'agressivité des cancers dans un grand nombre de types différents.
Mais de maniére surprenante, dans de plus rares cas, une inactivation d’EZH2 est associée a
un phénotype cancéreux invasif (Tableau 4). EZH2 a un r6le paradoxal et ambigu dans la

régulation de la TEM.

3- Modulation de la TEM par EZH2 indépendante de son activité catalytique
Dans des cellules surexprimant EZH2 active ou mutante, sans expression d’EZH2
endogene, I'expression des genes cibles de NF-kB est augmentée via la liaison d’EZH2 aux sous
unités de NF-kB. Cela montre qu’EZH2 induit I'expression des génes cibles de NF-kB de
maniére indépendante de son activité catalytique. L'interaction d’EZH2 avec NF-kB est

exclusive de son interaction avec PRC2 438.

De la méme maniere, dans des lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 et T47D, des
expériences de GST-pulldown et de co-IP ont montré qu’EZH2 interagit avec ERa et la B-
CATENINE et induit I'activation de la transcription de leurs genes cibles. Cette activation est
observée également avec un mutant d’EZH2 ne comportant pas le domaine
méthyltransférase. Ces interactions contribuent, dans ces modeéles, a la progression du cycle
cellulaire et I'agressivité des tumeurs**°. Ces exemples montrent qu’EZH2 est capable d’activer
la transcription de certains génes cibles indépendamment de son interaction avec le complexe

PRC2.

4- Nouvelles stratégies de thérapies anti-cancéreuses ciblant EZH2
Plus de 10 essais cliniques en cours évaluent les effets d’inhibiteurs d’EZH2 (EZH2i) dans de
multiples cancers. Par exemple, une étude de phase | utilisant I'EZH2i GSK2816126 dans des

lymphomes diffus a large cellules B réfractaires ou en rechute, d’autres lymphomes non-
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hodgkiniens, des lymphomes folliculaires transformés, tumeurs solides et myélomes multiples
a montré un effet antitumoral évident de la molécule. Quelques autres EZH2i sont testés
comme le tazemetostat (dans environ 15 études), MK683, CPI-1205 et SHR2554. Ces
composés sont bien slr toujours en développement, mais il semble bien que I'inhibition
d’EZH2 est une thérapeutique prometteuse dans de nombreux types de cancer différents,

solides ou non (Tableau 6).

Titre Phase Inhibiteur Cancer
A phase 1 study of SHR2554 in subjects with relapsed or Phase Neoplasme,s !ymph0|des
. SHR2554 matures réfractaires ou en
refractory mature lymphoid neoplasms 1
rechute
Tumeurs rhabdoides,
A phase 1 study of the EZH2 inhibitor tazemetostat in Phase Tumeurs INI-1 négatives,
pediatric subjects with relapsed or refractory INI1- 1 Tazemetostat Sarcomes  synoviaux et
negative tumors or synovial sarcoma tumeurs rhabdoides
malignes des ovaires.
Tumeurs rhabdoides
A phase I, multicenter study of the EZH2 inhibitor Phase malignes, Tumeurs
tazemetostat in adult subjects with INI-1-negative 5 Tazemetostat rhabdoides du rein, Tumeurs
tumors or relapsed/refractory synovial sarcoma rhabdoides et tératoides

atypiques (t 8 autres)
Cancers de la prostate

CPI-1205 métastatiques résistants a la
castration

ProSTAR: a study evaluating CPI-1205 in patients with Phase
metastatic castration resistant prostate cancer 1/2

ORION-E: A study evaluating CPI-1205 in patients with Phase CPI-1205 Tumeurs solides avancées

advanced solid tumors 1/2
Study of the EZH2 inhibitor Tazemetostat in malignant Phase Mésothéliomes, perte de
. Tazemetostat .

mesothelioma 2 fonction de BAP1
Open-label, multicenter, phase 1/2 study of .

. L h lul B,
tazemetostat (EZH2 histone methyl transferase (HMT) VIPROMES .a celiutes ;

Phase tumeurs solides avancées,

inhibitor as a single agent in subjects with advanced solid Tazemetostat . N

. . 1/2 Lymphomes diffus a grande
tumors or with B-cell lymphomas and Tazemetostat in aevlkes B 5 aniies]
combination with Prednisolone in subjects with DLBCL
A study evaluating CPI-1205 in patients with B-cell Phase
lymphomas 1
Tazemetostat in treating patients with relapsed or , . .

. . Néoplasmes solides malins
refractory advanced solid tumors, non-Hodgkin Phase avancés.  lvmohomes  de
lymphoma, or histiocytic disorders with EZH2, SMARCB1, Tazemetostat o Y P

. . 2 Hodgkin de I'enfant de stage
or SMARCA4 gene mutations (a pediatric match
. Il (et 47 autres)
treatment trial)
A study to investigate the safety, pharmacokinetics,
pharmacodynamics and clinical activity of GSK2816126
in subjects with relapsed/refractory diffuse large B-cell Phase

C-1205 Lymphomes a cellule B

GSK2816126 Cancers

lymphoma, transformed follicular lymphoma, other non- 1

Hodgkin’s lymphomas, solid tumors, and multiple

myeloma

Safety and efficacy of MAK683 in adult patients with Phase Lymphomes diffus a grandes
. . MAK683

advanced malignancies 1/2 cellules B

Tableau 6 : Résumé des essais cliniques ciblant EZH2 dans les cancers.

Composés inhibant I'activité d’EZH2 utilisées en essais cliniques dans différents types de cancers, tumeurs solides
et tumeurs liquides.
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Ill-KDM6B, TEM et agressivité des cancers

1- Différences d’expression de KDM6B entre tissus sains et tissus cancéreux

KDMG6B est différentiellement exprimée entre les tissus cancéreux et les tissus sains
adjacents (Tableau 7). Par exemple, dans des carcinomes hépatocellulaires, des analyses en
WB et RT-qPCR (Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction) ont montré
que KDM6B est surexprimée dans la tumeur par rapport aux tissus adjacents. De plus,
I’'expression de KDM6B est corrélée avec I'existence de métastases et I’expression de SNA/2443,
Dans des carcinomes rénaux a cellules claires, I'expression de KDM6B est également plus
élevée dans les tissus tumoraux comparé aux tissus normaux (RT-qPCR sur tissus, WB et IHC
(Immunohistochimie)), et la surexpression de KDMG6B est liée a 'augmentation de la taille de
la tumeur, a la présence de métastases et a un mauvais pronostic***. Des résultats similaires
ont été observés dans les myélomes multiples**, et dans des lymphomes de Hodgkin d’aprés
des analyses IHC**¢. Une analyse de données Oncomine a également confirmé que KDM6B est
surexprimé dans les cancers du sein invasifs et métastatiques, comparé aux cancers moins
invasifs*¥’. De la méme maniére, des données de RT-gPCR ont montré que ’ARNm de KDM6B
est surexprimé dans des mésothéliomes pleuraux malins comparés a des lésions bénignes de
la plévre**®. De plus, KDM6B est également surexprimée dans des cancers des ovaires au
niveau protéique et ARNm, et son expression est associée avec l'invasion, les métastases et
une diminution du taux de survie**®, Toutes ces études montrent que KDM6B peut-étre
classée parmi les oncogenes, et que son expression est corrélée a la TEM et a I'agressivité des
cancers. Cependant, des résultats contradictoires et intrigants ont également été rapportés.
Par exemple, méme si KDM6B est surexprimée dans les adénocarcinomes ductiles du pancréas
comparé aux tissus sains adjacents, son expression est d’autant plus faible que le stade de la
tumeur est élevé**°, De plus, KDM6B est sous-exprimée dans des cancers du célon peu
différenciés (phénotype mésenchymateux), dans une cohorte de 96 patients, par rapport a
des tumeurs plus différenciées*!. Chez des patients atteints de cancer colorectal, KDM6B
était sous-exprimée comparé aux tissus normaux, et une expression élevée de KDM6B était
corrélée avec un bon taux de survie dans une cohorte de 151 patients atteints de cancers

colorectaux®?2.

Enfin, dans des cancers du poumon non a petites cellules, KDM6B est
surexprimée dans les tissus sains par rapport aux tumeurs et dans les tumeurs les moins

invasives comparé aux plus invasives**3. Ensemble, ces données suggérent que I'expression

97



de KDM6B peut-étre corrélée ou inversement corrélée avec l'invasion et I'agressivité des

cancers, suivant le modele de cancer. Ces données sont compilées dans le Tableau 7.

Type de cancer Expression de KDM6B Technique utilisée Ref.
. , . . RT-qPCR sur tissus et
C hépatocellul S : 3
arcinome hépatocellulaire  Surexprimée Western Blotting (WB)
Carcinome rénal a cellules . RT-gPCR sur tissus, WB  ,,,
. Surexprimee
claires et IHC
, . ., dtude de d :
Myélome multiple Surexprimée etude de donnees 445
publiques
Lymphome de Hodgkin Surexprimée IHC 446
, Anal :
Cancers du sein Surexprimée fo/es des donnees 447
Oncomine
Mésothéliome pleural malin  Surexprimée RT-gPCR sur tissus 448
Cancer des ovaires Surexprimée RT-gPCR sur tissus et IHC  #4°

Sous-exprimée dans les
tumeurs invasives comparées puces a ARN sur tissus
aux tumeurs de bas grade

Adénocarcinome canalaire
du pancréas

450

Sous-exprimée dans les

Cancer du colon eer . RT-gPCR sur tissus 451
tumeurs peu différenciées

Cancer colorectal Sous-exprimée IHC 452
Sous exprimée par rapport aux

Caqcer du poumon non a volontaires sains, eF dan§ les ART-PCR 453

petites cellules tumeurs les moins invasives

par rapport aux plus invasives
Tableau 7 : Expression de KDM6B dans différents types cancéreux.

KDMG6B est souvent surexprimé (vert) dans les cancers, mais est parfois sous-exprimé (en rouge) dans des
carcinomes invasifs canalaires du pancréas et des cancers du célon peu différenciés.

2- KDM6B module la TEM en ciblant des genes spécifiques
2.1-  Lié a l'activité catalytique déméthylase

Il a été décrit que KDM6B module I'expression des EMT-ATFs au cours de la TEM dans
différentes lignées de cellules cancéreuses (Tableau 8). En effet, I'expression de SNA/1 est
directement activée par KDM6B. Par exemple, dans la lignée mammaire de souris NmuMG,
H3K27 est déméthylée par KDM6B au niveau du promoteur de SNA/1 lorsque KDM6B est
surexprimée, entrainant I'expression de génes mésenchymateux*4’. Dans la lignée cellulaire
de carcinome hépatocellulaire HepG2, KDM6B active directement la transcription de SNA/2,
et la surexpression de KDM®6B induit la TEM, la migration, I'invasion et des caractéristiques de
cellules souches (formation d’holoclones et capacités clonogéniques)**3. Dans la lignée

cellulaire de carcinome cellulaire du rein a cellules claires Caki-2, KDM6B active directement
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la transcription de SNAI2 ce qui augmente I'expression de marqueurs mésenchymateux,
diminue I'expression de protéines épithéliales et augmente les capacités d’invasion de ces
cellules**. Dans la lignée de carcinome cellulaire du rein ACHN, I'extinction par siRNA du
INcRNA HOTAIR entraine une diminution des niveaux de KDMG6B et de sa cible SNA/1, et une
diminution de l'invasion et de la migration de ces cellules, suggérant que I'expression de

KDMG6B est régulée au niveau de ’ARNm**4,

Au contraire, I'extinction ou I'inhibition de I'activité de KDM6B dans la lignée cellulaire
de cancer du c6lon SW-480 induit augmentation de I'expression des EMT-ATFs SNAI1, ZEB1 et
ZEB2, et conduit ensuite a une diminution de I'expression de CDH1, CLDN1 et CLDN7 (codant
respectivement pour la E-CADHERINE, la CLAUDINE 1 et la CLAUDINE 7)*!. Ces données
suggérent que l'activité déméthylase de KDM6B est généralement associée a la TEM, mais
dans certains modéles comme les cellules de cancer du c6lon, KDM6B peut étre associée a un

phénomeéne épithélial.

Il a été décrit que KDM6B module I'expression de nombreux génes impliqués dans
I'induction ou le maintien d’un phénotype épithélial ou mésenchymateux. En effet, dans la
lignée cellulaire de carcinome colorectal HCT116, KDM6B active directement I'expression du
géne épithélial EPCAM par son activité déméthylase, et conduit a une augmentation de la taille
de la tumeur, de la prolifération cellulaire et de maniere surprenante de la migration et de
I'invasion des cellules*>. L’expression de EPCAM et des génes impliqués dans la voie WNT/B-
CATENINE sont inversement corrélés a la survie des patients atteints de cancer du c6lon*®.
Dans des cancers des ovaires, les expressions de HER2 (Human epidermal growth factor
receptor 2) et de KDM6B sont corrélées a un mauvais pronostic et a un faible taux de survie.
KDM®6B active directement I'expression de HER2 dans la lignée cellulaire de cancer des ovaires
SKOV-3. Le traitement des cancers des ovaires par une combinaison de Paclitaxel (qui bloque
la dépolymérisation des microtubules associée a la formation du fuseau mitotique) et de
Carboplatine (qui provoque l'alkylation de I’ADN) fait diminuer le niveau de KDM6B et est
associé a une augmentation de la marque H3K27me3 au niveau du promoteur du gene HER2,
ce qui aboutit a une diminution de son expression et une diminution des capacités d’invasion
et de migration des cellules*’. Dans les lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231 et
MCEF-7, I'inhibition de I'activité déméthylase de KDM6B, a I'aide du composé GSKJ4, entraine

une répression de I'expression des genes impliqués dans la pluripotence SOX2 (SRY-box
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transcription factor 2), NANOG et OCT4 (Octamer binding protein 4) et est associé a une
augmentation de la marque H3K27me3 au niveau de leurs promoteurs. Cela montre que
KDM®6B régule la différentiation des cellules de cancer du sein, induisant une dédifférenciation
de celles-ci qui peut étre liée a la TEM*38, Il a été montré que KDMG6B peut également agir en
faveur d’un phénotype épithélial dans d’autres cancers. Dans la lignée cellulaire de peau
normale humaine BJ, KDM6B est recrutée au niveau de genes cibles de P53 via son interaction
directe avec cette protéine, ou elle peut déméthyler H3K27me3. Il est proposé que KDM6B
participe a 'augmentation de I'expression des genes cibles de p53, activant ainsi I'arrét du
cycle cellulaire et 'apoptose, diminuant ainsi I’agressivité des cellules cancéreuses**°. KDM6B
induit un phénotype de type épithélial dans des cellules BxPC3 d’adénocarcinome canalaire
du pancréas en provoquant directement I'expression du géne CEBPA en déméthylant
H3K27me3 au niveau de son promoteur. De plus, I'extinction de KDM6B ou de CEBPA (CCAAT
Enhancer binding protein alpha) entraine dans les deux cas |'apparition d’'un phénotype

mésenchymateux et augmente les capacités invasives de ces cellules*°,

Il a été montré que certaines voies de signalisation liées a la TEM sont également
régulées par KDM6B. Dans la lignée cellulaire de mélanome A375-LM3, KDM6B déméthyle
H3K27me3 au niveau des promoteurs de genes participant aux voies NF-kB et BMP (Bone
morphogenetic protein) (notamment BMP4) entrainant I'activation de I'expression des genes
cibles de ces voies et I'apparition de caractéristiques malignes de ces cellules. De plus, la voie
de signalisation du BMP active la transcription de KDM6B dans une boucle de rétrocontrole
positive??, Dans des cellules de myélomes multiples, I'expression de KDM6B est induite par
la voie NF-kB, puis KDM6B active la voie des MAPK par son recrutement direct sur les
promoteurs des génes ELK1 (ETS like gene 1) et FOS (FBJ murine OsteoSarcoma viral oncogene
homolog), ce qui induit la croissance cellulaire, la prolifération et I’agressivité**>. Au contraire,
dans des fibroblastes humains, KDM6B active directement la transcription du gene CDK2NA
par la déméthylation de H3K27me3 sur son promoteur entrainant un arrét du cycle
cellulaire*®1462 Des résultats similaires ont été obtenus dans des fibroblastes du poumon TIG-
3. Apres I'induction de I’expression de KDM6B par I'activation de RAF (voie des MAPK), KDM6B
entraine le blocage de la prolifération via I'induction de I'expression de CDKN2A en se fixant

sur son promoteur?®3. Ces données sont compilées dans le Tableau 8.
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Origine de la lignée cellulaire

Nom de la

Geénes régulés

Direct/Indirect Ref.

lignée
Mamelles de souris NmuMG Surexpression de SNA/1 Direct 447
Carcinome hépatique HepG2 Surexpression de SNAI2 Direct 443
Car_cmome de rein a cellules Caki-2 Surexpression de SNA/I2 Direct 444
claires
Carcinome de rein ACHN Surexpression de SNA/1 Inconnu 454
. Sous expression de SNA/I, o
Carcinome du colon SW-480 ZEB1, et ZEB2 Inconnu
Carcinome colorectal HCT116 Surexpression de EpCAM Direct 455
Cancer des ovaires SKOV-3 Surexpression de HER2 Direct g
Cancer du sein MCF-7 et Surexpression de NANOG, Inconnu 458
MDA-MB-231 SOX2 et OCT3
Adénocarcinome du pancréas BxPC3 Surexpression de CEBPA Direct 450
Surexpression de génes Direct (via
P BJ . . R 459
cau cibles de P53 liaison a P53)
Surexpression de BMP2,
Mélanome A375-LM3 BMP4, CCL2, STC1, TFPI2, Direct G
PTGS2 et TGM2
S ion de ELK1 et
Myélome multiple MM-1S urexpression de © Direct 445
FOS
Poumon IMR-90 Surexpression de INK4A Direct 461
Fibroblastes de poumon TIG-3 Surexpression de INK4A Direct 463
Cellules de rein humain o HEK-293 Stabilisation nucléaire de Direct 164
embryonnaire immortalisées P53
Cancer du poumon non a H4G0 et AS49 Stabilisation de FOXO1 dans Direct 465

petites cellules

le noyau

Tableau 8 : Les génes cibles de KDM6B dans différentes lignées cancéreuses.

KDMG6B active (en vert) directement la transcription de génes liés a la TEM dans de multiples lignées cellulaires
cancéreuses. Elle réprime également (en rouge) I'expression d’EMT ATFs probablement de maniére indirecte.

2.2-  Fonction indépendante de son activité catalytique déméthylase

KDMG6B peut également moduler I'agressivité de maniere indépendante de son activité
déméthylase. Dans la lignée cellulaire de rein embryonnaire humain immortalisée HEK293,
KDM®6B induit I'expression des genes cibles de P53 sans étre recrutée au niveau de leurs
promoteurs, mais plutét en augmentant la localisation nucléaire de P53, et donc le
recrutement de P53 au niveau des promoteurs de ses genes cibles. Ces données sont en faveur
d’un réle suppresseur de tumeur de KDM6B en contrdlant I'expression des génes cibles de
P53%4 Ce mécanisme a également été observé dans la stabilisation du facteur de

transcription FOXO1 (Forkhead box protein O1, un inducteur de genes pro-apoptotiques) par
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KDM®6B, dans le noyau des cellules de cancer du poumon non a petites cellules A549 et H460.
Cette interaction conduit a augmenter I'apoptose et diminuer la migration et I'invasion de ces

cellules?®®,

3- Nouvelles perspectives de stratégies anti-cancéreuses ciblant KDM6B

Quelques études précliniques se sont portées sur les inhibiteurs de KDMG6B,
GSKJ4/GSKJ1, pour cibler les cancers. GSKJ4 est une prodrogue pour une utilisation cellulaire
de linhibiteur GSKJ1, in vitro. Cet inhibiteur a été identifié par Kruidenier et son équipe en
2012%% Dans la lignée cellulaire de leucémie aigiie lymphoblastique (LAL) CUTLL1, un
traitement par GSKJ4 induit un arrét du cycle cellulaire et I'apoptose. Ceci représente ainsi
une approche thérapeutique prometteuse, car il n’affecte pas les cellules stromales ou les
progéniteurs hématopoiétiques. Cependant ce traitement semblerait spécifique aux
leucémies lymphoblastiques aigué car il n’affecte pas les cellules de leucémies myéloides*®’.
Un traitement GSKJ4 fait diminuer la croissance tumorale de xénogreffes de cellules SF7761
et SF8628 de gliomes pédiatriques chez la souris. Ces cellules présentent une mutation
hétérozygote de H3K27 (H3K27S), et la moitié des histones H3 ne peuvent donc pas étre
méthylés sur la lysine 27. En revanche, les histones portant la mutation séquestrent le
complexe PRC2 et induisent un effet dominant négatif et réduisent le niveau de méthylation
de H3K27 non muté. Le traitement par GSKJ4 a permis de restaurer le niveau de méthylation
normal sur les histones non mutées. GSKJ4 ne présente pas les mémes effets sur d’autres

lignées de gliomes pédiatriques qui ne contiennent pas la mutation®%,
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Objectifs

Cette derniere partie de l'introduction montre assez clairement que le statut de
méthylation de H3K27 a une place prépondérante dans la régulation de la TEM, a plusieurs
niveaux. Cette marque régule l'activation des voies de signalisation responsables de
I'induction de la TEM, elle régule également I'expression des EMT ATFs, et directement
I’expression de protéines effectrices de la TEM qui vont directement agir sur le phénotype

épithélial ou mésenchymateux de la cellule.

Bien que cette régulation de la TEM par H3K27me3 dans les cancers soit bien
documentée, il est impossible de définir cette marque comme favorable a I'établissement
d’un phénotype épithélial ou d’'un phénotype mésenchymateux, tant ses effets sont
dépendants du modeéle de cancer et des génes sur lesquels on retrouvera cette marque. De
plus, les principales enzymes responsables de l'instauration de cette marque (EZH2) et sa
suppression (KDM6B) ont également un role ambigu dans différents cancers. Souvent,
I’expression de chacune de ces enzymes est associée a la TEM et a I'agressivité des cancers,
elles sont parfois associées au phénomeéne inverse. De plus, bien qu’étant antagonistes,
KDM®6B et EZH2 sont parfois toutes deux surexprimées et associées a la TEM dans les méme
types de cancers, comme les cancers des ovaires*”44 ou des carcinomes cellulaires rénaux a
cellules claires*92410444 majs ces études ont été réalisées séparément pour EZH2 et KDMG6B.
Une seule équipe a étudié simultanément ces enzymes dans un modeéle cancéreux*®, et
aucune étude n’a vu le jour jusgu’ici étudiant KDM6B et EZH2 au cours de la TEM, ce qui

rajoute a l'intérét de cette these.

L'expression et I'activité d’EZH2 et KDM6B ont donc une relation complexe avec
I'induction ou le maintien de la TEM dans les cellules cancéreuses, qui semble étre dépendant
du type de cancer mais pas uniqguement. Le sujet des mécanismes par lesquels EZH2 et KDM6B
régulent la TEM est encore mal connu. C’est pourquoi les travaux de cette thése ont eu pour
objectif d’étudier les effets d’EZH2 et de KDM6B dans un modele de cellules cancéreuses
épithéliales facilement inductible en TEM par un co-traitement TGF-B/TNF-a. La visée finale
de cette étude est de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la régulation de la mise
en place d’un phénotype épithélial ou mésenchymateux par la triméthylation de H3K27 dans
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ce modele. Enfin, a long terme, ces travaux pourraient permettre de mettre en place une
stratégie thérapeutique visant a empécher la TEM via la modulation de H3K27me3 au cours

dans les cellules cancéreuses.
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Travaux de recherche
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Matériel et méthodes
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1- RT-gPCR

Les ARNs ont été extraits des cellules a I'aide du réactif Tri Reagent (TR118, Molecular
Research Center) selon les indications du fabricant. La transcription inverse a été réalisée a
I'aide de 12 U de I'enzyme M-MLV (M-1302, Sigma-Aldrich), 0,25 uM d’oligo dT (Eurogentec),
1,25 uM d’hexameéres aléatoires (C118A, Promega) et 0,5 pg d’ARN totaux, selon les
recommandations du fabricant (Sigma-Aldrich). La PCR quantitative (qPCR) a été réalisée en
duplicat en utilisant le systeme Step-One plus real-time PCR system (Applied Biosystems), le
réactif TB Green Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus) (R420L, Takara) et des amorces spécifiques
dessinées a I'aide du logiciel Primer 3, selon les recommandations du fabricant (Takara). Les

amorces sont répertoriées dans le Tableau 9.

Cibles Application Sens 5’-3’ Antisens 5’-3’
ADAM19 cDNA CTGCGAAGGAGAGGTTCTGT AAAATTCACATTGCCCTGGA
ADAMTS6 cDNA ATGGGGGTGGCTACAGAGTA CAGCCACGCACAGAATGTAA
Chip CAAAGGCAGCATCTCAGAGT TTTGCAAAGCCACACCAGC
CDH1 cDNA CGGGAATGCAGTTGAGGATC AGGATGGTGTAAGCGATGGC
CDH2 cDNA GGCATCGAAAGAGAAATGGA AAGGCAGCTGTTTCAGAGGA
EZH2 cDNA GGCATCGAAAGAGAAATGGA AAGGCAGCTGTTTCAGAGGA
INHBB cDNA AGGTGGACGTTCTGAGCAGT TCTGGGTGTGTAAGGATGGA
Chip TCGCAGGACACCTGTACGTC CAAGATGTGCCGCTTCACC
KDM6B cDNA ACGAGCCAGCCTACTACTGC GCTGCCATTCTCACTTGTCA
MMP9 cDNA GAGTTCCCGGAGTGAGTTGA GTGGGGATTTACATGGCACT
SNAI1 cDNA CGCGCTCTTTCCTCGTCAG TCCCAGATGAGCATTGGCAG
VIM cDNA TTTGAAGAAACTCCACGAAGACGA CCACATCGATTTGGACATGCT
WNTSB cDNA CCTCGATGTCTTCAGGGTCT GAGCCGTTCCTGTAAACTGC
Chip AGTGACCATTAGCAGGCACC CTCTGTCACCCGTCCATCAG
ZEB1 cDNA AGCAGTGAAAGAGAAGGGAATGC GGTCCTCTTCAGGTGCCTCAG

Tableau 9 : Amorces utilisées pour la RT-qPCR et la ChIP

2- Culture cellulaire, transfections et inhibiteurs chimiques

La lignée cellulaire A549 (Cancer du poumon non a petites cellules) a été cultivée dans
du DMEM avec Glucose 1 g/L (L0066, Dominique Dutscher) a 37°C, 5% CO; et utilisées a 70-
80% de confluence. Le milieu de culture a été supplémenté avec 5% de sérum de veau foetal
(51810, Dominique Dutscher), 50 U/mL de pénicilline-streptomycine (L0018, Dominique
Dutscher) et 1,25 pg/mL d’amphotéricine B (P11-001, PAA). Lorsque c’est indiqué, elles ont
été traitées pendant 3 jours par du TGFB a 4 ng/mL (100-21, Peprotech) et du TNFa a 20 ng/mL
(300-01A, Peprotech), et/ou par du GSKJ4 (SML0O701, Sigma-Aldrich) ou du GSK343 (SMLO766,
Sigma Aldrich) a 10 uM ou du UNC1999 (46080, Cell Signaling) a 5 uM. Les transfections par

des plasmides ont été réalisées a I'aide du réactif JetPrime (114, Polyplus) ou le kit cell line
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Nucleofector™ kit T (VCA-1002, Lonza) a I'aide du dispositif Nucleofector™ 2b Device (AAB-
1001, Lonza) suivant les recommandations du fournisseur. Les plasmides pCMV-HA-EZH2
(#24230), pCMV-HA-KDM6B (#24167), pMSCV-EZH2 (#75125), pMSCV-JMID3 (#21212) et
pMSCV-JMJD3 H1390A (#21214) ont été obtenus par Addgene. Les différents siRNA ciblant
INHBB (sc43861, Santa Cruz), ADAMTS6 (L-005776-00-005, Dharmacon) et WNT5B, EZH2 et
KDMG6B (Eurogentec) ont été transfectés avec de I'Interferin (409-10, Polyplus). Les lignées
cellulaires stables surexprimant EZH2 sauvage, KDM6B sauvage ou KDM6B H1390A ont été
obtenues par transduction de la lignée A549 par des particules lentivirales suivant Warda et

col 470

3- Tests de migration et d’invasion cellulaire
Les capacités de migration des cellules ont été mesurées par des tests de blessure-
cicatrisation a I'aide d’inserts de culture composés de 2 puits dans des microplaques de 35mm
de diameétre (81176, ibidi). Apres avoir été pré-traitées, 18 000 cellules ont été ensemencées
dans chaque puits de I'insert de culture, et I'insert a été retiré 16 h plus tard. La migration des
cellules a ensuite été suivie pendant 8 h, et 'aire de la blessure recouverte par les cellules

apres 8h de migration a été mesurée.

Pour les tests d’invasion, 50 pL de matrigel (E1270, Sigma-Aldrich) dilués 8 fois dans du
milieu de culture sans sérum ont été ajoutés a la partie supérieure d’'une chambre de Boyden
(140629, Thermo Scientific) positionnée dans une plaque 24 puits, et placée a 37°C pendant
4h afin que le matrigel polymérise. Ensuite, 50 000 cellules prétraitées ont été ensemencées
dans la partie haute de la chambre de Boyden sur le matrigel, en présence du traitement, dans
du milieu de culture sans sérum. La partie de basse de la chambre a été remplie avec 500uL
de milieu de culture complet contenant le traitement. La chambre de Boyden a ensuite été
retirée aprés 24h, le puits a été lavé au PBS et les cellules adhérentes au fond du puits ont été
fixées dans de I’éthanol pendant 5 min, et colorées au cristal violet pendant 10 min. Elles ont

enfin été photographiées puis comptées au microscope.

4- ChIP/ChIP-seq
Apres traitement, les cellules ont été décollées de leur contenant a I'aide de trypsine,
lavées au PBS puis fixées dans du formaldéhyde 1% a température ambiante pendant 8min

sous agitation lente. La fixation a été stoppée par ajout de glycine a 125 mM pendant 5 min
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toujours sous agitation lente. Les cellules ont alors été centrifugées pendant 5 min a 500 g et
lavées 2 fois dans du PBS froid. La chromatine a été préparée en utilisant le kit truCh/P™
Chromatin Shearing kit (520154, Covaris) suivant les recommandations du fabricant. Les
noyaux ont été soniqués pendant 10 min a I'aide du sonicateur M220 (Covaris). Les ChIP ont
été réalisés a 'aide de I'automate IP-Star compact (Diagenode) avec le kit Auto iDeal ChlP-seq
kit pour histones (C01010171, Diagenode) et 1,5 pg d’anticorps « ChIP-grade » ou 1,5 ug d’lgG
(C15410206, Diagenode) selon les recommandations du fabricant. Un cocktail d’inhibiteurs de
protéases a été ajouté dans tous les tampons (AEBSF 104 mM, pepstatine A 1,5 mM, E-64 1,4
mM, bestatine 4 mM, leupeptine 2 mM et aprotinine 80 uM). L’ADN des inputs et des produits
de ChlIP a été purifié a I'aide du kit Auto Ipure kit V2 (C03010010, Diagenode) et de I'automate
IP-Star compact (Diagenode). Les banques pour le ChIP-seq ont été préparées a partir de 5 ng
d’ADN purifié a I'aide du kit NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep Kit fir Illumina (E7370S, New
England Biolabs), suivant les recommandations du fabricant. A partir de chaque banque, des
séquences de 50 paires de bases ont été séquencées a I'aide du dispositif lllumina Hiseq 1500
(Hlumina). Les séquences lues ont été filtrées suivant leur qualité (Q score > 30) et les
séquences adaptatrices ont été retirées a I'aide de « cutadapt ». Les lectures ont été adaptées
au génome humain (hg19) a I'aide du logiciel BWA (version 0.7.10). Les régions enrichies en
H3K27me3, EZH2 ou KDM6B ont été identifiées en utilisant SICER-df (g=w=200 paires de
bases). Les amorces utilisées pour la ChIP classique ont été dessinées a I'aide du logiciel primer
3 et sont listées dans le Tableau 9. Les anticorps utilisés pour les ChIP sont listés dans le

Tableau 10.

5- Western Blotting

Pour extraire les protéines totales, les cellules ont été grattées, puis lysées dans le
tampon de lyse suivant : Tris 10mM, EDTA 1mM, PMSF 1 mM, NA-Vanadate 1mM, DOCA 1%
et inhibiteurs de protéases (AEBSF 104 mM, pepstatine A 1,5 mM, E-64 1,4 mM, bestatine 4
mM, leupeptine 2 mM et aprotinine 80 uM) pendant 30 min sur glace avant d’étre soniquées
15 s. Les protéines ont ensuite été dosées suivant la méthode de Bradford, et du SDS 1% et du
Triton 0,2% ont été ajoutés a la solution. Ensuite, 20 a 40 pyg de protéines ont été déposées
dans un gel de polyacrylamide TGX Stain free (1610172, Biorad) (7,5, 10 ou 12 % d’acrylamide)
pendant 35 min a300V a I'aide du system Protean 3 (Biorad) et transférées sur une membrane

en PVDF a l'aide du systeme Transblot turbo (1704150, Biorad) et suivant les indications du
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fabricant. Les membranes ont été saturées dans du TBS 0,1% Tween 20 et 5% lait ou BSA
suivant I'anticorps utilisé pendant 1h, puis incubées avec I'anticorps primaire sur la nuit a 4°C
dans la solution de saturation. Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 10. Elles ont
ensuite été lavées 3 fois 10 min dans du TBS-Tween 20 0,1% puis incubées avec I'anticorps
secondaire (anti-Lapin (Bl 2407, Abliance) ou anti-Souris (Bl 2413C, Abliance) couplé a la HRP)
dilué au 1/10 000 dans du TBS-Tween 20 0,1% et lait 5% selon les recommandations du
fabricant. Les membranes ont été lavées 3 fois 5 min dans du TBS-Tween 20 0,1% et incubées
5 min avec le substrat Clarity Western ECL substrate (1705051, Biorad) et la luminescence a

été photographiée a I'aide du dispositif ChemiDoc™XRS+ (1708265, Biorad).

Cible Application Référence
ACTINE wWB #A5060 Sigma-Aldrich
ADAMTS6 IHC #PA5-60365 ThermoFisher
E-CADHERINE IF #610182 BD Transduction laboratories
EZH2 IF/ChIP/WB #C1540039 Diagenode
IHC #5246 Cell Signaling
WB #ab133793 Abcam
HA IF #ab18181 Abcam
IgG Chip #C15410206 Diagenode
INHBB IHC #PA5-81202 ThermoFisher
H3K27ac ChipP #C15410174 Diagenode
H3K27me3 IF/ChIP #C15410069 Diagenode
IF/WB #ab6002 Abcam
KDM6B IHC #ab38113 Abcam
IF #ab38112 Abcam
WB #ab154985 Abcam
N-CADHERINE WB/IF #4215 Cell Signaling
VIMENTINE IHC #790917 Ventana medical Systems
WB/IF/Cytométrie #3932 Cell Signaling
WNT5B IHC #ab94914 Abcam

Tableau 10 : Liste des Anticorps utilisés

6- Microscopie Confocale

Les cellules ont été cultivées 24h sur lamelles de verre, puis fixées pendant 20 min dans
du méthanol froid a -20°C et rincées 4 fois avec du PBS. La saturation a ensuite été réalisée
avec de la BSA 1% dans du PBS pendant 1h a 37°C. Les cellules ont ensuite été incubées avec
I"anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 1% sur la nuit a 4°C puis lavées 3 fois 3 min avec du
TBS-Tween 0,1% sous agitation. Elles ont alors été incubées avec I'anticorps secondaire dilué
au 1000%™Me dans du PBS-BSA 1% pendant 1h & 37°C (Anti-lapin ou Anti-souris, couplé avec le
fluorochrome Alexa Fluor 488 ou Alexa Fluor 555 (A11008, A21428, A11001, A21422, Life
Technologies)) puis colorées avec du DAPI (4’-6’-diamidino-2-phénylindole) dilué au 1/6000°™¢

dans du TBS-Tween 20 0,1% pendant 10 min sous agitation. Les lamelles ont enfin été lavées
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3 fois 3 min dans du TBS-Tween 20 0,1%, et montées sur lames a I'aide du milieu de montage
Fuoromount Aqueous Monting Medium (F4680, Sigma Aldrich). L’actine a été colorée avec de
la Phalloidine-Rhodamine (P1951, Sigma-Aldrich). Les images ont été collectées a I'aide d’un

microscope confocal a balayage laser Olympus FV1000 ou Zeiss LSM 800 AiryScan.

7- Immunohistochimie

Les biopsies FFPE de cancer du poumon non a petites cellules ont été collectées (en
collaboration avec la bio banque de tissus de I'Université de Liége (Liege, Belgique)) et
marqués avec les anticorps (Tableau 10). Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique
de I'Hopital Universitaire de Lieége et le diagnostic de chaque tissu a été confirmé par des
histopathologistes expérimentés. L’analyse des IHC a été réalisée a I'aide d’un protocole
standard décrit précédemment?*’?, Les échantillons ont été classés en deux groupes : les TEM
positifs et les TEM négatifs selon le marquage de la VIMENTINE. Selon Hubert et col. 472, le
score des marquages IHC a été calculé en multipliant un score d’intensité de marquage (0-3)
et un score d’étendue du marquage (0-3) et un score global compris entre 0 et 9 a été obtenu.

Tous les tissus marqués ont été évalués par deux histopathologistes expérimentés différents.

8- Statistiques
La comparaison des moyennes a été analysée a |'aide du test T de Student grace au
logiciel GraphPad Prism5. Les indexes de corrélation ont été mesurés a 'aide d’un test de

Pearson a I'aide du logiciel GraphPad Prism5.
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1- Niveau d’expression de KDM6B et EZH2 dans des cancers du poumon

Il a été montré précédemment que KDM6B et EZH2 sont toutes les deux liées a la TEM,
dans différents cancers ou modeéles cancéreux. Nous avons donc d’abord analysé I'expression
de ces protéines dans une cohorte de carcinomes du poumon non a petites cellules (NSCLC :
Non small cell lung carcinoma). Les coupes de tumeurs incluses en paraffine (39 échantillons)
(FFPE : Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) ont été divisées en groupes TEM+ (n=19) et TEM-
(n=20) en fonction de I'expression de la VIMENTINE (Figure 15A) selon Asgarova et col. 2°°.
Une augmentation de I'expression d’EZH2 et de KDM6B sont observées dans les tumeurs
TEM+ par rapport aux TEM- (Figure 15B-C). Par la suite nous avons voulu analyser la
corrélation potentielle des expressions de ces protéines. En effet, ces expressions sont
corrélées entre elles, indépendamment du niveau d’expression de la VIMENTINE (Figure 15D-
F). Ces données montrent que bien que ces deux enzymes aient une activité opposée, elles
sont toutes les deux surexprimées durant la TEM, dans notre cohorte de NSCLC, et nous

montrent également que I'expression de ces protéines est corrélée dans ces cancers.
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Figure 15 : Corrélation entre les niveaux d’expression d’EZH2 et de KDM6B et la TEM dans les NSCLC.
A. Marquage IHC VIMENTINE, EZH2 et KDMG6B représentatifs de 39 NSCLC (TEM - = faible score VIMENTINE ; TEM
+=Haut score VIMENTINE). B. Score des IHC EZH2 en fonction du statut TEM des tumeurs C. Score des IHC KDM6B
en fonction du statut TEM des tumeurs. D. Corrélation entre les scores IHC d’EZH2 et KDM6B dans les 39 NSCLC.
E. Corrélation entre les scores des IHC EZH2 et KDM6B dans les NSCLC TEM -. F. Corrélation entre les scores des
IHC EZH2 et KDM6B dans les NSCLC TEM +.

Par la suite nous avons analysé les données de survie issues de la base KM-plotter*’3

sur les cancers du poumon. Ces données confirment que les patients atteints de cancers du

poumon ayant une forte expression de ’ARNm de KDM6B (Figure 16A) ou d’EZH2 (Figure 16B)

ont une survie plus faible que les patients ayants une expression moindre d’EZH2 ou KDM6B.
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La survie d’autant plus faible lorsque I'on compare les patients avec une moyenne
d’expression d’'EZH2 et KDMG6B élevée par rapport aux patients ayant une moyenne

d’expression d’EZH2 et KDM6B faible (Figure 16C).
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Figure 16 : Données KM-Plotter d’EZH2 et KDM6B dans les cancers du poumon.

Courbes de survie de patients atteints de cancers du poumon classés en groupe de forte expression (rouge) ou de
faible expression (noir). A. KM-plotter pour I'expression de KDM6B. B. KM-plotter pour I'expression d’EZH2 C. KM-
plotter pour I'expression moyenne d’EZH2 et KDM6B

Cette étude confirme que I'expression élevée d’'EZH2 et KDM6B sont des marqueurs

de mauvais pronostic pour les patients atteints de cancers du poumon, et que ces deux genes

semblent surexprimés ensemble dans les cancers les plus agressifs.
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2- Modulation du niveau d’expression d’EZH2 ou de KDM6B au cours de la TEM
Afin d’étudier le role d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM, nous avons utilisé un

modele cellulaire de NSCLC : la lignée A549. Cette lignée est inductible en TEM par un co-
traitement TGF-B/TNF-a.

Dans un premier temps nous avons vérifié I'expression des genes d’EZH2 et KDM6B au
cours de la TEM. L'induction de ces cellules en TEM s’accompagne bien d’'une augmentation
de I'expression d’EZH2 et KDM6B (Figure 17A). Ensuite, pour étudier les effets de ces deux
protéines sur le phénotype mésenchymateux des cellules A549, nous les avons surexprimé de
maniere exogéne dans ces cellules a I'aide de plasmides de surexpression (les protéines
exogenes sont taguées par le peptide HA). Le taux de transfection étant trop faible pour nous
permettre d’analyser les cellules en WB ou en RT-gPCR, nous avons réalisé des marquages
d’'immunofluorescence afin d’étudier les cellules transfectées par rapport aux non
transfectées. Les surexpressions d’EZH2 (Figure 17B) et de KDM6B (Figure 17E) ont d’abord
été confirmées. Une augmentation du niveau global de H3K27me3 dans les cellules
surexprimant EZH2 et une diminution de ce niveau dans les cellules surexprimant KDM6B
(Figure 17C) a été observée par rapport aux cellules non transfectées, ce qui démontre que
les protéines exogeénes sont actives. On observe également une augmentation du marquage
EZH2 dans les cellules surexprimant KDM6B, suggérant que cette derniére pourrait réguler
directement I'expression d’EZH2 (Figure 17B). Enfin, les cellules surexprimant EZH2 ou KDM6B

montrent une augmentation du marquage VIMENTINE en IF (Figure 17D).

Ces données montrent que la surexpression de KDM6B ou d’EZH2 dans notre modele
de cellules A549 induit une augmentation de I'expression de la VIMENTINE, marqueur
mésenchymateux, par rapport aux cellules qui ne surexpriment pas ces protéines. Le faible
taux de transfection ne nous permet pas d’utiliser des techniques étudiant un ensemble de
cellules comme la gPCR ou le WB, mais uniquement I'IF qui nous permet de comparer les
cellules effectivement transfectées aux cellules non transfectées adjacentes. Afin de pouvoir
étudier des ensembles de cellules, nous avons utilisé des lignées cellulaires surexprimant de

maniére stable EZH2 ou KDM6B.
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Figure 17 : Surexpression transitoire d’EZH2 et KDM6B.

A. Augmentation de I'expression d’EZH2 et KDMG6B lors de I'induction de la TEM dans les cellules A549. B.
Marquage IF d’HA (rouge) et EZH2 (vert) dans des cellules A549 transfectées transitoirement par un plasmide de
surexpression de HA-EZH2 ou HA-KDM6B. C. Marquage IF de HA (rouge) et de H3K27me3 (vert) dans des cellules
A549 transfectées transitoirement par un plasmide de surexpression de HA-EZH2 ou HA-KDMG6B. D. Marquage IF
de HA (rouge) et VIMENTINE (vert) dans des cellules A549 transfectées transitoirement par un plasmide de
surexpression de HA-EZH2 ou HA-KDM6B. E. Marquage IF de HA (rouge) et KDMG6B (vert) dans des cellules A549
transfectées transitoirement par un plasmide de surexpression de HA-EZH2 ou HA-KDM6B.

Dans le but d’étudier les effets sur la TEM de la surexpression d’EZH2 ou KDM6B d’un
point de vue moléculaire (niveau d’expression d’ARN et protéines) et fonctionnel (tests de
migration et d’invasion), nous avons en effet décidé d’utiliser des lignées surexprimant de
maniére stable ces protéines a partir des cellules A549, a |'aide de particules lentivirales. Nous
avons alors obtenu une lignée surexprimant EZH2 sauvage (A549 EZH2), une lignée
surexprimant KDM6B sauvage (A549 KDMG6B) et une lignée surexprimant KDM6B mutée
H1390A (A549 KDM6B H1390A). La mutation présente dans le gene codant pour KDM6B dans
cette derniére lignée entraine le remplacement de I'histidine 1390 par une alanine. La fonction
chélatrice de fer du domine jumanji de la protéine est supprimée ce qui rend la fonction

déméthylase de KDM6B inactive*’4. ’obtention de ces lignées cellulaires est encore récente
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au moment de I'écriture de ce manuscrit, et une lignée surexprimant une version mutée

inactive d’EZH2 est toujours en cours d’obtention.

Nous avons d’abord vérifié la surexpression d’EZH2 (environ 1,5 fois) et KDM6B (10 a
20 fois) dans ces modeéles de surexpression stable. (Figure 18A-B). Le niveau de H3K27me3 a
été mesuré en WB afin de comparer aux données obtenues en IF dans les surexpressions
transitoires. Comme attendu, la surexpression de KDM6B entraine une diminution du niveau
global de H3K27me3 qui n’est pas significative dans les cellules surexprimant KDM6B H1390A.
En revanche, les cellules surexprimant EZH2 ne montrent pas d’augmentation du niveau de
H3K27me3 au niveau global (Figure 18D-E). L'expression de la VIMENTINE a ensuite été
mesurée en RT-gPCR et au niveau protéique en WB. Une tendance de surexpression est
observée dans les cellules surexprimant EZH2, comme dans celles surexprimant KDM6B

(Figure 18C-D-F).

L’étude de I'expression de la VIMENTINE ne suffisant pas pour tirer des conclusions sur
I'induction en TEM ou non des cellules A549 surexprimant EZH2 ou KDMG6B, le phénotype

fonctionnel de la TEM a ensuite été étudié (migration et invasion).

Pour déterminer la vitesse de migration et les capacités d’invasion de ces cellules, des
tests de blessure-cicatrisation et des tests d’invasion en chambre de Boyden ont été réalisés.
Nous observons un gain des capacités de migration et d’invasion pour les cellules
surexprimant KDM6B sauvage. De maniére intéressante, l'inactivation de la fonction
déméthylase de cette enzyme par la mutation H1390A empéche I'augmentation de migration
et d’invasion. La surexpression de KDMG6B induit un phénotype fonctionnel de type
mésenchymateux dans les cellules A549, de maniere dépendante de son activité déméthylase.
De plus, les cellules surexprimant EZH2 ont une tendance a migrer plus et a étre plus invasives

que les cellules A549 WT (Figure 19).

La surexpression de KDM6B induit la TEM dans les cellules A549, de maniére
dépendante de son activité déméthylase. La surexpression d’EZH2 induit également une
légere TEM caractérisée par la surexpression de la VIMENTINE, et I'augmentation de la

migration et de I'invasion
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Figure 18 : Surexpression stable d’EZH2 et KDMG6B dans les cellules A549 et étude moléculaire.

A. Expression ARNm d’EZH2 dans les lignées A549 WT, surexprimant EZH2, KDM6B WT ou KDM6B H1390, induites
en TEM ou non. B. Expression ARNm de KDM6B dans les lignées A549 WT, surexprimant EZH2, KDM6B WT ou
KDM6B H1390, induites en TEM ou non. C. Expression ARNm de la VIMENTINE dans les lignées A549 WT,
surexprimant EZH2, KDM6B WT ou KDM6B H1390, induites en TEM ou non. D. Western Blotting a I'aide
d’anticorps anti-VIMENTINE et anti-H3K27me3 dans les lignées A549 WT, surexprimant EZH2, KDM6B WT ou
KDM6B H1390, induites en TEM ou non. Image représentative de 4 expériences indépendantes. E-F.
Quantification des WB du D.
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Figure 19 : Surexpression stable d’EZH2 et KDM6B dans les cellules A549 et étude fonctionnelle.

A. Test de migration dans les lignées A549 WT, surexprimant EZH2, KDM6B WT ou KDM6B H1390, induites en
TEM ou non et sa quantification B. Test d’invasion en chambres de Boyden dans les lignées A549 WT,
surexprimant EZH2, KDM6B WT ou KDM6B H1390, induites en TEM ou non.

Afin de compléter I'étude des effets du niveau d’expression d’EZH2 et KDM6B sur la
TEM dans les cellules A549, nous avons ensuite éteint I'expression de ces génes par différentes
techniques. D’abord, par la technique de CRISPR/Cas9 pour obtenir des clones de cellules
A549 KO pour EZH2 et KDMG6B. L'utilisation de ces modéles nécessite I'obtention de plusieurs
clones KO différents pour chaque protéine, dans le but de s’affranchir d’effets dépendants du
clone et non uniquement de I'extinction de la protéine d’intérét. Or, nous n’avons pu obtenir

gu’un seul clone EZH2 KO et un seul clone KDM6B KO. Les résultats présentés ici sont donc a

123



considérer avec prudence, c’est pourquoi nous présenterons plus tard d’autres techniques

d’extinction de I'expression d’EZH2 et KDM6B.
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Figure 20 : Extinction d’EZH2 et KDMG6B dans les cellules A549 par CRISPR/Cas9

A. Western Blotting ciblant EZH2, KDMB et H3K27me3 sur les cellules A549 sauvages, CRISPR/Cas9 EZH2 et
CRISPR/Cas9 KDMG6B. B. Expression de la VIMENTINE en ARNm et protéines dans les cellules A549 sauvages,
CRISPR/Cas9 EZH2 et CRISPR/Cas9 KDMG6EB. C. Test de blessure cicatrisation sur les cellules A549 sauvages,
CRISPR/Cas9 EZH2 et CRISPR/Cas9 KDM6B.
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L’extinction d’EZH2 et de KDMG6B a d’abord été vérifiée dans les deux clones obtenus,
elle est de plus de 90%, et le KO EZH2 entraine une diminution du niveau global de H3K27me3
d’environ 65% (Figure 20A). Le phénotype mésenchymateux a été étudié, comme pour les
modeles de surexpression de ces deux enzymes. De maniére surprenante, |'extinction d’EZH2
et de KDM6B entraine également une augmentation de I'expression de la VIMENTINE au
niveau ARNm et protéique (Figure 20B). L’extinction de KDM6B entraine un phénotype
mésenchymateux plus marqué que I'extinction d’EZH2 avec une expression de la VIMENTINE
plus importante, et est la seule a augmenter la migration des cellules (Figure 20C). La
surexpression ou l'extinction de KDM6B ou d’EZH2 semblent étre (a des degrés divers)

favorables au développement d’un phénotype mésenchymateux dans les cellules A549.

Nous avons ensuite utilisé des siRNA pour inhiber I'expression d’EZH2 et KDM6B pour
réaliser une extinction transitoire de I'expression de ces genes. L’extinction de ces deux génes
a d’abord été validée au niveau ARNm. L’inhibition de I'expression d’EZH2 est d’environ 80%
(Figure 21A), alors que celle de KDM6B est d’environ 60% (Figure 21B). L’effet de I’extinction
de ces genes sur le niveau global de H3K27me3 a été analysé par WB et il apparait que
I’extinction d’EZH2 a tendance a diminuer ce niveau alors que I'extinction de KDM6B a
tendance a I'augmenter. Cependant, les variations sont faibles et non significatives, ce qui
peut étre di a I'expression restante de ces deux protéines (Figure 21D). Nous avons a nouveau
étudié le phénotype de TEM dans les cellules A549 transfectées ou non par des siRNA ciblant
EZH2 ou KDMG6B. Aucune variation d’expression de la VIMENTINE au niveau ARNm ou
protéique n’est observée lors de I'extinction de ces génes (Figure 21C-E). Encore une fois cela
peut étre expliqué par I'expression restante des deux protéines ciblées. Des résultats
préliminaires semblent montrer que I'expression d’autres marqueurs de la TEM est plus
impactée que celle de la VIMENTINE par I'inhibition de I’expression d’EZH2 et KDMG6B et fera

I'objet d’une étude plus approfondie.
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Figure 21 : Extinction d’EZH2 et KDM6B par siRNA dans les cellules A549 et étude moléculaire de la
TEM.

A. Expression ARNm d’EZH2 dans des cellules A549 induites en TEM ou non et transfectées ou non par des siRNA
dirigés contre EZH2 ou KDM6B B. Expression ARNm de KDM6B dans des cellules A549 induites en TEM ou non et
transfectées ou non par des siRNA dirigés contre EZH2 ou KDM6B. C. Expression ARNm de la VIMENTINE dans des
cellules A549 induites en TEM ou non et transfectées ou non par des siRNA dirigés contre EZH2 ou KDM6B. D. WB
ciblant H3K27me3 dans des cellules A549 induites en TEM ou non et transfectées ou non par des siRNA dirigés
contre EZH2 ou KDMG6B et quantification. E. WB ciblant la VIMENTINE dans des cellules A549 induites en TEM ou
non et transfectées ou non par des siRNA dirigés contre EZH2 ou KDM6B et quantification.

Nous avons ensuite étudié les capacités migratoires et invasives des cellules A549
transfectées par des siRNA ciblant EZH2 ou KDM6B. De la méme maniére que pour
I'expression de la VIMENTINE, les tests de blessures/cicatrisation réalisés ne montrent aucun
effet de la diminution d’expression de I'une ou l'autre de ces protéines (Figure 22A-B), tout

comme les tests d’invasion en chambre de Boyden (Figure 22C).
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Figure 22 : Extinction d’EZH2 et KDMG6B par siRNA dans les cellules A549 et étude fonctionnelle de la
TEM.

A. Test de blessure cicatrisation avec des cellules A549 induites en TEM ou non et transfectées ou non par des
SiRNA dirigés contre EZH2 ou KDM6B B. Quantification du test de blessure cicatrisation en (A). C. Test d’invasion
en chambres de Boyden dans des cellules A549 induites en TEM ou non et transfectées ou non par des siRNA
dirigés contre EZH2 ou KDM6B.

Enfin, les deux modeles d’extinctions de I'expression d’EZH2 et de KDM6B présentés
ci-dessus montrant des limites décrites ci-avant, nous avons voulu empécher I'expression de
ces protéines par une troisieme technique : les sh-ARNs. Nous ne sommes malheureusement
pas parvenus a obtenir de lignée KO pour EZH2 ou KDM6B par cette technique. Nous pouvons
imaginer que I'extinction totale de I'expression de ces genes n’est pas viable pour la cellule.
Cela expliquerait également notre grande difficulté a empécher I'expression de ces génes par

CRISPR/Cas9.

3- Inhibition de I'activité catalytique d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM
Nous avons ensuite utilisé des inhibiteurs chimiques de I'activité catalytique d’EZH2 et
KDM6B (EZH2i = GSK343, KDM6Bi = GSKJ4) pour nous donner un éclairage complémentaire
au données obtenues précédemment sur le réle que peuvent avoir ces enzymes au cours de
la TEM. Elle permet de bloquer uniquement I'activité catalytique des enzymes d’intérét tout

en gardant un niveau d’expression physiologique des protéines.
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Nous avons d’abord observé que I'inhibition d’EZH2 entraine une diminution globale
de la marque H3K27me3 dans les cellules A549, cependant, I'inhibition de KDM6B n’entraine
pas d’augmentation globale de cette marque, comme déja montré dans la littérature®’,
méme si la tendance est a la hausse (Figure 23D). Nous avons ensuite étudié le phénotype
morphologique des cellules A549 (en microscopie optique, puis confocale par un marquage
des microfilaments d’ACTINE), I'allongement cellulaire étant un marqueur de TEM. Les cellules
A549 s’allongent sous I'effet de I'inhibition d’EZH2 ou de KDM6B couplés a I'induction de la
TEM comparé a l'induction de la TEM seule. De plus, I'inhibition de KDM6B sans induire la TEM

est suffisante pour provoquer un allongement significatif des cellules (Figure 23A-C).

Nous avons ensuite étudié le phénotype moléculaire de ces cellules. L'inhibition
d’EZH2 et de KDM6B potentialise I'augmentation de I'expression de la VIMENTINE au niveau
protéique au cours de la TEM, mais cette augmentation est plus importante lors de I'inhibition
de KDM6B (Figure 23D-F). Au niveau ARNm, I'inhibition de KDM®6B sans induction de la TEM
augmente I'expression de la VIMENTINE (Figure 23E). L'inhibiteur de KDM6B, bien que n’ayant
que trés peu d’effets sur le niveau global de H3K27me3, a un effet important sur la TEM, dans
les cellules A549. Nous avons ensuite mesuré |'expression d’un gene épithélial, CDH1 codant
pour la E-CADHERINE, et d’un autre gene mésenchymateux, CDH2 codant pour la N-
CADHERINE. Nous pouvons voir que l'inhibiteur de KDM6B a tendance a faiblement diminuer
I’expression de CDH1, mais lors de lI'induction de la TEM, I'expression de CDH1 étant déja
éteinte, nous ne pouvons pas observer d’effet synergique des inhibiteurs d’EZH2 ou de KDM6B
(Figure 23E). Enfin, l'inhibition de ces deux protéines fait apparaitre un marquage N-

CADHERINE en IF (Figure 23G).

128



(@

—

NBEOO®O
[ = i e Y

.i
o % A\ e EzH2i - +
. Shal KDM6Bi - -

DVIMENTINE | == — == === |H3K27me3

3

3 *

EZH2i
EZH2i
Longueur des
cellules (pm)

-
m
=
1

KDM6Bi

Phalloidine-rhodamine/DAPI U0
KDM6Bi

VIMENTINE , —_ H3K27me3 2] _o
/Stain free ) /Stain free 4 _
Nimr=1l ol L |, . = I
TEM - - - TEM - - - + +
EZH2i - + - EZH2i - + - - +
KDM6Bi - - + KDMé6Bi - = + - -
E F cecaoiernes G N-CADHERIN

VIMENTINE
TEM

ARNm

O O = =
cl,.'OU'IOU'I

/IGAPDH
EZH2i

O—\?}th

ARNm
VIMENTINE CDH1/GAPDH

i
C

—
m
=
'
'
KDM6Bi

EZH2i - + - -
KDM6Bi + -

1
+ +
+

Figure 23 : Inhibition d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM.

A. Observation morphologique en microscopie optiques des cellules A549 induites en TEM ou non et traitées ou
non par inhibiteurs chimiques d’EZH2 ou KDM6B. B. Observation en microscopie confocale des cellules A549
induites en TEM ou non et traitées ou non par inhibiteurs chimiques d’EZH2 ou KDM6B, avec marquage des
microfilaments d’ACTINE par phalloidine/rhodamine. C. Mesure de la longueur des cellules aprés marquage de
I'ACTINE. D. Expression de la VIMENTINE et niveau global de H3K27me3 par WB dans les cellules A549 induites
en TEM ou non et traitées ou non par inhibiteurs chimiques d’EZH2 ou KDM6B. E. Marquage IF de la E-CADHERINE
(vert) et de la VIMENTINE (rouge) dans les cellules A549 induites en TEM ou non et traitées ou non par inhibiteurs
chimiques d’EZH2 ou KDM6B. F. Marquage IF de la N-CADHERINE (rouge) dans les cellules A549 induites en TEM
ou non et traitées ou non par inhibiteurs chimiques d’EZH2 ou KDM6B.
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Afin de compléter ces résultats, nous avons utilisé un autre inhibiteur d’EZH2. Le
GSK343 (utilisé précédemment) est 60 fois plus spécifique d’EZH2 que de son paralogue EZH1,
nous avons donc testé un inhibiteur capable d’inhiber les 2 enzymes de la méme maniere : il
se nomme UNC1999 (EZH1/2i). Cet inhibiteur induit également une diminution globale de la
marque H3K27me3 (Figure 24A), une augmentation de I'expression de la VIMENTINE en WB
et en IF (Figure 24B-C) et de la N-CADHERINE (Figure 24C) en IF, et un allongement des cellules
A549 (Figure 24D). Il a été décrit dans l'introduction (Chapitre Ill) qu’EZH2 est plus actif que
son paralogue EZH1. Cela semble se confirmer ici puisque le phénotype mésenchymateux
obtenus en inhibant EZH2 et EZH1 est comparable a celui obtenu en inhibant uniquement

EZH2.
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Figure 24 : Inhibition d’EZH1/2 et étude du phénotype morphologique et moléculaire des cellules
A549.

A. WB H3K27me3 dans des cellules A549 traitées ou non par EZH1/2i. B. WB VIMENTINE sur des cellules A549 en
TEM ou non et traitées ou non par EZH1/2i. C. Marquage IF VIMENTINE (vert) et N-CADHERINE (rouge) sur des
cellules A549 en TEM ou non et traitées ou non par EZH1/2i. D. Coloration des microfilaments d’ACTINE par
Phalloidine/Rhodamine sur des cellules A549 en TEM ou non et traitées ou non par EZH1/2i et quantification de
la longueur des cellules.
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Par la suite, le phénotype fonctionnel des cellules A549 a été étudié apres inhibition
chimique d’EZH2 ou de KDM6B au cours de la TEM. Ainsi des tests de blessure cicatrisation et
invasion en chambre de Boyden ont été réalisés sur ces cellules. Si I'inhibition d’EZH2 ne
modifie pas ces capacités, I'inhibition de KDM6B dans des cellules en TEM augmente la

migration et I'invasion (Figure 25A-C).
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Figure 25 : Inhibition chimique d’EZH2 ou KDM6B dans les cellules A549 et étude fonctionnelle.

A. Test de blessure cicatrisation sur des cellules A549 induites en TEM ou non et traitées ou non par inhibiteurs
chimiques d’EZH2 ou KDM6B. B. Quantification du test de blessure cicatrisation. C. Test d’invasion en chambres
de Boyden sur des cellules A549 induites en TEM ou non et traitées ou non par inhibiteurs chimiques d’EZH2 ou
KDM6B.

L'activité d’EZH2 et KDM6B a également été inhibée dans un autre modele : des
cellules de cancer du sein, les cellules MDA-MB-468, lesquelles sont inductibles en TEM par
un traitement avec de I'EGF. L'utilisation de ce modele permet de s’affranchir de la
dépendance a un mode d’induction de la TEM, nous remplacons I'induction par un co-
traitement TGF-B/TNF-a par une induction a I'aide d’un traitement avec de I'EGF. Cela nous
permet également de vérifier si les résultats obtenus précédemment peuvent étre observés
dans différents types de cancers. Dans ce modele, la surexpression d’EZH2 ou KDM6B entraine
une augmentation du marquage VIMENTINE en IF (Figure 26A), de la méme maniére que dans

le modele A549. L'inhibition d’EZH2 ou de KDM6B en revanche induit des changements
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morphologiques moindres que dans les cellules A549, méme si EZH2i entraine I'allongement
des cellules (Figure 26B-C-D). De plus, I'inhibition d’EZH2 induit une augmentation des
capacités de migration, mais pas I'inhibition de KDM6B (Figure 26E). Ces données, montrent

qu’EZH2 et KDM6B sont également impliquées dans la TEM dans ce modéle.
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Figure 26 : Surexpression et inhibition chimique d’EZH2 et KDMG6B dans les cellules MDA-MB-468.

A. Marquage IF VIMENTINE dans des cellules MDA-MB-468 transfectées ou non transitoirement par un plasmide
de surexpression de HA-EZH2 ou HA-KDMG6B. B. Observation morphologique en microscopie optique de cellules
MDA-MB-468 induites en TEM ou non et traitées ou non par EZH2i ou KDM6Bi. C. Marquage des microfilaments
d’ACTINE par phalloidine/rhodamine de cellules MDA-MB-468 induites en TEM ou non et traitées ou non par
EZH2i ou KDM6Bi et mesure de la longueur des cellules. D. Marquage IF VIMENTINE et E-CADHERINE de cellules
MDA-MB-468 induites en TEM ou non et traitées ou non par EZH2i ou KDM6BI. E. Test de blessure/cicatrisation
de cellules MDA-MB-468 induites en TEM ou non et traitées ou non par EZH2i ou KDMG6BI.

L'implication d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans nos différents modeles a été
montré, cependant, il est difficile de comprendre par quels mécanismes. En effet,
I"augmentation de I'expression ou l'inhibition de I'activité de ces enzymes semblent induire

dans tous les cas un phénotype plus mésenchymateux dans nos différents modeles.

4- Genes cibles d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM
Afin de préciser la fonction d’EZH2 et KDM6B, nous avons alors émis I’hypothese
qu’EZH2 et KDM6B pouvaient réguler, chacun, un ensemble de génes différent au cours de la
TEM dans notre modeéle. L'induction d’'un phénotype mésenchymateux est un phénomene
complexe reposant sur une modulation du niveau d’expression de trées nombreux genes, dont
I’expression pourrait étre contrélée par EZH2 ou KDM6B. Nous avons donc décidé d’identifier
les régions de I’ADN sur lesquelles sont recrutées EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans

notre modeéle de cellules A549.

Pour cela, nous avons réalisé un ChIP-seq (ChIP-Sequencing) ciblant EZH2, KDM6B et
H3K27me3 dans des cellules A549 induites en TEM par un traitement TGF-B/TNF-a. Nous
avons donc identifié les loci sur lesquels nous retrouvons EZH2, H3K27me3 ou KDM6B dans
ces cellules. Nous avons ensuite cherché les loci sur lesquels étaient localisées EZH2 et
H3K27me3 ensemble (au nombre de 9493), et ceux sur lesquels était localisée KDM6B, sans
EZH2 et sans H3K27me3 (au nombre de 13122) (Figure 27A). Comme nous pouvions
I'imaginer, trés peu de loci (<3% des loci occupés par ces enzymes) présentent un
enrichissement des deux enzymes a la fois, laissant penser que les recrutements de celles-ci
sont exclusifs. Nous avons ensuite voulu savoir si le recrutement d’EZH2 et donc
I"augmentation du niveau de H3K27me3 au niveau de ces loci entrainait une diminution de
I’expression des genes situés a proximité, et si le recrutement de KDM6B sur ces loci entrainait
une augmentation de I'expression des génes a proximité. Pour cela, ces données ont été

comparées aux données de transcriptomiques obtenues précédemment au laboratoire dans
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les cellules A549 en TEM ou non®, ce qui nous a permis d’identifier 169 génes sous exprimés
au cours de la TEM qui peuvent étre régulés par H3K27me3 sous la dépendance d’EZH2, et
566 génes surexprimés au cours de la TEM qui pourraient étre régulés par KDM6B (Figure

27A).

Un enrichissement de KDM6B est observé au niveau des génes SNA/1, ADAM19 et
MMP9, mais pas au niveau de ZEB1. Nous nous sommes alors intéressés a ces genes bien
connus pour leur implication dans la TEM, et avons validé les données du ChIP-seq et de la
transcriptomique en validant leur surexpression par RT-qPCR et la diminution de H3K27me3
par ChIP classique au cours de la TEM (figure 27 B-C). De plus, une augmentation de
I’expression de ces trois premiers genes est observée dans les cellules A549 aprés inhibition
d’EZH2 ou de KDM6B associée a I'induction de la TEM comparée aux cellules A549 simplement
induites en TEM, alors que I'expression de ZEB1 n’augmente pas (Figure 27B) ce qui laisse
penser que KDM6B pourrait contréler I'expression de ces SNAI1, ADAM19 et MMP9 durant la
TEM. Le niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs de ADAM19 et MMP9 est diminué
au cours de la TEM, et cette baisse est potentialisée par I'inhibition d’EZH2, dans les cellules

A549 (Figure 27C).
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Figure 27 : Identification des génes cibles d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans les cellules A549
A. Diagramme de VENN représentant les différents loci occupés par EZH2, H3K27me3 et KDM6B au cours de la
TEM dans les cellules A549. A droite en jaune, les génes ol on retrouve H3K27me3 et EZH2 et sous exprimés au
cours de la TEM. A droite, les génes ol on retrouve uniquement KDMG6B et qui sont surexprimés au cours de la
TEM. B. Expression ARNm de SNAI1, ZEB1, ADAM19 et MIMP9 dans des cellules A549 induites ou non en TEM et
traitées ou non par EZH2i et KDM6BI. C. ChIP H3K27me3 sur les promoteurs de ADAM19, MMP9 et VIMENTINE
dans des cellules A549 induites ou non en TEM et traitées ou non par EZH2i ou KDMG6Bi.

La liste des 40 genes les plus sous exprimés au cours de la TEM et qui présentent, au
niveau de leur promoteur ou du corps du géne, un enrichissement en EZH2 et en H3K27me3
est présentée Tableau 11. De la méme manieére, la liste des 40 genes les plus surexprimés au
cours de la TEM et au niveau desquels (promoteur ou corps du gene) on retrouve un
enrichissement de KDM6B est présentée Tableau 12. Certains de ces génes ont déja été

associés a la TEM dans la littérature (voir Tableau 11 & 12, 3éme colonne).
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Facteur de

Nom du géne Nom Complet Voie sous-
expression
INHBB Inhibin Beta B Subunit Inflammation -31,8
ANK3 Ankyrin 3 Cytosquelette -25
CABLES1 Cdk5 And Abl Enzyme Substrate 1 Cycle cellulaire -24
GREM2 Gremlin 2, DAN Family BMP Antagonist Différentiation -12
VAV3 Vav Guanine Nucleotide Exchange Factor 3 Cytosquelette/Signalisation  -11,7
TC2N Tandem C2 Domains, Nuclear -11,5
HR HR, Lysine Demethylase And Nuclear Receptor e 10,7
Corepressor
CPLX2 Complexin 2 Trafique vésiculaire -10,5
COBL Cordon-Bleu WH2 Repeat Protein Cytosquelette -9,5
SLC5A11 Solute Carrier Family 5 Member 11 Métabolisme 9,3
C9orf3 Chromosome 9 Open Reading Frame 3 Famllle Ml. zine -8,4
aminopeptidase
CEACAM7 Carcinoembryonic Antigen Related Cell Adhesion Adhésion 8,4
Molecule 7
ABLIM1 Actin-Binding LIM Protein Family Member 1 Cytosquelette -8
DBP D-Box Binding PAR BZIP Transcription Factor FT -7,8
WNT6 6,7
ANK1 Ankyrin 1 Cytosquelette -6,5
EFCAB3 EF-Hand Calcium Binding Domain 3 Calcium -6,5
CXXC5 CXXC Finger Protein 5 FT -6,1
FGFR3 Fibroblast Growth Factor Receptor 3 Signalisation -6
MYO5B Myosin VB Trafique vésiculaire -6
CACNA1G Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal G Canaux Calcium -5,6
PMP22 Peripheral Myelin Protein 22 Neurones -5,4
PREXL Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate Dependent T 5,4
Rac Exchange Factor 1
ANKRD33B Ankyrin Repeat Domain 33B Cytosquelette -4,8
PAPLN Papilin, Proteoglycan Like Sulfated Glycoprotein Peptidase -4,6
C200rf196 Chromosome 20 Open Reading Frame 196 -4,5
NR5A2 Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member 2 FT -4,4
NRG2 Neuregulin 2 Différentiation -4,4
FOXA2 Forkhead Box A2 FT -4,2
SYT12 Synaptotagmin 12 Calcium/nlel.Jrom'as/trafique 42
vésiculaire
LRP2 LDL Receptor Related Protein 2 Signalisation Epithéliale -4,1
NTRK3 Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3 Différentiation/Signalisation -4,1
CXCL16 C-X-C Motif Chemokine Ligand 16 Chémokine -3,9
EGLN3 Egl-9 Family Hypoxia Inducible Factor 3 Hydroxylase -3,9
KIAA1217 -3,9
CEBPA CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha FT -3,8
HOXC13 Homeobox C13 FT -3,8
NR2F2 Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 2 FT -3,8
RASSF5 Ras Association Domain Family Member 5 Signalisation -3,8
HRK Harakiri, BCL2 Interacting Protein Apoptose -3,7

Tableau 11 : Liste des 40 génes les plus sous exprimés au cours de la TEM au niveau desquels EZH2

et H3K27me3 sont retrouvés en ChiP-seq.
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Nom du . Facteur de
géne Nom Complet Voie surexpression
LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 Migration 136.06061
MMP2 Matrix Metallopeptidase 2 Invasion 84.03596
IF144 Interferon Induced Protein 44 85.09684
PDPN Podoplanin Adhésion/Migration 70.26931
EPHB1 EPH Receptor B1 Signalisation/Différentiation 61.171906
ADAMTSG ADAM Metallopeptidase Wi?h Thrombospondin Type Invasion 60858818
1 Motif 6
PLXNA2 Plexin A2 Neurones/Cytosquelette 51.367912
CORO2B Coronin 2B Cytosquelette 50.59241
WNT5B Wnt Family Member 5B Signalisation 49.2107
FGF1 Fibroblast Growth Factor 1 Invasion 46.811604
IL11 Interleukin 11 Inflammation 40.969658
SERPINE1 Serpin Family E Member 1 Signalisation TGF 36.279957
SORBS2 Sorbin And SH3 Domain Containing 2 Signalisation 32.88129
ST3GAL1 ST3 Beta-Galactoside Alpha-2,3-Sialyltransferase 1 Métabolisme/Golgi 31.096785
ADRB2 Adrenoceptor Beta 2 Signalisation 29.206749
FLRT2 Fibronectin Leucine Rich Transmembrane Protein 2 Migration/Neurones 29.155872
CCBE1 Collagen And Calcium Binding EGF Domains 1 Invasion 27.715591
ITGA1 Integrin Subunit Alpha 1 Inflammation/Adhésion 25.38341
GABBR2 Gamma-Aminobutyric Acid Type B Receptor Subunit 2 Signalisation 25.18972
CNTNAP2 Contactin Associated Protein Like 2 Neurones/Adhésion 24.962
TSPAN2 Tetraspanin 2 Signalisation/Migration 23.584604
MAMDC2 MAM Domain Containing 2 22.557695
ABLIM3 Actin Binding LIM Protein Family Member 3 Cytosquelette 21.122744
PDE11A Phosphodiesterase 11A Signalisation 22.096119
SPOCKL SPARC/Osteonectin, Cwcv And Kazal Like Domains 18.524563
= Proteoglycan 1
FHOD3 Formin Homology 2 Domain Containing 3 Cytosquelette 17.957954
LPARS Lysophosphatidic Acid Receptor 5 Signalisation 17.839083
KIF26B Kinesin Family Member 26B Trafique Vésiculaire/Cancer 17.640966
STC1 Stanniocalcin 1 Métabolisme 15.435241
FILIP1L Filamin A Interacting Protein 1 Like Division Cellulaire/Invasion 15.412477
GPAM  Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase, Mitochondrial Métabolisme 15.332116
FRMD6 FERM Domain Containing 6 14.9776125
COL1A1 Collagen Type | Alpha 1 Chain Invasion 14.108483
PID1 Phosphotyrosine Interaction Domain Containing 1 14.032291
NTN1 Netrin 1 Migration 13.977448
CDCP1 CUB Domain Containing Protein 1 Invasion 13.33593
SCG5 Secretogranin V Transport de Protéines 12.452836
TNS1 Tensin 1 Adhésion 12.068397
CUX2 Cut Like Homeobox 2 FT 11.958643
COL13A1 Collagen Type XlIIl Alpha 1 Chain Invasion 11.921377

Tableau 12 : Liste des 40 génes les plus surexprimés au cours de la TEM au niveau desquels on

retrouve KDM6B seul en ChiP-seq.
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Nous avons alors cherché de nouvelles cibles d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM

parmi ces genes.

Nous avons identifié 3 génes comme potentiels nouveaux marqueurs de la TEM :
INHBB, WTN5B et ADAMTS6 dont I'expression est controlée par le niveau de méthylation de
H3K27. Nous avons confirmé les résultats de ChlP-seq et de transcriptomique par des ChlPs
classiques couplés a la qPCR et par des RT-gPCR. Il a donc été confirmé que I'expression
d’INHBB (Inhibin subunit 8 B) diminue au cours de la TEM dans les cellules A549, et cette
diminution est associée a une augmentation du niveau de H3K27me3 au niveau du promoteur
de ce géne. L'implication de la protéine INHBB dans la TEM est peu étudiée jusqu’a présent.
De la méme maniere, I'expression de WNT5B et d’ADAMTS6 augmente au cours de la TEM
dans ce méme modeéle, et cette augmentation est accompagnée d’une diminution du niveau
de H3K27me3 au niveau du promoteur de ces génes (Figure 28A-B). Les roles d’'INHBB, de
WNT5B et d’ADAMTS6 déja décrits dans les cancers ou dans la TEM seront détaillés dans la

discussion.
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Figure 28 : INHBB, WNT5B et ADAMTS6 sont régulés par EZH2 et KDM6B via H3K27me3 au cours de
la TEM.

A. Expression ARNm d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans les cellules A549 au cours de la TEM. B. ChIP H3K27me3
sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTSG6 dans les cellules A549 au cours de la TEM.

Nous nous sommes intéressés a une autre marque épigénétique qui entre en

compétition avec H3K27me3, et qui pourrait, a ce titre, étre également impliquée dans la
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régulation de I'expression de ces 3 génes : H3K27Ac (marque activatrice de la transcription).
Il a été montré que H3K27 est souvent acétylée (H3K27ac) lorsqu’elle n’est pas méthylée??’.
Des études cinétiques en ChIP ont alors été réalisées dirigées contre H3K27Ac et H3K27me3
et il apparait que le niveau de H3K27Ac est inversement corrélé au niveau de H3K27me3 au
niveau des promoteurs d’/INHBB, WNT5B et ADAMTS6 lors de I'induction de la TEM, ce qui
suggere que la variation d’expression de ces génes au cours de la TEM est d(ie non seulement

a la variation du niveau de méthylation de H3K27, mais également a la variation du niveau

d’acétylation de cette lysine (Figure 29).
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Figure 29 : Cinétique d’acétylation et de méthylation de H3K27 au cours de la TEM.

ChIP H3K27me3 et H3K27Ac sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans des cellules A549 induites en
TEM pendant 24h, 72h ou non induites.

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'expression d’INHBB, de WNT5B et
d’ADAMTS6 au niveau protéique chez des patients atteints de NSCLC, pour voir si ces
protéines pouvaient faire office de pronostic de tumeur invasive, ou au contraire peu invasive
pour INHBB (Figure 30). L'expression de ces protéines a été comparée entre les tumeurs TEM-
(pas d’expression de VIMENTINE, n=25) et les tumeurs TEM+ (forte expression de VIMENTINE,
n=24) en IHC. Comme observé dans notre modeéle cellulaire, il y a une surexpression de

WNT5B et d’ADAMTS6 dans les tumeurs TEM+ par rapport aux tumeurs TEM-, alors que
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I’expression d’INHBB est diminuée dans les tumeurs TEM+ par rapport aux tumeurs TEM-. Les
protéines INHBB, ADAMTS6 et WNT5B peuvent donc étre considérées comme de nouveaux
biomarqueurs de la TEM dans les NSCLC, dont I'expression est régulée épigénétiquement par

H3K27me3 notamment.

A WNT5B ADAMTS6

10] £3 10
B [crorern] [ o] °
g o s 2 *
3 oo @ 3
000 3) O ammy 000
(8] T (8]
| oo oY) = I o o
© * =
3| oo f 8l s ©
E 1l oo (@) = o [eele’e) I %
£ -3 o Z| ocooco
<| o ogeo 0000 00O
0 O —a— 0
TEM- TEM+ TEM- TEM+ TEM- TEM+

Figure 30 : Expression de WNT5B, ADAMTS6 et INHBB dans une cohorte de NSCLC en TEM ou non.
A. Marquage IHC de WNT5B, INHBB et ADAMTS6 dans des cancers du poumon classés TEM — (n=20) et TEM +
(n=19). B. Quantification par score (entre 0 et 9) de I'expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans les cancers

du poumon.

Nous avons ensuite voulu savoir si I'expression de nos genes cibles d’'EZH2 et KDM6B
était directement impliquée dans le phénotype mésenchymateux, et si la modulation de leur
expression pouvait suffire a modifier la TEM dans les cellules A549. Pour cela, les expressions
d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 ont été inhibées a I'aide de siRNA. L'inhibition de I'expression
des genes INHBB et WNT5B est d’environ 90%, alors que celle d’ADAMTS6 est d’environ 50%
(Figure 31A). L'extinction partielle de ces génes n’a aucun effet sur I'expression de la

VIMENTINE ou de CDH1, ni sur les capacités de migration des cellules A549 (Figure 31B-C).
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L'inhibition de I'expression d’ADAMTS6 donne lieu a une augmentation de I'expression de

ADAM19 (Figure 31C). De maniéere tres intéressante, I'invalidation de I'expression d’/NHBB

a tendance a augmenter les capacités d’invasion des cellules. Lorsque les cellules sont en TEM,
I’expression d’INHBB est indétectable, on ne peut donc observer aucun effet synergique
(Figure 31D). WNT5B et ADAMTS6 étant surexprimés au cours de la TEM, l'inhibition de leur
expression revient a ramener celle-ci a un niveau basal dans les cellules, avant induction de la
TEM. Cette inhibition a pour effet de ramener également I'invasion de ces cellules au niveau
basal (Figure 31D). Ces données montrent que l'extinction d’/INHBB et |'augmentation
d’expression de WNT5B et ADAMTS6 au cours de la TEM, médiées par H3K27me3 et donc par

EZH2 et KDMB6B favorisent I'augmentation des capacités d’invasion des cellules A549.
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Figure 31 : Etude du phénotype mésenchymateux lors de I’extinction d’INHBB, WNT5B ou ADAMTS6
au cours de la TEM.

A. Expressions ARNm d’INHBB, WNT5B et ADAM19 dans des cellules A549 induites ou non en TEM et transfectées
ou non par des siRNA dirigés contre INHBB, WNT5B et ADAMTS6. B. Tests de blessure cicatrisation dans des
cellules A549 induites ou non en TEM et transfectées ou non par des siRNA dirigés contre INHBB, WNT5B et
ADAMTS6. C. Expression ARNm de la VIMENTINE, CDH1 et ADAM19 dans des cellules A549 induites ou non en
TEM et transfectées ou non par des siRNA dirigés contre INHBB, WNT5B et ADAMTS6. D. Test d’invasion en
chambre de Boyden dans des cellules A549 induites ou non en TEM et transfectées ou non par des siRNA dirigés
contre INHBB, WNT5B et ADAMTS6.
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Afin de voir si la modulation du niveau de H3K27me3 peut suffire a modifier
I’expression de ces genes cible, nous avons inhibé EZH2 ou KDM6B et mesuré |'expression de
nos nouvelles cibles potentielles de ces deux enzymes. L'inhibition d’EZH2 fait diminuer le
niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs d’/INHBB, WNT5B et ADAMTS6. L'inhibition
de KDM6B en revanche ne modifie pas le niveau de cette marque sur les promoteurs de ces
génes (Figure 32B). Notons que de la méme maniéere, nous ne voyons pas d’augmentation
globale de la marque H3K27me3 dans les cellules A549 aprés inhibition de KDM6B. En
revanche, bien que modulant le niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs de ces 3
génes, I'inhibition d’EZH2 n’est pas suffisante pour faire varier le niveau d’expression de ceux-
ci (Figure 32A-B). Le niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs d’/INHBB, de WNT5B et
d’ADAMTS6 varie bien de maniere inversement proportionnelle avec I'expression de ces
génes au cours de la TEM, cependant, le fait de moduler cette marque au niveau de leurs
promoteurs ne suffit pas a changer leur niveau d’expression. La variation de H3K27me3 fait
sans doute partie d’'un plus vaste programme de régulation, impliquant d’autres marques

épigénétiques.
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Figure 32 : Régulation d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 au cours de la TEM par H3K27me3.

A. Expression ARNm d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans des cellules A549 induites en TEM ou non et traitées ou
non par EZH2i ou KDME6Bi. B. ChIP H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans des cellules
A549 induites en TEM ou non et traitées ou non par EZH2i ou KDMG6BI.
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Afin d’avoir de plus amples informations sur la régulation par H3K27me3 de
I'expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6, nous avons répétés la ChlIP dirigée contre
H3K27me3 et la mesure de I'expression de ces 3 genes, cette fois en diminuant I'expression
d’EZH2 ou KDM6B par transfection de siRNA. De la méme maniére que pour |'expression de
la VIMENTINE dans les cellules A549 ou la migration de ces cellules, la diminution de
I’expression d’EZH2 ou de KDM6B n’a aucun effet sur le niveau de H3K27me3 au niveau du
promoteur de nos 3 genes cibles de ces deux enzymes (Figure 33B), ni sur leur expression
(Figure 33A). Encore une fois, cela peut étre di a une inhibition seulement partielle de

I’expression des enzymes, leur permettant de garder une activité suffisante.
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Figure 33 : Régulation de I’expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 lors de I’extinction d’EZH2 ou
KDMG6B par siRNA.

A. Expression ARNm d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans les cellules A549 au cours de la TEM ou non et
transfectées ou non par des siRNA ciblant EZH2 ou KDM6B B. ChIP H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B
et ADAMTSG6 dans les cellules A549 au cours de la TEM ou non et transfectées ou non par des siRNA ciblant EZH2
ou KDM6B.
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Etant donné que la modulation de H3K27me3 sur les promoteurs de nos trois génes
n’est pas suffisante pour faire varier I'expression de ces génes, nous nous sommes ensuite
intéressés a la cinétique de variation de H3K27me3 sur les promoteurs d’/INHBB, WNT5B et
ADAMTS6, pour savoir si cette marque est plutét initiatrice du changement d’expression des
génes, ou si elle se met en place plus tardivement afin de maintenir les changements
d’expression de ces genes. Au niveau du promoteur d’/NHBB, nous observons une chute du
niveau de H3K27me3 dés lI'induction en TEM (6h plus tard) jusqu’a au moins 24h apres
I'induction, alors que 72h aprés I'induction, ce niveau a augmenté par rapport au niveau basal.
Sur les promoteurs de WNT5B et ADAMTS6 en revanche, le niveau de H3K27me3 décroit
lentement a partir de I'induction jusqu’a 72h plus tard (Figure 34). Ces données semblent
indiquer que H3K27me3 participerait au maintien de I'expression de ces genes plutot qu’étre

a l'origine du changement d’expression de ceux-ci.
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Figure 34 : H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 au cours de I'induction de
la TEM dans les cellules A549.

ChlP cinétique dirigée contre H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans des cellules A549
induites en TEM pendant 6h, 12h, 24h ou 72h.

Pour conclure, la surexpression de WNT5B et ADAMTS6 ainsi que la sous-expression
d’INHBB a cours de la TEM dans les cellules A549 sont médiées au moins en partie par
H3K27me3 et sont responsables de 'augmentation des capacités d’invasion de ces cellules. La
modulation de H3K27me3 au niveau du promoteur de ces génes n’est cependant pas
suffisante pour faire varier leur expression, ce qui montre que le code histone fait intervenir
plusieurs marques dans la régulation de leur expression. La marque H3K27me3 intervient
tardivement dans cette régulation et participe au maintien de I’expression de ces genes plutot

gu’a leur changement.
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Discussion et perspectives
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1- Modeéles d’étude de la TEM

Les cellules A549 sont des cellules épithéliales, mais inductibles en TEM par un co-
traitement TGF-B/TNF-a. C'est un bon modeéle d’étude de la TEM puisqu’on peut trés
facilement les faire évoluer d’un phénotype épithélial a un phénotype mésenchymateux et
inversement (simplement en retirant le traitement du milieu de culture) et contréler au
microscope le phénotype puisque I'allongement des cellules est remarquable. Cependant ces
cellules, bien que de morphologie épithéliale, sont déja engagées dans un processus de TEM
puisqu’elles expriment a un niveau basal des genes non exprimés dans les cellules
épithéliales comme la VIMENTINE et CDH2. |l serait intéressant de réaliser la méme étude, ou
du moins en partie, sur une autre lignée cellulaire de cancer du poumon pour valider nos

résultats et s’affranchir de données dépendantes de la lignée et non pas de la pathologie.

2- Corrélation entre les expressions d’'EZH2 et de KDM6B

Au sein de notre cohorte de NSCLC, les expressions d’EZH2 et de KDM6B sont
corrélées, indépendamment du statut TEM de la tumeur (Figure 15), ce qui peut suggérer une
régulation de I'un par I'autre, une régulation par les mémes voies de signalisation ou une
boucle de rétrocontrodle. Il a été montré que dans une cohorte de cancer de la prostate, EZH2
et KDM6B sont toutes deux surexprimées dans les cancers les plus agressifs*®°. Nos données
d’expression d’EZH2 lors de la transfection des cellules A549 par un siRNA ciblant KDM6B
(Figure 21B) montrent une tendance a la diminution de I'expression d’EZH2 par le siRNA
ciblant KDM6B. Enfin, nous observons une augmentation du marquage EZH2 en IF dans les
cellules transfectées par un plasmide de surexpression transitoire de KDM6B par rapport aux
cellules non transfectées. Cette donnée va dans le sens d’une régulation directe de KDM6B
sur le promoteur d’EZH2. Nous pouvons également supposer que la surexpression de KDM6B

induit une TEM dans ces cellules, et donc indirectement une surexpression d’EZH2.

Dans la littérature, une étude s’intéresse a I'expression d’EZH2 et KDM6B en méme
temps, et elle montre une surexpression conjointe de ces deux protéines dans les cancers de
la prostate de haut grade comparé aux cancers moins avancés, mais aucune étude statistique
ne montre si il y a corrélation entre les expressions de ces deux protéines dans cette cohorte,
indépendamment du stade de la tumeur®®®, Une seconde étude montre I'expression d’EZH2

et KDM6B dans des médulloblastomes, sans s’intéresser a la corrélation entre les expressions
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de ces protéines. Les données publiées laissent cependant penser que leur expression n’est
pas corrélée dans ces tumeurs*’®. La corrélation entre 'expression de l'une et I'autre de ces
enzymes serait donc dépendante du modele. Mis a part les travaux cités ci-avant, il n’existe
pas de données sur une éventuelle régulation directe de l'une de ces enzymes sur le
promoteur de la deuxiéme ou sur une régulation commune de I'expression de ces enzymes

par les mémes mécanismes.

3- Surexpression d’EZH2 et KDM6B

Nous avons d’abord surexprimé EZH2 et KDM6B de fagon transitoire dans nos cellules,
a I'aide de différentes techniques de transfection de plasmide de surexpression de ces deux
protéines : différents réactifs de transfection, puis électroporation. Dans tous les cas, le taux
de transfection était trop faible pour analyser les cellules en population, et il n’y a que par IF
gue nous pouvions étudier les cellules effectivement transfectées et les comparer aux cellules
voisines n’ayant pas recu le plasmide.

Nous avons alors choisi de réaliser des lignées A549 surexprimant de maniére stable
EZH2, KDM6B sauvage ou KDM6B H1390A, a l'aide de transduction par des particules virales,
contenant un plasmide d’expression viral de ces différentes protéines. L'obtention de ces
lignées nous a permis de mener des études plus poussées en WB, RT-qPCR, tests de migration
et d’invasion notamment. Une lignée surexprimant EZH2 inactive est en cours d’obtention
pour compléter ces résultats.

De maniére étonnante, la surexpression stable d’EZH2 n’entraine pas d’augmentation
du niveau global de H3K27me3, alors que la surexpression de KDM6B entraine une diminution
de ce niveau (Figure 18). EZH2 a déja été surexprimée dans des cellules A549, mais le niveau
de H3K27me3 aprés surexpression n’est pas montré 77, Cela peut s’expliquer par le fait que
le taux de surexpression d’EZH2 soit bien inférieur a celui de KDM6B (1,5 fois contre 10 a 20
fois). De plus, le niveau de H3K27me3 est déja élevé dans les cellules A549. Nous pouvons
également penser que contrairement a KDM6B, EZH2 a besoin d’étre au sein du complexe
PRC2 afin d’étre active et de pouvoir méthyler H3K27. Or, il est possible qu’en surexprimant
EZH2 uniguement, les autres protéines de ce complexe soient en concentrations limitantes
dans la cellule ce qui ne permettrait pas a EZH2 de pouvoir augmenter son activité malgré une
augmentation de son expression. Lorsqu’EZH2 est surexprimée dans des cancers du poumon

a petites cellules, les autres membres du complexe PRC2 sont également surexprimés®®>, De
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maniere similaire, dans différentes tumeurs neurologiques, SUZ12 et RBBP7 sont également
surexprimés*4, Dans des cancers du sein et de la prostate en revanche, EZH2 est surexprimée
dans les tumeurs invasives mais pas EED**>418, La plupart du temps, I'expression des membres
de PRC2 n’est pas étudiée dans les travaux s’intéressant a la surexpression d’EZH2 dans
certains cancers invasifs#09413416417,420421 | ’&tyde de I'expression des autres membres de
PRC2 dans ces différents types de cancers nous donnerait une indication sur leur implication
dans la TEM et la nécessité ou non de leur surexpression aux c6tés d’EZH2 pour induire un
phénotype mésenchymateux. Il existe des tests permettant de mesurer I'activité H3K27-
méthyltransférase sur des extraits cellulaires, qui nous permettraient de savoir si I'activité de
EZH2 est augmentée dans nos modeles de surexpression stable, ou les autres membres de
PRC2 ne sont pas surexprimés. Ces tests ont déja été réalisés sans succes au laboratoire sur
des lignées avec une expression endogéne d’EZH2 et KDMG6B.

La surexpression de KDM6B fait diminuer le niveau global de H3K27me3 comme
attendu (Figure 18). Cette enzyme a été surexprimée dans des cellules Hela dans une autre
étude : le niveau de H3K27me3 n’a pas été mesuré par WB, mais en IF et il n'y a pas de
changement visible de cette marque®’®. Nous voyons enfin que la surexpression de KDM6B
H1390A a tendance a faire baisser le niveau global de H3K27me3, bien que cette baisse ne
soit pas significative. Cette tendance a la baisse du niveau de H3K27me3 peut étre dle au fait
gue KDM6B H1390 va prendre la place de KDM6B ou d’EZH2 au niveau de H3K27, sans la

déméthyler, mais empéchant ainsi la méthylation par EZH2.

Nous avons montré que les cellules surexprimant de maniére stable KDM6B et EZH2 a
un degré moindre sont plus invasives que les cellules A549 sauvages. De plus, la surexpression
de KDM6B H1390A inactive n’entraine pas d’augmentation de 'invasion, ce qui montre que
KDM®6B induit une augmentation de I'invasion dans nos cellules, de maniére dépendante de
son activité déméthylase. Pour donner suite aux données intéressantes obtenues en tests
d’invasion en chambre de Boyden avec ces lignées de surexpression stable, ces lignées ont été
injectées in vivo dans des modeéles de souris immunodéficientes. Nous avons donc réalisé des
xénogreffes de nos lignées en injection intraveineuse dans la queue des souris pour étudier la
dissémination tumorale in vivo de ces lignées dans les poumons des souris. Le but est de voir
si les capacités d’invasion in vitro de nos cellules vont se confirmer in vivo en permettant aux

cellules surexprimant KDM6B sauvage ou EZH2 de se disséminer plus rapidement au niveau
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des poumons des souris. A cette occasion, nos lignées ont été transformées pour exprimer de
maniere stable le gene de la LUCIFERASE, pour nous permettre de suivre I'évolution des
cellules cancéreuses dans les souris en imagerie bioluminescente (Figure 35). Cette expérience

est en cours de réalisation lors de la rédaction de ce manuscrit.
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Figure 35 : Schéma descriptif de I’étude de la dissémination tumorale des cellules A549 in vivo.

Les cellules A549 exprimant la luciférase et surexprimant ou non EZH2, KDM6B ou KDM6B H1390A sont cultivées
et pré-traitées ou non pendant 3 jours par TGF-8/TNF-a afin de les induire en TEM. Ces cellules sont ensuite
injectées in vivo dans la veine de la queue de souris SCID (xénogreffe), puis leur dissémination dans les souris est
étudiée par imagerie en bioluminescence.

4- L'inhibition d’EZH2 ou de KDMG6B a les mémes effets sur la TEM que leur
surexpression

4.1- Extinction des genes EZH2 et KDM6EB

D’abord nous avons, par plusieurs techniques différentes, fait diminuer I'expression
d’EZH2 ou de KDM®6B, ce qui diminue donc leur activité. Nous aborderons rapidement les
résultats préliminaires obtenus a partir des clones KO EZH2 ou KDM6B par la technique de
CRISPR/Cas9. Comme écrit précédemment, nous ne sommes parvenus a obtenir qu’un seul
clone pour chaque extinction, ce qui rend nos données fragiles car potentiellement
dépendantes d’une autre modification génétique advenue dans les clones sélectionnés, et
nous ne pouvons pas étre certains que les phénotypes observés dans ces clones soient
uniguement dépendants de I'inhibition de KDM6B ou EZH2. Nous avons donc essayé d’obtenir
des lignées A549 KO pour EZH2 ou KDM6B par la méthode de shRNA. Ce fut un échec, que ce
soit en essayant d’obtenir un pool de cellules KO, ou en faisant (comme pour la méthode du
CRISPR/Cas9), une sélection clonale des cellules transfectées. Nous supposons donc que
I’extinction d’EZH2 ou de KDM6B est difficilement viable pour les cellules A549. Cependant,
I’extinction de ces protéines a déja été réalisée dans d’autres types cellulaires (cellules
souches embryonnaires de souris pour KDM6B et fibroblastes embryonnaires de souris pour

EZH2 par exemple)*’24, Dans ces cellules, la perte d’EZH2 ou KDM6B est viable. En ce qui
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concerne les modeles in vivo I'extinction d’EZH2 chez la souris entraine la mort de I'animal
dans les premiers stades du développement embryonnaires*®!, et I'extinction de KDM6B

entraine elle la mort de I'animal le jour de sa naissance par déficience respiratoire*2,

L’extinction par CRISPR/Cas9 d’EZH2 ou de KDMG6B entraine dans les deux cas une
augmentation de I'expression de la VIMENTINE. Cette augmentation est plus importante
lorsque KDM6B est éteint, et seules les cellules ol KDM6B est éteinte migrent plus que les
cellules sauvages. D’apres ces données, I'extinction ou I'activation d’EZH2 ou de KDM6B
entrainent un phénotype plus mésenchymateux.

Nos tentatives d’extinctions stables d’EZH2 ou KDM6B s’étant révélées étre en partie
infructueuses (seulement un clone obtenu pour chaque protéine par CRISPR/Cas9), nous nous
sommes tournés vers une extinction transitoire par siRNA. Cette extinction transitoire a
permis de faire diminuer de 60% environ I'expression de KDM6B et de 80% environ
I’expression d’EZH2. Il y a donc une présence résiduelle de ces protéines qui semble suffisante
pour maintenir un niveau global de H3K27me3 presque identique (Figure 21). Nous émettons
I’hypothése que la diminution partielle des niveaux d’EZH2 ou KDM6B par siRNA ne modifie
pas suffisamment le niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs de leurs genes cibles
pour modifier le niveau d’expression de ces derniers. Ainsi, nous n’observons pas de
différences significatives du phénotype mésenchymateux, que ce soit du niveau d’expression
de la VIMENTINE ou des capacités de migration et d’invasion (Figures 21 et 22). Notons que si
le niveau global de H3K27me3 varie peu, le niveau de cette marque au niveau de génes
particuliers peut tout de méme varier, et nous I'avons étudié plus tard (cf partie 5- de la

discussion).

De plus, il y a une différence chronologique entre I'extinction stable et I'extinction
transitoire. En effet, lors de I'extinction stable, les expressions des protéines sont diminuées
avant que I'on induise les cellules en TEM par co-traitement TGF-B/TNF-a. Avec I'extinction
transitoire, les cellules ont été transfectées par les siRNA le lendemain de I'induction en TEM,
afin que les expressions d’EZH2 et KDM6B soient toujours diminuées au moment ou nous
analysons les cellules, 3 jours aprés lI'induction en TEM, puisque l'inhibition transitoire ne

perdure pas plus de 72h. Lorsque nous avons essayé de transfecter les cellules 1 jour avant
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I'induction en TEM, les protéines sont réexprimées au moment de 'analyse, ce qui ne permet
pas de valider I'expérience.

Globalement, les techniques d’extinction des génes ne permettent pas d’inhiber
complétement I'expression de ceux-ci. L’extinction dans les clones CRIPSR/Cas9 est

satisfaisante, mais nous ne pouvons pas nous affranchir des effets clones dépendants.

4.2- Inhibition chimique de I'activité d’EZH2 et KDM6B

L'inhibition chimique de ces enzymes est une technique complémentaire afin d’étudier
leurs réles. La molécule utilisée pour inhiber EZH2, GSK343 (Figure 36), se lie a EZH2 en
compétition avec le donneur de méthyle SAM*83484 Elle a 60 fois plus d’affinité pour EZH2 que
pour son paralogue EZH1 et 1 000 fois plus que pour d’autres KMT. Cette molécule a déja été
utilisée sur des cellules A549, n’ayant aucun effet significatif sur I’'expression de la VIMENTINE
ou l'invasion des cellules, ce qui confirme nos résultats. Cependant, elle n’a pas été testée lors
de lI'induction de la TEM, ou nous voyons une augmentation de I'expression de la VIMENTINE
(Figure23)*8>, La molécule utilisée pour inhiber KDM6B, GSKJ4 (Figure 36) et un précurseur qui
est dégradé par la cellule, ce qui va libérer GSK-J1 (Figure 36). Celle-ci se lie a KDM6B en
compétition avec son cofacteur a-cétoglutarate, mais pas en compétition avec le substrat,
H3K27me3%®, Ce qui laisse penser que le traitement par GSKJ4 n’empéche pas KDM6B de
former un complexe avec H3K27me3. GSKJ4 a été utilisé dans des lignées de cancer du sein
MDA-MB-231 et MCF-7, dans lesquelles il n’induit pas d’augmentation significative du niveau
global de H3K27me3, ce qui conforte nos résultats dans les cellules A549%>%, Ce niveau est au
contraire largement augmenté dans des cellules de cancer des ovaires A2780 traitées par

GSKJ4485,

:
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Figure 36 : Structure chimique de l'inhibiteur d’EZH2 (GSK343) et de KDM6B (GSKJ4/GSKJ1).
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En ce qui nous concerne, l'inhibition chimique d’EZH2 permet de faire chuter le niveau
global de H3K27me3, de la méme maniére que dans le clone CRISPR/Cas9 EZH2, mais
I'inhibition de KDM6B ne fait pas augmenter significativement ce niveau en WB, bien que le
marquage H3K27me3 en IF soit légérement plus intense dans cette condition (Figure 23). Nous
I’expliquons par I’'hypothese que KDM6B, malgré son inhibition peut toujours lier son substrat
et éventuellement rester fixé sur H3K27mel, empéchant la nouvelle méthylation par EZH2. ||
a en effet été montré que KDM6B aurait parfois plus pour effet d’empécher une hyper
méthylation de certaines régions en empéchant EZH2 de s’y fixer que de directement
déméthyler H3K27me34%3,

Contrairement a 'extinction des geénes, I'inhibition chimique semble atteindre la totalité
ou presque des protéines présentes dans la cellule, ce qui permet de moduler plus largement
le niveau global de H3K27me3 et donc certainement de le modifier également au niveau des
génes régulés par cette marque. En revanche, I'extinction de I'activité méthyltransférase ou
déméthylase par ces inhibiteurs peut également avoir des effets non spécifiques. La
concentration utilisée ici correspond a la concentration minimale permettant de modifier le

niveau global de H3K27me3 dans les cellules A549 (10 uM).

Dans notre modele, I'inhibition d’EZH2 entraine une augmentation d’expression de la
VIMENTNE lors de la TEM, mais pas de modification de la migration ou de l'invasion.
L'inhibition de EZH1 et d’EZH2 entraine les mémes effets sur I'expression de la VIMENTINE.
L'inhibition de KDM6B induit également 'augmentation de I'expression de la VIMENTINE, ainsi
gue de la migration et de I'invasion des cellules. L'effet de I'inhibiteur de KDM®6B est surtout
observé lorsque les cellules sont induites en TEM, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que
KDMG6B est surexprimée au cours de cette induction. En effet, il a été dit précédemment que
KDM®6B a parfois plus la fonction d’empécher EZH2 de méthyler H3K27 et ainsi empécher une
méthylation aberrante, plutot que de proprement déméthyler cette lysine. Nous pouvons
supposer que la surexpression de KDM6B s’accompagne également d’une augmentation de
I'activité déméthylase globale de KDM6B dans la cellule. L'inhibition d’une plus forte activité

déméthylase entrainerait alors de plus grands effets.
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Pour résumer les travaux effectués sur la modulation de I'activité d’EZH2 ou de KDM6B
au cours de la TEM, la surexpression ou l'inhibition d’EZH2 ou de KDM6B ont tendance tous
deux a induire un phénotype plus mésenchymateux dans les cellules A549 (Tableau 13).

i Niveau . . . . .
Action H3K27me3 Expression VIM Migration Invasion Figure

Surexp. EZH2 + 17-18-19

= + +
CRISPR/Cas9 EZH2 - Hl

SIEZH2 = 21-22
EZH2i = = 23-25
EZH2i/EZH1i 24
Surexp. KDM6B + 17-18-19
Surexp. KDM6B H1390A = = 17-18-19
CRISPR/Cas9 KDM6B 20
SikDM6B 2122

KDM6BI 23-25
Tableau 13 : Récapitulatif des effets de la modulation de I'activité d’EZH2 ou KDM6B sur la TEM dans
les cellules A549.

=: pas de différence comparée aux cellules WT, non traitées ; =/- : tres légére tendance d la baisse ; - : tendance
a la baisse ; -- : baisse significative ; + : tendance a la hausse ; ++ : Hausse significative ; +++ : hausse significative
plus importante pour le CRISPR/Cas9 KDM6B que pour le CRISPR/Cas9 EZH?2.

Ces données pourraient paraitre contre-intuitives : la surexpression ou l'inhibition
d’une enzyme entraine le méme phénotype, plus ou moins marqué, et en plus de cela, la
surexpression ou I'inhibition de I’enzyme antagoniste entraine également le méme phénotype
a des degrés variés. D’abord, la TEM est un phénomene tres finement régulé, qui repose sur
I’équilibre entre I'expression de nombreux genes pouvant I'induire ou induire un phénotype
épithélial, la plupart de ces génes étant régulés par de nombreuses marques épigénétiques.
De la méme maniére, H3K27me3 est une marque épigénétique régulant I'expression d’'un
grand nombre de genes dans la cellule (Tableaux 11 et 12, Figure27). |l a notamment été
montré qu’EZH2 peut cibler les promoteurs de génes « pro-TEM », comme de génes « anti-
TEM » (cf Introduction, Chapitre 111)3%8371, et de la méme maniére des génes « pro-TEM »
comme « anti-TEM » peuvent étre activés par la déméthylation de H3K27me3 au niveau de

leur promoteur (cf Introduction, Chapitre [11)347,487,488

Ainsi, nous avons émis I’"hypotheése qu’au cours de la TEM, EZH2 et KDM6B ciblent des
genes différents, et leur augmentation d’expression est associée a une relocalisation au niveau
de certains promoteurs en particulier. La surexpression exogene de ces enzymes entraine un

niveau de surexpression qui n’est probablement jamais rencontré in vivo.

155



5- Identification de génes cibles d’'EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans les
cellules A549

Les deux enzymes étant surexprimées au cours de la TEM, nous avons cherché a valider
I’hypothése formulée dans le paragraphe précédent en cherchant quels sont les genes cibles
de KDM6B et EZH2 au cours de la TEM. De plus, possédant des données de transcriptomique
dans les cellules A549 au cours de la TEM issues de travaux précédents du laboratoire?, nous
avons réalisés un ChlP-seq dirigé contre EZH2, KDM6B et H3K27me3 dans ces mémes
conditions. D’abord, EZH2 et H3K27me3 possedent plus de loci en commun (36% des loci
d’EZH2 et 26% des loci de H3K27me3) que KDM6B et H3K27me3 (21% des loci de KDM6B et
10% des loci d’"H3K27me3) (Figure 27). Nous pouvons aussi dire que la fixation d’EZH2 et de
KDMG6B sont exclusives puisqu’on retrouve ces deux enzymes sur le méme loci seulement dans
2% des loci d’EZH2 et 3% des loci de KDM6B. Parmi les genes déja publiés comme étant cibles
de KDM6B dans différents cancers (Tableau 8), EPCAM, SNAI2, NANOG, CEBPA, STC1, TFPI2 et
PTGS2 ont été identifiés comme cibles de KDM6B dans notre modele. En ce qui concerne les
génes déja décris comme cibles d’EZH2 dans différents cancers, CDH1, TGFB1, APC et MYC ont
été retrouvés comme cibles potentielles de cette enzyme dans notre modele (Tableau 5).

La comparaison des données de ChlIP-seq avec les données de transcriptomique nous
a permis d’identifier de nombreux génes a priori régulés par H3K27me3 au cours de la TEM
(Tableaux 11 et 12). Nous avons alors voulu confirmer pour quelques genes que cette
régulation est bien dépendante d’EZH2 et de KDM6B au cours de la TEM, puis étudier les effets
de I'expression de ces génes sur la TEM dans notre modele. Parmi ceux ciblés par ces enzymes,
nous nous sommes intéressés aux genes qui sont les plus surexprimés et les plus sous
exprimés au cours de la TEM afin d’avoir plus de chance de sélectionner des genes dont
I’expression a un impact direct sur la TEM. Nous avons identifié de potentiels nouveaux
marqueurs de la TEM parmi les génes cibles d’EZH2 et KDM6B. Nos résultats confirment que
I’expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 ont une expression qui varie en sens inverse du

niveau de H3K27me3 de leur promoteur au cours de la TEM (Figure 27).

EZH2 et KDMG6B étant recrutées a I’ADN au niveau de génes cibles différents au cours
de la TEM, alors qu’elles ne possédent pas de domaines permettant de reconnaitre des

séquences d’ADN en particulier, il sera intéressant de déterminer par quels mécanismes cela
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est possible. Nous essaierons donc d’identifier les partenaires protéiques d’EZH2 et de KDM6B
au cours de la TEM par la méthode de RIME (Rapid immunoprecipitation mass spectrometry
of endogenous proteins). Elle consiste a immuno-précipiter nos protéines cibles uniquement
lorsqu’elles sont liées a I’ADN, couplé a de la spectrométrie de masse, afin de nous permettre
d’identifier uniquement les partenaires protéiques présents lors de la liaison a 'ADN. La
découverte de partenaires différents avec induction de la TEM ou non dans nos cellules
pourrait expliquer le fait que ces enzymes ciblent des genes différents durant la TEM. Suivant
les partenaires et les genes identifiés, cela pourrait également expliquer pourquoi la
surexpression ou l'inhibition d’EZH2 ou de KDMG6B induisent toujours un phénotype

mésenchymateux.

6- Effets de la modulation de I'expression d’INHBB, WNT5B ou ADAMTS6 sur la
TEM dans les cellules A549

Nous avons donc identifié INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dont I’expression varie au cours
de la TEM dans notre modeéle et qui sont régulés par H3K27me3. L’analyse par IHC sur une
cohorte de NSCLC TEM+ et TEM- a permis de mettre en évidence que I'expression d’INHBB est
diminuée dans les tumeurs TEM+ alors que |'expression de WNT5B et ADAMTS6 est
augmentée dans ces mémes tumeurs (Figure 30). Ces trois protéines sont alors identifiées

comme de nouveaux marqueurs de la TEM dans les NSCLC.

Nous avons éteint leur expression grace a des siRNA et nous avons étudié la TEM dans
les cellules A549 pour étudier si I'expression de ces nouveaux marqueurs de la TEM est
nécessaire au phénotype mésenchymateux ou épithélial. De maniere intéressante, nous
observons une tendance a augmenter l'invasion des cellules A549 lorsqu’/INHBB est éteint et
I’extinction de WTN5B ou d’ADAMTS6 dans des cellules préalablement induites en TEM fait
diminuer leur capacité d’invasion (Figure 31). Cela est assez remarquable car la TEM fait
intervenir un trés grand nombre de génes, comme discuté précédemment, et le fait que
I’extinction d’un seul géne puisse modifier le phénotype mésenchymateux témoigne de la
grande importance de ces génes dans la mise en place et/ou le maintien de ce phénotype. Ces
trois génes apparaissent dés lors comme des nouveaux genes clés de la TEM dans ces cellules
et leur expression dans d’autres modeles devrait étre étudiée pour éventuellement en faire

de nouveaux marqueurs universels de la TEM. De plus, nous savons désormais que modifier
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I’expression de ces génes peut moduler la TEM dans ces cellules. Ces protéines sont donc des
cibles thérapeutiques potentielles pour le traitement de cancers invasifs. D’autant que nous
avons montré que leur expression est bien corrélée a la TEM dans une cohorte de patients

atteints de cancers du NSCLC (Figure 30).

Pour résumer, I'induction de la TEM dans les cellules A549 entraine la surexpression
d’EZH2 et de KDM6B, qui ensemble vont modifier le niveau de H3K27me3 sur les promoteurs
d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6. La variation d’expression de ces genes est alors suffisante pour
augmenter les capacités d’invasion des cellules, mais pas |'expression de marqueurs

mésenchymateux comme la VIMENTINE ou la migration (Figure 37).

—_—
Asas ' KDM6B
/ EZH2 —
Figure 37 : Schéma simplifié de I'implication de KDM6B et EZH2 dans 'augmentation des capacités
d’invasion des cellules A549 au cours de la TEM.
L’induction de la TEM entraine I'augmentation de I'expression d’EZH2 et KDM6B, qui induisent ou maintiennent

la surexpression d’ADAMTS6 et WNT5B et la diminution de I'expression d’INHBB via H3K27me3, rendant les
cellules plus invasives.

ADAMTS6 Reeg

INHBB e

7- Implications d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 au cours de la TEM
Nous avons identifié trois nouveaux marqueurs de TEM dans les cancers du poumon,
régulés par EZH2 et KDM6B au cours de la TEM. Il existe cependant quelques données
concernant INHBB, WNT5B et ADAMTS6 et leur implication dans la TEM ou leur régulation par
EZH2 ou KDMG6B, qui seront détaillées ici.

7.1-INHBB
INHBB est un géne codant pour I'INHIBINE-BB (ou INHIBIN SUBUNIT 6 B), protéine
appartenant a la superfamille du TGF- B. Cette protéine est une sous unité de diméres appelés
ACTIVINEs et INHIBINEs qui sont principalement connues pour respectivement activer et
inhiber la sécrétion de FSH (Follicle stimulating hormone) par I’hypophyse®°. Il existe 3 génes
(INHA, INHBA et INHBB) codant pour trois protéines (respectivement INHIBINE-a, INHIBINE-

BA et INHIBINE-BB), qui s’associant en dimeére peuvent former deux INHIBINEs différentes et
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trois ACTIVINEs différentes (Figure 38). Le rapport avec la TEM n’est donc pas évident.

L’expression de ce gene n’est pas non plus connue pour étre toujours induite par le TGF- B.

pr—
INFA INHIBINE A INHIBINE B
INHBA B ==
r—
| S ACTIVINE A ACTIVINE AB ACTIVINE B
INHBB )

Figure 38 : Schéma des génes codant pour les différentes sous-unités des ACTIVINEs et INHIBINEs.
Trois génes (INHA, INHBA et INHBB) codent pour trois protéines différentes (Respectivement INHIBINE-q,
INHIBINE-BA et INHIBINE-BB). Ces 3 protéines, en s’assemblant deux a deux peuvent former 2 ACTIVINEs
différentes et 3 INHIBINESs.

L’expression d’INHBB a pourtant été associée a la TEM ou a un phénotype agressif de
certaines tumeurs dans quelques travaux. Dans des cancers nasopharyngées, |’expression
d’INHBB est diminuée comparé aux tissus sains, et une forte expression d’INHBB est associée
a bon pronostic dans ces cancers*. De plus, la surexpression d’INHBB dans des cellules de
cancers nasopharyngés 5-8F entraine la diminution de I'expression de nombreux marqueurs
mésenchymateux (VIMENTINE, SMAD2/3/4, phospho-SMAD2/3, MMP9) et la diminution de
I’expression de la E-CADHERINE. INHBB a donc également un réle pro-épithélial dans ces
cellules. Les auteurs montrent que INHBB réprime (de maniere inconnue) I'expression du TGF-
B1 et participe ainsi a réprimer toute la voie du TGF-B*%. Il a été montré également qu’INHBB
est moins exprimé dans les métastases de cancers du sein que dans les tumeurs primaires*?.
Dans les cancers colorectaux en revanche, I'expression d’INHBB est associée a un mauvais
pronostic et a un grade de tumeur élevé. Son expression est réprimé par les miR 34a/b/c**.
Dans les cancers de la voie orale, INHBB est surexprimée et son expression est corrélée a la
formation de métastases. L'extinction d’/INHBB par shRNA diminue la migration et I'invasion
de lignées cellulaires de cancers de la voie orale*®. L’expression d’INHBB est également
augmentée dans les cancers du col de 'utérus les plus agressifs comparé au moins agressifs*4.

Il a déja été montré en 2017 qu’EZH2 cible le promoteur d’/INHBB dans des cellules de
fibroblastes embryonnaires de souris. Ces travaux montrent que PRC2 est recruté de maniere
indirecte par la protéine MENIN sur ce promoteur et induit la répression de I'expression

d’INHBB en y augmentant la méthylation de H3K274%.
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L'expression d’INHBB est donc corrélée ou inversement corrélée a la TEM dans de
nombreux types cancéreux. INHBB induirait un phénotype épithélial dans les cellules de
cancers nasopharyngés en réprimant |'expression de TGF-B1, ce qui empécherait une

signalisation autocrine et paracrine par ce dernier.

7.2- WNT5B
WNT5B est une protéine de la famille WNT, activatrice de la voie du méme nom non-
canonique. La liaison par WNT5B du récepteur FRIZZLED peut entrainer I'activation de la voie

RHO-GTPase ou MAPK (JUNK) par exemple, voies qui peuvent participer a l'induction de la

TEM* (Figure 39).

Voie MAPK

WNTSB
e
FRIZZLED

Voie RHO-GTPases

Figure 39 : Schéma trés simplifié de la voie WNT non canonique induite par WNT5B.
WNT5B peut activer les voies MAPK et Rho-GTPases en liant son récepteur FRIZZLED, qui induisent I’expression
d’un phénotype mésenchymateux.

WNT5B est associée a un mauvais pronostic dans les cancers du sein, et est surexprimé
dans les cancers de type basaux par rapport aux types luminaux. De plus, sa surexpression
augmente la migration et I'invasion des cellules de cancer du sein Bcap-37 et MDA-MB-2314%,
WNT5B est une protéine sécrétée. Il a été montré que dans les cellules Caco-2, cette protéine
est secrétée par des exosomes. Une étude a alors montré que des exosomes de cellules Caco-
2 exprimant WNT5B sont capables d’induire une augmentation de la migration des cellules
A549%4%7

Il a déja été montré que WNTS5B est surexprimée dans des cellules A549 induites en

TEM par un traitement TGF-f, et cette protéine a également été identifiée comme capable
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d’induire la TEM dans des cellules épithéliales adjacentes lorsqu’elle est sécrétée®®. D’autres
travaux montrent que I'expression de WNT5B est corrélée avec I'apparition de métastases
dans des adénocarcinomes du poumon“®, La surexpression de WNT5B dans des cellules de
cancer colorectal COLO-205 entraine I'augmentation de la migration et de I'invasion de ces

cellules via la voie des MAPK>%,

La voie activée par WNT5B est I'une des voies pouvant activer la TEM induite par un
co-traitement TGF-B/TNF-a dans les cellules A549, parmi beaucoup d’autres. La voie SMAD
notamment est considérée comme la voie principale, dans ce cas. Or, la voie médiée par
WNT5B est suffisamment importante pour que I'extinction de WNT5B suffise a faire diminuer
I'invasion des cellules A549 aprés qu’elles aient été induites en TEM (Figure 31).

Comme nous avons émis |I’"hypothése que H3K27me3 participe au maintien du niveau
d’expression de WNT5B au cours de la TEM, plutét qu’a I'induction de sa surexpression, il est
possible alors que la surexpression d’EZH2 et de KDM6B au cours de la TEM soit induite par
I'activation de la voie WNT non canonique par WNT5B. Cela suggére en tout cas qu’il y a un
rétrocontrole positif entre I'induction de la TEM et I'expression de WNT5B. Dans tous les cas,
il serait intéressant d’étudier les mécanismes induisant la surexpression d’EZH2 et de KDM6B

au cours de la TEM dans notre modeéle.

7.3- ADAMTS6

ADAMTSG fait partie de la famille des métalloprotéinases ADAMTS, qui compte 19
membres>L. La encore, c’est une protéine sécrétée, qui est capable de dégrader la MEC pour
faciliter I'invasion des cellules.

Assez peu de données sont disponibles concernant ADAMTS6 par rapport aux autres
membres de la famille ADAMTS. |l est rapporté que ADAMTS6 est surexprimée dans les
cancers du sein, mais sans valeur prédictive parmi ceux-ci°®2. Chez les patients atteints de
carcinomes a cellules squameuses de I'cesophage, une forte expression d’ADAMTS6 est de
mauvais pronostic®°3

D’autres travaux en revanche montrent que lI'expression d’ADAMTS6 est de bon
pronostic dans les cancers du sein, et que la surexpression de ce gene dans des lignées

cellulaires de cancer du sein diminue leur migration et leur invasion®%4,
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Enfin, ADAMTS6 étant une métalloprotéinase, le fait que son extinction entraine une
diminution des capacités d’invasion des cellules A549 était plutot attendu (Figure 31) et cela
peut également expliquer que son extinction n’entraine pas de modification de I'expression
de la VIMENTINE ou de la migration des cellules. En effet, éteignant son expression, nous
éteignons directement une protéine effectrice de la TEM, et nous agissons directement sur le

phénotype d’invasion.

8- Effet de la modulation d’EZH2 et KDM6B sur |'expression des nouveaux genes
cibles

Nous avons par la suite modulé 'activité d’EZH2 ou KDM6B a I'aide des inhibiteurs
chimiques décrits précédemment ou des siRNA, afin de voir si cela suffisait a faire varier
I’expression de nos nouveaux geénes cibles. Linhibition d’EZH2 entraine bien une forte
diminution de H3K27me3 au niveau du promoteur d’'INHBB. Cette inhibition a également
tendance a faire diminuer H3K27me3 au niveau des promoteurs de WNT5B et ADAMTS6. Cela
ne s'accompagne en revanche pas de variation de I'expression de ces génes. Notamment,
lorsque la TEM est induite, I’expression d’INHBB chute complétement. On pourrait s’attendre
a ce que linhibition d’EZH2, qui entraine une grosse diminution de H3K27me3 sur le
promoteur d’INHBB puisse rétablir son expression mais ce n’est pas le cas (Figure 32). Il est
donc tout a fait possible que d’autres phénomeénes épigénétiques régulent I’expression de ces
génes. H3K27me3 est une marque parmi d’autre qui participe a leur régulation au cours de la
TEM. Nous avons montré que I'acétylation de H3K27 qui est opposée a celle de H3K27me3 est
également modifiée (Figure 29). Le code histone, qui gouverne en partie I'expression des
génes, est constitué par I'ensemble des modifications post-traductionnelles des histones a un
locus donné. Cela peut expliquer pourquoi faire varier uniguement H3K27me3 n’est pas
suffisant face aux autres marques mises en place, pour modifier I'expression des genes.
L’extinction d’EZH2 ou de KDM6B par siRNA ne montre aucun changement du niveau de
H3K27me3 sur les promoteurs de nos 3 genes cibles ni aucun changement d’expression de ces
derniers (Figure 33), ce qui peut étre expliqué a nouveau par un niveau résiduel trop important
de nos deux enzymes. Nous remarquons également que l'inhibition de KDM6B n’induit pas
d’augmentation du niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs des genes cibles. Cette
inhibition n’est donc pas suffisante pour entrainer I'augmentation de H3K27me3 au niveau de

ces genes, elle I'est peut-étre au niveau des promoteurs d’autres genes, ce qui expliquerait
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pourquoi elle induit la TEM dans les cellules A549. Des ChIP ciblant directement EZH2 et
KDM®6B dans des cellules A549 traitées par EZH2i ou KDM6Bi ont également été réalisées afin
de valider cette hypothése, mais nous n’avons pas été capables d’en tirer des résultats. La
quantité d’ADN récupérée était trop faible malgré un tres grand nombre de cellules de départ
utilisées.

Nous avons montré finalement que I'augmentation du niveau de H3K27me3 se met en
place sur le promoteur d’/NHBB aprées 24h. Sur le promoteur de WNT5B et ADAMTS6, ce
changement s’opére tres progressivement pour étre conséquent seulement a 72h. Nous
pouvons alors penser que H3K27me3 n’est pas a I'origine du changement d’expression de ces
3 génes, mais plutét que c’est un phénomene plus tardif, qui intervient en méme temps ou
apres la surexpression ou la sous-expression du gene en aval. Cette marque serait alors
requise pour le maintien, la stabilisation du niveau d’expression de ces génes au cours de la

TEM et ne serait pas l'instigatrice du changement de leur niveau d’expression (Figure 34).

Nous pourrons par la suite nous intéresser a d’autres cibles d’EZH2 et KDM®6B afin
d’essayer d’en identifier quelques-unes dont |’expression pourrait étre modifiée par
modulation de l'activité d’EZH2 et KDMG6B. Cela nous permettrait d’identifier d’autres génes
qui seraient soumis cette fois principalement a une régulation par H3K27me3 au cours de la

TEM.

Pour terminer, rappelons que trés peu d’études s’intéressent aux deux enzymes en
méme temps, peut-étre en conséquence de la complexité de leurs mécanismes de régulation
de I'expression des génes qui sont soulignés dans ce manuscrit et également dans une revue
trés récente de Das et Taube®®. L'implication d’EZH2 et KDM6B dans I’agressivité des tumeurs
est cependant indéniable mais les mécanismes impliqués sont toujours mal connus malgré les

pistes apportées par cette thése.
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Abstract

carcinomas.

Type Il epithelial-mesenchymal transition (EMT) has been previously associated with increased cell migration,
invasion, metastasis, and therefore cancer aggressiveness. This reversible process is associated with an important gene
expression reprogramming mainly due to epigenetic plasticity. Nevertheless, most of the studies describing the central
role of epigenetic modifications during EMT were performed in a single-cell model and using only one mode of EMT
induction. In our study, we studied the overall modulations of gene expression and epigenetic modifications in four
different EMT-induced cell models issued from different tissues and using different inducers of EMT. Pangenomic
analysis (transcriptome and ChIP-sequencing) validated our hypothesis that gene expression reprogramming during
EMT is largely regulated by epigenetic modifications of a wide range of genes. Indeed, our results confirmed that each
EMT model is unique and can be associated with a specific transcriptome profile and epigenetic program. However,
we could select some genes or pathways that are similarly regulated in the different models and that could therefore
be used as a common signature of all EMT models and become new biomarkers of the EMT phenotype. As an
example, we can cite the regulation of gene-coding proteins involved in the degradation of the extracellular matrix
(ECM), which are highly induced in all EMT models. Based on our investigations and results, we identified ADAM19 as a
new biomarker of in vitro and in vivo EMT and we validated this biological new marker in a cohort of non-small lung

Introduction

Type III epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a
reversible process that contributes to invasion and
metastasis. EMT is characterized by a downregulation of
epithelial markers and an increase in mesenchymal mar-
kers and in EMT-linked transcription factors', but the
molecular mechanisms governing EMT remain poorly
understood. For the past decade, the role of epigenetics in
EMT regulation has clearly emerged. For example, the
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histone methyl transferase (HMT) EZH2 was required to
downregulate miR211 and EMT induction in glio-
blastoma multiforme?, but, on the opposite, the histone
demethylase KDM6B induced SNAIL2 and EMT?. The
interaction of the transcription factor TWIST with
another HMT, KMT5/SETS, has also been associated
with the repression of CDHI*. Although these publica-
tions strongly support a role for epigenetic modifications
during EMT, they all have been described in the same
subtype of cancer or a single EMT cell model. Moreover,
the high number of EMT markers described from one
model to another suggest that EMT is a complex
mechanism linked to different signaling pathways® that
led us to the hypothesis of the existence of numerous
tissue- or cell-specific EMT.

m_ Open Access Thisarticle is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction

= 3 in any medium or format, as long as you give appropriate redit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if
changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If
material is not included in the article's Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license visit http//creativecommons.orgflicenses/by/4.0/.
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To further characterize the epigenetic mechanisms
regulating EMT, we decided to study overall gene
expression and their associated epigenetic modifications
in several EMT models. To do so, we used the A549 (non-
small cell lung cancer (NSCLC)), the ACHN (renal cell
carcinoma derived from pleural effusion), and the
immortalized breast MCF10A cell lines treated, or not,
with transforming growth factor beta (TGFf)/tumor
necrosis factor alpha (TNFa) to induce EMT®. To confirm
that the observed effects were not linked to the use of this
combination of cytokines, we also used the breast cancer
(BC) MDA-MB-468 cells treated, or not, with epidermal
growth factor (EGE)’. As expected, using microarray and
chromatin  immunoprecipitation  (ChIP)-sequencing
(ChIP-seq) analyses, we showed that EMT-associated
genes were largely regulated by epigenetic modifications.
Our results also demonstrated, for the first time, that cell
origin and EMT inducer were associated with a specific
cellular response. However, the regulation of genes
involved in the degradation of the extracellular matrix
(ECM), in particular ADAM19 (ADAM Metallopeptidase
Domain 19) coding a metallopeptidase, was strongly
regulated by epigenetics during EMT, independently of
the EMT model, and we showed that epigenetic mod-
ifications were crucial for EMT in these cancer models.

Results
EMT-induced cell models

Our initial goal was to study the effects of EMT indu-
cers on cells issued from different organs (lung, kidney,
and breast). We then treated A549, ACHN, and MCF10A
cells with TGFP/TNFa. TGFp is a well-admitted EMT
inducer and TNFa has been described to potentiate EMT
induction by stabilizing SNAIL in a nuclear factor-kB-
dependent manner®. Following induction, a strong
mesenchymal-like phenotype with the loss of cell-cell
adhesion and an increase in cell elongation occurred
(Fig. 1a). We next observed using quantitative reverse
transcriptase—polymerase chain reaction (QRT-PCR) that
EMT markers were induced in the three cell lines but the
fold changes were dependent of the cell line (Fig. 1b). We
indeed quantified a strong decrease in epithelial markers
CDHI and EPCAM and an increase in mesenchymal
markers SNAII, VIM, ZEBI, and ZEB2 in the three
models but the increase in VIM, ZEBI, and ZEB2
expression was higher in A549 and MCF10A cells com-
pared to the ones observed in the ACHN cells, suggesting
that EMT induction is, at least partially, different in regard
to cell origin. Regarding MMP9 mRNA expression, an
increase was observed in the three cell lines during EMT
(Supp Fig. 1A/C). These data were confirmed at the
protein level since we detected a strong decrease in
EPCAM expression in these cell lines using flow cyto-
metry (Fig. 1lc) and a significant decrease in E-
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CADHERIN levels together with an increase of VIMEN-
TIN in A549 and ACHN cells using western blotting
(WB) and immunofluorescence (IF) (Supp Fig. 1B; Supp
Fig. 1C).

Transcriptome analysis of EMT-induced models

Next, we decided to compare the EMT-linked gene
expression in A549, ACHN, and MCF10A cell lines using
microarray. High (red) or low decreased (green) gene
expression was classified in regard to the cell line model
and TGFB/TNFa treatment (Fig. 2a) (n =4). In the A549
cells, 3636 probes were differentially expressed (DE) in
treated versus control conditions (1763 upregulated and
1873 downregulated). In the ACHN cells, 1141 probes
were DE (624 upregulated and 517 downregulated). In the
MCF10A cells, 4683 probes were DE (2092 upregulated
and 2591 downregulated) (Supp Table 1). Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) performed on the 258
TGFB-/TNFa-regulated genes identified activated cano-
nical pathways related to ECM organization and remo-
deling, Betal integrin cell surface interactions, and focal
adhesion (Supp Table 1). A list of the 30 genes presenting
the highest fold change expression within the three cell
lines is reported in Table 1. Among these genes, the
expression of MMPI, MMP9, MMP10, ADAMIY, or
ADAMTS6, a family of proteins involved in ECM remo-
deling'®, presented a 126-, 114-, 43-, 27-, and 34-fold
increase, respectively. On the opposite, the expression of
CDH1 (41-fold decrease) was 1 of the only 2 genes
downregulated among our selected list of 30 (Table 1).
The induction of matrix metalloproteinase (MMP) pro-
tein levels (intracellular MMP9 by WB) and its activity
(zymography) were confirmed in the A549 model (sig-
nificant increase in excreted MMP2 (p=0.002) and
MMP9 (p=0.016); Supp Fig. 2). Altogether, these data
validated our EMT models as well as our protocol design
to search for new regulated genes during EMT.

We also confirmed (Fig. 1) that morphological mod-
ifications were related to EMT in our models, and then
the differential expression of the 12 main EMT markers
was quantified in each cell line (Table 2). As expected and
described above, CDHI expression was highly sig-
nificantly decreased in the three cell lines following
TGFB/TNFa treatment and similar results were obtained
for EPCAM, but the expression of other EMT markers
was not consistent throughout the three cell lines. For
example, ZEBI expression was increased in both A549
and MCF10A cells but stable in ACHN cells (Table 2).
These data strongly suggested that different and inde-
pendent molecular signaling pathways might regulate
different model-linked EMT. We then established Venn
diagrams describing the distribution of upregulatedand
downregulated genes and we observed that only 73 genes
were concomitantly downregulated while 189 were
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Fig. 1 Transforming growth factor beta (TGFp)/tumor necrosis factor alpha (TNFa) treatment induced epithelial-mesenchymal transition
(EMT) in the A549, ACHN, and MCF10A models. a A549, ACHN, and MCF10A cells were seeded in 6-multiwell dishes and treated for 5 days with
TGF( and TNFa. The pictures presented are representative of at least three independent experiments. b Expression of epithelial gene markers (CDH1T
and EPCAM), mesenchymal gene markers (CDH2, VIMENTIN) and EMTHlinked transcription factors (ZEBT, ZEB2, and SNAIT) were measured by
quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (independent triplicates) in cells treated with or without TGF3/TNFa for 5 days (white
bars: untreated; black bars: TGFB/TNFa). ¢ A decrease of the epithelial marker EPCAM was confirmed using flow cytometry in the 3 cell lines following
treatment with TGF3/TNFa for 5 days
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concomitantly upregulated in the 3 cell lines during EMT
(Fig. 2b), with most of the dysregulated genes (up or
down) modified in only one or two models. Unsupervised
hierarchical clustering analysis of the probes displaying
the greatest variation among the samples (standard
deviation) showed that transcriptomes were first clustered
by cell line and then by TGFB/TNFa treatment, con-
firming that differences in transcriptome profiles were
primarily due to cell origin and secondarily to EMT
induction (Fig. 2c).

To determine whether these different EMT phenotypes
were dependent of the time of TGFB/TNFa treatment, we

Official journal of the Cell Death Differentiation Association

performed a kinetic analysis from 24 to 120 h treatment
with TGFB/TNFa or each cytokine alone in A549 and
ACHN cells (Supp Fig. 3). As expected, a progressing
mesenchymal-like phenotype was observed along the
course of treatment (Supp Figs. 3A and 3B) but the
phenotype was the most pronounced with both cytokines.
A progressive increase in VIMENTIN, ZEBI, and SNAII
and decrease in CDH1 and EPCAM gene expression levels
were observed during the treatment and were further
increased with TGFB/TNFa compared to each cytokine
alone (Supp Fig. 2C and Supp Fig. 4A). A VIMENTIN IF
confirmed these data at the protein level and it was more
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Table 1 List of the 30 genes with the most important modification of expression after TGFB and TNFa treatment

Gene p Value Up/down Fold Protein type/RNA Pathways

LEES 42E-9 Up 131.8 Chemokine Immunoregulation

IL7R 97E-10 Up 1494 Interleulin receptor Immunoregulation

MMP1 35E-1 Up 126 Matrix metallopeptidase Invasion

MMP9 22E-4 Up 114.1 Matrix metallopeptidase Invasion

C4orf26 10E~-4 Up 100.1 Extracellular protein Mineralization

UBD 14E-5 Up 1058 Ubuiquitin Protein ubiquitination/TNF pathway
LCE3D 00039 Up 99.2 Late cornified envelope Keratinization/development

INHBA 00040 Up 826 FSH secretion inhibitor Growth/differentiation factor

CSF2 00070 Up 66.5 Cytokine Immunoregulation

SLAMF8 39E-6 Up 604 Cell surface receptor Immunoregulation

ROBO4 20E-7 Up 624 Cell surface receptor Angiogenesis/migration

MROH3P 15E-6 Up 40.0 pseudogene

CDH1 00011 Down 408 Cadherin Cell adhesion

MMP10 15E-5 Up 426 Metalloprotease Invasion/metastasis

FAP 000389 Up 45.1 Cell surface protein Invasion/immunoregulation/tumor growth
Inc-C1501f48-1 19E—-6 Up 452 Non-coding RNA

C150rf48 00012 Up 47.0 Metabolism

Inc-LRRC1-5 13E-5 Up 477 Non-coding RNA

LAMC2 21E-5 Up 4738 Extracellular protein Adhesion/differentiation/migration/metastasis
FGFBP1 00014 Down 483 Extracellular protein Cell proliferation/diffentiation/migration
NLRP3 00039 Up 309 Cell signaling Inflammation/apoptosis

BMP2 00013 Up 336 Cytokine Differentiation

KANK4 0.0060 Up 34.0 Cell signaling Cytoskeleton remodeling
ADAMTS6 93E-5 Up 342 Metallopeptidase Migration/Invasion

DHRS2 20E-6 Up 389 Dehydrogenase/reductase

DCN 70E-5 Up 39.7 Proteoglycan Migration /TGFb signaling

LCE3E 00016 Up 298 Late cornified envelope Keratinization/development

XCL8 73E-5 Up 296 Chemokine Inflammation

LINCO01583 62E—6 Up 28.1 Non-coding RNA

ADAM19 93E-7 Up 274 Metallopeptidase Adhesion

List of 30 genes issued from microarrays analysis with the most important fold increase or decrease expression. All transcriptome profiles were simultaneously
analyzed (16 NT (A549 NT n =4, ACHN NT n=4, MCF10A cells NT n = 4) versus16 TGFB/TNFa treated 16 NT (A549 treated n =4, ACHN treated n =4, MCF10A cells
treated n=4). Name of the gene, p value, fold change, and molecular-associated mechanisms (except for genes with unknown functions) are indicated.

TGFB transforming growth factor beta, TNFa tumor necrosis factor alpha

pronounced in A549 cells compared to ACHN (Supp
Fig. 4B) and with the double treatment (data not shown).

Global modulation of epigenetic marks during EMT

We next wondered whether epigenetic modifications
occurred in these cells and whether the epigenetic
mechanisms were similar in these different models. To do
so, we used an enzyme-linked immunosorbent assay
protocol to quantify 21 posttranslational H3 modifications
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in ACHN cells treated, or not, with TGFf/TNFa (Fig. 3a).
This experiment suggested that global histone methyla-
tion of H3K4, H3K9, and H3K27 were highly modified
during EMT, while only low changes were observed for
acetylation or phosphorylation of H3, apart from
H3K14ac. We then performed IF (Fig. 3b, c¢) and flow
cytometric (Fig. 3d) analyses of global H3K4me2,
H3K9me3, and H3K27me3 in the three cell lines follow-
ing TGFB/TNFa treatment and indeed confirmed an
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Table 2 Expression of genes related to EMT after TGF and TNFa treatment
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Gene Protein Cells p Value Up/down Fold Marker
CDH1 E-CADHERIN A549 1.6E—-6 Down 250 Epithelial
ACHN 0.007 Down 105
MCF10A 8.1E—4 Down 26
EPCAM EPCAM A549 0.001 Down 14 Epithelial
ACHN 0.001 Down 28
MCF10A 1.7E—4 Down 32
CDH2 N-CADHERIN A549 39E-4 Up 5.2 Mesenchymal
ACHN 0.001 Up 20
MCF10A 1.8E—4 Up 6.3
VIM VIMENTIN A549 0.003 Up 20 Mesenchymal
ACHN —
MCF10A —
ZEB1 ZEB1 A549 1.6E—4 Up 26 EMT-ATF
ACHN —
MCF10A 0.001 Up 38
ZEB2 ZEB1 A549 6.3E-4 Up 28 EMT-ATF
ACHN —
MCF10A 0,001 Up 28
SNAI SNAIL1 A549 3.1E-5 Up 28 EMT-ATF
ACHN —
MCF10A 2.0E-4 Up 70
A549 0.0010 Down 24 Epithelial
OCLN OCCUDIN ACHN =
MCF10A ==
ETS1 ETS1 A549 2.1E=-5 Up 32 Mesenchymal
ACHN 0.0024 Up 25
MCF10A 2.7E-5 Up 11.85
FN1 FIBRONECTIN A549 2.2E-4 Up 1.7 Mesenchymal
ACHN —
MCF10A 0.0091 Up 684
SDC1 SYNDECAN-1 A549 3.0E-5 Up 28 Mesenchymal
ACHN =
MCF10A =
SNAI2 SLUG A549 3.5E-6 Up 176 EMT-ATF
ACHN ==
MCF10A =

List of genes issued from microarrays analysis (n = 4) in A549, ACHN, or MCF10A cells. p Value and fold change are indicated for each cell line. Epithelial markers

(CDH1, EPCAM, OCLN, SDC1), mesenchymal markers (CDH2, VIMENTIN, ETS1, FN1), and EMT-ATFs (ZEB1, ZEB2, SNAI1, SNAI2) were analyzed
EMT epithelial-mesenchymal transition, TGFB transforming growth factor beta, TNFa tumor necrosis factor alpha
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Fig. 3 Transforming growth factor beta (TGF)/tumor necrosis factor alpha (TGFB/TNFa) treatment regulates histone H3 modifications.
ere purified from ACHN cells treated with or without TGF3/TNFa for 5 days. Twenty-one posttranslational modifications of histone H3
H3K56ac; methylation: H3K4me1, H3K4me2, H3K4me2, H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3, H3K27me1l,
H3K27me2, H3K27me3, H3K36me1, H3K36me2, H3K36me3, H3K79mel, H3K79me2, H3K79me3; and phosphorylation: H3510P, H3528P) were
quantified using a multiplex enzyme-linked immunosorbent assay. Values were normalized to total H3 content in the same measurement. Each
bar represents the mean of two independent measurements and each one was obtained from a mix of two independent histone extractions.
b, ¢ Increase staining of H3K4me2, H3K9me3, and H3K27me3 marks observed using immunofluorescence in A549, ACHN, and MCF10A cells treated
ys. Each picture is representative of a typical result from at least three independent experiments. d Increased
staining in H3K4me2, H3K9me3, and H3K27me3 marks quantified using flow cytometry in A549, ACHN, and MCF10A cells treated with or without
TGFB/TNFa for 5 days (representative results of at least 3 independent experiments)
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important increase in these different marks during EMT.
These strong global histone modifications observed dur-
ing EMT suggested that epigenetics might play a pivotal
role in transcription reprogramming during EMT.

Genes involved in ECM degradation were regulated by
epigenetics in TGFB-/TNFa-treated cells

Since >90% of the most DE genes in our models were
overexpressed during EMT, we decided to conduct ChIP-
seq analyses in A549 cells treated, or not, with TGFpB/
TNFa to target the H3K4me2 mark. Then we crossed our
ChIP-seq data with the transcriptomes (Fig. 4). We
detected 1952 H3K4me2 regions that were significantly
enriched in TGFp-/TNFa-treated cells versus non-treated
cells (1740 upregulated and 212 downregulated) (Fig. 4a
and Supp Table 3), with most of these H3K4me2 regions
located in introns (46%) (Supp Fig. 5). BETA analysis
predicted an activating function of the H3K4me2 mark
with a cumulative fraction of genes significantly above
background for upregulated genes (Fig. 4b) and indeed
identified 614 upregulated genes potentially activated by
the H3K4me2 mark (Fig. 4a, Supp Table 4). Regarding
these genes, the H3K4me2 mark was predominantly
enriched in introns (81%) (Supp Fig. 5). Among the most
significantly activated canonical pathways, identified by
GSEA, we once again found genes linked to ECM orga-
nization, Betal integrin cell surface interactions, and focal
adhesion (Supp Table 3). Among the overexpressed genes
identified in the transcriptome analysis, 23% were found
in the 614 genes potentially activated by the H3K4me2
mark.

To confirm that the expression of genes involved in
ECM were indeed linked to epigenetic modifications
during EMT, we selected ADAM19 (22.6-, 4.5-, and 30.7-
fold increase in A549, ACHN, and MCF10A, respectively)
and MMP9 (187- and 1000-fold increase in A549 and
MCFI10A, respectively, but no change in ACHN). The
SCNNIA gene (12- and 4.5-fold decrease in A549 and
MCFI10A, respectively, but no change in ACHN cells) was
used as a negative control. First, we confirmed a pro-
gressive modulation of ADAM19, MMP9 and SCNNIA
expression during EMT (Fig. 4d and Supp Fig. 6A). Next,
we confirmed the epigenetic regulation during EMT using
ChIP analysis (Fig. 4e). TGFB/TNFa-induced EMT was
clearly associated with an increase in the H3K4me2 mark
on the promoters of ADAMI9 and MMP9 and a decrease
on the SCNNIA promoter. Moreover, ChIP targeting the
repressive mark H3K27me3 showed opposite profiles on
these promoters (Fig. 4e). We also established the pro-
gressive modification of these epigenetic marks during
TGFB/TNFa treatment as illustrated by kinetic ChIP
experiments (Supp Fig. 6B). Since MCF10A cells are
unable to form tumors in vivo, we also confirmed the
induction of MMP9 and ADAM19 expression in MDA -
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MB-157 induced in EMT (Supp Figs. 7A and 7B).
Moreover, no induction of these genes was observed in
MCE-7, which failed to initiate EMT, whereas a strong
expression of both MMP9 and ADAM19 was quantified in
the mesenchymal MDA-MB-231 cells.

The epigenetic regulation of genes involved in ECM
degradation was independent of the EMT inducer

Even if we already used three different EMT models, we
next wondered whether these results could be reproduced
in a different and independent model to answer the fact
that our observations might only be dependent of the
TGFB/TNFa treatment. We chose the epithelial MDA-
MB-468 breast cells in which EMT can be induced using
EGF’. After 2 days of EGF treatment, an important pro-
portion of cells presented an increased tubular shape
(Fig. 5a) together with an increase in the expression of
VIMENTIN and SNAII and a decrease in CDH1 (Fig. 5b).
EMT was also confirmed by increased VIMENTIN
staining in IF (Fig. 5c) and increased SNAIL-1 levels in
WB (Fig. 5d). We also confirmed a global increase in
H3K4me2 and H3K27me3 in MDA-MB-468 treated with
EGF (Fig. 5e). We next quantified the expression of our
ECM remodeling genes in this new model and described
that ADAM 9 expression was upregulated following EGF
treatment (Fig. 5f). Moreover, this upregulation was cor-
related to an increase in the H3K4me2 mark on the
ADAMI9 promoter together with a decrease in the
H3K27me3 mark (Fig. 5g).

In vivo confirmation of the regulation of genes involved in
ECM degradation in EMT

To address the question whether the genes involved in
the degradation of the ECM degradation was associated
with EMT and aggressive subtypes in vivo, we performed
a retrospective analysis using previously published tran-
scriptomes issued from NSCLC microarrays (Fig. 6a). We
also added the expression of EMT markers as well as the
expression of the genes of the ECM degradation signature
identified in A549 (upregulated: ADAM19, ADAMTSS,
MMP-1, MMP-2, MMP-10, MMP-9, IL32, down-
regulated: SCNNIA) on this graph. (Fig. 6a, c). As
expected, large ADK or squamous lung cancers, which are
associated with higher risks of metastasis compared to
adenocarcinoma, presented a high expression of the ECM
degradation genes and a low expression of epithelial
markers compared to normal tissues. These data con-
firmed that ECM degradation biomarkers induced in our
EMT models were associated with EMT and aggressive-
ness in vivo. Since we also confirmed the ECM degrada-
tion signature in our BC models, we analyzed 2627
transcriptomes from BC (Fig. 6b, d). The different sub-
types, Luminal A, Her2, Basal, or normal breast tissues,
were plotted on a three-dimensional diagram based on the
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Fig. 4 (See legend on next page)
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Prediction Analysis of Microarray 50 (PAMS50) classifi-
cation using ESRI, HER2, and KI67 gene expression''.
Interestingly, all genes found to be overexpressed (ECM
degradation signature) were correlated to mesenchymal
markers and to basal-like/mesenchymal subtypes (triple-
negative BC), which are associated with a higher risk of
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metastasis and poor prognosis. On the opposite, the
SCNNIA gene was associated with normal breast or
Luminal A BC and to the expression of epithelial markers.
Moreover, we confirmed, in a cohort of 47 BC, an
increased expression of MMP9 and ADAM1I9 in aggres-
sive tumors as well as a decreased expression of SCNNIA

175



Peixoto et al. Cell Death and Disease (2019)10:205 Page 10 of 17 205

(see figure on previous page)

Fig. 4 Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and ChIP-seq analysis on the H3K4me2 mark following transforming growth factor beta
(TGF)/tumor necrosis factor alpha (TGFB/TNFa) treatment. a Volcano plot of the 42,076 H3K4me2 merged islands. In red, the regions
significantly enriched in TGF3-/TNFa-treated cells versus non-treated cells. FC: fold change treated versus non-treated. fdr: false discovery rate treated
versus non-treated. b Activating and/or repressive function prediction of H3K4me2 in A549 cells. BETA-basic integrates H3K4me2 differentially
enriched regions and transcriptome data on TGF/TNFa treated cells and non-treated conditions to identify upregulated (red) and downregulated
(purple) genes. The dashed line indicates the non-differentially expressed genes as background. Genes are cumulated by the rank on the basis of the
regulatory potential score from high to low. p Values represent the significance of difference in the upregulated or downregulated groups compared
with the non-differentially expressed group by Kolmogorov-Smirnov test. ¢ Integration of transcriptome and ChiP-seq data for the A549 cell line. Top:
heat maps of read coverage from —5 kb to +5 kb around the transcription start site for TGF3-/TNFa-treated (left) and non-treated (right) conditions.
Each line represents an upregulated gene identified by BETA. Genes are ordered according to their increasing rank product. Upper panels: read
coverage density plots. Bottom: Corresponding gene expression heat map for treated (n = 4) and non-treated conditions (n = 4). Black lines indicate
differentially expressed genes. d Increase expression of ADAM19 and MMP9 and decrease expression of SCNN1A in A549 cells treated with TGF(/
TNFa (mean + SD of at least 3 independent experiments). e Ratio of fold change (epithelial-mesenchymal transition: TGFB/TNFa treated A549 versus
NT: untreated A549 cells) following ChIP against H3K4me2 and H3K27me3 marks on MMP9, ADAM19, and SCNNTA promoters. Dotted line = 1 (mean

+ SEM of at least 3 independent experiments) *p < 0.05

\

(Supp Fig. 9A). Finally, a positive correlation could be
established between ADAM19 and VIMENTIN or MMP9
and VIMENTIN in these samples (Supp Fig. 9B). These
data confirmed that the regulation of genes involved in
the degradation of ECM was not specific of a particular
model, tissue, or pathology but seemed to be a reliable
biomarker of EMT in different cancers in vivo.

Characterization of ADAM19 as a new EMT marker in vivo
To investigate ADAM19 expression in vivo in EMT, we
quantified the expression of ADAM19 and SCNNI1A in
NSCLCs by immunohistochemistry (IHC) (Fig. 7). Biopsies
were stained for VIMENTIN and 30 patients were sorted
according to their levels of VIMENTIN: high (EMT+) or
low (EMT—) VIMENTIN staining. These data confirmed
that ADAM19 was overexpressed in EMT+ tissues and
repressed in EMT— while SCNNIA expression was
repressed in the EMT+ tissues and increased in EMT —.

Discussion

Although epigenetic modifications have already been
associated with EMT'2, most of the studies were based on
only one EMT model and one inducer. In order to
characterize the global role of epigenetics during EMT, we
performed an extended study on different EMT cell
models (A549, ACHN, MCF10A). The transcriptome
analysis revealed that most of the genes upregulated or
downregulated in EMT were different in these models
(downregulated in A549 alone: 1020/1497, in ACHN
alone: 205/432, in MCF10A alone: 1433/1834 and upre-
gulated in A549 alone: 652/1235, in ACHN alone: 178/
507, in MCF10A alone: 1033/1647, Fig. 2b). The lower
number of DE genes and the lower fold change of
expression in the EMT-induced ACHN model compared
to A549 and MCF10A suggested that TGFB/TNFa sig-
naling was less pronounced in ACHN.

These data suggested that EMT signaling could be, at
least partially, cell-specific despite going through the same
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pathway of EMT induction. Indeed, ChIP-seq analysis in
non-EMT models previously revealed that TGFB-induced
specific recruitment of SMAD3 on target genes was
dependent of the cell type'®. However, among these EMT-
modulated genes, some seemed to be similarly regulated
in our models (Supp Table 4 and Supp Table 5) and, in
particular, the previously identified EMT markers CDH1,
EPCAM, VIMENTIN, and MMPs. When comparing the
list of the ten most upregulated genes in MCF10A and
H358 treated with TGFB/OSM (Oncostatin M) with our
data, we observed that four genes (GPR68, SERPINEI,
ADAM19, SLAMFS) were also found to be upregulated in
our models and three additional genes (FAP, MMP9,
SCGS) were upregulated in two out of three of our models
following TGEB/TNFa treatment'®. Moreover, 9/10 of
these genes were also previously reported as upregulated
in the EMT-induced A549 model'®. These data strongly
suggested that few genes were similarly regulated in dif-
ferent EMT models. Moreover, ADAMI19 and MMP9
were also highly expressed in the mesenchymal MDA-
MB-231 cells and strongly increased in the EMT-induced
MDA-MB-157 cells (Supp Fig. 7).

We also described several genes with high differences of
expression between control and EMT-induced cells in the
three models but that have never been related to EMT.
For example, the expression of the poorly described
C150rf48 IncRNA, which has already been associated with
cancer, was overexpressed (about 45-fold)'®. DHRS2,
overexpressed in the 3 cell models (about 38.9-fold) and
encoding a dehydrogenase/reductase, has recently been
associated with gastric carcinogenesis and 5-FU resis-
tance'”. On the opposite, the expression of PPFIBP2 was
downregulated in all our models (about 10-fold).
Although very few data are currently available, PPFIBP2
loci has been recently associated with increased prob-
ability of prostate cancer'®. Altogether these data showed
that all these genes might be considered as new markers
of EMT in cancer.
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Fig. 5 Epigenetic regulation in epidermal growth factor (EGF)-induced epithelial-mesenchymal transition (EMT) in MDA-MB-468 cells.
a Representative images showing a change in mophology of MDA-MB-468 cells following 1-5 days of treatment with EGF (20 or 50 ng/ml).

b Validation of EMT markers by quantitative reverse transcriptase—-polymerase chain reaction (GRT-PCR) in the MDA-MB-468 cell line treated or not
with EGF (20 or 50 ng/ml) for 3 days (mean +SD of at least 3 independent experiments). ¢ Increased change of morphology and intensity of
VIMENTIN staining using immunofluorescence (IF) in MDA-MB-468 cells treated or not with EGF (20 or 50 ng/ml) for 3 days. d Increased expression of
SNAILT in MDA-MB-468 cells treated or not with EGF (20 or 50 ng/ml) for 3 days. e Increased staining in H3K4me2 and H3K27me3 marks using IF in
MDA-MB-468 cells treated or not with EGF (20 or 50 ng/ml) for 3 days (representative pictures of 3 independent experiments). f Increased expression
of ADAM19 gene quantified by gRT-PCR in MDA-MB-468 cells treated or not with EGF (50 ng/ml) for 3 days. g Ratio of fold change (EMT: EGF treated
versus NT: untreated MDA-MB-468 cells) following chromatin immunoprecipitation against H3K4me2 and H3K27me3 marks on the ADAM19
promoter. Dotted line =1 (mean +SEM of at least 3 independent experiments) *p < 0.05 and **p <001
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markers were plotted in two dimensions after principal component analysis for NSCLC (b) and for BC subtypes (d)
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We identified a specific and concomitant increase in
positive, H3K4me2/3, and negative, H3K9me3 and
H3K27me3, histone marks following TGFf/TNFa treat-
ment and we performed a ChIP-seq analysis targeting
H3K4me2, with a profile similar to active genes in verte-
brates'?. We identified numerous genes whose regulation
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could be explained by epigenetic modifications on their
promoters and we highlighted an epigenetic signature on
genes involved in ECM remodeling, such as MMP9 and
ADAM19, which was increased in A549, ACHN, and
MCF10A and also previously reported in another study'*.
This was associated with an increase in the H3K4me2 mark
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and VIMENTIN expression levels and an inverse correlation between VIM and SCNNTA in 30 patients tumors classified as EMT-positive. b Top:
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on their promoters during EMT. These results were con-
sistent with a study showing that MMP1/9/10 expression
belonged to a gene cluster that overlaps an active enhan-
cer'®. We confirmed this analysis by showing a decrease of
the H3K27me3 mark on the promoters of MMP9 and
ADAMI9. Our data were in agreement with previously
published results describing that the presence of these two
latter marks were inversely correlated to one promoter™.
To determine whether the epigenetic signature observed on
genes involved in ECM degradation was specific of EMT,
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and not to TGFP/TNFa treatment, we performed the same
set of experiments on an independent model (MDA-MB-
468 cells in which EMT was induced using EGF*'?).
Indeed, we observed a progressive decrease in CDHI
expression and an increase in VIM expression from day2.
Similarly, a strong increase in expression of SNA/I was also
observed at day 2 and then progressively decreased at day 3.
The induction of SNAIL protein expression was only visible
at day 1, suggesting that SNAIL expression is thinly regu-
lated during EMT.
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EMT induction in this model also led to a large overall
epigenetic reprogramming, in particular in genes involved
in ECM remodeling. Indeed, we detected an enrichment
in H3K4me2 on the ADAMI9 promoter. But, interest-
ingly, some of the genes involved in the ECM degradation
presented a different pattern in the MDA-MB-468 (Supp
Fig. 8). These results demonstrated that epigenetic pro-
grams and expression profiles linked to EMT differed
according to the model and the cytokine treatment.

We then established a list of seven new biomarkers of
EMT that presented a similar regulation in our different
models of EMT together with an enrichment of H3K4me2
on their promoter (Supp Fig. 8C and D). In this list, we
highlighted MYO10 and ADAM1I9, two genes linked to
tumor aggressiveness. MYOI0 encodes a member of the
myosin superfamily, which has been associated with
metastasis®®. ADAMI9 encodes a metalloprotease that
belongs to the ADAM family associated with cancer
progression®*, This protein has been associated with EMT
in a glioblastoma model where its silencing by the miR-
145 inhibited EMT?®. Interestingly, the epigenetic sig-
nature of these seven genes was identical whichever the
cell model and the inducer used. We confirmed these
in vitro data in a cohort of 100 NSCLCs. We first selected
30 EMT-positive tumors presenting a high VIMENTIN
staining and confirmed that in vivo EMT was indeed
correlated to an overexpression of the ADAM19 protein
in NSCLCs. Interestingly, ADAM19 was one of the few
genes for which a strong upregulation was observed in our
5 different EMT models (5 different cell lines, 2 different
EMT inducers) and also found in independent studies
with similar or additional models'*'>. Altogether these
data strongly supported the role of ADAM19 in EMT.
Finally, survival analysis of lung cancer patients using the
kmplot.com software showed that a high expression of
genes involved in ECM degradation, such as ADAM1I9 (p
=3.3E-5), ADAMTS6 (p=0.00032), or MMP9 (p=
0.04), was associated with a poor prognosis (Supp Fig. 10).

In conclusion, our data demonstrated, for the first time,
an epigenetic signature of genes involved in ECM remo-
deling during EMT. Our results suggested that ADAM19
expression and its epigenetic regulation could be con-
sidered as a robust new biomarker of EMT in vitro and
in vivo. Moreover, our work suggested that novel antic-
ancer therapies combining conventional drugs with epi-
drugs, targeting ADAMI9 expression, might be tested in
future preclinical studies to reduce metastasis and
aggressiveness.

Materials and methods
Transcriptome analysis and gRT-PCR

Total RNA was isolated from cells using the Tri Reagent
(TR118, Molecular Research Center) according to the
manufacturer’s instructions and RNA quality was
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controlled using the Experion Analysis kit (Biorad,
France). Transcriptome analysis was performed on
extracted RNA from A549, ACHN, and MCF10A cell
lines treated or not (control) with TGEB/TNFa. This
analysis was performed on four RNA preparations for
each cell line and condition. RNA integrity (RNA Integrity
Number > 8) was confirmed using an Agilent 2100 bioa-
nalyzer (Agilent Technologies, France). Then tran-
scriptome profiling was analyzed using the Agilent whole
human genome 8 x 60 K microarray (kit G4851C, Agilent
Technologies). Total RNA was labeled and hybridized
according to the manufacturer’s recommendations using
the LowInput QuickAmp Labeling Kit One-Color (Agi-
lent Technologies, 5190-2305), Gene expression Hybri-
dization Kit (Agilent Technologies, 5188-5242), RNA
Spike-in  one Color Kit (Agilent Technologies,
5188-5282), and washing buffer (Agilent Technologies,
5188-5327). Raw intensity data were log2-transformed
and normalized (intra-array and inter-array scaling) using
the GeneSpring GX software (Agilent Technologies), then
gene expression were submitted to ArrayExpress reposi-
tory under accession number “XXXXX.”

Probes were selected according to their level of
expression (intensity above background in treated and/or
control conditions) and to their absolute fold change
(FCA >2) between treated and control conditions. For
each cell line, unequal variance ¢ tests (Welch ¢ test) were
performed to identify DE probes between treated and
control samples. Adjusted p values were calculated by
controlling the false discovery rate according to the
Benjamini and Hochberg procedure. Probes were con-
sidered as significantly DE if the adjusted p value was
<0.01. Venn diagrams were obtained using the http://
biopuce.insa-toulouse.fr/ExperimentExplorer/venn/
venn_graph.php software. Gene ontology was performed
using the PANTHER software®®.

Reverse transcription was performed in a mix contain-
ing M-MLV (12U, Sigma-Aldrich, M-1302) reverse
transcriptase, oligodT (0.25puM, Eurogentec, Belgium),
random hexamers (1.25puM, C118A Promega, France),
and total RNA (1.5 pg) according to the manufacturer’s
instructions (Sigma-Aldrich). Quantitative PCR were
performed as duplicate using the Step one Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, France) and the Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) according
to the manufacturer’s instructions. Primers used in our
study were designed using the primer 3 software or
according to Gemmill et al® and are listed in the Supp
Table 8.

Cell culture

The A549 (NSCLCC) cell line was obtained from Dr
Christophe Borg (INSERM UMR1098, Besangon, France),
the ACHN (metastatic renal cancer) cells were obtained
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from Dr Viviane Gnemmi (INSERM UMRS995, Lille,
France)?’, MCF10A (immortalized breast cells) cells were
obtained from Philippe JUIN (INSERM U1232, Nantes,
France), and the MDA-MB-468 (metastatic BC) cell line
were obtained from Dr Christine Gilles (Laboratory of
Tumor and Developmental Biology, Liege, Belgium).
A549 and ACHN cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) 1 g/l glucose (Dominique Dut-
scher, L0066, France) and MDA -MB-468 were cultured in
RPMI 1640 medium. Both medium were supplemented
with fetal bovine serum (5%) (Dominique Dutscher,
$1810), penicillin—streptomycin (50 U/ml) (Dominique
Dutscher, L0018), and amphotericin B (1.25 pg/ml) (PAA,
P11-001, France). Cells were cultured at 37 °C in 5% CO,,
and routinely used at 70-80% confluence. MCF10A were
cultured in DMEM-F12 supplemented with 20 ng/ml EGF
(Sigma-Aldrich, France), 100 ng/ml choleric toxin (Sigma-
Aldrich), 10pg/ml insulin (Sigma-Aldrich), 0.5pg/ml
hydrocortisone, and antibiotics as described above. Cells
were cultured at 37°C in 5% CO, and routinely used at
70-80% confluence. When indicated, EMT was induced
for 1-5 days using 4 ng/ml TGFP (100-21, Peprotech,
France) (ACHN, A549 and MCF10A) and 20 ng/ml TNFa
(300-01 A, Peprotech) or 20-50 ng/ml EGF (MDA-MB-
468).

Epigenetics
Quantification of histone modifications

Histones were prepared from fresh cell pellets using the
EpiQuik Total Histone Extraction Kit (OP-0006, Euro-
medex, France) and the protein were quantified using the
Bradford Protein Assay (Biorad, 5000006). The efficiency
of histone extraction was controlled using migration (see
below) and detection of total histones by Coomassie
staining and then WB using an anti-H3 antibody. Histone
posttranslational modifications were quantified using the
EpiQuik Histone H3 Modification Multiplex Assay Kit (P-
3100, Epigentek) as per the manufacturer’s instructions.
Each histogram corresponds to the mean of 2 indepen-
dent experiments and each measure was obtained using a
pool of 100 ng of total histones issued from 2 independent
extractions (50 ng + 50 ng).

Chromatin immunoprecipitation

Chromatin was prepared using the truChIP™ Chromatin
Shearing Kit (520154, Covaris, France) according to the
manufacturer’s instructions. Each sample was submitted
to a 8 min sonicated using the M220 Covaris sonicator.
ChIP were performed using the IP-Star Compact Auto-
mated System (Diagenode, Belgium) with the Auto iDeal
ChlIP-seq Kit for Histones (C01010171, Diagenode) and 1
pg of ChIP-grade antibody or IgG (IG07-2, P.AR.LS.).
Libraries were prepared from 5ng of ChIP DNA and
Input DNA with the NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep
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Kit for Illumina (E7370S, New England Biolabs, USA),
according to the manufacturer’s instructions. From each
library, 50 bp single reads were sequenced using an Illu-
mina Hiseq 1500 system (Illumina). Reads were filtered
according to their quality (Q Score>30) and adapter
sequences were removed using Cutadapt®. Reads were
aligned to the human genome (hgl9) using the BWA
(version 0.7.10). We obtained a mean of 21 million (min
=10M, max=48M, sd =6 M) uniquely mapped reads
per sample. H3K4me2 differentially enriched regions
(peaks) were identified using SICER-df (g = w = 200 bp).
We considered two pairs of libraries: (1) TGFp-/TNFa-
treated condition versus its input control, (2) non-treated
condition versus its input control. The basic strategy of
SICER-df is to identify significant islands using SICER.sh
in each of the two pairs, merge the two sets of significant
islands, and then determine the significance of changes by
comparing merged islands between the treated and the
non-treated condition®”. A region was considered sig-
nificantly enriched between treated and non-treated
conditions if the adjusted p value (Benjamini and Hoch-
berg) was <0.01 and the FCA =22. We used the PAVIS
software to annotate the H3K4me2 marks with an
upstream/downstream interval of +5Kb from transcrip-
tion start site’”. Integration of transcriptome and ChIP-
seq data was performed using BETA on the H3K4me2
differentially enriched regions™'. A gene was considered as
potentially regulated by the H3K4me3 mark if its rank
product was <0.01. We then used the DeepTools suite to
generate heat maps of read coverage®?, and we used GSEA
to search for enriched molecular signatures among
genes™. A gene set was considered as significantly enri-
ched if the Fisher exact test g-value was <0.001. Primers
used for the ChIP validations were designed using the
primer 3 software and listed in the Supp Table 8 and
antibodies are listed in Supp Table 9.

Western blotting

For the preparation of total protein extracts, cells were
scraped, harvested and lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-
HCI, pH 8, 150 mM NacCl, 1% Triton X100, 0.5% DOCA,
0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)) supplemented with
protease inhibitors (104 mM AEBSF, 1.5 mM pepstatin A,
1.4 mM E-64, 4 mM bestatin, 2 mM leupeptin, and 80 uM
aprotinin) for 30 min on ice, then sonicated for 15 s, and
centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. Proteins were
quantified using the Bradford method and then proteins
(25-40 pg) were separated on TGX acrylamide gels
(1610172, Biorad) at 300V for 30 min using and trans-
ferred onto Transblot turbo PVDF (1704157, Bio-Rad)
membranes for 10-15min with the Transblot turbo
(1704150, Biorad) according to the manufacturer’s
recommendations. Membranes were saturated in TBS-
Tween 20 0.1% supplemented with 5% milk for 1h and
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then incubated with primary antibodies (listed in Supp.
Table 9) overnight at 4°C. Membranes were washed 3
times with TBS-Tween 20 0.1% and incubated with sec-
ondary anti-rabbit or anti-mouse horseradish peroxidase
conjugate antibody according to the manufacturer’s
instructions (BI2407, BI2413C, P.A.R.LS., France). The
membrane was then washed 3 times with TBS-Tween 20
0.1% and incubated with Clarity Western Cl substrate
(1705051, Biorad) and chemiluminescence was monitored
using a Biorad ChemiDoc™XRS+.

Zymography

Cells were cultivated for 3 days in complete medium,
with or without TGFB/ TNFa, and then medium was
replaced by serum-free medium containing or not the
cytokines for 2 additional days. Five hundred pl of med-
ium was concentrated using Pierce Concentrator, PES
30K MWCO (88502, Thermo Scientific) columns at
15,000 x g for 5min. Samples were diluted in 1x non-
reducing sample buffer (25 mM Tris-HCl, pH6.8, 0.8%
SDS, 4% glycerol, 0.002% bromophenol blue) and sepa-
rated in 7.5% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
containing 4 mg/ml Gelatin. The gel was washed 2 times
with washing buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2.5% Tri-
ton X-100, 5mM CaCl,, 1 uM ZnCl,) for 30 min, rinsed
for 10 min at 37 °C in incubation buffer (50 mM Tris-HCI
pH7.5, 1% Triton X-100, 5mM CaCl,, 1 uM ZnCl,) with
agitation, and then incubated for 24h at 37°C in the
incubation buffer with agitation. The gel was stained for 1
h in 40% methanol, 10% acetic acid, and 0.5% Coomassie
blue, rinsed with water, and destained in 40% methanol
and 10% acetic acid before quantification.

Immunofluorescence

Cells were cultured for 24 h on coverslips and then fixed
with cold methanol for 20min at —20°C and then
blocked with Blocking solution (82007, Olinkbioscience)
for 1 h at 37 °C. Incubations with primary antibodies were
performed overnight at 4 °C, and then cells were rinsed 3
times with TBS-tween 0.1%. Incubations with secondary
antibodies goat anti-rabbit and got anti-mouse AlexaFluor
488 or 555 (Life technologies) for were performed 1h at
37°C, and then cells were rinsed 3 times with TBS-tween,
stained with DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole), and
mounted using Fluoromount Aqueous Mounting Med-
ium (F4680, Sigma Aldrich). Images were acquired with
an Olympus FV1000 laser scanning confocal microscope
(x63 objective).

Flow cytometry

For membrane staining, cells were incubated with the
corresponding antibody for 30 min at 4 °C, then washed
with phosphate-buffered saline and centrifuged for 10 min
at 300 x g. Ten thousands cells from each sample were
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evaluated for fluorescence detection using BD FACS-
Canto cytometer (Becton Dickinson) and analyzed with
the FACS Diva software.

Tissue samples, IHC, and immunostaining assessment

Paraffin-embedded tissue biopsies of NSCLCs were
collected in collaboration with the Tissue Biobank of the
University of Liege (Liege, Belgium). This protocol was
approved by the Ethics Committee of The University
Hospital of Liége. The initial diagnosis of each case was
confirmed by experienced histopathologists. IHC analysis
was performed with a standard protocol detailed pre-
viously and the primary antibodies listed in Supp.
Table 9**. Following IHC, samples were classified into two
groups: EMT-positive versus EMT-negative in regard to
the intensity of VIMENTIN staining (score (0-3) and
extent (0-3). As previously described®, the 2 scores were
multiplied to obtain a global score ranged between 0 and
9. All immune-labeled tissues were evaluated by two
experienced histopathologists.

Statistics

Mean comparison were analyzed using Student's ¢ test
with the GraphPad Prism5 software. Correlation indices
were measured using Spearman test calculated with the
Image] software. Significant values are highlighted in bold
in each figure. Retrospective transcriptome analysis was
performed using the R software version 3.3.1, R Founda-
tion for Statistical Computing, Vienna, Austria. Tran-
scriptomes were built from Affymetrix series (GPL570
platform) after GC-RMA normalization. For BCs,
2830 samples were used from the following GEO series:
GSE12276, GSE12790, GSE18931, GSE2109, GSE22035,
GSE23720, GSE23994, GSE25407, GSE26910, GSE30010,
GSE3744, GSE5764, GSE17700, GSE26639, GSE16446,
GSE18864, GSE22513, GSE19615, GSE20685, GSE21653,
GSE23177, GSE9195, GSE6532. Samples were classified
with PAM50 method using 50 genes (genefu R package).
For lung cancers, 802 samples were normalized from the
following GEO series: GSE101929, GSE10245, GSE18842,
GSE22047, GSE30219, GSE32496, GSE37745, GSE43580,
GSE77803.
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Abstract: EMT (epithelial to mesenchymal transition) is a plastic phenomenon involved in metastasis
formation. Its plasticity is conferred in a great part by its epigenetic regulation. It has been reported that the
trimethylation of lysine 27 histone H3 (H3K27me3) was a master regulator of EMT through two antagonist
enzymes that regulate this mark, the methyltransferase EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) and the lysine
demethylase KDM6B (lysine femethylase 6B). Here we report that EZH2 and KDM6B are overexpressed in
numerous cancers and involved in the aggressive phenotype and EMT in various cell lines by regulating a
specific subset of genes. The first paradoxical role of these enzymes is that they are antagonistic, but both
involved in cancer aggressiveness and EMT. The second paradoxical role of EZH2 and KDM6B during EMT and
cancer aggressiveness is that they are also inactivated or under-expressed in some cancer types and linked to
epithelial phenotypes in other cancer cell lines. We also report that new cancer therapeutic strategies are
targeting KDM6B and EZH2, but the specificity of these treatments may be increased by learning more about

1. Introduction

2.1. Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT)

Epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a phenomenon that leads epithelial cells to gradually acquire a
mesenchymal phenotype. This process is associated with a loss of expression of specific epithelial proteins
called “epithelial markers,” such as E-CADHERIN (coded by CDH1 gene), CLAUDIN, or OCCLUDIN, and a gain of
expression of other proteins called “mesenchymal markers,” such as VIMENTIN or N-CADHERIN. At least three
distinct types of EMT have been reported so far, even if they present highly similar mechanisms: (i) type | is
implicated in embryo formation and organ development; (ii) type Il is involved in wound healing, regeneration
of tissues, and in organ fibrosis; and (iii) type Il is implicated in cancer development and aggressiveness. The
latter also plays a role in tumor escape, impairing the formation of the immune synapse or leading to the
overexpression of the immune checkpoint inhibitor PD-L1 (programmed death ligand 1) [1-3], and in
metastasis formation [4,5]. Indeed, in type Il EMT, tumor cells have been shown to present a loss of expression

of adhesion proteins [6], to secrete various metalloproteases, such as MMP9 or ADAM19 [7], leading to
Epigenomes 2019, 3, 1; doi:10.3390/epigenomes3010001 www.mdpi.com/journal/epigenomes
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the mechanisms of action of these enzymes and their specific partners or target genes in different cancer
types.

Keywords: cancer; EMT; metastasis; epigenetics; KDM6B; EZH2; H3K27

the digestion of the extracellular matrix and then to the escape of the primary tumor and the migration
through the blood or lymphatic circulation [4,5].

All the changes occurring during EMT at the morphological, functional, or molecular levels can be reversed to
return to the original epithelial phenotype. This phenomenon is called mesenchymal to epithelial transition
(MET) [8,9]. Through this process, circulating cancer cells can invade another organ, leading to the formation
and growth of a secondary tumor called metastasis (Figure 1). However, the definition of EMT remains complex
since there is not only one EMT but a multitude of intermediate states presenting different expressions of
epithelial and mesenchymal markers. This plasticity has been described to be mainly linked to the epigenetic
regulation of EMT, which is itself a highly plastic and reversible process, as described below.

MET Mesenchymal phenotype
Epithelial phenotype VIMENTIN
E-CADHERIN
N-CADHERIN
CLAUDIN - - < SNAIL
OCCLUDIN ZEB
CONNEXN '@ @& @ ® oo TWIST
EMT
- .
. EMT
A Blood or lymphatic > et WY |
—
Primary tumor e Rireulation W Metastasis

Figure 1. Roles of EMT in the formation of metastases. Epithelial cells, expressing epithelial markers, can undergo
EMT and progressively acquire a mesenchymal phenotype characterized by the expression of mesenchymal markers.
EMT is reversible and the opposite transition is called MET (mesenchymal to epithelial transition). EMT and MET are
involved in the emergence of metastases by allowing cells to migrate to the blood or lymphatic circulation and then
invade another organ to generate a secondary tumor called metastasis.

Type Il EMT can be induced by various intra- or extra-cellular factors or stress. It has been described that EMT-
activating transcription factors (EMT-ATFs), such as SNAIL, TWIST, and ZEB (zinc finger E-box-binding
homeobox) families, are main regulators of EMT [10]. These EMT-ATFs are activated via hypoxia, cytokines
(TGFB, TNFa), growth factors (EGF), or by cellular signaling pathways (WNT, HEDGEHOG, NF-kB, and NOTCH),
and their activation leads to EMT induction [11].

1.2. Epigenetic Regulation of EMT

The word “epigenetics” was used for the first time in 1942 by Conrad Hal Waddington, who used the term of
“epigenotype” to describe the different phenomena which are involved in the implementation of a phenotype
from a genotype, and “epigenetics” for studies related to the understanding of this phenomenon [12]. This
definition has been widely modified since the 1940s to lead to the one currently used now: “Epigenetics is the
study of the regulation of gene expression,

without DNA nucleotide sequence alteration, and linked to hereditary transmission.” This field includes the
study of non-coding RNA (miRNA, IncRNA, etc.), which can bind DNA or mRNA and influence gene
transcription, DNA methylation (methylation of cytosines in CpG regions leading to the repression of
transcription) and histone post-translational modifications (Table 1). Plasticity of epigenetic regulation is
conferred by the reversible character of the corresponding biochemical reactions. Indeed, DNA methylation,
histone post-translational modifications, and non-coding RNA expression can be reversed according to the cell
pathophysiological context. Moreover, epigenetic modifications have been widely linked to EMT regulation
and suggested to confer the necessary plasticity to regulate cancer aggressiveness, invasion, and metastasis
[13].
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Table 1. Main histone post-translational modifications and their effects on gene expression.

Type of Histones Modification

Description

Effect on the Gene Expression

Acetylation of the lysine amino

Decrease of histone/DNA interaction, chromatin

Acetylation . is structurally loose, less compact, and
groups of histones s X
transcription is activated
Arginine: transcription activation; lysine:
Methvlation of arginine or Ivsine activation or inhibition of transcription
Methylation ¥ g 4 depending on the lysine targeted and the

in histones

number of methyl groups added (mono-, di-, or
tri-methylation)

Ubiquitination

Mono-ubiquitylation of lysine of
histones H2A and H2B

Regulation of transcription initiation and
elongation

Phosphorylation of serine,

DNA damage response (phosphorylation of
H2AX), modulation of DNA compaction and

Phosphorylation X . ’ . A . . .
phory threonine or tyrosine of histones interaction with other histone post translational
modifications
SUMOylation SUMO protein conjugation on Competition with other lysine modifications.

lysine of histones

Decrease and stop of transcription

ADP ribosylation

Ribosyl-ADP addition on lysine of
histones

DNA damage and transcription activation

Arginine Citrullination

Transformation of an arginine into
a citrulline residue

Decrease of DNA compaction

Isomerization of a proline in cis

Modulation of histone methylation and

conformation into a trans
conformation

Proline isomerization L
transcription

In this review, we will focus on the regulation of the methylation of lysine 27 of histone H3
(H3K27me3), a repressive mark, which has been described as a master regulator of EMT. It is noteworthy that
the amino group of lysine 27 of histone H3 can also be acetylated and that the H3K27Ac mark is generally
associated with increased gene transcription and therefore inversely correlated with H3K27me3 [14,15]. It has
also been shown that the H3K27me3 mark is associated with temporarily repressed gene expression, which
could easily be re-expressed later [16]. H3K27 can be mono-, di-, or tri-methylated (H3K27me, H3K27me2, and
H3K27me3). H3K27me is associated with active transcription, whereas H3K27me2, and in particular
H3K27me3, are associated with repressed genes (Figure 2). This methylation status is regulated via a histone
methyltransferase, EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), which mono-, di-, or tri-methylates H3K27; and two
lysine demethylases, KDM6B (lysine demethylase 6B) and KDMG6A (lysine demethylase 6A), which can mono-,
di-, or tri-demethylate H3K27.

EZH2
i snai o B SN mel e P
KDM6B/A

Downstream gene transcription

Figure 2. Regulation of H3K27 methylation status. H3K27 methylation status is regulated via three enzymes: EZH2
(methyltransferase) and KDM6B/A (demethylases). The H3K27 methylation level is inversely correlated to downstream
gene transcription.

1.3. Current Described Roles of KDM6B and EZH2

EZH2, also called KMT6A (lysine methyl-transferase 6A or ENX-1), is a subunit of the polycomb repressive
complex 2 (PRC2), which is normally involved in embryonic development and in stem cell maintenance. PRC2’s
main function is the di- or tri-methylation of H3K27, via its catalytic subunit EZH2. The other essential
components of the PRC2 complex are SUZ12 (suppressor of zeste 12) and EED (embryonic ectoderm
development). SUZ12 is directly involved in the tri-methylation of H3K27me3, more likely by inducing EZH2
binding to histone and modulating EZH2 conformation [17]. EED has a H3K27 binding domain that favors the
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recruitment of PRC2 on histone H3. Additional proteins have also been associated with the PRC2 complex:
RBBP4 and RBBP7 (retinoblastoma binding protein 4 and 7), and HDAC1 and HDAC2 (histone deacetylase 1
and 2). However, these proteins are not required for the histone methyltransferase activity of PRC2 [18] but
they may drive the recruitment of the PRC2 complex onto DNA or histone H3 (Figure 3). PRC2 can regulate
different subsets of genes depending on the cell type. Indeed, it has been described that PRC2 may be
recruited to chromatin on a response element (PRE = PRC2 response element) [19], but the cell type-
dependent profiles of PRC2 recruitment remain unclear. However, the potential presence of specific DNA- (or
histone)-binding proteins in the PRC2 complex (e.g., HDAC1 and 2 or RBBP4 and 7) may partially explain these
cell type specificities (Figure 3).

'HDAC1/3: NICURSTNT O SN  |nvolvement in cancer
of target genes metabolism

\‘ p— _occasional

-
and stem cell maintenance

K27 Required

. partners

H3
H3 H3
H3
Protection against . K27
degenerative diseases B
NEU0 Transcription Activation
= of target genes
/
metabolism Embryonic development [RaGUilRetSy
regulation of \ P53

inflammatory response

Figure 3. The current described roles of EZH2 and KDM6B. EZH2 methyltransferase activity, which catalyzes mono-,

di-, or tri-methylation of H3K27, requires the presence of the PRC2-associated proteins, SUZ12 and EED. HDAC 1/3

and RBBP 4/7 can also be part of this complex but are not required for methyltransferase activity. EZH2 is important

for normal embryonic development and stem cell maintenance. Moreover, it can also regulate cancer metabolism.
KDM6B presents a lysine demethylase activity, which is a specific feature of H3K27. p53 has been reported to interact

with KDM6B but is not required for its demethylase activity. KDM6B is required for embryonic development and the
regulation of inflammatory responses, and is also important in cancer metabolism regulation and presents protective
effects in some neurodegenerative diseases.

KDMG6B, also called JMJD3 (Jumonji domain containing protein 3), is a H3K27me3 lysine demethylase, which
plays an important role in the regulation of embryogenic development via controlling HOX genes (a subset of
homeotic genes). For example, KDM6B can directly demethylate H3K27me3 in HOX and BMP (bone
morphogenetic protein) promoters leading to activated transcription, which is essential for bone
differentiation [20]. KDM6B also plays a role in the regulation of the inflammatory response by controlling
macrophage differentiation (transcription activation of HOXA11 and BMP2 genes) [21]. The proteins involved
in the recruitment of KDM6B on chromatin are poorly documented. Nonetheless, it has been shown that p53
can bind to KDM6B and promotes the recruitment of the complex on its target genes to activate their
transcription [22].

Furthermore, even if PRC2 can bind to its PRE, this is not sufficient to explain the target genes of EZH2, and
KDMG6B appears to not have any affinity to specific DNA regions. EZH2 and KDM6B may rather require
protein partners to specifically bind chromatin (Figure 3).

The deregulation of KDM6B and EZH2 has been described to be involved in the development of several
disorders. KDM6B seems to prevent some neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease [23], but
the most documented disease linked to KDM6B and EZH2 dysregulation is cancer [23— 25]. Indeed, both these
enzymes have been involved in EMT and tumor aggressiveness in various cancer cell types, and this review will
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specifically focus on the roles of EZH2 and KDM6B on the epigenetic regulation of EMT. Despite their described
antagonist roles, these two enzymes were almost never studied together, apart from the work from Daures et
al. [26,27].

2. EZH2 Is Associated to EMT and Cancer Aggressiveness

2.1. EZH2 Is Differently Expressed between Tumor and Normal Tissues in Various Cancer Types

A great number of publications studied EZH2 expression in different tumors using various techniques. These
data have been summarized in Table 2. In clear cell renal cell carcinomas (ccRCCs), a high expression of EZH2
has been correlated with bad prognosis, metastasis, and high grade tumors [28,29]. Similar observations were
collected in esophagus squamous cell carcinoma, in which EZH2 expression levels are higher in tumors
compared to adjacent tissues and this higher expression has been correlated to the apparition of distant
metastasis, bad prognosis, depth of invasion, and tumor size [30]. Similar data were also obtained in bladder
urothelial carcinoma; in cutaneous (human and murine) melanoma; in hormone refractory and metastatic
prostate cancer; in gastric cancer; breast, lung, and ovarian carcinoma; as well as in pediatric brain tumors.
Therefore, it is clear that a high expression of EZH2 was frequently correlated to high grade tumors,
aggressiveness, and poor patient outcome [31-40].

Although EZH2 seems generally associated to aggressiveness, some inactivating mutations or deletions of the
EZH2 gene have also been reported in different cancers, suggesting an ambiguous role of EZH2 in these
cancers. In lung adenocarcinomas, the KRAS mutation is a major oncogenic mutation frequently associated
with the EZH2 mutation. Inactivating EZH2 mutations was found in 14% of all the studied tumors. Conditional
EZH2 knock-out (KO) mice were also used to demonstrate that £ZH2 inactivation increased lung
adenocarcinoma aggressiveness in mice carrying the KRAS mutation [41]. Moreover, a study performed on
119 patients with myelodysplastic syndromes and myeloproliferative neoplasms showed that 8.4% of the
patients presented an inactivating mutation in the EZH2 gene and that 3.4% of patients presented a deletion
of this gene. Moreover, the deletion of the EZH2 gene in mice was sufficient to induce a myeloid dysplasia
[42].

Table 2. EZH2 expression in various cancer types and correlation to clinical parameters. EZH2 is often overexpressed
in cancers (green), but in a few cases such as lung adenocarcinoma or myelodysplastic syndromes, some inactivating
mutations (red) have been found in the EZH2 gene. IHC: immunohistochemistry; IF: immunofluorescence.

Cancer Type Over/Under Expressed Technique Ref.
Clear cell renal cell carcinomas (ccRCC
( ) Overexpressed in metastasis IHC [29]
Clear cell renal cell carcinomas (ccRCC)  Overexpressed in aggressive and IHC (28]
invasive carcinomas
Esoph m Il carcinom
sophagus squamous cell carcinomas Overexpressed IHC 30]
. . Overexpressed in invasive and RT-gPCR on cell lines and
Bladder urothelial carcinomas p . . q [39]
aggressive carcinomas tissues
Urothelial carcinomas Overexpressed Tissue microassays/IHC [38]
Cutaneous melanomas and cancers of
the endometrium, prostate and breast  Overexpressed IHC, Tissue microarray [31]
Human and murine melanomas Overexpressed IF [40]

Hormone refractory, metastatic Gene expression profiling

Overexpressed [37]

prostate cancers
Overexpressed and correlated

Gastric cancers with aggressiveness and IHC [35]
invasion

Breast carcinomas Overexpressed in invasive Tissue microarray [34]
tumors

Ovarian carcinomas Overexpressed IHC [36]
(o] di i

Lung Adenocarcinoma verexpressed in poor prognosis - (32]
tumors

Adult and pediatric brain tumors Overexpressed IHC [33]
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Inactivating mutations in 14% of

Lung adenocarcinomas the cohort samples Sequencing [38]
Myelodysplastic

syndromes/Myeloproliferative Inactivating mutations Extensive mutation analyses [42]
neoplasms

2.2. EZH2 Modulates EMT by Targeting a Specific Subset of Genes

Since EZH2 was described to be overexpressed in many aggressive tumors, this protein was proposed to act as
a master regulator of the expression of EMT ATFs. However, it has been shown, in head and neck squamous
cell carcinoma cell lines FaDu and SNU1041, that EZH2 did not regulate SNA/1 or SNAI2 gene expression.
Moreover, a siRNA-driven knock-down of EZH2 increased E-CADHERIN levels and decreased N-CADHERIN and
VIMENTIN levels, leading to an inhibition of migration and invasion capacities without modulating EMT ATFs
levels [43]. Surprisingly, in the ovarian cancer cells SKOV3, ChIP experiments showed that EZH2 could directly
repress ZEB2 expression when EMT was induced in these cells following TGF-B treatment [44] suggesting that
EZH2 inhibited EMT in these cells. In the MHCC97H and MHCC97L cells lines (hepatocellular carcinomas),
IncRNA Carlo5 bound to EZH2 protein and recruited it onto the miR-200b promoter to repress its transcription.
miR-200b was previously described to be linked to an epithelial phenotype by blocking EMT, provoked by the
inhibition of ZEB1 and ZEB2 signaling (repressors of CDH1 gene transcription). The repression of miR-200b
expression by the complex IncRNA Carlo5-EZH2 therefore favored EMT [45]. In non-small cell lung cancer cells,
miR-21 overexpression also enhanced EZH2 expression via an unknown mechanism and promoted cell invasion
and migration [46].

Even if the implication of EZH2 in the regulation of EMT ATFs expression is not clearly defined, many
interactions between these proteins have been reported. Indeed, overexpression of TWIST1 in bone marrow
squamous cells led to the overexpression of EZH2 via an unknown mechanism. This was also associated with
the repression of cell proliferation mediated by the recruitment of EZH2 and addition of the H3K27me3 marks
on the P16/INK4/ARF locus [47]. In oral tongue squamous cell carcinomas cells, Cal27, SNAI1, and SNAI2
induced the repression of miR-101, and consequently increased the levels of EZH2 in an unclear mechanism
[48]. In the nasopharyngeal carcinoma cell line, HNE1 and SNAI1 can bind to the deacetylase enzymes
HDAC1/2, which has also been described to interact with EZH2. This linear repressive complex is then able to
trimethylate H3K27 and deacetylate histones, and thus repress the transcription of target genes, such as CDH1
[49].

EZH2 did not only regulate EMT via its interaction with EMT ATFs, but also by regulating several target genes
that were described as EMT regulators in many cell types (Table 3). Indeed, the down-regulation of CDH1 can
be directly controlled via EZH2. It has been shown in the colon cancer cell line HT-29-M6 that both SNAI1 and
EZH2 were required to recruit PRC2 on the promoter of CDH1, and that EZH2 and SNAI1 stabilized each other
on this promoter [50]. Cho and collaborators also reported that EZH2 directly repressed CDH1 expression by
the trimethylation of H3K27 on its promoter [51]. Similarly, it has been suggested, in the ovarian cancer cell
line HO-8910, that EZH2 repressed CDH1 gene expression. Indeed, a siRNA-driven knock-down of EZH2 led to
an increase in E-CADHERIN expression and to a decrease in invasion and migration capacities of these cells
[36]. In the prostate cancer cell line PC3, the chemical compound triptolide (a promising anti-cancer drug
whose mechanisms are not well described but are believed to involve the regulation of caspases, NF-«kB
pathway, heat-shock proteins, and DNA repair associated factors [52]) decreased mRNA levels of EZH2, and
led to an increase in CDH1 expression [53].

RKIP (Raf-1 kinase protein inhibitor) inhibited tumor metastasis in different types of cancers such as breast,
prostate, gastric, and cervical cancers [54-56]. In breast (MCF-7, T47-D, and MDA-MB-231) and prostate
(LNCaP, DU145, and PC3) cancer cell lines, EZH2 directly repressed RKIP transcription by inducing H3K27
trimethylation on its promoter, leading to increased metastasis [57]. Furthermore, in melanomas, EZH2
similarly repressed AMD1 gene expression (a protein involved in polyamine synthesis), leading to increased
levels of SNAI1, ZEB1, and TWIST1, and to increased invasion and metastasis, both in vitro and in vivo [40]. In
small cell lung cancers, EZH2 overexpression is related to poor prognosis and associated to the H3K27me3-
dependent repression of JUB1 in these tumors. Moreover, overexpression of JUB1 in small cell lung cancer
cells—DMS53, Lul30, and H209 cells—decreased cell proliferation showing that EZH2 promoted lung cancer
cell proliferation via the inhibition of JUB1 expression in these models [58]. P27“?, a gene coding a tumor
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suppressor protein involved in cell cycle arrest via the inhibition of CDK proteins, presented an EZH2-
dependent repression of transcription in MIA-PaCa2 and Panc04.03 cancer cells, leading to uncontrolled cell
growth and aggressiveness [59].

EZH2 also promoted EMT and cancer aggressiveness via the repression of genes involved in different signaling
pathways. Indeed, in liver cancers, EZH2 was recruited by the long non-coding RNA IncAPC to the APC promoter
where it repressed transcription in a H3K27 methylation-dependent manner. APC normally participates to the
cytosolic sequestration of B-CATENIN and to its degradation. EZH2 overexpression therefore led to the
activation of the Wnt/B-CATENIN pathway that favored liver tumor initiating cells (TIC) self-renewal and cancer
aggressiveness [60]. In the non-small cell lung adenocarcinoma cell lines, A549 and H358, chemical inhibition
(using the specific GSK126 inhibitor) of EZH2 led to increased levels of IGF1 mRNAs, associated to a global
decrease in H3K27me3 levels [41]. Amongst the IGF1 downstream targets, AKT and ERK signaling pathways
were previously described to be both associated to increased proliferation.

Data obtained in breast cancers also illustrated the dual role of EZH2 in cancer aggressiveness. In the MDA-
MB-231 cell line, an ER (estrogen receptor)-negative cell line, EZH2 positively activated the transcription of
NF-kB target genes in a methyltransferase-independent way, which contributed to aggressiveness of these
breast cancer cells. On the contrary, in the ER-positive breast cancer cell line, MCF-7, EZH2 interacted with ER
and activated the recruitment of the PRC2 complex on the NF-kB promoter where EZH2 tri-methylated
H3K27 and repressed NF-kB transcription [61].

Altogether, these studies highlighted that EZH2 can be considered as an inducer of EMT or cancer
aggressiveness in a large range of tumors, but surprisingly, in rare cases, EZH2 was also associated to anti-
tumor properties. These studies highlighted the paradoxical role of EZH2 in the regulation of EMT.

Table 3. EZH2 target genes in various cancer cell lines. EZH2 directly downregulated (red) many genes in a wide range
of cancer cell lines, but in some cases, it also directly, or indirectly, activated (green) transcription of some genes
such as NF-kB target genes, C-MYC or CYCLIN D1.

Tissue of Origin of

Name of the Cell Line Genes Regulated Direct/Indirect Ref.
the Cell Line
Down-regulation of N-CADHERIN Unknown [43]
Head and neck and
squamous cell FaDu and SNU1041 VIMENTIN Up
carcinoma regulation of E-
CADHERIN
. . Down-regulation of ZEB3, .
Ovarian cancer SKOV3 and Kuramochi VIMENTI%V, N-CADHERIN Direct [44]
Colon cancer HT-29 M6 Down-regulation of CDH1 Direct [50]
Non-small cell lung A549 Down-regulation of CDH1 Direct [51]
cancer

. Down-regulation of CDH1,
Ovarian cancer HO-8910 Up-regulation of TGF-61 Unknown [36]

Down-regulation of ADRB2,
Prostate cancer PC3 DAB2IP, CDH1 and CDKN2A Unknown [53]

3.3. EZH2 Modulates EMT and Cancer Aggressiveness via Activating Gene Transcription, Independently of Its
Methyltransferase Catalytic Activity

As described above, EZH2 might present both methyltransferase and polycomb-independent activities (Table
3). In the absence of ER, in ER-negative breast cancers, EZH2 interacted with RelA and RelB, two NF-kB subunit
proteins, but surprisingly, EZH2 mutants lacking the enzymatic domain were still able to interact with both
these proteins showing that these interactions were independent of the catalytic subunit of EZH2.
Furthermore, in cells overexpressing either an inactive or an active EZH2,

without expressing wild type EZH2, the transcription of NF-kB target genes was up-regulated, showing that
EZH2 activated transcription of these genes independently of its catalytic activity. Moreover, co-
immunoprecipitation experiments of SUZ12 confirmed the interaction of SUZ12 with EZH2, but not with RelA
or RelB, data which strongly suggested that the binding of EZH2 with the PRC2 polycomb complex or RelA/RelB
was exclusive. These data therefore suggested that the Polycomb complex was not required for the
transcriptional role of EZH2 [61].
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Prostate and breast LnCAP, MCF7, DU-145 and

ancer LSHAR Down-regulation of RKIP Direct [57]
Human and murine XB2, Melan-a, HEK293T, Down-regulation of AMD1, Direct (40]
melanomas B16F1 and B16F10 DCK and WDR19 trec
Small cell |

mall celllung Cancer 1553, Lul30, H209 Down-regulation of JUB Direct [58]

MIA-PaCa2 and
. - H kip i

Pancreatic cancer Panc04.03 Down-regulation of p27 Direct [59]
Liver hepatocellul

"’ef slpehteeslle huh-7 and Hep-3B Down-regulation of APC Direct [60]
carcinoma
Non-small cell lung H358 and A549 Down-regulation of IGF1 Unknown [41]
carcinoma Down-regulation of AKT and .

. Indirect
ERK (via IGF1)
ER- tive b t D - lati f NF-kB t. t
negative breas MDASVIB23] own-regulation o KBtarget o wn [61]
cancer genes
- . . Up-regulation of NF-kB target
ER-positive luminal like MCF7 genes by binding of RelA and Direct [61]
breast cancer
RelB

e T Up-regulation of C-MYC and - =

reast cancer - CYCLIN D1 irect [62]

Similarly, in the breast cancer cell lines, MCF-7 and T47D, co-IP and GST-pulldown experiments revealed that
EZH2 was found to interact with ERa and B-CATENIN and to induce the transcription of their target genes. In
these models, these interactions contributed to cell cycle progression and cancer aggressiveness [62]. These
examples also strongly suggested that EZH2 was able to induce the transcription of target genes independently
of its interaction with the PRC2 complex.

2.4. Regulation of EZH2 Expression during EMT

EZH2 expression was described to be regulated at both transcriptional and post-translational levels. Two
different transcription factors have been reported to activate EZH2 transcription during EMT. First, in the
breast epithelial cancerous and normal cells, PY2T and NMuMG, SOX4 was described as a direct activator of
EZH2 transcription following TGF-f treatment [63]. Second, in the breast cancer cell lines—MDA-MB-468,
MDA-MB-231, and SKBr3—the MEK-ERK1/2 pathway activated EZH2 transcription via the direct recruitment
of P-ELK1 on the EZH2 promoter. Indeed, this activation was not observed in the less aggressive breast cancer
cell line HCC1500 (ER-positive cells) [64].

Many miRNAs were also described to target EZH2 mRNA leading to decreased cellular levels of
EZH2 mRNA. Among these miRNAs, miR-101 was the most frequently observed, since it has been described to
target EZH2 in gastric cancer cell lines (BGC-823, SGC-7901, AGS, and MKN-45), in head and neck squamous
cell carcinomas (HNSCCs) and in the glioblastoma cell line U87. In all these cancer models, miR-101 inhibited
migration, invasion, or EMT [65—67]. Similarly, in the hepatocellular carcinoma cell line HEPG2, another miRNA,
miR-137, targeted EZH2 mRNA that led to decreased cell migration and invasion. Indeed, miR-137 was
described to be less expressed in HCCs than in normal tissues [68]. Moreover, miR-138 also inhibited EMT by
targeting EZH2 mRNA in the HNSCCs 1386Ln and 686Tu cell lines [69]. miR-124 targeted the 3’-UTR of EZH2
mRNA leading to its degradation and overexpression of this miRNA suppressed cell motility, invasion and EMT
in vitro, and intra-hepatic and pulmonary metastasis formation in vivo [70]. In the esophageal squamous cell
carcinoma cell line, Ecal09, miR-98, and miR-214 also targeted the 3’-UTR of EZH2 mRNA and inhibited
migration and invasion. These miRNAs were downregulated in esophageal squamous cell carcinomas and their
expression was inversely correlated with lymph node metastasis [71]. Finally, various miRNA targeted EZH2
mRNA and inhibit migration and invasion in various cancer cell lines. MiR-214, miR-4465, and miR-137 targeted
EZH2 respectively in hepatocellular carcinoma cell line SK-HEP-1, in non-small cell lung cancer cell lines A549
and H2170, and in melanoma cell lines Ma-Mel-79b and -86b [72-74]
Altogether, these data demonstrated that the EZH2 gene and EZH2 mRNA levels are tightly regulated by both
transcription factors and miRNAs during EMT.

2.5. New Anti-Cancer Therapeutic Protocols Targeting EZH2 Activity

More than 10 clinical studies are evaluating the effects of EZH2 inhibitors (EZH2i) against multiple cancers
(https://clinicaltrials.gov). For example, a phase | study using the EZH2 chemical inhibitor GSK2816126 in
elapsed/refractory diffuse large B-Cell lymphoma (DLBCL), other non-Hodgkin lymphomas (NHL), transformed
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follicular lymphoma (tFL), solid tumors, and multiple myeloma (MM) showed an evident anti-tumoral effect
of the molecule [75]. Many different EZH2i are tested such as tazemetostat (used in almost 15 studies), MK683,
CPI-1205, and SHR2554. Although these compounds are still being evaluated, it appears that EZH2 inhibition
is a very promising therapeutic approach in a wide range of cancer types (solid tumors or not) (Table 4).
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Table 4. Summary of the clinical trials targeting EZH2 in cancers. Different molecules targeting EZH2 are used in clinical trials against a large range of solid and liquid tumors.

Title Phase Inhibitor Cancer

Relapsed or refractory mature

A phase 1 study of SHR2554 in subjects with relapsed or refractory mature lymphoid neoplasms Phase 1 SHR2554 .
lymphoid neoplasms

Rhabdoid tumors, INI1-negative
Phase 1 Tazemetostat tumors, Synovial sarcoma and
malignant rhabdoid tumor of ovary

Malignant rhabdoid tumors, rhabdoid
tumors of the kidney, atypical

A phase 1 study of the EZH2 inhibitor tazemetostat in pediatric subjects with relapsed or refractory INI1-
negative tumors or synovial sarcoma

A phase Il, multicenter study of the EZH2 inhibitor tazemetostat in adult subjects with INI-1-negative

- Phase 2 T ) ) .

tumors or relapsed/refractory synovial sarcoma ase azemetostat teratoid rhabdoid tumors and eight
more.

ProSTAR: A study evaluating CPI-1205 in patients with metastatic castration resistant prostate cancer Phase 1/2 CPI-1205 Metastatic castration resistant
prostate cancer (mCRPC)

ORION-E: A study evaluating CPI-1205 in patients with advanced solid tumors Phase 1/2 CPI-1205 Advanced solid tumors

- . . . Mesothelioma, BAP1 loss of function

Study of the EZH2 Inhibitor Tazemetostat in malignant mesothelioma Phase 2 Tazemetostat ! unct

Open-label, multicenter, phase 1/2 study of tazemetostat (EZH2 histone methyl transferase (HMT) B-cell lymphomas, advanced solid

inhibitor as a single agent in subjects with advanced solid tumors or with B-cell lymphomas and Phase 1/2 Tazemetostat tumors, diffuse large B-cell ymphoma

Tazemetostat in combination with Prednisolone in subjects with DLBCL (and 3 more)

A study evaluating CPI-1205 in patients with B-cell lymphomas Phase 1 CPI-1205 B-cell lymphoma

Advanced malignant solid neoplasm,
Ann Arbor stage Il childhood Hodgkin
lymphoma (and 47more)

Tazemetostat in treating patients with relapsed or refractory advanced solid tumors, non-Hodgkin
lymphoma, or histiocytic disorders with EZH2, SMARCB1, or SMARCA4 gene mutations (a pediatric match Phase 2 Tazemetostat
treatment trial)

A study to investigate the safety, pharmacokinetics, pharmacodynamics and clinical activity of

GSK2816126 in subjects with relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma, transformed follicular Phase 1 GSK2816126 Cancer
lymphoma, other non-Hodgkin’s lymphomas, solid tumors, and multiple myeloma
Safety and efficacy of MAK683 in adult patients with advanced malignancies Phase 1/2 MAK683 Diffuse large B-cell lymphoma
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3. KDM®6B in EMT and Cancer Aggressiveness

3.1. KDMG6B Is Differently Expressed between Tumor and Normal Tissues in Various Cancer Types

KDMG6B has been described to be differentially expressed between cancer and normal adjacent tissues (Table 2).
For example, in hepatocellular carcinomas, tissue-based RT-gPCR and Western-blotting analysis showed that
KDM6B was overexpressed in tumor tissues compared to normal adjacent tissues. Moreover, KDM6B expression
was correlated with distant metastasis and with an increased expression of SNAI2 [76]. In clear cell renal cell
carcinomas, KDM6B expression was also higher in tumor tissues compared to normal ones (tissue-based RT-
gPCR, Western blotting, and IHC), and overexpression of KDM6B was also linked to increased tumor size,
metastasis, and poor prognosis for patients [77]. Similar results were observed in multiple myelomas according
to a public data set study [78] and in Hodgkin’s lymphomas (IHC analysis) [79]. An Oncomine data analysis also
confirmed that KDM6B was overexpressed in invasive and metastatic breast tumors compared to less invasive
tumors [80]. Similarly, RT-PCR data showed that KDM6B mRNA was overexpressed in malignant pleural
mesothelioma (MPM) compared to benign pleura [81]. Moreover, KDM6B was also overexpressed in ovarian
cancers at both protein and mRNA levels and its expression was associated with invasion, metastasis, and low
overall survival [82]. All these studies therefore clearly indicated that KDM6B could be classified as an oncogene
and was correlated to EMT and cancer aggressiveness. However, some contradictory or intriguing results have
also been reported. For example, even if KDM6B was overexpressed in pancreatic ductile adenocarcinoma
(PDAC) compared to normal tissue, its expression decreased with tumor grades [83]. Moreover, KDM6B was
under-expressed in poor differentiated tumors (mesenchymal phenotype) in a cohort of 96 colon cancer patients
[84]. In 20 colorectal cancer patients, KDM6B was also under-expressed compared to normal tissues, and a high
KDM6B expression was correlated with better overall survival in a cohort of 151 colorectal cancer

(CRC) patients [85]. Altogether, these data suggested that KDMG6B could be correlated, or inversely correlated,
with invasion and cancer aggressiveness regarding the cancer model. All these data are summarized in Table 5.

Table 5. KDM6B expression in different cancer types. KDM6B is often overexpressed (green) in cancers; however, it was
described to be under-expressed (red) in invasive pancreatic ductal adenocarcinomas and poor differentiated colon

cancers.
Cancer Type Over/Under Expressed Technique Ref.
Hepatocellular carcinoma Tissue RT-qPCR and Western
Overexpressed blotti [76]
otting
Clear cell renal cell Tissue RT-gPCR, Western
(6] d g 77
Carcinoma verexpresse blotting, and IHC (771
Multiple Myeloma Overexpressed Public data set study [78]
Hodgkin‘s | h
odgkin's lymphoma Overexpressed IHC [79]
Breast cancer Overexpressed Oncomine data analysis [80]
Mali | |
2 |gnan?: pleura Overexpressed Tissue RT-qPCR [81]
mesothelioma
Ovarian cancer Overexpressed IHC and tissue RT-qPCR [82]
Pancreatic ductal Under-expressed in invasive tumors compared to low  _. .
. Tissue microarray [83]
adenocarcinoma grade cancers
Colon cancer Under-expressed in poor differentiated tumors Tissue RT-qPCR [84]
Colorectal cancer Under-expressed IHC [85]

3.2. KDM6B Modulates EMT by Targeting a Specific Subset of Genes

KDM6B was described to modulate the expression of EMT ATFs during EMT in various cancer cell lines (Table
6). Indeed, the expression of SNAIL was directly activated by KDM6B. For example, in the mammary mouse cell
line, NmuMG, H3K27 was demethylated by KDM6B on the SNAI1 promoter when KDM6B was overexpressed,
leading to the expression of mesenchymal-related genes [80]. In the hepatocellular carcinoma cell line, HepG2,
KDMBG6B directly activated SNAI2 transcription via a demethylation of H3K27 on its promoter and KDM6B
overexpression promoted EMT, migration and invasion capacities and stem cell-like features (holoclone
formation, clonogenic capacities, and sphere establishment) [76]. In the clear-cell renal cell carcinoma cell line,
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Caki-2, KDM6B also directly activated SNAI2 transcription to increase mesenchymal marker expression,
decreased epithelial protein expression, and increased invasion capacities [77]. In the renal cell carcinoma cell
line, ACHN, the siRNA-driven knock-down of IncRNA HOTAIR led to decreased levels of both KDM6B and its
target SNAIL1, and then decreased invasion and migration capacities of the cells [86], suggesting that KDM6B
was also regulated at the mRNA level.

On the contrary, the knock-down of KDM6B or the expression of an inactive KDM6B mutant in SW-480 human
colon cancer cells increased the expression of SNAIL1, ZEB1, and ZEB2 EMT ATFs, and led to consecutive
decreases in E-CADHERIN, CLAUDIN1, and CLAUDIN7? expressions (epithelial markers) [84]. These data suggested
that the KDM6B demethylase activity was frequently associated to EMT-related phenotypes, but some apparent
contradictory roles of this enzyme could also be dependent on the model.

KDMG6B has been described to modulate the expression of various genes involved in epithelial or mesenchymal
cell state. Indeed, in the colorectal carcinoma cell line, HCT116, KDM6B directly activated the expression of the
epithelial protein EPCAM (epithelial cell adhesion molecule) via its demethylase activity, leading to increased
tumor growth, cell proliferation, and more surprisingly, to cell migration and invasion [87]. However, it should
be noted that EpCAM and WNT/B-catenin expressions were inversely correlated with survival prognosis for
patients with colon cancer [88]. In ovarian cancers, HER2 (human epidermal growth factor receptor 2, a receptor
involved in proliferation, migration, and survival) and KDM6B expressions were correlated to poor prognosis and
a low survival rate. KDM6B promoted EMT in the SKOV-3 ovarian cancer cell line and directly activated HER2
gene transcription. Treatment of ovarian cancer cells with both Paclitaxel (which blocked the depolymerization
of microtubule assembly in the mitotic spindle) and Carboplatin (a DNA alkylation chemical) decreased KDM6B
content and was linked to an increase of the H3K27me3 mark on the HER2 promoter leading to its decreased
expression and decreased invasive and migratory cell capacities [89]. In the breast cancer cell lines, MDA-MB-
231 and MCF7, the inhibition of the KDM6B demethylase activity, using the specific inhibitor GSKJ4, led to a
repression of the expression of the multipotent SOX2, NANOG, and OCT4 genes, a decrease of which was linked
to an increase of the H3K27me3 mark on their promoters. These transcription factors have been described to
be essential for the maintenance of the stem-like phenotype, suggesting that KDM6B regulated stemness
properties of breast cancer cells [90]. On the contrary, KDM6B also promoted an epithelial-like phenotype, since,
in the pancreatic ductal adenocarcinoma cell line BxPC3 and in xenograft models, KDM6B directly induced the
demethylation of the H3K27me3 mark on the CEBPA promoter and induced the expression of this gene.
Moreover, both knock-out of KDM6B or CEBPA led to the appearance of a mesenchymal phenotype and
increased invasion capacities of these cells [83]. In the BJ foreskin cell line, KDM6B was recruited on a p53 binding
element via its direct interaction with p53 where it demethylated the H3K27me3 mark. Indeed, KDM6B was
proposed to participate to p53 target genes up-regulation and therefore, to cell cycle arrest or apoptosis and
decreased cancer aggressiveness [22].

Some signaling pathways closely linked to EMT were also described to be regulated by KDM6B. In the melanoma
A375-LM3 cell line, KDM6B demethylated H3K27 at the NF-kB and BMP promoters leading to the activation of
NF-kB and BMP signaling target genes and thus contributed to the malignant cell properties. Moreover, the BMP
signaling pathway activated KDM6B transcription via a positive feedback regulation loop [91]. In multiple
myeloma, KDM6B was also induced via the NF-kB pathway and activated the MAPK pathway through its direct
recruitment onto the ELK1 and FOS promoters leading to induced cell growth, proliferation, and aggressiveness
[78]. On the contrary, in human fibroblasts, KDM6B directly activated P16/INK4A gene transcription via
demethylation of H3K27 on its promoter leading to a P16-dependent arrest of the cell cycle. [92,93]. Similar
results were also described in the human lung fibroblast cells, TIG-3, after induction of KDM6B expression
following the BRAF pathway activation. Indeed, KDM6B was able to block cell proliferation in these cells following
its recruitment on the P16/INK4A promoter [94]. All these data are summarized in Table 5.

Table 6. KDM6B target genes in various cancer cell lines. KDM6B directly activated (green) transcription of EMT-related
genes in a wide range of cancer cell lines. It also down-regulated (red) the expression of EMT-ATFs, probably via an
indirect way.

Tissue of Origin Cell Line Genes Regulated Direct/Indirect Ref.

195



Mouse breast NmuMG Up-regulation of SNA/1 Direct [80]

Hepatocarcinoma HepG2 Up-regulation of SNAI2 Direct [76]
Clea.r cell renal cell Caki-2 Up-regulation of SNA/I2 Direct [77]
carcinoma
Renal cell carcinoma ACHN Up-regulation of SNA/1 Unknown [86]
. Down-regulation of SNA/1, ZEB1,
Colon carcinoma SW-480 and ZEB2 Unknown [84]
Colorectal carcinoma HCT116 Up-regulation of EpCAM Direct [87]
Ovarian cancer SKOV-3 Up-regulation of HER2 Direct [89]
MCF-7 and MDA- Up-regulation of NANOG, SOX2,

Breast cancer MB-231 0CT3 Unknown [90]
ETICICER ELEEREIETENE Up-regulation of CEBPA Direct (83]
Skin, foreskin B Up-regulation of p53 target genes D.|rec?t (via p53 [22]

binding)

Up-regulation of BMP2; BMP4, CCL2,
Melanoma A375-LM3 STC1 TFPI2, PTGS2 and Direct [91]
TGM2

Multiple myeloma MM-1S Up-regulation of ELK1 and FOS Direct [78]
Lung IMR-90 Up-regulation of INK4a Direct [92]
Lung fibroblast TIG-3 Up-regulation of INK4A Direct [94]
Lo L) U HEK-293 Stabilization of nuclear p53 Direct [95]
embryonic kidney cells
Non-small cell lung cancer H460 and A549  Stabilization of FOXO1 in nucleus .

Direct [96]

3.3. KDM6B Modulates Cancer Aggressiveness by Activating Gene Transcription, Independently of Its
Demethylase Catalytic Activity

KDMG6B can also modulate cancer aggressiveness in a demethylase-independent manner. In the immortalized
human embryonic kidney cell line, HEK-293, KDM6B favored the expression of p53 target genes without being
recruited on their promoters, but rather through increasing p53 recruitment on its target sequences in these
promoters. Indeed, overexpression of KDM6B induced the nuclear localization of p53 in these cells and the
recruitment of p53 on the p21 promoter, but not of KDM6B at this site. These data were in favor of a tumor
suppressor role of KDM6B via controlling the expression of p53 downstream genes [95]. This mechanism has
also been observed for other targets, since KDM6B was involved in the stabilization of the transcription factor
FOXO01 (Forkhead box protein 01, an inducer of pro apoptotic genes BIM, TRAIL, and FasL) in the nucleus of A549
and H460 non-small cell lung cancer cell lines. This interaction led to increased apoptosis and decreased
migration and invasion [96] (Table 6).

3.4. New Anti-Cancer Therapeutic Protocols Targeting KDM6B Activity

Some pre-clinical studies already used the KDM®6B inhibitors, GSKJ1/GSKJ4, to target cancers. GSKJ4 is a pro-
drug for a cellular use of GSKJ1 when GSKJ1 is used in vitro This inhibitor has been identified by Kruidener and
collaborators in 2012 [97]. In the acute lymphoblastic leukemia (ALL) cell line CUTLL1, GSKJ4 treatment induced
cell cycle arrest and apoptosis and therefore is proposed as a promising therapeutic approach. However, this
treatment did not affect myeloid leukemia cells, stromal cells, or hematopoietic progenitors [98]. GSKI4
treatment also decreased tumor growth of xenografts of SF7761 and SF8628 pediatric brainstem glioma cells in
mice. These cell lines present a heterozygous mutation of K27 of histone H3 (K27S) and half of histone H3
cannot be methylated at lysine 27 anymore. Nevertheless, mutated histone H3 sequestrated PRC2 and induced
a dominant negative effect via reducing H3K27me3 on non-mutated histone H3. GSKJ4 treatment allowed the
restoration of the mark H3K27me3 on histone H3, which was not mutated. GSKJ4 did not present the same
effect on other pediatric brainstem cell lines, which did not contain the mutation [99].
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4, Conclusions

This review highlights the paradoxical functions of EZH2 and KDM6B during EMT and cancer aggressiveness.
Indeed, even if it has been shown that these proteins often present pro-EMT or pro-metastasis roles in a wide
range of cancers, some examples revealed that they also presented anti-tumor functions in some cancers.
Moreover, EZH2 and KDM6B were frequently both overexpressed and associated with EMT, invasion, migration,
or metastasis in the same cancer types, such as ovarian cancers [36,82] or clear cell renal cell carcinomas
[28,29,77]. These observations suggested that EZH2 and KDM6B expression might be regulated via shared similar
mechanisms. However, to our knowledge, no studies targeted the common regulation of EZH2 and KDM6B
during EMT and cancer. This review shows that the action of these two antagonistic enzymes during EMT is a
complex phenomenon. The first paradoxical role of these enzymes is so that they are antagonistic, but both are
involved in cancer aggressiveness and EMT sometimes in the same cell lines. The second paradoxical role is that
these enzymes are also inactivated or under-expressed in some cancer types and still linked to epithelial
phenotype in other cancer cell lines.

Therefore, all these studies suggested that EZH2 and KDMG6B can be considered as master regulators of EMT
through orchestrating the regulation of the H3K27me3 epigenetic mark. However, the mechanisms involved in
this regulation remain unclear and seem often indirect and/or cell/cancer model-dependent. We think that the
process called “type Ill EMT” gathers a lot of processes regulated by different pathways but lead to a common
phenotype: the activation of EMT-ATFs expression and induction of a mesenchymal phenotype at both molecular
and functional levels. We also know that cancer cells present a very variable genotype and that EZH2 and KDM6B
could drive a specific cell phenotype depending on the cellular context. Moreover, interaction of EZH2 and
KDM6B with different partners may also regulate their specific recruitment on promoters. Finally, H3K27me3
seems to be dynamically regulated during EMT and a slight change in the equilibrium between EZH2 and KDM6B
expression, or activity, might rapidly modify the expression of the target genes. As described before, many
studies have already focused on the regulation of EZH2 but the regulation of KDM6B remains largely unknown
and may become a major issue to understand its function during EMT.

Therefore, the characterization of the role of EZH2 and KDM6B during EMT should provide new possibilities for
designing anti-cancer therapeutic approaches. For example, in a recent study, Tazemetostat (an EZH2 chemical
inhibitor which is used in many clinical trials) is more effective to target B-cell ymphoma cell lines models bearing
EZH2 activating mutations than models bearing wild-type EZH2 since cell viability is less dependent on EZH2 in
WT cells. Indeed, EZH2 inhibition led to the activation of B-cell pathway. A better understanding of the EZH2
target genes allowed the authors to associate Tazemetostat with B-cell pathway inhibitors to increase the
specificity and the efficacy of this treatment in B-cell lymphoma with wild-type EZH2 [100].
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ADP Adenosine Diphosphate

AKT Protein Kinase B

ALL Akute Lymphoblastic Leukemia

AMD1 Adenosyl Methionine Decarboxylase 1
APC Adenomatous Polyposis Coli

ARF Alternative Reading Frame

BIM BCL2 Like 11

BMP Bone Morphogenetic Protein
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CDH1 Cadherin 1

CDK Cyclin Dependant Kinase

CEBPA CCAAT/Enhancer Binding Protein a
ChlP Chromatin ImmunoPrecipitation
DLBCL Diffuse Large B Cell Lymphoma

DNA Desoxyribonucleic Acid

EED Embryonic Ectoderm Development
EGF Epidermal Growth Factor

EMT Epithelial to Mesenchymal Transition
EMT-ATF Epithelial to Mesenchymal Transition Activating Transcription Factors
EPCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule

ER Estrogen Receptor

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase
EZH2 Enhancer of Zeste Homolog 2

EZH2i Enhancer of Zeste Homolog 2 Inhibitor
FOS FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog
FOXO1 Forkhead Box Protein O1

H2A Histone 2A

H2B Histone 2B

H3 Histone 3

H3K27Ac Histone 3, Lysine 27 Acetylated
H3K27me2 Histone 3, Lysine 27 Dimethylated
H3K27me3 Histone 3, Lysine 27 Trimethylated
H3K27me3 Histone 3, Lysine 27 Methylated

HCC Hepatocellular Carcinoma

HDAC1 Histone Deacetylase 1

HDAC2 Histone Deacetylase 2

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor
HOTAIR HOX Transcript Antisense RNA

HOX Homeobox

IF ImmunoFluorescence

IGF1 Insulin-Like Growth Factor 1

IHC Immunohistochemistry

INK4 Inhibitor of CDK4

JMJD3 Jumonji Domain-Containing Protein 3
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JUB1
KDM6A
KDM6B
KMT6A
KO
KRAS
IncRNA
MAPK
MEK
MET
miRNA
MM
MPM
mRNA
N-CAD
NF-kB
NHL
OCT4
PDAC
PD-L1
PRC2
PRE
RBBP4
RBBP7
RelA
RelB
RKIP
RNA
RT-PCR
RT-gPCR
siRNA
SOX4
SuUz-12
TF

tFL

JUNGBRUNNEN 1
Lysine Demethylase 6A
Lysine Demethylase 6B
Lysine Methyltransferase 6A
Knock-Out
V-Ki-Ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Long Non-Coding RiboNucleic Acid
Mitogen-Activated Protein Kinase
Mitogen-Activated Protein Kinase
Mesenchymal to Epithelial Transition
Micro Ribonucleic Acid
Multiple Myeloma
Multiple Pleural Mesothelioma
Messenger RiboNucleic Acid
N-Cadherin
Nuclear Factor-«kB
Non-Hodgkin Lymphoma
Octamer-Binding Transcription Factor 4
Pancreatic Ductile Adenocarcinoma
Programmed Death Ligand 1
Polycomb Repressive Complex 2
Polycomb Repressive Complex 2 Response Element
RetinoBlastoma Binding Protein 4
RetinoBlastoma Binding Protein 7
V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral Oncogene Homolog A
V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral Oncogene Homolog B
Raf-1 Kinas Inhibitor Protein
Ribonucleic Acid
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction
Small Interfering RiboNucleic Acid
SRY-Related HMG Box
Suppressor of Zeste 12
Transcription Factor

Transformed Follicular Lymphoma
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TGF-B Transforming Growth Factor

TIC Tumor Initiating Cells

TNF-a Tumor Necrosis Factor a

TRAIL Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis-Inducing Ligand

UTR Untranslated Region

VIM Vimentin

ZEB Zinc Finger E-box Binding Homeobox
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Simple Summary: Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) has been linked to multiple cancer
features including invasion, metastasis, immune escape, and treatment resistance, and has therefore
become a promising target mechanism for improving cancer treatment. Since it has also been
described that EMT can be reversed by modulating its epigenetic regulation, our study was designed
to decipher this epigenetic regulation of EMT, and more particularly its regulation by the H3K27me3
{trimethylation of lysine 27 of H3) mark and the two main enzymes which modulate it EZH2 and
EDM6B. Our results showed that these two enzymes present paradoxical roles during EMT in two
cancer cell lines since both overexpression and inhibition of these two proteins led to the induction of
EMT. We then identified three new target genes of EZH2 or KDM6B during EMT (INHEB, WNTSE and
ADAMTS6) and demonstrated that the modulation of expression of these genes modulated the
imvasion capacities of the cells. These findings are therefore promising to prevent cancer cells from
acquiring an invasive phenotype via the modulation of these new biomarkers of EMT regulated at
the epigenetic level.

Abstract The role of Epigenetics in Epithelial Mesenchymal Transition (EMT) has recently
emerged. Two epigenetic eneymes with paradoxical roles have previously been assodated to
EMT, EZH2 (Enhancer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) Subunit), a lysine
methyltranserase able to add the HIK27me3 mark, and the histone demethylase KDMGB (Lysine
Demethylase 6B), which can remove the HIK2Z7me3 mark. Mevertheless, it still remains unclear how
these enzymes, with apparent opposite activities, could both promote EMT. In this study, we evaluated
the function of these two eneymes using an EMT-inducible model, the lung cancer A549 cell line.
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ChlP-seq coupled with transcriptomic analysis showed that EFH2 and KDM6&E wene able to target
and modulate the expression of different genes during EMT. Based on this analysis, we described
INHBE, WTN5E, and ADAMTS6 as new EMT markers regulated by epigenetic modifications and
directly implicated in EMT induction.

Keywords: epigenetics; epithelial mesenchymal transition; H3K X me3; EZHZ; KDMobB

L Introduction

The crucial role of Epigenetics in Epithelial Mesenchymal Transition (EMT) has recently emerged.
Indeed, type Il EMT, which has been linked to metastasis and tumor immune escape [1], two hallmarks
of cancer, is a reversible process, conferring migration and invasive abilities to cancer cells [2]. EMT is
a conserved cellular mechanism which leads to the transition from an epithelial phenotype to a
mesenchymal one [3]. The loss of E-Cadherin, together with an increase in Vimentin expression,
is a feature of EMT. Different biological or chemical molecules such as TGF-, hypoxia, cytokines or
growth fackors are able to induce EMT in specific models [4-12]. This process is accompanied by
various modifications of the expression of a wide varety of additional epithelial/mesenchymal markers,
depending on the EMT model and the inducer used. These moedifications are controlled by spedific
transcriptional factors, so-called EMT-TFs, belonging to the SMAIL, ZEB (£inc Finger E-Box Binding
Homeobox) and TWIST families.

Epigenetic marks, whose roles have been largely demonstrated in cancers, are reversible and
control gene expression. It has, for example, been demonstrated that the hypermethylation of the
CDH1 (Cadherin 1) promoter is involved in the decrease in expression of the gene during EMT [13].
O the contrary, DMNA demethylation has been shown to induce the upregulation of the microFMA,
miR-200c, and the subsequent inhibition of EMT in clear cell renal cell carcinoma [14]. Similarly,
the demethylation of the PD-L1 {Programmed Cell Death 1 Ligand 1) promoter in TGFB-induced EMT
ll models favored the expression of the immune checkpoint inhibitor PD-1L1 and led to the inhibition
of immune response against cancer cells during EMT [15]. Interestingly, two epigenetic enzymes with
paradoxical roles have previously been associated to EMT: (i) the histone methyl transferase (HMT)
EZH2 (Enhancer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) Subunit also called ENX-1 or
EMTé for Lysine methyltranserase 6) which is able to add the H3KZ me3 mark and, {ii) the histone
demethylase (HDM) KDMOB (Lysine Demethylase 6B also called JMJD3) which is able to remove
the H3K27me3 mark. In previous studies, it has been shown that the miR1(1-dependent inhibition
of expression of FXH2 has been associated with EMT and poor prognosis in oral tongue squamous
cell carcinoma [16]. EZH2 expression has also been correlated to invasiveness in laryngeal or breast
carcinoma [17,18]. Similarly, KDMGE, although far lkess studied, has been positively associated with
EMT or metastasis in renal cancer or hepatocarcinoma [19,20]. Although these paradoxical roles have
been recently discussed [21], it emains unclear how these proteins, with apparent opposite activities,
could both promote EMT and/or cancer aggressiveness. To address this question, and in order to
betier understand the respective moles of EZH2 and KDM6B during EMT, we decided, for the first time,
to simultaneously study these proteins in in vive and in vitro models.

2. Results

2.1. Both EZH2 and KDM6B Are Overexpressed during EMT in Patients with NSCLCs

Since EZH? and KIDMAB have been both assodated with EMT and aggressiveness in independent
cancer models, we first analyzed their expressions in N5CLCs (Non Small Cell Lung Cardnomas).
FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Fmbedded ) biopsies weme sorted in EMT- and EMT+ groups according to
their Vimentin status (Figure 1), as already described in Eeference [15]. An increase in both EZH2 and
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KDM6B stainings was observed in EMT+ tumors compared to EMT-tumors (Figure 1A-C). Increases in
the mENA level of EZH2 and KDM6B are also obtained using an EMT-inducible A549 cell model (using
both TGFB/TNFw) (Figure 51A). Moreover, these expressions were also strongly correlated (Figure 1D),
independently of the Vimentin status (Figure 51B). These results were confirmed using data issued
from the retrospective KM-plotter database with JetSet best probes [22]. We showed that lung cancer
patients presenting high EZH2 mRNA levels or high KDM6B mRNA levels presented a significantly
higher risk of early death (p= 34 %1077 and p = 4.8 % 1077) compared to patients with lower EZH2
or KDM6B mRNA levels (Figure 1E-G). This risk was further discriminated (p = 1.8 x 10-5) when
patients were compared in regard to the mean expression of EZH2 and KDMéEB (high score: high mean
EFH2EDM6E vs. low score: low mean EZHZE DMaER).

2.2 Effects of Overexpression of EZH2 and KDM6EB on EMT Indu clion

Next, we determined, using an EMT-inducible A549 cell model (using both TGFB/TNFa), if the
overexpression of EZH2 (pMSCV-EZH2-IRES-GFP) or KDM6B (pMSCV-JM]JD3 expressing an HA tag)
was able to induce EMT (Figure 2). Overexpression of both proteins in stable transfected cells (Figure 2A,
Figure 52) did induce morphological changes characterized by a decrease in cell—cell adhesion and an
increase in cell length (Figure 2B). Increased cell length was confirmed using phalloidin-rodhamin
staining (Figure 2C). EZH2 and KDM6B overexpression also induced an increase in EMT markers at
the mENA level (Figure 2D) characterized by VIMENTIN, ADAMIS or MMP2 upregulation and a
CDHI decrease, as already described using a TGFB/TNFx treatment. These eflects were accentuated in
cells overexpressing EZHZ. Western-blot experiments show a significant Vimentin increase in cells
overexpressing EZH2 and a decrease in E-Cadherin expression in cells overexpressing both EZH2 or
KDMeB (Figure 2E). In order to clarify the role of these proteins on cancer phenotypes, we performed
migration and invasion assays (Figure 2F-G). Asexpected, EZH2 and KDM6B overexpression increased
these EMT-related phenotypes. To validate the role of EZH2 and KDM6B on EMT induction, we also
performed transient transfection of HA-EZH2 and HA-KDM&6B (Figure 53) and observed the same
increase in EMT markers compared to the levels quantified in the untransfected control cells.

2.3, Inhibition of EZH2 and KDM6E Activities Regulated EMT Signaling

We next decided to clarify the function of these enzymes during EMT using specific inhibitors
of EZH2 and KDM6B (EZH2i: GSK343 and KDM6Bi: GSKJ4) in EMT cell models. As expected,
the inhibitor EZH2i decreased H3IKZ7me3 levels in A549 cells, but according to the data found in
the literature [23], we could not observe a significant increase in H3KZ7me3 signals in these cells
when we used the inhibitor KDM6Bi (Figure 3A and Figure 54A). Inhibition of KDMB6B activity alone,
using the specific inhibitor, led to a slight induction of the mesenchymal phenotype (Figure 3B). Indeed,
we observed an increase in cell length following an EZHZ2i or KDM6Bi/TGFB/TNFa co-treatment
compared to the TGFB/TNFux treatment alone in the A549 cell model (Figure 3C). We next targeted
molecular markers to confirm these results. Using RT-qPCR, WB, IE, or flow cytometry, we showed that
KDM&6Bi induced Vimentin expression (Figure 3D,E and Figure 54). Moreover, a decrease in E-Cadherin
and an increase in N-Cadherin stainings were observed after a KDM6Bi treatment in the EMT-induced
A549 cell model (Figure 3EG). Since GSK343 is more specific to EZH2 than to EZH1 (about 60-fold
and 1000-fold for others methyliransferases), we next used the chemical inhibitor UNC1999 (EZH1/2i)
which targets both enzymes, EZH1 and EZH2 This inhibitor EZH1/2i decreased H3K27me3 levels and
promoted Vimentin and N-Cadherin stainings (Figure 55). A phalloidin-rodhamin staining confirmed
an increase in cell lengthening following the inhibition of both EZH1 and 2 activities. We finally
analyzed whether EZH2i and KDM6Bi could also modulate EMT-related phenoty pes, such as cell
migration and invasiveness. As expected, KDMbBi potentiated both cell migration and invasion in
EMT-induced A549 cells by TGFB/TNFa, whereas EZHZi did not (Figure 3H,I).
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Figure 1. EZH2 and KDM6B expressions are correlated with EMT in NSCLC. (A) Representative IHC
stainings of Vimentin (Vim, high score: EMT positive/low score: EMT negative), KDM6B, and EZH2 in
30 NSCLC (magnification x 100). (B) Quantification of the IHC EZH2 score regarding the EMT status.
(C) Quantification of the IHC KDMS6B score regarding the EMT status. (D) The correlation between
EZH2 and KDM6B scores in NSCLC. (E) The KM-plotter for KDM&B expression showing the survival
curves of patients with lung cancer classified in high expression (red) or low expression (black) groups.
(F) The KM-plotter for EZH2 expression. (G) The KM-plotter for the mean of EZH2/KDM6B expression.
**=0.005 < p < 0.01; *** = 0.001 < p < 0.005; *** = p < 0.001.
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Figure 2. Overexpression of EZH2 and KDM6B induced EMT. (A) mRNA levels of EZH2 and KDM6B
after stable transfection of A549 with EZH2- or HA-KDMé6B-expressing vectors. (B) Representative
images showing the phenotype of A549 WT cells and A549 cells overexpressing EZH2 or KDM6B
(EVOS™ 10x Objective). (C) Phalloidin-rhodamin staining of A549 WT or A549 cells overexpressing
EZH2 or KDM6B. (D) Quantification of Vimentin, CDH1, ADAMI19, and MMP?2 expression levels
using qRT-PCR in A549 cells treated with TGFB/TNFa or in cells overexpressing EZH2 or KDM6B.
(E) Western-blot analysis showing a decrease in E-Cadherin expression in A549 cells overexpressing
KDM6B. (F) Wound healing ex periments in A549 cells treated with TGFB/TNFa or in cells overexpressing
EZH2 or KDM6B and the relative quantification of the effects observed (EVOS™ 4x Objective).
(G) Invasion tests in A549 cells treated with TGFB/TNFa or in cells overexpressing EZH2 or KDM6B
(EVOS™ 4x Objective). * = 0.01 < p < 0.05; ** = 0.005 < p < 0.01; *** = 0.001 < p < 0.005; **** = p < 0.001.
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Figure 3. Inhibition of EZH2 and KDMé6B activities using specific inhibitors favored EMT-like
phenotypes. (A) Quantification of H3K27me3 levels using WB in A549 cells treated with TGFB/TNF«
and/or EZH2i. (B) Representative phenotype of A549 cells treated with TGFB/TNF« and/or EZH2i
or KDM6Bi (EVOS™ 10x Objective). (C) Phalloidin-rhodamin staining of A549 cells treated with
TGFR/TNFa and/or EZH2i or KDM6Bi. (D) Quantification of CDHI and Vimentin expression levels
using RT-qPCR in A549 cells treated with TGFB/TNFx and/or EZH2i or KDM6B.. (E) Quantification of
Vimentin expression using WB in A549 cells treated with TGFB/TNFa and/or EZH2i or GSKJ4. (F) IF
staining of E-Cadherin (green) and Vimentin (red) in A549 cells treated with TGFB/TNFa and/or EZH2i
or KDM6Bi. (G) IF staining of N-Cadherin (red) in A549 cells treated with TGFB/TNFa and/or EZH2i
or KDM6Bi. (H) Wound healing experiments in A549 cells treated with TGFB/TNFa and/or EZH2i or
KDM6Bi and relative quantifications (EVOS™ 4x Objective). (I) Invasion tests in A549 cells treated with
TGFB/TNFa and/or EZH2i or KDM6BL * = 0.01 < p < 0.05; ** = 0.005 < p < 0.01; *** = 0.001 < p < 0.005;
se = p < 0.001
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EZH? and KDM6E_CRISPR/Cas9 A549 models also confirmed that the invalidation of both
enzymes favored EMT phenotypes (Figure 56). However, in agreement with the results obtained
with the chemical inhibitors, CRISPR/Cas9_KDMG6E cells presented a more detectable mesenchymal
phenotype than CRISPE/Cas9_EZH? cells, with a higher expression of Vimentin and a significant
increase in cell migration ability compared to control cells.

To confirm that our results obtained using the A549 model induced in EMT using TGF/TNFax
were not dependent of the cell line, or the inducer, we also used a second model of EMT induction,
the MDA-MB-468 cells in which EMT was induced using EGF. In this second model, overexpression of
EZH2 or KDM6B was also associated with a higher Vimentin staining. Moreover, EZH2i, and KDM6Bi
at a lower level, promoted EMT-related phenotypes in this second model, as well (Figure 57).

2.4, The Genes Targeted by EZH2 and KDM6B during EMT Were Different

Since we demonstrated that both enzymes were able to promote EMT, even if they present an
apparent opposite activity, we speculated that these surprising results might be linked to the targeting
of different genes during EMT. So, to answer this question, we performed ChlP-seq (chromatin
immunoprecipitation-sequencing) experiments targeting EZHZ, KDMEB, and the HIK27me3 mark in
A549 cells treated with TGF/TMNFo. We then sorted 9493 loci presenting an enrichment of both EZHZ2
and the H3K27me3 mark and 13,122 loci associated with an enrichment of only KDM6B (Figure 44 ).
As expected, the number of loci targeted by both EZH2 and KDMEB was very low (<3%), suggesting that
the recruitment of these enzymes was indeed exclusive. Owverlap and downstream positions of these
loci were then crossed with previous transcriptome results obtained in our laboratory [24], and we
then identified 169 down-regulated genes during EMT which might be controlled by H3K27me3
methylation in an EZH? manner, and 566 up-regulated genes during EMT which could be regulated by
KDMaB (Figure 4A). A list of the 40 most down-regulated genes presenting an increased enrichment of
both EZHZ and the H3K27me3 mark on the gene or the promoter was summarized in Table 1. Similarly,
the 40 most up-regulated genes presenting an increased enrichment of KDM6B alone was summarized
in Table 2. Amongst these genes, many have been previously associated with EMT features, such as
adhesion, migration, invasion, cytoskeleton remodeling, or differentiation.

Interestingly, our ChlP-seq results revealed enrichment of KDM6B on the SNAIT, ADAMIS,
(ADAM Metallopeptidase Domain 19), and MM P9 genes, but not on the ZEB-1 gene. Moreover, an increase
in SNAII, ADAM19, and MMP9 expression was observed when A549 cells were treated with EZH2i
or EDM6Bi combined with a TGFE/TNFx treatment compared to a TGFE/TNFx treatment alone
(Figure 4B). But, similarly to our previous results, the induction of expression was higher when we
used KDM6Bi rather than EZH2i. As expected, the expression of the ZEB-1 gene was not modified by
EZH2i or KDME&BI, the two enzymes being unable to bind to this core promoter. We then confirmed,
using single ChIP experiments, that a decrease in the H3IK27me3 mark, which was potentiated by
EZH2i, was observed on ADAMI9 and MMP9 promoters in cells treated with TGFB/TNFx (Figure 4C).
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Figure 4. EZH2 and KDMEB regulated different genes during EMT. (A) Middle: Venn diagrams
showing common and different DNA loci occupied by HAKZ7 me3, EZH2, and KDMEB, and obtained
following ChIP-seq experiments in AS49 cells treated with TGFE/TNFo. Left A Venn diagram showing
the intersection between genes co-occupied by HIK2ZPmed and EZH2 and down-regulated genes.
Right: A Venn diagram showing the intersection between genes occupied by KDM6EB alone and
up-regulated genes, (B) Quantification of ADAMIY, MMP3, SNAI-1, and ZEB-1 expression levels
using KT-qPCR in A549 cells treated with TGFR/TNFx and/or EZH2i or KDMbBL (C) Quantification
of the HIKZ7me3 content on ADAMI9, MMP using ChIP in A549 cells treated with TGFR/TNFa
and/or EZH2i or TGFR/TNFx and/or KDMbBi, respectively. * = 0,01 < p < 0.05; ** = 0.005 < p < 0.01;
= 0001 < p < 0.005;*** = p < 0.001.
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2.5. INHEE, WNT 5B and ADAMT 56 Established as New Epigenetic Biomarkers of EMT

In order to identify new target genes of EZH2 and KDM6B during EMT which could be later
used as epigenetic biomarkers during EMT, we next confirmed our transcriptome and ChlIP-seq
results using single H3K2Vme3-targeted ChIF experiments and RT-qPCR analysis. Our data showed
that, in agreement with the data presented in Table 1, INHBE (Inhibin Subunit Beta B) expression
was significantly decreased during EMT and associated with a gain of the H3K27me3 mark on its
promoter in EMT-induced A549 cells. On the contrary, in agreement with the data presented in
Table 2, WNTSE (Wat Family Member 5B) and ADAMTS6 (ADAM Metallopeptidase with Thrombospondin
Type 1 Motif 6) expressions were increased during EMT and associated with a loss of the H3K27me3
mark on their respective promoters (Figure 5A,B). To determine whether the modulation of the
levels of HIKZY methylation was inversely correlated to the level of H3K27 acetylation (H3KZ7ac,
a permissive mark [25]) in EZHZ/KDMa6B-targeted genes and to characterize the timing of these
epigenetic modifications during EMT, we performed kinetic ChlIF experiments (Figure 5C). The data
obtained validated our hypothesis that an increase in the H3K27ac content was correlated with a
decrease in the H3K27me3 level, and inversely, on INHEB, ADAMT56, or WNTSB promoters. Our data,
therefore, validated the idea that the H3K27 mark was tightly regulated during EMT and might be
a determinant of controlling gene expression. Moreowver, these kinetic analyses indicated that the
modulation of HIK27 methylation levels was progressive during EMT induction, with the highest
effect obtained after 72 h of induction.

MNext, we analyzed the expression of INHBB, ADAMTS6, and WINTSB at the protein level in
MSCLCs (Figure 5D,E). The expression of these markers was assessed in EMT- (n = 25) and EMT+
{n = 24) tumors using IHC. Our in vivo data were in agreement with our in cellulo results since we
observed a significant increase in WNT5B and ADAMTS6 expressions in EMT+ vs. EMT-tumors while
the expression of INHBB was significantly decreased in EMT+ compared to EMT-tumors.

We next wondered whether our targets were directly involved in EMT-related phenotypes
following the invalidation of INHEE, WNTSE, and ADAMTS6 using specific siRNAs (Figure 5F).
Interestingly, the invalidation of INHBB expression, without the use of an EMT inducer, was sufficient
to increase invasion (Figure 5G). As expected, since a TGFB/TNFa treatment completely abolished
INHEEB expression, no additive effect of the combination of siINHBE and TGFB/TNFx could be
observed. On the opposite, the combination of TGFB/TNFu with a siWNT5B, or with a siA DAMTS6,
decreased invasion. These data strongly supported the idea that the invalidation of INHBEB expression
mediated by H3K27 methylation and the promotion of WNT5E and ADAMT 56 expressions mediated
by H3K27 demethylation favored invasion during EMT. Altogether, our data demonstrated that INHBE,
ADAMTS56, and WINTSEB could be considered as three new EMT biomarkers, epigenetically regulated
during EMT.

2.6. Effect of EZH2 and KDM6B Inhibition on INHBB, WNT5B or ADAMTS6 Expression

To analy ze whether the inhibition of EZH2 and KDM6B was able to modulate INHBE, WNTSE,
or ADAMTS6 expression, we performed RT-qPCR experiments in the presence of the different enzyme
inhibitors (Figure 6A). As expected, EZHZi decreased the levels of the H3K2/me3 mark on the
three promoters (Figure 6B). Neither EZH2i (Figure 6A) nor siEZH2 (Figure 58) were sufficient
to induce INHBE expression during EMT, even if H3K2Vme3 levels were decreased after EZH2i
treatment. However, EZH2i was able to induce an increase of WNT5E expression in cells co-treated
with TGFB/TNFax (Figure 6A). Similar results were observed when EZH2 expression was silenced
(Figure 58). Regarding ADAMTS56, unexpected results were observed with EZH2i since we observed
a decreased expression, whereas, as expected, siEZH? increased its expression in the presence of
TGFR/TNFo. These results indicated that the modulation of these enzymes partially modulated the
expression of our targeted genes, probably due to additional post-translational histone marks, such as
deacetylation, which could not be reversed by these treatments. Our results (Figure 5C) might also
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suggest that H3K27me3 is a late mark modified to stabilize the effects on gene expression, rather than
to induce the initial modulations.

A

EMT negative

EMT positive

II.'.I:A‘RH'
T
]

. 10
g e

TGFB+TNFa

TGFfi+TNFa - + + +

Figure 5. WNT5B, ADAMTS6, and INHBB were established as new epigenetic markers of EMT.
(A) The validation of our biomarkers using classical ChIP targeting the H3K27me 3 status on WNT5B,
ADAMTS6, and INHBB promoters following TGFB/TNFx treatment. (B) Validation using RT-qPCR of
WNT5B, ADAMT S6, and INHBB expression following TGFB/TNFa« treatment. (C) Quantification of
H3K27me3 and H3K27ac contents on INHBB, WNT5B, and ADAMT S6 promoters following TGFB/TNFa
treatment for 24 to 72 h in A549 cells. (D) Representative IHC stainings of WNT5B, ADAMTSS,
and INHBB in EMT-positive and EMT-negative NSCLCs (magnification x 100). (E) Quantification of
IHC scores in regards to EMT status. (F) Validation of siWNT5B, siADAMTS6, and siINHBB using
qRT-PCR. (G) Effects of siWNT5B, siADAMTS6, and siINHBB on A549 cell invasion. * = 0.01 < p < 0.05;
**=0.005 < p < 0.01; ***=p < 0.001.
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Figure 6. The effect of EZH2 and KDMEBE inhabition on INHBEB, WNTS5EB, or ADAMTS6 expression.
(A) Quantification of WNTSE, ADAMTS6, or INHEE expression using RT-qPCR in A549 cells treated
with TGFB/TNFa and/or EZH21 or KDMABEL (B) Cuantification of H3K27me3 conbent in WNTSB, EZH2,
or KDM&E promoters using ChIE in A549 cells treated with TGF B TNFe and/or EZH2 or TGFR/TNFx
and/or KDMaBL * = 0.01 < p < 0.05; **= 0.005 < p < (.01,

3. Discussion

Both EXH2 and KDM&B, two proteins with opposite catalytic activities, have previously been
associated with cancer aggressiveness or EMT. Indeed, a high expression of EZH2 was associated with
metastasis and a poor clinical outcome in clear cell renal cell carcinoma, esophagus squamous cell
carcinoma, bladder urothelial carcinoma, cutaneous melanoma, hormone-refractory and metastatic
prostate cancer, gastric carcinoma, breast carcinoma, lung carcinoma and ovarian carcinoma, as well as
in pediatric brain tumors (for a review, see Lachat et al. [21]). However, KDM6GB expression has
also been correlated with metastasis in clear cell renal cell carcinoma, ovarian cancer, myeloma,
hepatocellular carcinoma, malignant pleural mesothelioma, and Hodgkin's lymphoma or invasive
breast tumors. To clarify this apparent paradox or to understand whether these proteins were involved
in metastasis in specific models, we decided to analyze the role of both EZH2 and KDM&6B in the
same EMT cellular model. Indeed, the majority of previous investigations were focused on only
one epigenetic enzyme, and our study highlighted the complexity of simultaneously analyzing two
epigenetic modulators with opposite functions. Therefore, for the first time, we observed that EZH2
and KDMEB expressions were strongly correlated in NSCLCs and both enzymes correlated with EMT
in these tumors (Figure 1) and with poor clinical outcomes. These data strongly supported the idea
that both enzymes were involved in EMT and activated pro-EMT signaling pathways and that this
induction only required one of these proteins as most people suggested in the literature. Cur data also
suggested that the expression of these two enzymes was co-regulated in lung cancers, but this last
point would need further investigation to be confirmed.

To clarify the roles of EZH2 and KDMEB during EMT, we modulated the expression and/or activity
of these enzymes separately. As expected, both overexpression of EZH2 or KDMEEB promoted Vimentin
expression, a well-known EMT marker (Figure 2). Interestingly, the inhibition of KDM6B activity
alone, using a specific inhibitor, was sufficient to promote EMT signaling (Figure 3). Nevertheless,
the EZH2 or KDMEB inhibitor potentiated the effect of TGFB/TNFx to induce EMT, and a more
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pronounced phenotype was observed when the activity of KDM6B was inhibited compared to the
inhibition of EZH2. These data confirmed that the modulation (increase or decrease) of expression of
each enzyme promoted EMT. Das and Taube [26] indeed highlighted the difficulty of addressing the
precise contribution of these enzymes in a recent review.

The results of Figure 1 and Figure 51 suggest that both enzymes were strongly co-regulated
and might be each responsible for the regulation of a specific panel of genes during EMT. Indeed,
EZH2 would be involved in the repression of a specific subset of genes, whereas KDM6GB would
activate different targets. Our data also highlighted that the down- or up-regulation of one enzyme
might be compensated by an increase, or inhibition, of the other. For example, it has been shown that
PRC2, whose EZH2 is the catalytic member, could regulate different subsets of genes depending on
the cell type and could function, at least partially, independently of the EMT-TFs. Indeed, EZH2 did
not regulate SNAIT or SNAIZ? gene expression in head and neck squamous cell carcinoma cell lines,
and the inhibition of its expression repressed the expression of mesenchymal markers and inhibited
migration and invasion capacities without modulating EMT-TF levels [27]. Similarly, KDME6B has also
been associated with the direct activation of the EMT-TF gene SNAII, or SNAI2, in different cancer
models (breast cancer cells [28], hepatocarcinoma cells [20], and CRCCs [19]) but KDM6&B might also
be recruited on specific promoters involved in downstream EMT signaling. Therefore, to identify the
promoters which could be targeted by EZH2 or KDM6B, we performed a ChiIP-seq analysis in A549
EMT-induced cells (Figure 4). We first confirmed that EZH2 and KDM6B occupied distinct sites in the
genome and that most sites targeted by EZH2 also presented the H3K27me3 mark, while KDM6B was
mostly associated with genomic sites in which the H3K27me2 mark was absent. Although CDHI isa
well-known repressed gene by EZH2 [29,30], our study suggested, for the first time, that numerous
additional genes were also controlled by EZH2 and KDMG6B during EMT. Interestingly, it has been
previously reported in liver cancers that EZH2 repressed, in an H3K2Vme3-dependent manner, the APC
promoter leading to the activation of the Wnt/g-Catenin pathway [31]. Interestingly, our study
confirmed the presence of both EZH? and the H3K27me3 mark on the APC promoter (data not shown)
demonstrating the validity of our model and experimental scheme.

Amongst the genes specifically targeted by EZH2 and KDM6B during EMT, we confirmed a
decreased expression of INHEE and an increased expression of WNT5B and ADAMTS6 (Figure 5).
INHEB was the gene presenting the most important decrease in expression (FC = 31) associated with
concomitant recruitment of EZH2 and the presence of the H3K27me3 mark. Interestingly, this gene
was previously identified as a regulator of hormone secretion from the pituitary gland (for a review,
see Reference [32]) but, more recently, INHBB expression has been associated with cancer, although its
role in EMT remains controversial. Indeed, high Activin B levels, a homodimer of INHBB, have been
associated with a higher risk of metastasis in oral squamous cell carcinoma [33] but, INHBB expression
was more recently associated with an inhibition of cell migration in nasopharyngeal carcinomas [34].
ADAMTS6 and WNTSE, whose expressions were increased (FC = 60 and 49, respectively) and
associated with the presence of KDMG6B on their promoters, have been associated with EMT in recent
publications, although their roles are still poorly investigated in this process [35-37]. ADAMTS6 is one
of the 19 members of the metallopeptidase ADAMTS family, but its physiclogical role is unknown.
For example, its expression has been associated with invasion and cancer recurrence in pituitary
tumors and poor prognosis (clinical stage, lymph node metastasis and recurrence) in esophageal
squamous cell carcinoma [37,38]. Similarly, WNTSB has been very recently identified as a key regulator
governing the aggressive basal-like phenotype in breast cancers [39]. Moreover, WNT5B appeared
necessary to promote invasion and secondary EMT in a non-canonical WNT pathway manner [35].
We confirmed, by selectively inhibiting the expression of these genes, that the inhibition of INHEB
promoted cell invasion, whereas the inhibition of WNTAB or ADAMTS6 decreased cell invasion in
EMT-induced cells (Figure 5). Moreover, an increased expression of ADAMTS6 and WNTSB and a
decreased expression of IHNBE were confirmed in EMT-positive compared to EMT-negative N5CLCs
(Figure 5). Although EZH2 or KDM6&B were found on the promoters of these genes, the regulation
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of their expression seemed only partially regulated by the H3K27me3 mark. Indeed, the inhibition
of EZH2 or KDMG6B partially confrolled the expression levels of these new targets. These partial
effects might be due to additional epigenetic modifications or the fact that H3K27me3 might only
stabilize previous modulations of gene expression rather than to initiate these modulations. To further
characterize the list of genes, directly and fully, controlled by EZH2 and KDMGEB, new ChlP-seq
experiments combined with transcriptomic analysis will be performed following the inhibition of
EZH2 or KDMEB.

4, Materials and Methods

4.1. Cdl Culture, Tmn.sﬁrtr'ans, and Inhibitors Used in Cell Culture

The A549 (NSCLC) cell line was obtained from Dr Christophe Borg (INSERM UMERI1098,
Besangon, France) and the MDA-MEB-468 cell line was obtained from Dr Christine Gilles (Laboratory
of Tumor and Developmental Biology, Liege, Belgium). A549 cells were grown in DMEM 1 g/L.
glucose (L0066, Dominique Dutscher, Brumath, France) and MDA-MB-468 were cultured in RPMI
1640 medium. Both media were supplemented with fetal calf serum (respectively 5 and 10%)
(51810, Dominique Dutscher), penicillin- streptomycin (50 U/mL) (L0018, Dominique Dutscher) and
amphotericin B (1.25 pg/mL) (P11-001, PAA). Cells were cultured at 37°C in 5 % COy, and routinely
used at 70—80% confluence. When indicated, cells were treated for 3 days using 4 ng/mL TGFp
(100-21, Peprotech) and 20 ng/mL TNFu (300-01A, Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) or EGF (AF-100-15,
Peprotech) for 2 days. G5K343 (SMLIT&6, Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA), G5KJ4 (SMLIVO1L,
Sigma-Aldrich) were used at 10 uM or 5 uM (in A549 cells or MDA-MB-468 cells, respectively),
and UNC1999 (#46080, Cell Signaling) was used at 5 uM. Transfections of plasmids were performed
using the JetPrime reagent (#114, Polyplus, New York, NY, USA) or with the Cell line Nucleofector™ Kit T
(VCA-1002, Lonza, Basel, Switzerland) using the Mucleofector™ 2b Device (AAB-1001, Lonza) following
the supplier's recommendations. The pCMV-HA-EZH2 (#24230), pCMV-HA-KDM6B (#24167),
pMSCV-IM]D3 (#21212) and pMSCV-EZH2-PGK-Purc-IRES-GFF (#75125) vectors were obtained from
Addgene. A stable wild type [M]JD3 cell line was obtained using pMSCV plasmids via transduction
of the A549 cells with lentiviral particles as described in Reference [40]. The selection of transduced
cells overexpressing EZHZ or KDM6B was performed under a puromycin treatment at 3 ug/mL
for 1 week siRNA EZH? (Dharmacon, Catalog ID:L-004218-00-0005), siRNA KDM6E (Dharmacon,
Catalog ID:L-023013-01-0005) and siRNA ADAMTS6 (L-005-77 6-00-005, Dharmacon, Lafayette, CO,
USA) were obtained from Dharmacon and siENA WNTSE (5-CUCCUGGUGGUCAUUAGCUUL-3",
5-GCTAAUGACCACCAGGAGUUU-¥, Eurogentec, Madison, W1, USA) and siENA INHBB (sc43861,
Thermo Fisher Scientific, Santa Cruz, CA, USA) were transfected using Interferin (409-10, Polyplus)
according to the manufacturer’s protocol.

4.2, Invasion and Migration Assays

Migration assays were performed using a 2-well culbure-insert in 35 mm microdishes (81176, ibidi).
A total of 18,000 pretreated cells were plated in the 2 wells, and the inserts were removed 24 h later.
Migration was monitored for & h. For Invasion assays, 50 uL of ECM Gel from Engelbreth-Holm-Swarm
murine sarcoma (diluted & fold in free serum medium) (E1270, Sigma-Aldrich) was added in the
upper chamber (140629, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA ), positioned in 24-multiwell dishes,
and incubated for 4 h at 37 °C for polymerization. Then, 50,000 pretreated cells were seeded into the
upper chamber in presence of the desired treatment, diluted in free serum medium, and 500 ul of
complete medium containing the same treatment was added into the lower chamber. The insertwas
removed 24 h later, rinsed with PBS, and invasive cells present in the well (cells which migrated
through the matrigel and attached to the bottom of the well) were fixed with ethanol 100% for 5 min,
stained with crystal violet for 10 min, and then counted.
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4.3, Quantitative RT-PCR

ENA was isolated from cells using the Tri Reagent (TR118, Molecular Research Center, Cincinnati,
OH, USA) as described by the manufacturer. Reverse transcription was performed using 12 U of
M-MLV (M-1302, Sigma-Aldrich) reverse transcriptase, 0.25 uM oligodT (Eurogentec, Liege, Belgium),
1.25 uM random hexamers (C1184, Promega), and 1.5 ug of total ENA according to the manufacturer’s
instructions (Sigma-Aldrich). Quantitative PCR (qPCR) was performed in duplicate using the Step
one plus Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), the TB Green Premix Ex
Taq (Tli EMase H Plus) kit (R420L, Takara, Ann Arbor, MI, USA), and specific primers (Eurogentec)
according to the manufacturer’s instructions. The primers were designed using the Primer 3 software
and are listed in the Table 51.

4.4, ChIPfChIP-seq

Washed cells were fixed with 1 % formaldhehyde at KT for 8 min with gentle agitation and then
quenched with the addition of 125 mM Glycine for 5additional minutes. Cellswere centrifuged for 5 min
at 500 g and washed twice with 1x cold PB5. Chromatin was prepared using the truChIP™ Chromatin
Shearing Kit (520154, Covaris, Woburn, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Muclei were submitted to 10 min of sonication using the M220 Covaris sonicator. ChIF was performed
using the IP-Star Compact Automated System (BO3000002, Diagenode, Denville, NJ, USA) with the
Auto iDeal ChIP-seq kit for Histones (C01010171, Diagenode) and 1.5 pug of ChIP-grade antibody or
IgG (1GO07-2, EARLS.; C15410206, Diagenode). Protein inhibitor cocktails were added in all buffers.
Inputs and ChIP products were purified using the Auto Ipure kit V2 (C03010010, Diagenode) and
IP-5tar Compact Automated System (Diagenode). For ChlP-seq, libraries were prepared from 5 ng of
ChIF DMNA and Input DNA with the NEBNext®Ultra™ DMNA Library Prep Kit for lllumina (E73705,
Mew England Biolabs, Ipswich, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. From each
library, 50 bp single-reads were sequenced using an [llumina Hiseq 1500 system ([llumina, San Diego,
CA, USA). Reads were filtered according to their quality (Q Score = 30, and adapter sequences werne
removed using Cutadapt [41]. Reads were aligned to the human genome (hgl¥) using the BWA
(version 0.7.10). H3K27me3, EZH2, KDM&B differentially enriched regions (peaks) were identified
using SICER-df (g = w = 200 bp). Primers used for classical ChIP were designed using the Primer 3
software (httpy//primer3.utee/) and listed in the Table 51. Antibodies used for ChIP are listed in the
Table 52.

4.5, Western-Blotting

For total protein extracts, cells were scraped, harvested, and lysed in lysis buffer (10 mM Tris,
1 mM EDTA, 1 mM PMSE 1 mM NA-Vanadate, 1% DOCA) supplemented with protease inhibitors
(104 mM AEBSE 1.5 mM pepstatin A, 1.4 mM E-64, 4 mM bestatin, 2 mM leupeptin, 80 uM aprotinin}
for 30 min on ice and sonicated for 15 s. Protein quantification was performed using the Bradiord
method, and then proteins (25—40 ug) were separated on TGX acrylamide gels (1610172, Biorad) at
300V for 30 min using the Protean 3 system and fransferred onto Transblot turbo PYDF (1704157,
Bio-Rad) membranes for 10-15 min using the Transblot turbo (1704150, Biorad) according to the
manufacturer’s recommendations. Membranes were saturated in (0.1% TBSTween 20 and 5% milk
or BSA (according to antibodies datasheets) for 1 h and then incubated with primary antibodies
diluted according to manufacturer's instructions in 0.1% TB5Tween 20 and 5% milk or BSA (Table 52}
overnight at 4 *C. Membranes were washed 3 times 10 min with TBS-Tween 20 0.1%, incubated with
secondary anti-rabbit HEF conjugate (1/10,000, BI2407, Abliance, Compiégne, France) or anti-mouse
HRF conjugate antibody (1/10,000, BI2413C, Abliance) according to manufacturer’s instructions.
The membrane was then washed 3 times for 5 min with TBS-Tiween 20 (.1% and incubated with the
Clarity Western ECL substrate (1705051, Biorad, Hercules, CA, USA) and chemiluminescence was
monitored using a Biorad ChemiDoc™XRES+.
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4.6. Confocal Microscopy

Cells were cultured for 24 h on coverslips and then fived with cold methanol for 20 min at =20 °C.
Blocking was realized with 1% BSA for1hat 37 *C. Incubations with primary antibodies were performed
overnight at 4 2, and then cells were rinsed 3 times with 0.1% tween-TBS. Incubations with secondary
antibodies goat anti-rabbit and goat anti-mouse AlexaFluor 488 or 555 (1/1000, AT1008, A21428, A11001,
A21422, Life technologies, Carlsbad, CA, USA) were performed for 1 h at 37 °C and cells were then
rinsed 3 times with 0.1% tween-TBS, stained with DAFPI (4,6'-diamidino-2-phénylindole) and mounted
using Fluoromount Aqueous Mounting Medium (F4680, Sigma Aldrich). ACTIN was stained with
Phalloidin-Rhodamin (F1951, Sigma- Aldrich, Saint-Cluentin-Fallavier, France). Images were collected
with an Olympus FV1000 or Zeiss LSMB00 Airy5Scan laser scanning confocal microscope with a
63X objective.

4.7, Immunchistodiemistry

FFPE biopsies of NSCLCs were collected (in collaboration with the Tissue Biobank of the University
of Liege (Liege, Belgium]) and stained with the listed antibodies (Table 52). The protocol was approved
by the Ethics Committee of the University Hospital of Liege and the diagnosis of each case was
confirmed by experienced histopathologists. IHC analysis was performed with a standard protocol
detailed previously [42]. Samples were classified into two groups: EMT-positive vs. EMT-negative
depending on their Vimentin staining. According to Reference [43], IHC were scored by multiplying
two values: intensity (0-3) and extent (0-3), leading to a global score ranging between 0 and 9.
All immunolabelled tissues were evaluated by two experienced histopathologists.

4.8, Statistics

Mean comparisons were analyzed using a Student f-test performed with the GraphPad Prism5
software (San Diego, CA, USA). Correlation indexes were measured using a Pearson test performed
with the GraphPad Prism5 software. Significant values were highlighted in bold in each figure.

5. Conclusions

The epigenetic proteins EZH2 and KDM6B, two enzymes controlling the methylation level of
the histone H3 at the position K27 (H3K27), are major components of cancer aggressiveness and EMT.
Altogether, our results demonstrated, for the first time, that both EZH2 and KDM6B were involved in
EMT. Moreover, we showed that the H3K2Vme3-mediated repression of INHEB and the activation of
WNTSE or ADAMTS6 expression, linked to the loss of the H3IK27me3 mark, could be considered as
new biomarkers of EMT in vitro and invivo, which could be later quantified to better stratify patients.
Moreover, the targeting of EZH2 and/or KDMEB might offer new perspectives of therapies to fight
metastasis apparition and formation in the future.
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Figure S1: Expression of EZH2 and KDM6E during EMT in A549 cellular model and correlation between EZH2
and KDM6B expression in NSCLCs, Figure 52 Validation of stable transfection of EZH2 and KDM6B in A549 cells,
Figume 53 Effects of transient overexpression of EZH2 and KDMGE on EMT induction, Figure 54: EXHZi and
EDM6B regulated the expression of Vimentin and the levels of HIKZ me3 in A549 cells, Figume 55 EZHZ i
(UNC1999) promoted an EMT-related ]::hznutj.r]::-e in A549 cells, Figure 56: Invalidation of EZH2 and KDMGE using
CRISPR/Cas? favored EMT-l M¥h.1-_'11|:|l"u?:|:-|='s- in A549 cells, FlEE'J:SS? Overexpresgion and chemical inhibition of
EZH? and KDM6B regulated EMT-like phanotype in MDA-M aells, Flgure 58: Effects of siEZH2 or siKDMGB
on target genes. Table 510 List of primers, Table 52: List of antibodies.

Author Contributions: Conceptualization and methedology, EH. (Eric Hervouet) and PF; software, [-PE, M.A.
and ] M,; investigation, CL., D.B, PL, EH. (Eric Hervouet), EH. (Elodie Hendrick), WW, A E; writing—original
draft preparation, EXL (Eric Hervouet) and PP writing—review and editing, EFL (Eric Hervouet), PP, MG,
RD.-M., M.H; visualization, M.G.,, RD-M, CB, MH. and C.E; supervision, E.H. {Eric Hervouet) and PF;
project administration, E.H. (Eric Hervouet) and BE; funding acquisition, E.H. (Eric Hervouet) and PP All authors
have read and agreed to the published version of the manuscript.

225



Cancers 2020, 12, 3649 200f 22

Funding: This research was funded by our financial supports “Ligue Contre le Cancer”, “Région Bourgogme
Franche-Comité"” and “Cancéropdle Grand Est”.
Acknow ledgments: We ame most grateful to July Hémon from the Human & Environmental Genomics come facility

of Rennes (Biositf OSUR) for hier technical support. We thank the EFIGENEx p platform and our financial supports:
“Ligue Contme le Cancer”, “Région Bourgopne Franche-Comté” and “Cancéropole Grand Est”.

Conflicts of Interest The authors declare no conflict of interest.

Abbreviations

ADAMI9 ADAM Metallopeptidase Domain 19
ADAMTS6 ADAM Metallopeptidase with Thrombospondin Type 1 Motif 6

BC

Breast Cancer

ChlP-seq Chromatin ImmunoPrecipitation-sequencing

EMT
EMC

Epithelial Mesenchymal Transition
ExtraCellular Matrix

EMT-TF EMT-Transcriptional Factor
EFH2 Enhancer of feste I-Il:nml_‘llcug 2

FFPE

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

HDM Historne DeMethylase
HMT Histone MethylTransferase

IF

ImmunoFluorescenc:

INHBB Inhibin Subunit Beta B

KDM6B Lysine DeMethylase 68

MMPD Matrix Metallopeptidase 9
MNSCLC Non-Small Cell Lung Carcinoma

WB

W&:tern—Blutting

References

L

2

10.

Terry, 5 ; Savagner, P; Ortiz-Cuaran, 5.; Mahjoubi, L.; Saintigny, '; Thiery, J.E; Chouaib, 5. New insights into
the role of EMT in tumor immune escape. Mol. Oncol. 2017, 11, 824 846, [CrossRef] [FubMed])

Hanahan, D.; Weinberg, R.A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell 2011, 144, 646674, [CrossRef)
[Pubbed]

Kalluri, R.; Weinberg, RA. The basics of epithelial-mesenchymal transitiom. [ Clin. Investig. 2009, 115,
14201428, [CrossRef] [Pubbed]

MNoguchi, K,; Dalton, A.C.; Howley, BV.; McCall, B.J.; Yoshida, A.; Diehl, J.A.; Howe, P Interleukin-like
EMT inducer regulates partial phenotype switching in MITF-low melanoma cell lines. PLoS ONE 2007,
12, 20177830, [CrossBef] [PubMed)

Lehmann, 5.; Te Boekhorst, V. ; Odenthal, J.; Bianchi, K ; van Helvert, 5; Ikenberg, K ; llina, O.; Stoma, 5.;
Xandry, ].; Jiang, L.; et al. Hypoxia Induces a HIF-1-Dependent Transition from Collective-to-Amoeboid
Dissemination in Epithelial Cancer Cells. Curr. Biod. 2017, 27, 392400, [CrossRef]

Zhuy, L; Li, X.; Chen, ¥.; Fang, J; Ge, Z High-mobility group box 1@ A novel inducer of the
epithelial-mesenchymal transition in colorectal carcinoma. Cancer Lett. 2015, 357, 527-534. [CrossRaf]
Bacigalupo, M. L.; Manzi, M.; Espelt, MLV.; Gentilini, L. D.; Compagno, [.; Laderach, [L].; Wolfenstein-Todel, C;
Rabinowich, G.A; Troncoso, ME Galectin-1 triggers epithelial-mesenchymal transition in human
hepatocellular carcinoma cells. . Cell Physiol. 2015, 230, 1298-1309. [CrossRef]

Joseph, 1V.; Conroy, 5.; Tomar, T.; Eggens-Meidjer, E; Bhat, K.; Copray, 5.; Walenkamp, A M.; Boddeke, E.;
Balasubramanyian, V.; Wagemakers, M.; et al. TGF-beta is an inducer of ZEB]l-dependent mesenchymal
transdifferentiabion in glicblastoma that is associated with tumor invasion. Cell Death Dis. 2014, 5, e1443.
[CrossRef]

Miao, JW,; Liu, LJ; Huang, |. Interleukin-f-induced epithelial-mesenchymal transition through signal
transducer and activator of transeription 3 in human cervical carcinoma. Int. [ Oncol. 2014, 45, 165-176.
[CrossRef]

Kim, J.; Kong, [.; Chang, H.; Kim, H.; Kim, A. EGF induces epithelial-mesenchymal transition through
phospho-Smad2/3-Snail signaling pathway in breast cancer cells. Oncotarget 2016, 7, 8502185032 [CrossRef)

226



Cancers 2020, 12, 3649 MNof22

11.

12,

13.

14

15.

1.

17.

15

19.

20

2L

23

24

26,

25

29,

Yang, L.; Lin, C; Liu, ZR. P68 RNA helicase mediates PDGF-induced epithelial mesenchy mal transition by
displacing Axin from beta-catenin. Cell 2006, 127, 139-155. [CrossRef] [PubMed]

Stoker, M.; Perryman, M. An epithelial scatter factor released by embryo fibroblasts. [. Cdl 54. 1985, 77,
200223, [PubMed]

Kogure, T; Kondo, ¥; Kakazu, E.; Ninomiya, M.; Kimura, O.; Shimosegawa, T. Involvement of miRNA-20a
in epigenetic regulation of transforming growth factor-beta-induced epithelial- mesenchy mal transition in
hepatocellular carcinoma. Hepatol. Res. 2014, 44, 907919, [CrossRef] [PubMed]

Jiang, [.; ¥i, BO.; Ding, 5,; Sun, J.; Cao, W.; Liy, M. Demethylation drug 5-Aza-2"-deoxycy tidine-induced
upregulation of miR-200¢ inhibits the migration, invasion and epithelial-mesenchymal transition of clear cell
renal cell carcinoma in vitro, Oncol. Left. 2006, 11, 3167-3172. [CrossBef] [PubMed]

Asgarova, A Asgarow, K Godet, Y ; Peixoto, I'; Nadaradjane, A.; Boyer-Guittaut, M.; Galaine, J.; Guenat, [;
Mougey, V.; Perrard, [; et al. PD-L1 expression is regulated by both DNA methylation and NF-KB during
EMT signaling in non-small cell lung carcinoma. Oncoimmunology 2018, 7, 1423170, [CrossRef]

Zheng, M.; Jiang, Y.F; Chen, W.; Li, K.D; Liu, X.; Gao, 5Y; Feng, H.; Wang, 5.5.; Jiang, J.; Ma, X.R.; et al. Snail
and Shug collaborate on EMT and tumor metastasis through miR-101-mediated EZH? axis in oral tongue
squamous cell carcinoma. Oncotarget 2015, 6, 6797-6810. [CrossRef]

Luo, FL; Jiang, ¥; Ma, 5.; Chang, H.; Yi, C; Cao, H.; Gao, ¥; Guo, H; How, J; Yan, J; et al EZH2? promotes
invasion and metastasis of laryngeal squamous cells carcinoma via epithelial-mesenchymal transition
through HIK27me3. Biochem. Biophys. Res. Commumn. 2016, 479, 253-359, [CrossRef]

Li Z; Hou, P; Fan, D; Dong, M.; Ma, M.; Li, H.; Yao, B Li Y; Wang, G.; Geng, I; et al. The degradation of
EZH2 mediated by IncRNA ANCR attenuated the invasion and metastasis of breast cancer. Cell Death Differ.
2017, 24, 59-71. [CrossRef)

Ly Q. Hou, L.; Ding, G.; Li, ¥.; Wang, [.; Chan, B.; Sun, J.; Wang, Q. KDM&B induces epithelial- mesenchy mal
transition and enhances clear cell renal cell carcinoma metastasis through the activation of SLUG. Int. . Clin.
Exp. Pathol. 2015, 8, 63346344,

Tang, B.; (i, G.; Tang, E; Yuan, 5; Wang, Z; Liang, X.; Li, B.; Yu, 5.; Liy, ].; Huang, Q.; et al Aberrant [M]D3
Expression Upregulates Slug to Promote Migration, Invasion, and Stem Cell-Like Behaviors in Hepatocellular
Carcinoma. Cancer Res. 2016, 76, 6520-6532. [CrossRef]

Lachat, C.; Boyer-Guittaut, M.; Peixoto, I} Hervouet, E. Epigenetic Regulation of EMT (Epithelial to
Mesenchymal Transition) and Tumor Aggressiveness: A View on Paradoxical Roles of KDMGE and EZH2.
Epigenomes 2019, 3, 1. [CrossEef]

Gyorffy, B.; Surowiak, I'; Budezies, |.; Lanczky, A. Online survival analysis software to assess the prognostic
value of biomarkers using transeriptomic data in non-small-cell lung cancer. PLoS ONE 2013, 8, 82241,
[CrossRef] [PubMed]

Rath, B.H.; Waunyg, L; Camphausen, K.; Tofilon, E]. Inhibition of the Histone H3KZY Demethylase UTX
Enhances Tumor Cell Radiceensitivity. Mol. Cancer Ther 2018, 17, 1070=1078. [CrossRef] [PubMed]
Peixoto, I'; Etcheverry, A.; Aubry, M.; Missey, A.; Lachat, C; Perrard, |.; Hendrick, E;; Delage-Mourrous, R
Mosser, | Borg C; et al  EMT is associated with an epigenetic signature of ECM memodeling genes.
Cell Death Dis. 2019, 10, 205. [CrossFef]

Wang, ¥.; Chen, 5Y; Colbome, 5; Lambert, G.; Shin, CY.; Santos, N.D.; Orando, KA. Lang, J.D.;
Hendricks, W.EIx; Bally, M.B.; et al. Histone Deacetylase Inhibitors Synergize with Catalytic Inhibitors
of EZH? to Exhibit Antitumor Actvity in Small Cell Carcinoma of the Ovary, Hypercaloemic Type.
Mbl. Cancer Ther. 2018, 17, 2767-2779. [CrossRef]

Das, I'; Taube, |.H. Regulating Methylation at HIKZ: A Trick or Treat for Cancer Cell Plasticity. Cancers
2020, 12, 2792, [CrossRef]

Chang, [ W.; Gwak, 5.Y; Shim, G.A; Liu, L.; Lim, ¥.C; Kim, [ M.; Jung, M.G; Koo, B.5. EZH2 is associated
with poor prognesis in head-and-neck squamous cell carcinoma via regulating the epithelial-to-mesenchymal
transition and chemosensitivity, Oral Oncol. 2006, 52, 66-74. [CrossRef]

Ramadoss, 5. ; Chen, X.; Wang, CY Histone demethylase KDMoB meﬂesapiﬂwﬁﬂl—m&*nﬂi}rrﬂal transition.
J. Biol. Chem. 2012, 287, 4450844517, [CroesRef]

Herranz, N.; Pasini, I; Diaz, V.M. ; Franci, C; Gutierrez, A.; Dave, N.; Escnva, M. Hernandez-Mufioz, L;
I Croge, L.; Helin, K; et al. Polycomb complex 2 is requined for E-cadherin mpression by the Snaill
transcription factor. Mol. Cell Biol. 2008, 28, 47724781, [CrossEef]

227



Cancers 2020, 12, 3649 D of 22

3L

32

33

35,

39,

41.

42,

43,

Cho, FLM.; Jeon, LS. Lee, 5.Y; Jeong, K] Park, 5Y; Lee, HLY,; Lee, J.U.; Kim, L H.; Kwon, 5].; Choi, E.; et al.
microRMNA-101 inhibits lung cancer invasion through the mgulation of enhancer of zeste homolog 2.
Exp. Ther. Med. 2011, 2, 963967, [CrozsRef]

Fu, X.; Lin, I.; Qin, E; Yang, Z; Ding, ¥.; Zhang, Y.; Han, L.; Zhu, X; Zhang, Q. LncAPC drives Wt/ B-catenin
activation and liver TIC self-renewal through EZHI mediated APC transcriptional inhibition. Mol. Cardanog.
2018, 57, 408418, [CrossKef] [PubMed]

Thompson, T.B.; Cook, RW.; Chapman, 5.C; Jardetzky, T.5.; Woodruff, TK Beta A versus beta B: Is it menely
a matter of expression? Mol. Cell Endocrinol. 2004, 225, 9-17. [CrossRef] [PubMed]

Kita, A.; Kasamatsu, A Nakashima, [0 ; Endo-Sakamoto, Y Ishada, 5 Shimizw, T.; Kimuara, ¥; Mivamoto, L;
Yoshimura, 5; Shaiba, M.; et al. Achivin B Regulates Adbesion, Invasiveness, and Migratory Achvibies in
Oral Cancer: A Potential Biomarker for Metastasis, || Cancer 2017, 8, 20332041, [CrossRef] [PubMed]
Zou, G.; Ren, B; Liu, Y; Fu, ¥; Chen, P; Li, X;; Luo, 5; He, ].; Gao, G.; Zeng, Z,; et al. Inhibin B
supprmesses anoikis resistance and migration through the transforming growth factor-§ signaling pathway in
nasopharyngeal carcinoma. Cancer Sa. 2018, 109, 3416-3427. [CrossRef]

Kato, 5.; Hayakawa, ; Sakurai, H.; Saiki, L; Yokoyama, 5. Mesenchymal-transitioned cancer cells instigate
the invasion of epithelial cancer cells through secretion of WNT3 and WINTSE. Cancer 5a. 2014, 105, 281-289.
[CrossFef)

Shin, Y.J.; jeon, YJ.; Jung, N.; Park, JW.; Park, HLY; Jung, 5.C. Substrate-specific gene expression profiles in
different kidney cell types are associated with Fabry disease. Mol. Med. Rep. 2015, 12, 50495057 [CrossRef]
Liu, L.; Yang, £; Ni, W.; Xuan, ¥. ADAMTS-6 s a predictor of poor prognosis in patients with esophageal
squamous cell carcinoma. Exp. Mal. Pathol. 2018, 104, 134-139. [CrossRef]

Raverot, G.; Wierinckx, A.; Dantony, E.; Auger, C.; Chapas, G; Villeneuve, L.; Brue, T; Figarella-Branger, [).;
Roy, P; Jouanneau, E.; et al. Prognostic factors in prolactin pituitary tumors: Clinical, histological, and
molecular data from a series of 94 patients with a long postoperative follow-up. . Clin. Endoarino. Metab.
2010, 95, 1708-1716. [CrossRef]

Jiang, S.; Zhang, M.; Zhang, Y; Zhou, W.; Zhu, T; Ruan, Q.; Chen, H.; Fang, [.; Zhou, E; Sun, ].; et al WNTSB
governs the phenotype of basal-like breast cancer by activating WNT signaling. Cell Commun. Signal. 2019,
17,109, [CrossRef]

Warda, W.; Larosa, F;: Neto Da Rocha, M.; Trad, E; Deconinck, E; Fajloun, Z.; Faure, C; Caillot, 1;
Moldovan, M.; Valmary-Degano, 5.; et al CML Hematopoietic Stem Cells Expressing IL1RATP Can Be
Targeted by Chimeric Antigen Receptor-Engineered T Cells. Cancer Res. 2019, 79, 663675, [CrossRef]
Chen, C; Khaleel, 5.5.; Huang, H.; Wu, C.H. Softwame for pre-processing lllumina next-generation sequencing
short read sequences. Source Code Biol. Med. 2014, 8, 8. [CrossRef] [PubMed]

Herfs, M.; Longuespee, R; Cuick, CM.; Roncarati, I; Suvarez-Carmona, M.; Hubert, I'; Lebeau, A;
Bruyere, D; Mazzucchelli, G.; Smargiasso, N; et al. Proteomic signatures reveal a dualistic and clinically
melevant classification of anal canal carcinoma. [. Pathol. 2017, 241, 522-533. [CrossRef] [PubMed]

Hubert, F; Herman, L.; Roncarati, It; Maillard, C.; Renoux, V.; Demoulin, 5.; Erpicum, C.; Foidart, J.M.;
Boniver, J.; Noel, A.; et al. Altered alpha-defensin 5 expression in cervical squamocolumnar junction:
Implication in the formation of a viral/tumour-permissive microenvironment. J. Pathol, 2014, 234, 464477,
[CrossEef] [Pubhed]

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional

affiliations.
0 €1 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
@ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attabution
BY

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by /4.0/).

228



Annexe 4 : Liste des communications orales

1- Camille LACHAT, Paul PEIXOTO, Michael BOYER-GUITTAUT and Eric HERVOUET. Roles of
the lysine demethylase KDM6B and the histone methyltransferase EZH2 during Epithelial

to Mesenchymal Transition (EMT). Forum des Jeunes Chercheurs, Besancon, 15 Juin 2018.

2- Camille LACHAT, Paul PEIXOTO, Michael BOYER-GUITTAUT and Eric HERVOUET. Roles of
the lysine demethylase KDM6B and the histone methyltransferase EZH2 during Epithelial
to Mesenchymal Transition (EMT). EpiNantes, Nantes, 14-15 Octobre 2018.

3- Camille LACHAT, Amandine ETCHEVERRY, Marc AUBRY, Jean MOSSER, Michael HERFS,
Jean-Paul FEUGEAS, Michaél GUITTAUT, Paul PEIXOTO et Eric HERVOUET. La régulation
épigénétique de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) régule les propriétés
invasives des cellules cancéreuses. Concours de communication de la Société de Biologie

de Besancon (SBB), Besangon, 12 Décembre 2019.

Annexe 5 : Liste des communications affichées

Camille LACHAT, Michael BOYER-GUITTAUT, Paul PEIXOTO and Eric HERVOUET. Roles of the
lysine demethylase KDM6B and the histone methyltransferase EZH2 during Epithelial to

Mesenchymal Transition (EMT). Forum des Jeunes Chercheurs, Dijon, 14 Juin 2019

229



Epigenetic regulation of Epithelial to Mesenchymal
Transition (EMT) : roles of EZH2 and KDM6B

ille LACHAT?, Michaél GUITTAUTY2, Paul PEIXOTO?and Eric HERVOUET"?3

1: Univ. Bourgogne Fra

e-Comté, INSERM, EFS BFC, UMR1098, Interactions Hote-Greffon-Tumeur/Ingénierie Cellulzire et Génique, F-25000 Besancon, France; 2:

Plateforme DImaCell, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-25000 Besancon, France *: Plateforme EPIGENEXp, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-25000 Besangon,
France

w1 !nserm

4 13 sants t oo s recharcha medicaie

Metastatic tumors are the main cause of death in patients bearing solid

Epigenetic modifications play a key role in the regulation of gene expression
during EMT. Cur previous studies show that methylation status of H3K27 is
a crucial point for cells to undergo EMT. That’s why we focus on EZH2 and

UBFC %

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

tumors and EMT is involved in the metastatic process. Loci Genes
H3K27me3  EZH2
Epithelial ph - MET Mesenchymal phenotype \26010) | (26163) H3K27me3 KDMEB Only
EZH2 Intersect. e Up
T 3 Regylated Regulated
- - - - 22806 16153
- - 9403 —_— 3696 1330 7357
E-CADHERIN EMT VIMENTIN
1 7
3750 Leg 516

. 517 WNTSB,
[ phatic’ |  EMT 13122 INHBB, ANK1 ADAMTS6,

Primary tumor | Blood. Dr:ymphat\c Jm— Metastasis KDMGB MMP2

R atop- MET (17389)

[
.%NCEROPGLE Est

Determination of EZH2 and
KDMG6B target

A548 EMT induced

ChIP sequencing and transcriptome data were compared to select potentiate
EZH2 and KDMGEB target genes. We selected some genes which are up-
regulated during EMT and where we found only KDMEB on the promoter
(WNT58, ADAMTSE, MMP2) and some genes which were down-regulated and

KDMGEB. Despite their opposite roles, they were both involved in EMT in

where we found H3K27me3 and EZH2 on the promoter ({NHBB, ANKI).
various models Y

jECtiVES 3 Validation of EZH2 and
/F KDMG6B target genes
. @ study of th.e.e.‘ffem Bl a.nd A B Hak27mes level The under expression of the potentiate
KDMEB activities and expression -
. mRNA expression EZH2  target gene INHBB  and
modulation on EMT phenotype < 15 L b £ the KDMEB N
Mark of transcription ] g«: 10 - § : DverEXpressmnWON;sBe duri EDMt.el.ntlate
o 1.0 1, t
inhibigign // @ Determine the target genes of ﬁ% 0s 2 arl.gde zene. uring wa;
| ez EZH2 and KDMEB during EMT £ g o5 validated using RT-gPCR. INHBE an
\ ) £ 00 z WNT5B expression are correlated with
"o, o H3K27me3 level modifications during

. I = 044 "
Modulation of EZH2 and g s g EMT (ChIP experiments)
b £ 03
. . . < 2 <]
S ]
KDNM6B aCtIVItV in vitro Bz t,i, 024 Validation of KDM6B and EZH2 target genes in A549
. . 3 = 01d cells by RT-qPCR and ChiP. A- mRNA expression of potentiote
B Protein expression g 0 = target gene of EZH2 [INHBBi and KOMG8 {WNTSB) by RT-gPCR
3 . < 2 o0 during EMT B. HIK27ene? level at £2H2 and KDMEB potentiote
4 - ¢ -+ target genes (INHBB and WNTS8) during EMT by ChiP experiments.
E E 2 EMT induction EMT induction A549 cells were induced in EMT by TGF.8/ThFa treatment during 3
%J 2 1 days. Mean +/ SEM ;| *=001sp<Q05 ; **=0,005<p<001 ;
= #4+¥=0,001<p<0,005
s 0 \_ 7,001 <p<0 j
HA-EZiT2 HAKDMGE ToFpTNRa -+ 3 ot
wodhmno Pt LG 4 Modulation of EZH2 and
€ cell migration (UA) Study of Asig lung tumor cells KDMG6B expression during EMT
0.4- - lecular and fi ional 2
0.3 after EZM2 or KDMGB  activity 5 15 mRNA expression We shown that ADAMTSEG is epigenet\'cally
0.2 modulation. A- VIMENTIN expression by a "
0.1 immunofluorescence ofter averexpression of EZHZ or 9510 regulated during  EMT, by H3K27
0.0 KﬁMEEA B VIMENTIN exur;ssian by Western bfm;;vg 3z demethylation involving KDM6B. Here we
i M + after chemical inkibition of EZH2 or KDMEE and/or EE g ) I e
e e o 1t T furinducton C tgration copacites of 4599 cetls z confirm these data using specific siRNA
- - - + + after EZH2 or KDMBEE chemical inhibition and/or EMT < 1
KDMEBi o, Maan 5t SE, - 00108 7 T I e targeting EZH2 and KDM6B.
0,001<p<0,005 siEZH2 - - -
sikomeB - - - -+
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ADAMTSE mRNA  expression when
KDMG6B KO leads to decreased ADAMTSO
mRNA  expression. Altogether, these
results confirm that ADAMTS6 expression
regulation is highly dependent on H3K27
methylation status on its promaoter.

Overexpression of EZH2 or KDMBB increased VIM expression in A549
cells. Chemical inhibition of these enzymes also increased VIM
expression during EMT. However, only KDMEB chemical inhibition
increased migration properties of these cells during EMT. These data
highlight that KDM6B and EZH2 have amhiguous roles during EMT.
The determination of their target genes during EMT may enlighten us
about their specific roles in this process

EMT Induction

ADAMTSE mRNA expression during
the modulation of EZH2 and KDMéB
expression using specific siRNA.
ADAMTS6 mRNA expression using RT-gPCR
during EMT when EZH2 and KDMGE where
knock-out using SIANA, EMT induction : 72h.
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Perspectives

The expression of EZH2 and KDM#6B target genes during EMT will be modulated using siRNA or overexpression plasmids and the effects

.

\
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o
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o

during EMT will be analyzed {morphological, molecular and functional phenotypes).

In vivo expression of EZH2 and KDM6B target genes will be measured using IHC in a cancer cohort already classified in EMT+ or EMT-

We will try to explain why EZH2 and KDMB6B target these genes by identifying their protein partners using automated Co-IP protocal

.

.
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Overexpression of EZH2 or KDM&B increased VIM expression in
A549 cells. Chemical inhibition of these enzymes also increased
VIM expression during EMT. However, only KDMBB chemical
inhibition increased migration properties of these cells during
EMT. These data highlight that KDM6B and EZH2 have
ambiguous roles during EMT. The determination of their target
lgenes during EMT may enlighten us about their specific roles in

this process

Conclusion/Perspectives

o WNT58 and INHBB are new interesting genes involved in EMT. The mechanisms by which they contribute {(or not) in EMT will be
further considered.
in vivo capacities of A549 to create metastasis in mice will be studied inhibiting EZH2 or KDM6B to confirm in vitro results
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ChIP sequencing and transcriptome data were compared to select
potentiate EZH2 and KDMGEB target genes. Some genes which are
up-regulated during EMT and where we found only KDMEB on the
promoter (WNT58, ADAMTS6) and some genes which were down-
regulated and where we found H3K27me3 and EZH2 on the

promoter (INHBB) were selected for further studies.
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INHBB, WNT5B and ADAMTS6

are involved in EMT
Inhibition of INHBB, WNTSB or ADAMTS6 A
expression did not affect VIMENTIN and
CDHI expression or migration of A549 cells.
However, inhibition of WNT58 or ADAMTSE
expression during EMT restores invasion
properties. Inhibition of INHBB seems to
increase cell invasion capacities on the
opposite.
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In vivo expression of EZH2 and KDM6B target genes will be measured using IHC in a cancer cohort already classified in EMT+ or
EMT-
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Titre : Rbles de la lysine déméthylase KDMG6B et I’histone méthyltransférase EZH2 au cours de la
Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM)

Mots clés : Cancer, TEM, Epigénétique, EZH2, KDM6B

EZH2 et KDM6B catalysent respectivement la méthylation et la déméthylation de la marque
épigénétique H3K27me3 (triméthylation de la lysine 27 de I'histone 3). Elles sont dérégulées dans
de nombreux types de cancers. Nos travaux montrent que I'expression de KDM6B et EZH2 sont
corrélées dans les cancers du poumon non a petites cellules et sont corrélées a |'expression du
marqueur mésenchymateux VIMENTINE. Dans la lignée cellulaire de cancer du poumon A549, la
surexpression d’EZH2 ou de KDMG6B entraine chacune les cellules vers un phénotype
mésenchymateux. De plus, I'inhibition chimique d’EZH2, mais plus significativement celle de KDM6B
entraine également un phénotype mésenchymateux, au niveau moléculaire comme fonctionnel.
Certains génes sont fortement sur- ou sous-exprimés au cours de la TEM et leurs promoteurs
pourraient étre des cibles d’EZH2 ou KDM6B d’aprés nos données de ChlIP-seq. Nous avons alors
émis I’hypothése que KDM6B et EZH2 ciblent des génes différents au cours de la TEM. Nous avons
montré que la sous-expression d’'INHBB et la surexpression de WNT5B et ADAMTS6 au cours de la
TEM est régulée au moins en partie par H3K27me3. La modulation de I'expression de ces génes est
suffisante pour impacter les capacités d’invasion des cellules A549. Pour conclure, EZH2 et KDM6B,
malgré leur activité antagoniste, sont importantes pour la régulation de la TEM dans les cellules
A549.

Title: Roles of the lysine demethylase KDM6B and the histone methyltransferase EZH2 during
Epithelial Mesenchymal Transition (EMT)

Keywords: Cancer, EMT, Epigenetics, EZH2, KDM6B

Epigenetic enzymes EZH2 and KDMG6B catalyze respectively methylation and demethylation of the
epigenetic mark H3K27me3 (trimethylation of lysine 27 of histone H3). EZH2 and KDM®6B are
deregulated in various types of cancers. Our study reveals that KDM6B and EZH2 expressions in
non-small cell lung cancer tissues have been correlated with each other and correlated with the
mesenchymal marker VIMENTIN. In the lung cancer cell line A549, overexpression of EZH2 or KDM6B
both led to an activation of the mesenchymal phenotype. Moreover, chemical inhibition of EZH2,
but more significantly KDM6B, led to an induced mesenchymal phenotype too, both at the
molecular and the functional level. Some genes are highly up- or down-regulated during EMT and
may be direct target genes of EZH2 or KDM6B according to ChlP-seq data. We therefore
hypothesized that KDM6B and EZH2 may present similar or different target genes during EMT. We
validated that INHBB under expression and ADAMTS6 and WNT5B overexpression during EMT is
regulated, at least in part, by H3K27me3 modulation, and that modulation of these genes expression
by siRNA can affect invasion capacities of A549 lung tumor cells. To conclude, both EZH2 and
KDMG6B, despite their antagonist activity, showed an important function in the regulation of EMT in
the A549 cell line model. Overexpression of EZH2 and KDM6B during EMT can regulate WNT5B,
INHBB and ADAMTS6 expression in order to increase invasion capacities of the cells.
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