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PCL : PolyComb Like 
PD1 : Programmed death 1 
PDGF : Platelet Derived Growth Factor 
PDGFRα : Platelet Derived Growth Factor 
Receptor α 
PDK1 : Phosphoinositide-Dependant Kinase 
1 
PD-L1 : Programmed Death Ligand 1 
PDZ : PSD-95 – DLG-1 – ZO1 
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 

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-
Hôte-Tumeur 
RIME : Rapid Immunoprecipitation Mass 
spectrometry of Endogenous protein 
Rme1 : Arginine Mono-méthylée 
Rme2a : Arginine Di-méthylée asymétrique 
Rme2s : Arginine Di-méthylée symétrique 
RNA POLII : RNA POLymerase II 
ROCK : RhO-associated Coiled-coil-
containing protein Kinase 1 
ROS : Reactive Oxygen Species 
RPS6KB1 : Ribosomal Protein S6 Kinase B1 
RT-qPCR : 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 
homolog 
SMAD4 : 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 
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SUMO : Small Ubiquitin like Modifier 1 
SUZ12 : Suppressor of Zeste 12 
SWI/SNF : SWItch/Sucrose Non-
Fermentable 

T 
TEM : Transition Epithélio-
Mésenchymateuse 
TGF-β : Transforming Growth Factor β 
TGF-βR : Transforming Growth Factor β 
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 

V 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

W 
WB : Western Blotting 
WNT : Wingless iNTegration site 
WWP1 : WW domain containing E3 
ubiquitine Protein ligase 1 

Z 
ZEB : Zinc finger E-box-Binding homeobox 
ZO-1 : Zona Occludens 1 
ZO-2 : Zona Occludens 2 
ZO-3 : Zona Occludens 3 
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Au sein de l’équipe TIM-C (Thérapeutiques Immuno-Moléculaires et cellulaires des 

Cancers) intégrée dans le laboratoire INSERM RIGHT (Relations et Interactions Greffon-Hôte-

Tumeur, UMR 1098), notre groupe Autophagie, Epigénétique et Immunité liée aux cellules T 

dans les Cancers (AETIC) s’intéresse notamment à la régulation épigénétique de plusieurs 

phénotypes liés aux cancers. Ce projet de thèse 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 phénomène décrit comme étant impliqué dans l’agressivité des 

tumeurs, via de multiples mécanismes, qui seront décrits ci-après.  

 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 premières cause de décès 

prématurés (30-69 ans) dans le monde1. La recherche de nouveaux traitements pour les 

patients atteints de ces pathologies est très active à travers le monde, et de nouvelles 

autorisations de mise sur le marché (AMM) sont délivrées régulièrement, 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 légèrement diminué pour les hommes en France 

ces dernières années (-1,4 % par an entre 2010 et 2018 (Figure 1.A)), il a légèrement 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 même période, en France (Figure 1.B)2 (TSM). 

De plus, le taux de survie à 5 ans après 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 l’augmentation 

du taux de survie principalement. 
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Figure 1 : Evolution de l’incidence, de la mortalité et de la survie après pronostic des cancers en 
France entre 1990 et 2015.  
A. Evolution du taux de mortalité en France tous cancers confondus de 1990 à 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 à 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 après le diagnostic de leur cancer, normalisé à 1 pour le pourcentage 
de la première 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-à-dire que l’on considère que l’on corrige le taux afin de prendre en compte les différences de 
structure d’âge 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’âge des populations. 
 

L’apparition de métastases est le principal facteur de mauvais pronostic pour les 

patients atteints de cancers4–6 (Tableau 1) ce qui nous a amené à nous intéresser à la TEM, 

qui participe notamment à la formation de métastases, mais aussi à d’autres facteurs 

d’agressivité des cancers comme la résistance aux traitements et l’échappement au système 

immunitaire.  
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Tableau 1 : Taux de survie à 5 ans post-diagnostic de certains cancers en fonction du grade.  

Données françaises (étude PETRI4, sauf cancer du sein5 et du pancréas6) et américaines (étude SEER). Les stades 
métastatiques sont indiqués en bleu.  

 

La TEM est un phénomène qui permet à une cellule de phénotype épithélial (plus ou moins 

marqué), d’acquérir progressivement, de manière 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 mésenchymateux7,8.  C’est donc un phénomène très 

plastique, et cette plasticité est due à une régulation fine et très sensible de l’expression de 

gènes 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 rôle de l’épigénétique et plus 

particulièrement de la méthylation de l’histone H3 sur sa lysine 27 sur la TEM9. La marque 

épigénétique H3K27me3 (triméthylation de la lysine 27 de l’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 l’histone H3), jusqu’à la 

triméthylation et KDM6B (Lysine déméthylase 6B) et KDM6A (Lysine déméthylase 6A)  sont 

des déméthylases spécifiques de H3K27me310.  

 

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 l’importance des régulations épigénétiques de la TEM. Nous présenterons enfin dans 

cette introduction la marque épigénétique H3K27me3 et sa régulation directe par EZH2 et 

KDM6B. Nous détaillerons dans cette partie les rôles connus jusqu’ici d’EZH2 et KDM6B dans 

l’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 

thèse11 (Annexe 1). 

 

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

de la TEM. Enfin, ces résultats seront discutés et mis en perspective.  
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Etat de l’art 
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Chapitre I : Aspects physiologiques et 
pathologiques de la TEM, et ses conséquences 
dans les cancers 
 La Transition Epithélio-Mésenchymateuse est un phénomène cellulaire complexe, qui 

peut avoir lieu dans différents contextes physiologiques ou pathologiques.  La TEM peut être 

régie par une multitude de mécanismes moléculaires, qui ne sont pas spécifiques à un 

contexte cellulaire donné, et qui aboutissent tous à un phénotype mésenchymateux plus ou 

moins marqué. C’est pourquoi la TEM est classifiée en fonction du contexte cellulaire plus 

qu’en fonction des mécanismes moléculaires mis en jeu. Cependant, nous utiliserons plutôt le 

terme « une TEM » que « la TEM », tant ce terme peut décrire des phénomènes 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 l’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 être 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 I concerne le 

développement embryonnaire ; le type II concerne la cicatrisation et la fibrose ; et le type III 

concerne les cancers.  

I- 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 

première à décrire la TEM dans ses travaux et à utiliser ce terme. En 1968, elle participe au 

18ème Hahnemann symposium à 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 crêtes neurales lors de la formation du tube neural au cours du 
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développement12. Elle décrit alors un phénomène que l’on appelle aujourd’hui TEM sans 

l’appeler encore ainsi.  

Hay et son équipe utilisent pour la première fois le terme « Transformation épithélio-

mésenchymateuse » en 1982, dans un article où elle décrit pour la première fois une TEM sur 

des cellules épithéliales adultes13. 

Dès 1990, certaines équipes ont montré l’importance des protéines de la famille du 

TGF (TGF-α, TGF-β1-3) dans la TEM. Une équipe a d’abord montré que l’expression de TGF-α 

dans des cellules de tumeur de la prostate de rat induisait un phénotype mésenchymateux et 

invasif chez celles-ci14. En 1991, Potts et al. montrent quant à eux l’importance du TGF-β3 dans 

la TEM de cellules endothéliales cardiaques embryonnaires15 et, en 1994, il est montré que 

des cellules épithéliales mammaires peuvent subir une TEM sous l’effet du TGF-β16.  

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 gènes régulés par ce phénomène 

ou régulateurs de celui-ci, ainsi que l’implication de la TEM en pathologies, notamment dans 

la formation de métastases. Elle évoque de manière intéressante la possibilité d’inverser la 

TEM et sa possible utilisation en thérapeutique17. Dans une autre revue parue la même année, 

ils s’attardent sur les gènes impliqués dans la TEM et évoquent pour la première fois la 

Transition Mésenchymo-Epithéliale (TME). Elle y publie un tableau des gènes potentiellement 

impliqués dans la TEM et TME (Tableau 2). Elle évoque le rôle de la TEM dans la formation de 

métastases, notamment dans le cas de cancers du rein18. 

 

 
Tableau 2 : Les gènes induisant la 
Transformation Epithélio-
Mésenchymateuse ou la Transformation 
Mésenchymo-Epithéliale (Traduit d’après 

Hay ED et Zuk A, 1995)18.  

  

 

L’équipe de Hay met même en lumière l’implication des protéines SMAD (Mothers 

Against Decapentaplegic homolog) dans l’induction de la TEM par le TGF-β3
19. Elle va plus loin 

en détaillant ensuite les voies moléculaires impliquées20. 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 à la TEM de la famille SNAIL (SNAIL1 et SNAIL2) induisent l’expression du TGF-β3 via 

différents mécanismes qui seront décrits plus tard21.   

Le nombre d’occurrences pour la recherche « Epithelial-Mesenchymal Transition » est 

passé de 30 en 2000 à 182 en 2005, puis 942 en 2010 et 4938 en 2019 (Figure 2) montrant 

ainsi l’importance de ces processus dans un grand nombre de phénomène physiologique et 

pathologique. 

Figure 2 : 
Evolution du 

nombre 
d’occurrences 

pour la recherche 
« Epithelial-

Mesenchymal 
Transition » dans 
la base de 
données PubMed 
(National Center for 

Biotechnology 
Information), 

arrêtée au 30 Août 
2020.  

 

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 caractères épithéliaux et le gain progressif de caractères mésenchymateux. 

Nous allons alors décrire précisément quels en sont les marqueurs, en commençant par les 

marqueurs épithéliaux.  

2.1- Le phénotype épithélial 

Les épithéliums sont des organisations cellulaires qui permettent de contrôler et de 

limiter le passage de molécules entre deux compartiments ou avec l’extérieur du corps. Ce 

contrôle est permis par la présence de structures spécifiques : la continuité tissulaire et 

l’imperméabilité entre les différentes cellules de l’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 possèdent donc des structures différentes 

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

(Figure 3).  

 

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 à la continuité 
tissulaire des épithéliums. Les cellules épithéliales reposent sur une MEC particulière, 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 possède une continuité physique et mécanique qui lui permet de 

jouer le rôle de barrière entre deux compartiments ou espaces distincts, et une continuité 

moléculaire et électrique qui lui permet de synchroniser les signaux reçus entre toutes les 

cellules de l’épithélium. Cette continuité est possible grâce à différentes structures.  
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Au plus près du pôle 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 l’épithélium et d’empêcher le passage des fluides et de la 

plupart des molécules par les zones intercellulaires. Au moins 40 protéines différentes 

interviennent dans ces jonctions22.  

A proximité des jonctions serrées, mais plus du côté basal, se trouvent les jonctions 

adhérentes. Ces jonctions sont continues et forment avec les microfilaments d’ACTINE une 

structure en forme de ceinture23. 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 23–25.  

Situées encore plus du côté basal se trouvent des jonctions ponctuelles : les 

desmosomes. Ces derniers sont dispersés sur toute la membrane latérale des cellules 

épithéliales, participant à la continuité et à la cohésion des tissus. Ils 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 intermédiaires26–28. Ce sont des jonctions très fortes29, souvent 

considérées comme les plus résistantes parmi les jonctions intercellulaires. 

Les jonctions communicantes sont très différentes de celles décrites précédemment. 

Elles sont ponctuelles et réparties sur la membrane latérale des cellules épithéliales. Elles ne 

participent pas à l’adhérence intercellulaire, mais à 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 reçu par une cellule à ses cellules adjacentes sans que 

ces dernières ne l’aient reçu, en permettant aux signaux secondaires (Ca2+, IP3 (Inositol 

triphosphate) ou AMPc (Adénosyl monophosphate cyclique) par exemple) activés dans une 

cellule de passer dans les cellules adjacentes30. Ces jonctions sont donc à l’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 à l’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 pôle 

apical, situé au-dessus des jonctions serrées et en contact avec une cavité ou l’extérieur du 

corps et le pôle basal situé en dessous de celles-ci et en contact avec la MEC (Figure 3). En 

effet, les jonctions serrées sont essentielles à la mise en place et au maintien de la polarité31,32. 

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 pôle apical, les voies de 

différenciation membranaire varient selon l’épithélium, faisant intervenir les filaments 

d’ACTINE : des microvillosités, des cils vibratoires ou des stéréocils par exemple33,34. 

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 

sécrètent 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 pôle basal 

et pôle apical.  Au niveau du pôle basal se trouve le noyau, le réticulum endoplasmique ainsi 

que l’appareil de golgi notamment. La membrane plasmique du pôle 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 à celle du pôle 

apical qui donne sur une cavité ou sur les cellules des couches supérieures des épithéliums 

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

2.1.3- Lame basale 

  La lame basale est une caractéristique à part entière des épithéliums. C’est une MEC 

particulière, 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 PERLECAN35–

37. En résumé, la lame basale est importante dans la régulation de la prolifération des cellules 

épithéliales, leur différenciation et l’angiogenèse ainsi que de nombreux phénomènes de 

signalisation. Elle est également très importante dans l’adhésion cellulaire35–37. Il faut pour 

cela qu’il y ait interaction entre la cellule et la lame basale, qui peut être 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 révèle qu’elles n’ont pas des caractéristiques 

aussi précises que les cellules épithéliales et représentent une population de cellules 

beaucoup plus hétérogènes. Devant cette grande diversité, nous décrirons ici le phénotype 

des cellules cancéreuses qui ont subi une TEM (TEM de type III ; cf. Introduction Chapitre I) : 

ces cellules acquièrent un phénotype leur permettant de se détacher de l’épithélium, envahir 

localement la MEC puis rejoindre la circulation sanguine ou lymphatique et se disperser 

ensuite dans le corps.  

2.2.1- Perte de l’adhérence tissulaire  

Les cellules mésenchymateuses sont caractérisées par le fait qu’elles forment très peu de 

contacts intercellulaires, et les contacts formées sont plus lâches que ceux des cellules 

épithéliales.  L’adhérence à la matrice en revanche est conservée et leur confère des capacités 

de migration accrues, notamment via les points de contact focaux38,39. Les cellules 

mésenchymateuses vont également sécréter de la FIBRONECTINE, permettant à ces points de 

contact d’adhérer à la MEC21,40.  L’un des phénomènes les plus précoces dans la TEM est la 

perte des jonctions serrées41. Puis, la perte de l’expression de E-CADHERINE42 entraine la 

dissociation des jonctions adhérentes. Ces pertes d’expression aboutissent à la dissociation 

des desmosomes43 dans les cellules mésenchymateuses qui semble être nécessaire à la perte 

d’adhérence intercellulaire permettant à ces cellules d’envahir la MEC à proximité directe de 

l’épithélium. 

L’expression de la E-CADHERINE est en quelque sorte remplacée par l’expression de la N-

CADHERINE, qui permet aux cellules de gagner en mobilité et en invasion44–47. 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 grâce à la consommation d’ATP, qui fait intervenir ici une 

consommation d’oxygène48. Le remodelage du cytosquelette d’ACTINE est considéré comme 

étant une conséquence de la TEM49, mais il peut également être à l’origine de la TEM, ou au 

moins responsable du maintien du phénotype mésenchymateux. En effet, la consommation 
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d’oxygène qu’il engendre peut induire une augmentation de l’état d’hypoxie de la cellule, ce 

qui peut induire la TEM50. 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 

épithéliales40,51–54.  

2.2.3- Polarisation avant-arrière 

Nous avons vu plus tôt 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 

acquièrent ensuite une polarisation avant-arrière.  

La polarisation avant-arrière des cellules mésenchymateuses est due en grande partie à 

l’organisation du cytosquelette d’ACTINE. Au niveau du pôle 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 pôle arrière, ces microfilaments se 

dépolymérisent afin de libérer les points de contacts focaux et ainsi rompre l’adhérence. De 

plus, au niveau de ce pôle, des fibres de MYOSINE II sont associées aux microfilaments 

d’ACTINE et permettent la contraction de ces derniers, facilitant le mouvement du pôle arrière 

de la cellule en direction du pôle avant55. Les INTEGRINEs des points de contact focaux sont 

donc en permanence recyclées du pôle arrière vers le pôle avant. Les microtubules sont 

également polarisés : leur pôle positif polymérise rapidement au niveau du pôle avant de la 

cellule, et leur pôle négatif dépolymérise rapidement au niveau du pôle arrière de la cellule, 

permettant le transport des organites dans le sens de migration de la cellule56,57 (Figure 4).  

2.2.4- Migration et invasion 

Grâce à la polarisation avant-arrière des cellules mésenchymateuses, ces cellules 

possèdent 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 très 

nombreuses MMP pouvant participer à l’invasion des cellules mésenchymateuses58. D’autres 

métalloprotéases sont également surexprimées dans les cellules mésenchymateuses comme 

ADAM19 (A dysintegrin and metalloproteinase 19)9,59.  

 
Figure 4 : Organisation schématique d’une cellule mésenchymateuse.  

Au pôle arrière : Les microfilaments d’ACTINE sont liés à des filaments de MYOSINE II, ce qui permet une 
contraction de ces fibres afin de ramener le pôle arrière dans le sens de migration. Cela est accompagné par une 
dépolymérisation au niveau du pôle négatif des microfilaments d’ACTINE. Les points de contacts focaux sont 
recyclés pour être reformés au pôle avant. Au pôle avant : les microfilaments d’ACTINE polymérisent rapidement 
au niveau de leur pôle 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 pôle, il y a une sécrétion de 
métalloprotéases qui dégradent la membrane basale pour permettre l’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 à l’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 à un organisme. A ce titre, les cellules 

cancéreuses mésenchymateuses acquièrent des caractéristiques de cellules souches 

cancéreuses60–64.  
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De manière générale, les cellules mésenchymateuses cancéreuses ont des capacités de 

propagation tumorale plus importante (c’est-à-dire leurs capacités à 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 capables7,63,65.  

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 phénomène inverse de la TEM, la TME66. Ce phénomène 

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 phénomène permettant le passage d’une cellule 

épithéliale à une cellule totalement mésenchymateuse, si bien qu’elle était appelée 

« Transformation Epithélio-Mésenchymateuse »13. Il est maintenant accepté que la TEM 

désigne plutôt l’activation d’un programme qui peut entrainer l’expression d’un grand panel 

de gènes. Cependant, l’ensemble de ce panel n’est pas exprimé dans tous les cas, ce qui 

engendre des phénotypes cellulaires très variés, de l’hybride entre épithélial et 

mésenchymateux au phénotype le plus mésenchymateux7. Le phénotype de ces cellules peut 

rapidement varier en fonction des stimuli auxquels elles sont confrontées : elles possèdent 

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 l’expression de nombreux gènes (218 pour une lignée 

cellulaire et 315 pour une tumeur) représentatifs de la TEM dans de nombreux modèles67.  

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 gènes mis en jeu dans ces phénomènes entraine l’existence d’une multitude 

de phénotypes intermédiaires plus ou moins stables. Les cellules sont très plastiques et 

peuvent donc facilement passer d’un état intermédiaire à un autre, et même d’un état stable 

à un autre sous l’influence de différents stimuli qui seront détaillés ci-après8 (Figure 5). 
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Figure 5 : Représentation Schématique de la plasticité cellulaire au cours de la TEM.  

Les cellules à gauche représentent les cellules épithéliales. Le bandeau représente l’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 à 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 
et al.8.  

 

II- Les mécanismes moléculaires de la TEM  

La TEM peut être 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.), l’hypoxie, des voies moléculaires comme la voie WNT par 

exemple. Le TGF-β est un des principaux inducteurs de TEM, durant le développement 

embryonaire20,68, en pathologies ou in vitro41,69,70. Cette partie du développement a pour but 

de recenser l’ensemble des mécanismes mis en jeu au cours d’une TEM dans différents 

modèles d’études physiologiques ou pathologiques, in vivo ou in vitro afin d’en faire une 

synthèse.  

1- Induction de la TEM par le TGF-β  

Les protéines TGF-β sont une sous-famille de petites protéines, des cytokines, qui 

comporte 3 isoformes : TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. Ces trois formes sont toutes les trois 

capables d’interagir avec les récepteurs du TGF-β (TGF-βR) et donc d’induire une TEM71.  

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

Le TGF-β se lie à la surface de la cellule sur les récepteurs au TGF-β, de classe I (TGF-βRI) 

et de classe II (TGF-βRII). Les récepteurs forment un hétérotétramère, composé de 2 TGF-βRI 

et 2 TGF-βRII. Ces deux classes de récepteurs sont des sérine/thréonine kinases. Lorsque le 

ligand se lie au niveau de la partie extracellulaire de l’hétérotétramère, les TGF-βRII 

phosphorylent les TGF-βRI, 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 l’activation de la TEM par le TGF-β72. 

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-β dépend de la paire de récepteurs activés et du R-SMAD phosphorylé. Seuls 

SMAD2/3/4 sont activés par le TGF-β associé aux TGF-βRI et TGF-βRII72.  

Le TGF-βRI peut phosphoryler SMAD2 et SMAD3, qui vont alors se lier à SMAD4. Le 

complexe SMAD2/3/4 se relocalise (ou délocalise) dans le noyau et joue le rôle de facteur de 

transcription41,71. SMAD3 et SMAD4 semblent essentiels dans l’induction de la TEM par le TGF-

β dans de nombreux modèles physiologiques et pathologiques41,71,74–78. La stimulation de la 

voie SMAD entraine la transcription de nombreux gènes dont les facteurs de transcription de 

la TEM (cf paragraphe 1.2- Régulation transcriptionnelle).  

En revanche, certaines études réalisées in vivo, montrent que l’expression de SMAD2 

semble empêcher le complexe SMAD3/4 de se lier au promoteur de SNAIL lors de l’induction 

de tumeurs de la peau chez des souris79, quand d’autres travaux montrent que SMAD2 est lui 

aussi favorable à la TEM dans des cellules de cancers du sein et de la peau41,71,80 (Figure 6).  

La voie SMAD peut activer la transcription de SMAD781, un multi-inhibiteur de la voie 

SMAD. En tant qu’inhibiteur antagoniste du TGF-βRI, SMAD7 peut prendre la place de 

SMAD2/3 au niveau du TGF-βRI et ainsi empêcher leur phosphorylation82. SMAD7 est 

également capable de recruter un complexe protéique au niveau du TGF-βRI comprenant 

notamment PP1C (protéine phosphatase 1C) qui est la sous unité catalytique de PP1 (protéine 

phosphatase 1), capable d’inactiver TGF-βRI en le déphosphorylant82. Enfin, SMAD7 peut 

induire la dégradation par le protéasome de TGF-βRI en recrutant différentes E3 ubiquitine 

ligases (SMURF1/2, WWP1 ou NEDD4-2). Il a également été montré que, dans le noyau, 

SMAD7 peut jouer le rôle de corépresseur en se liant à l’ADN au niveau des sites de fixation 

de SMAD4, empêchant l’activation de la transcription par cette dernière. SMAD7 peut aussi 

se lier directement à SMAD4, sur son site de liaison de l’ADN72,81,83–86. SMAD7 est donc au 

cœur d’une boucle de rétrocontrôle de l’activité des TGF-βR (Figure 6). 
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Figure 6 : Schéma de l’activation de la voie SMAD par le TGF-β.  
Le TGF-β en se liant sur son récepteur TGF-βRII entraine la tétramérisation de 2 TGF-βRI avec 2 TGF-βRII. TGF-βRII 
phosphoryle TGF-βRI, qui va lui-même phosphoryler SMAD2/3. SMAD 2/3 vont pouvoir interagir avec SMAD4 et 
rentrer dans le noyau pour activer la transcription des gènes cibles. Parmi ces derniers se trouve SMAD7. SMAD7 
peut inhiber la voie SMAD de plusieurs manières : 1- SMAD7 se lie au complexe SMAD2/3/4 et empêche leur 
fixation à l’ADN ; 2- SMAD7 se lie à l’ADN et empêche le complexe SMAD2/3/4 de s’y lier ; 3- SMAD7 se lie aux 
TGF-βR et empêche la phosphorylation de SMAD2/3 ; 4- SMAD7 recrute des phosphatases (PP2A et PP1C) et 
déphosphoryle TGF-βRI ce qui le désactive ; 5- SMAD7 recrute des E3 Ubiquitine ligases (SMURF1/2, WWP1 ou 
NEDD4-2) et entraine l’ubiquitination et la dégradation des TGF-βR.  
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1.1.2- Autres voies d’activation de la TEM par le TGF-β 

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 l’induction de la TEM par le TGF-β. Le blocage de chacune de ces voies peut affecter le 

phénotype mésenchymateux, ce qui suggère qu’elles complémentent et peuvent remplacer 

la voie SMAD lors de l’induction de la TEM par le TGF-β41.  

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

La protéine SRC peut phosphoryler TGF-βRII 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 à 

RAS) à la membrane est alors suffisante pour stimuler RAS (Rat sarcoma), qui initie les voies 

des MAPK, aboutissant à l’activation de ERK (Extracellular signal-regulated kinase)87–89. 

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-β90. De plus, l’inhibition de MEK1/2 (MAPK/ERK 

kinase 1/2) dans des cellules NMuMG (Normal murine mammary gland epithelial cells) 

empêche l’induction de la TEM par le TGF-β, ce qui montre l’importance de la voie MAPK dans 

cette induction91 (Figure 7).  

D’autres MAPK sont activées par le TGF-β et peuvent participer à l’induction de la TEM. 

Dans des cellules NmuMG notamment, la MAPK kinase P38 est phosphorylée de manière 

indirecte après activation des TGF-βR 92,93. Le TGF-β peut également induire le recrutement 

de TRAF6 (TNF (Tumor necrosis factor) receptor-associated factor 6) au niveau des TGF-βR. 

Cette dernière va s’auto-ubiquitinyler entrainant son interaction avec la kinase TAK1 (TGF-β 

activated kinase 1) qu’elle va ubiquitinyler à son tour. Une cascade de phosphorylations 

aboutissant à l’activation de la MAPK JNK (JUN N-terminal kinase) sera alors mise en place 94–

96 (Figure 7). L’activation de la voie des MAPK va induire la transcription d’un panel de gènes 

spécifiques (cf paragraphe 1.2- Régulation transcriptionnelle).  

L’activation de la voie des MAPK par le TGF-β 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 empêche leur translocation nucléaire, ce qui diminue la transcription des gènes 

cibles de la voie SMAD97 (Figure 7).  

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

La liaison du TGF-β sur ses récepteurs peut également induire l’activation de RHO-like 

GTPases, notamment RHOA. Le mécanisme par lequel les TGF-βR stimulent RHOA n’est pas 

connu98. Il a été montré que durant le développement, l’activation de RHOA est nécessaire à 

l’induction de la TEM41,99,100. Celle-ci entraine l’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-même va phosphoryler la COFILINE. Cette dernière est alors inactivée favorisant 

ainsi la polymérisation des filaments d’ACTINE101,102 (Figure 7). 

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

L’importance de cette voie dans l‘induction de la TEM a été mis en évidence car l’utilisation 

d’inhibiteur de PI3K, ou d’un mutant dominant négatif d’AKT peut supprimer l’induction de la 

TEM par le TGF-β103,104. De plus, la voie PI3K a des interconnections avec la voie SMAD. En 

effet, il a été montré que l’activation de la voie SMAD est nécessaire pour l’activation de AKT 

par PI3K dans des cellules épithéliales de cristallin105. A l’inverse, le blocage de la voie PI3K/AKT 

empêche la phosphorylation de SMAD2 par le TGF-βRI dans des cellules épithéliales 

mammaires. De plus, RHOA est impliquée dans l’activation de la voie PI3K puisque l’expression 

d’un dominant négatif de RHOA entraine une diminution de la phosphorylation de AKT104. Cela 

montre de nombreuses connexions entre les différentes voies d’induction de la TEM par le 

TGF-β.  

L’activité kinase de PI3K est augmentée dans des cellules stimulées par le TGF-β106. En 

effet, PI3K, via sa sous unité régulatrice est capable d’interagir avec les TGF-βRI et II. 

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 où elle va être 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 NFκB, 

(cf Chapitre I, II, 2.1- Induction de la TEM par le TNF-α) et MTOR (Mechanistic target of 

rapamycin)107. MTOR activée peut participer à 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 l’augmentation de la 

synthèse protéique et de la taille cellulaire41,108 (Figure 7).  

Comme les autres voies induites par le TGF-β, cette voie aboutira à la transcription de 

gènes activateurs de la TEM. Notamment RPS6KB1 est nécessaire pour l’activation de la 

transcription de SNAIL1 dans des cellules de cancer de l’ovaire109 (Figure 7).  

 
Figure 7 : Activation des voies MAPK, RHO-GTPase et PI3K/AKT par le TGF-β.  
A gauche, la liaison du TGFβ à son récepteur entraine l’activation des MAPK JNK, p38 et ERK. Au centre, elle 
entraine l’activation de la voie PI3K/AKT/MTOR, participant à l’induction de la TEM. A droite, l’activation des TGF-
βR entraine l’activation de RHOA, ce qui aboutit à la polymérisation des microfilaments d’ACTINE. 
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1.2- Régulation transcriptionnelle 

La stimulation des voies précédemment décrites par le TGF-β entraine la régulation directe 

ou indirecte de la transcription de nombreux gènes 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 l’homme, SNAIL1-3 (SNAIL2 est 

aussi connu sous le nom de SLUG). Deux domaines sont conservés entre ces trois protéines : 

elles possèdent toutes 4 à 6 domaines en doigt de zinc (permettant de se lier à l’ADN au niveau 

de séquences particulières appelées E-Box (CAGGTG)) et un domaine N-terminal SNAG 

(SNAIL/Gfi). Les protéines SNAIL peuvent réprimer ou activer la transcription110–113.  

SNAIL1 est probablement le facteur de transcription le plus souvent surexprimé au 

cours de la TEM41. Il est montré que l’extinction de SNAIL1 suffit à empêcher l’induction de la 

TEM dans des lignées de cellules cancéreuses114,115, et que l’expression de SNAIL1 exogène en 

revanche est suffisante à induire une TEM116–118.  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 crête neurale et du 

mésoderme119,120. La stimulation par le TGF-β entraine, dans de nombreux modèles, 

l’expression des gènes codant pour les protéines SNAIL, par l’intermédiaire de la voie SMAD74 

(activation directe de la transcription de SNAI1 et SNAI2 par le complexe SMAD2/3/4121) ainsi 

que la voie des MAPK122 ou PI3K/AKT/MTOR109.  

SNAIL1 et 2 vont réprimer l’expression de nombreux gènes responsables du phénotype 

mésenchymateux. D’abord, SNAIL1 et 2 sont tous les deux capables de se lier au promoteur 

du gène CDH1 codant pour la E-CADHERINE et de réprimer son expression en recrutant de 

nombreux répresseurs épigénétiques afin de créer un environnement localement 

répressif123,124 (cf. Chapitre II). SNAIL1 et 2 répriment également l’expression des protéines 

essentielles des jonctions serrées CLAUDINEs et OCCLUDINEs125, ainsi que des desmosomes, 

la DESMOPLAKINE et la PLAKOPHILINE, entrainant la désorganisation de ces jonctions et la 

relocalisation de certaines protéines de la plaque cytosolique associées à celles-ci. SNAIL1 
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participe également à la perte de la polarité apico-basale126, et au remodelage du 

cytosquelette en réprimant directement l’expression de CYTOKERATINEs épithéliales127,128. 

D’autre part, SNAIL1 active également l’expression de plusieurs gènes 

mésenchymateux, de manière directe ou indirecte. Une surexpression de VIMENTINE, de 

FIBRONECTINE, N-CADHERINE et MMPs est observée dans des cellules MDCK qui 

surexpriment SNAIL1 par exemple129,130, ainsi qu’une diminution de leur expression dans des 

cellules cancéreuses de souris dans lesquelles SNAIL1 est éteint129.De plus, SNAIL1 active 

l’expression de MMP2 via l’activation de la transcription d’un autre facteur de transcription, 

ETS1 (Avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1)131 et l’expression de MMP9 de 

manière indirecte via la liaison des facteurs SP1 (Specificity protein 1) et ETS1 au niveau du 

promoteur de MMP9 dans des cellules MDCK132, et de manière directe en recrutant SP1 et 

EGR1 (Early growth response 1) sur le promoteur de MMP9 dans des cellules de carcinome 

hépatocellulaire113. SNAIL1 est également capable d’induire la transcription d’autres EMT-

ATFs, des familles TWIST, ID et ZEB128,130,131,133.  

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

transcription de son propre gène, formant une boucle d’autorégulation134. 

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. Ils possèdent deux structures en doigt de zinc à chaque 

extrémité qui leur permettent de se lier à l’ADN au niveau d’E-Box bipartites41,135,136. Les ZEB 

sont également des répresseurs de la transcription, grâce à leur domaine répresseur situé 

entre les domaines en doigts de zinc, et leur capacité à recruter des corépresseurs comme 

CTBP (C-terminal binding protein)135 ou, dans des cellules d’adénocarcinome colorectal, 

SMARCA4 (SWI/SNF (switch/sucrose non-fermentable) related, matrix associated, actin 

dependent regulator of chromatin A4)137. ZEB1, comme SNAIL1 est également capable de 

participer à la modification épigénétique des promoteurs auxquels elle se lie en recrutant 

LSD1 (Lysine specific histone demethylase 1)138 ou SIRT1 (NAD-dependent protein deacetylase 

sirtuin-1)139. ZEB1 peut également être un activateur de la transcription, en se liant à PCAF 

(P300/CBP-associated factor) ou P300136. ZEB1 et ZEB2 peuvent également toutes les deux se 

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

niveau de ces mêmes gènes140.  

 Les protéines ZEB sont, tout comme les protéines SNAIL des répresseurs de 

l’expression de la E-CADHERINE141,142 et d’autres gènes des jonctions cellule-cellule143. ZEB1 

est également impliqué dans la perte de la polarité apico-basale144. D’autre part les deux 

protéines ZEB participent à la migration et l’invasion des cellules, et à l’activation de la 

transcription de la VIMENTINE, N-CADERINE et MMP2 de manière indirecte143–145.  

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 adhérentes41,123, la β-CATENINE se relocalise dans le noyau, forme 

un complexe avec TCF4 (Transcription factor 4) et induit la transcription de ZEB1146. Enfin, 

SNAIL1 et ZEB2 semblent avoir plus d’affinité pour les E-Box que SNAIL2 et ZEB1135.  

1.2.3- Famille bHLH (TWIST) 

La famille bHLH (Basic helix-loop-helix) est une famille de facteurs de transcription. Les 

protéines de classe I (E12 et E47), de classe II (TWIST1 et TWIST2) et de classe V (ID1-4, 

inhibitors of differenciation) sont impliqués dans la TEM induite par le TGF-β123,124,135,147. Les 

protéines de classe I et II agissent en homodimères ou en hétérodimère (classe I et II 

dimérisés), alors que celles de classe V sont incapable de se lier à l’ADN, et agissent en tant 

que dominant négatif des protéines de classe I et II en se dimérisant avec elles 123,147,148.  

Les bHLH de classe I (E12 et E47) sont codés par le même gène (E2A)147, et répriment 

l’expression de CDH1 en se liant sur les E-Box. Une surexpression de E12 ou E47 entraine une 

diminution de l’expression de E-CADHERINE ainsi qu’une augmentation de l’expression de la 

VIMENTINE et de la FIBRONECTINE et promeut l’invasion et la migration148,149. Dans des 

cellules MDCK, la surexpression de E47 entraine la diminution de l’expression de protéines 

des desmosomes, et induit celle de N-CADHERINE et d’INTEGRINE α5, sans qu’on en connaisse 

le mécanisme 130. 

En ce qui concerne les bHLH de classe II, TWIST1 est impliquée dans la TEM dans de 

nombreux modèles41,123,124,135. Il a été montré notamment au cours du développement 

embryonnaire qu’elle est essentielle à la TEM dans la formation du tube neural chez la 

drosophile150 et qu’une mutation du gène TWIST1 est impliquée dans une malformation du 
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palais, due à une absence de TEM au cours du développement151. De plus, une surexpression 

de TWIST1 ou 2 entraine une diminution de l’expression de E-CADHERINE, OCCLUDINE et 

CLAUDINE7 chez la souris52. Une expression ectopique de TWIST1 peut induire une TEM dans 

des cellules épithéliales mammaires immortalisées (HMLE)152, et une TEM partielle dans des 

cellules mammaires épithéliales primaires52, alors que TWIST1 ou 2 coopèrent avec RAS (voie 

MAPK) pour induire une TEM très avancée dans des cellules épithéliales mammaires 

MCF10A153. TWIST1 peut induire l’expression de N-CADHERINE dans des cellules de cancer de 

la prostate154, et l’expression directe de PDGFRα (Platelet derived growth factor receptor α) 

ce qui permet ensuite la formation de spécialisations membranaires impliquées dans 

l’invasion appelées invadopodes, dans des cellules de tumeurs mammaires murines155. 

TWIST1 peut également modifier le contexte épigénétique (cf. Chapitre 2) des promoteurs 

auxquels elle se lie : elle peut ainsi réprimer l’expression de CDH1 et activer l’expression de 

CDH2 (gène codant pour la N-CADHERINE)156. TWIST1 peut également induire l’expression de 

BMI1 (B lymphoma Mo-MLV insert region 1 homolog) puis coopérer avec PRC1 (Polycomb 

repressive complex 1) (via BMI1) et PRC2 (Polycomb repressive complex 2) pour réprimer 

l’expression de CDH1 dans des cellules de cancer de la tête et du cou157.  

Enfin, les bHLH de classe V sont des inhibiteurs des classe I et II. L’expression ectopique 

de ID2 ou ID3 empêche en partie la TEM induite par le TGF-β148. Leur expression est inhibée 

par le TGF-β via la voie SMAD. Cette voie induit d’abord l’expression de ATF3, puis ATF3 se lie 

au complexe SMAD3/SMAD4 pour inhiber l’expression des ID1-4158. 

1.2.4- Autres facteurs de transcription inducteurs de la TEM 

La stimulation cellulaire par le TGF-β entraine également l’expression du facteur de 

transcription HMGA2 (High mobility group A2), via la voie SMAD. Ce dernier est ensuite 

capable d’activer la transcription de SNAI1, SNAI2 et TWIST1121,159,160.  

Le facteur de transcription BRACHYURY a également été associé à la TEM dans des cellules 

cancéreuses humaines, sa surexpression entrainant un phénotype mésenchymateux et son 

extinction un phénotype épithélial161. 
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1.3- Régulation par épissage alternatif et post-transcriptionnelle de la TEM induite 

par le TGF-β 

La TEM est largement régulée par épissage alternatif. La stimulation cellulaire par le TGF-

β entraine l’extinction des protéines ESRP 1 et 2 (Epithelial splicing regulatory factor), qui sont 

des régulateurs de l’épissage exprimés spécifiquement dans les cellules épithéliales, par 

l’intermédiaire de ZEB1162. L’extinction des ESRP entraine un changement d’épissage de 

certaines protéines régulant la TEM163–165. La forme épithéliale du FGFR2 (Fibrobalst growth 

factor receptor 2) (IIIb) devient la forme mésenchymateuse (IIIc), ce qui rend les cellules 

sensibles au FGF2 (Fibroblast growth factor 2) qui potentialise l’induction de la TEM par le 

TGF-β163–165. La rho GTPase RAC1 va se trouver sous l’isoforme RAC1B qui est une forme plus 

active et augmente ainsi la mobilité des cellules tumorales122,166–168. SCRIB, protéine impliquée 

dans les jonctions adhérentes, est également régulée par ce mécanisme. Son isoforme 

mésenchymateuse n’est plus localisée au niveau de la membrane169. Enfin, il y a également 

un changement d’épissage de CD44 (Cluster of differentiation 44), qui passe de CD44V à 

CD44S. Ce dernier est capable d’activer la voie AKT, et est nécessaire à la TEM dans des 

tumeurs mammaires chez la souris170. 

Au niveau post-transcriptionnel, les ARN messagers (ARNm) des gènes ZEB et SNAI1/2 sont 

post-transcriptionnellement réprimés par des ARN non codants : la famille des micros RNA 

(miR)-200 et miR-205. Ainsi, l’expression forcée de miR-200 suffit à empêcher la TEM induite 

par le TGF- β171–173. Il existe une boucle de rétrocontrôle 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 SNAIL163,174. Les ARNm de SNAI1/2 sont aussi ciblés par le 

miR-34, empêchant l’expression des protéines SNAIL1/2. Il existe également une boucle de 

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

L’expression de HMGA2 est inhibée par l’expression du miR LET-7 dans des cellules de 

carcinome du pancréas et par le miR-365 dans des cellules d’adénocarcinome du poumon123. 

1.4- Régulation post- traductionnelle de la TEM induite par le TGF-β 

La TEM est un phénomène finement régulé, et de nombreux mécanismes interviennent 

au niveau post-traductionnel notamment sur les EMT-ATFs.  
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SNAIL1 peut être régulé par phosphorylation par GSK3β (glycogen synthase kinase 3β) 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 protéasome175. 

L’interaction de SNAIL1 avec GSK3β est empêchée par son interaction avec LOXL2 et LOXL3 

(lysil oxidase-like 2 et 3), ces deux protéines augmentent donc la stabilité de SNAIL1176,177. 

Cette dernière peut également être phosphorylée au niveau de la S11 par PKD1 (protein kinase 

D1)178, 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 activité179,180. SNAIL1 peut également être 

dégradé par une E3 ubiquitine ligase FBXO11 (F-box only protein 11), qui est activée lorsque 

SNAIL1 est phosphorylée sur sa S11 par PKD1181. Cette protéine peut aussi être stabilisée, dans 

des conditions d’hyperglycémie, par O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNac)182. En ce qui 

concerne SNAIL2, P53 peut induire sa dégradation en le recrutant avec une E3 ubiquitine 

ligase : MDM2 (murine double minute 2)183.  

L’activité de répression de la transcription de ZEB2 peut être atténuée par une 

sumoylation par PC2 (Proprotein convertase 2)184. 

Le bHLH de classe I E47 peut, lui, être 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 transcriptionnelle185 alors que sa phosphorylation 

par la MAPK p38 entraine sa dimérisation avec MYOD (Myogenic differentiation 1) et 

l’activation de la transcription de gènes spécifiques186. E47 peut également être phosphorylée 

par ERK induisant son ubiquitination et sa dégradation187. 

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 être similaires à ceux induits par le TGF-β, 

ou différents. Lorsque les voies de signalisation induites sont différentes de celles induites par 

le TGF-β, elles peuvent néanmoins coopérer avec ces dernières pour induire l’expression des 

mêmes gènes.  

2.1- Le TNF- α 

La stimulation cellulaire par le TNF-α peut participer à la TEM, en coopération avec 

d’autres stimulations comme avec le TGF-β par exemple. Il a été montré en effet que le TNF-
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α permet la stabilisation et le maintien de la localisation nucléaire de SNAIL1 en limitant son 

interaction avec GSK3β, car cette dernière est phosphorylée par AKT, dans des cellules de 

cancer colorectal188. L’importance de GSK3β et de la β-CATENIN a également été montré dans 

l’induction de la TEM par le TNF-α dans des cellules de carcinome hépatocellulaire189. Le TNF-

α entraine la phosphorylation de GSK3β également en activant la voie NFκB190.  

De plus, le TNF-α coopère avec le TGF-β pour l’induction de la TEM via l’activation de la 

protéine TAK1. Les deux cytokines sont capables, de manière dépendante de cette protéine 

d’entrainer différentes voies de signalisations aboutissant à la TEM comme JNK, P38 MAPK, 

ERK, NFκB et SMAD191.  

2.2- Induction de la TEM par l’EGF 

L’EGF est à l’origine de la TEM dans différents modèles de cellules cancéreuses, le plus 

souvent dans des cancers mammaires où il est montré qu’il entraine l’expression des EMT-

ATFs192–194. Les récepteurs à l’EGF sont capables d’induire de nombreuses voies de 

signalisations impliquées dans la TEM. Dans différentes lignées de cancer du sein, l’EGF active 

les voies PI3K/AKT ou ERK195 ; il active également la voie SMAD dans la lignée de cancer du 

sein MCF7 (Michigan cancer foundation 7)196. Ce facteur de croissance coopère également 

avec le TGF-β en augmentant l’activité de SHP2 (SRC homology 2 domain containing 

phosphatase 2), une protéine similaire à la protéine SHC qui peut activer ERK197. 

2.3- Induction de la TEM par d’autres facteurs de croissance 

D’autres facteurs de croissance que le TGF-β sont capables d’induire la TEM, dans 

différents contextes, souvent via la voie PI3K/AKT et la voie ERK après activation d’un RTK 

(Récepteur tyrosine kinase)123, mais aussi par d’autres mécanismes.  

Le FGF est nécessaire à l’induction de la TEM au cours du développement, pendant la 

gastrulation et la formation de la crête neurale notamment198–200. Il 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 

desmosomes43,201. 

L’HGF (Hepatocyte growth factor) agit à 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 promoteur123,202. Il induit également la dissociation des 

desmosomes43. 

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 prostate203,204. 

L’induction de la TEM dans ces cellules s’accompagne de l’activation des voies MAPK/ERK, 

PI3K/AKT et NFκB, qui entrainent l’expression de SNAIL1 et ZEB1. On remarque également que 

le récepteur à l’IGF1 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 colon205. 

De manière similaire et via l’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 non206,207. 

2.4- Autres signaux extracellulaires d’induction de la TEM 

Lorsqu’une protéine de la famille WNT se lie à son récepteur FRIZZLED, cela résulte en 

l’inhibition de la GSK3β par la voie WNT canonique, et donc la stabilisation et l’accumulation 

nucléaire de SNAIL1 notamment. La voie WNT coopère donc avec d’autres voies d’induction 

pour induire et maintenir une TEM208–210.  

La signalisation de HEDGEHOG induit l’expression de SNAIL1 et la perte de la E-CADHERINE 

via l’expression du facteur de transcription GLI1 (Glioma associated oncogene 1) dans des 

cellules épithéliales de rein de rat211,212. De la même manière, l’activation du récepteur NOTCH 

par ses ligands DELTA-LIKE ou JAGGED participe à l’induction de la TEM notamment en 

induisant l’expression de SNAIL2213,214. Le blocage de la voie NOTCH dans des cellules 

d’adénocarcinome de poumon permet à ces cellules en TEM de redevenir plus épithéliales et 

moins invasives215.  

D’autres facteurs présents notamment dans le contexte tumoral, induits par la tumeur ou 

le microenvironnement tumoral sont impliqués dans l’induction d’une TEM, comme l’hypoxie 

et son facteur de transcription associé HIF1α (hypoxia inducible factor 1α), ou les interleukines 

6 ou 8 (cf III- TEM et pathologies 2.1- Induction des cellules cancéreuses en TEM)216–218.  

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 l’activation simultanée ou non de nombreuses voies de signalisations 
cellulaires (NOTCH, HEDGEHOG, SMAD, MAPK, PI3K/AKT, RHO GTPase, NF- κB, WNT/βCATENINE, HIF1α). Ces 
voies de signalisation sont activées par la liaison de récepteurs cellulaires par leurs ligands spécifiques, ou par un 
environnement pauvre en oxygène. Il en résulte l’induction d’un phénotype mésenchymateux, en passant 
éventuellement par la régulation transcriptionnelle d’EMT ATFs ou d’effecteurs de la TEM.  

 

III- TEM et pathologies 

En plus de son rôle fondamental au cours du développement, la TEM est également au 

cœur de plusieurs pathologies, principalement les fibroses (TEM de type II) et les cancers (TEM 

de type III).  

1- La fibrose  

Les fibroses sont des maladies dégénératives chroniques qui aboutissent à la perte de 

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

fonctionnel et devient fibreux : les cellules le constituant sécrètent trop de collagène pour que 

le tissu soit fonctionnel8. 
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Il y a débat sur l’implication de la TEM dans la fibrose du rein. En effet, d’une part SMAD3 

est nécessaire à l’induction de cette fibrose219,220, mais d’autre part, rien ne montre que ce 

sont bien les cellules épithéliales du rein qui sécrètent le collagène responsable de celle-ci, et 

il est montré que ces cellules ne gagnent pas en capacités migratoires221,222. Il 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 collagène responsable de la fibrose223–225.  

Les principales stratégies de traitement des fibroses sont alors dirigées contre l’induction 

de la TEM, en essayant de bloquer principalement la voie du TGF-β qui est l’une des principales 

causes de ces pathologies8. 

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 rôle est central, non pas dans le développement des tumeurs 

mais dans l’agressivité de celles-ci. C’est pourquoi la TEM est un axe important de recherche 

de traitements anti-cancéreux aujourd’hui, l’agressivité étant le principal facteur de mauvais 

pronostic. Cette agressivité peut se manifester sous plusieurs formes : la résistance aux 

traitements, l’échappement au système 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 récemment226–228.  

L’analyse des cellules tumorales circulantes (CTCs) est un bon moyen de montrer 

l’importance de la TEM dans les cancers : les CTCs de cancer du sein expriment des gènes 

épithéliaux et mésenchymateux, elles sont engagées dans la TEM à des degrés très variés229.  

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. Ils ont deux origines principales : 

l’inflammation230 et l’hypoxie231.  

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 

sécrètent des facteurs de croissance (TGF-β, HGF230) et des cytokines  (TNF-α, IL(Interleukin)-

1, IL-6 et IL-8) capables d’induire les cellules cancéreuses en TEM232–234. Il existe une boucle 
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de rétrocontrôle positif car SNAIL1 est capable d’induire l’expression de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-1, IL-6 et IL-8235. De manière 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 tumeur7.  

Lorsque la tumeur grossit, l’oxygène est moins accessible pour les cellules tumorales, et 

certaines se trouvent transitoirement en hypoxie. Il a été montré que le FT HIF1-α, associé à 

l’hypoxie, peut induire directement l’expression de SNAI1236. L’induction de la TEM par 

hypoxie dans les tumeurs semble également dépendante du TGF-β et de la formation de ROS 

(Reactive oxygen species)237.  

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 l’implication de la TEM dans la 

résistance aux traitements anti-cancéreux238. D’autres équipes ont montré une implication de 

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

sein239,240. 

Au niveau mécanistique, les EMT-ATFs sont capables d’induire l’expression de gènes des 

systèmes de réponse aux dommages de l’ADN qui peuvent compenser les effets des chimio- 

et radiothérapies241,242. 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 gènes des transporteurs ABCC4 et C5 dans un modèle de cancer du sein243. 

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 

l’activation de la voie PI3K/AKT et l’induction de la TEM244. 

2.3- Echappement au système immunitaire 

L’échappement au système immunitaire pendant la TEM a été détaillé récemment par 

Terry et al. dans une revue245. 

Des cellules de mélanome de souris, exprimant SNAIL, sont responsables de l’émergence 

de LTreg (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 à la 

sécrétion de TGF-β par les cellules cancéreuses. L’extinction de SNAIL dans ces cellules a réduit 

la prolifération de LTreg en co-culture et l’invasion des cellules de mélanome246. 

La TEM dans les cellules cancéreuses peut être à l’origine d’une inhibition de la formation 

de la synapse immunologique entre ces dernières et les cellules immunitaires comme les LTC 

(Lymphocytes T cytotoxiques) et les cellules NK (Natural killer) due en partie à une diminution 

de l’expression du CMH (Complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I247,248. De même, 

l’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 LTC247. La voie du TGF-β est impliquée dans ce 

mécanisme, car l’inhibition des TGF-βRI dans ces cellules les sensibilise aux LTC249. La TEM 

peut aussi rendre les cellules cancéreuses résistantes à 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 modèles (cellules de cancer du côlon), la 

TEM semble rendre les cellules plus sensibles à la mort induite par les cellules NK245.  

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 

possèdent le récepteur associé PD1 (Programmed death 1). En effet, l’induction de la TEM par 

un co-traitement TGF-β et TNF-α dans des cellules de cancer du poumon non à petites cellules 

entraine une surexpression de PD-L1 qui permet aux cellules tumorales d’inactiver les 

lymphocytes T et d’échapper au système immunitaire250. ZEB1 participe et est nécessaire à 

l’expression de PD-L1 dans des cellules MCF7 de cancer du sein et dans un modèle murin 

d’adénocarcinome pulmonaire251,252.  

2.4- Formation de métastases 

Il existe de nombreuses études montrant l’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-ATF253. Deux études utilisent un modèle physiologique d’expression 

inductible et traçable de SNAI1 ou SNAI2 dans des souris développant spontanément des 

tumeurs mammaires. Ils 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 l’invasion des tissus locaux et des vaisseaux, mais pas dans 
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la colonisation métastatique. Ils ont mis en évidence que SNAIL1/2 sont nécessaires à la 

formation de métastases pulmonaires par inhibition de l’expression de ces protéines dans les 

tissus mammaires115,254.   

Cependant, l’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 à la formation de métastases en montrant, entre autre, d’une part que les 

cellules métastatiques de cancer du sein n’expriment pas la VIMENTINE239 et d’autre part que 

la perte d’expression de SNAI1/2 n’empêche pas la formation de métastases dans les cancers 

de la prostate240. 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 à exclure totalement la TEM du processus métastatique8. Ainsi, il a 

été montré dans un modèle 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, nœuds lymphatiques et foie. 

Une fois dans cet organe, les cellules subissent une TME pour réacquérir un phénotype plus 

épithélial avant de pouvoir former une métastase255.  

Comme dit précédemment, une TEM partielle, procurant aux cellules un mélange de 

caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses semble faciliter l’apparition de 

métastases, en promouvant la migration collective de cellules alors que les cellules très 

mésenchymateuses migrent plutôt de manière solitaire7,63. Ainsi la co-expression de 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux est de mauvais pronostic dans de nombreux 

cancers (notamment sein, foie et cerveau)256–258.  

2.5- Cellules souches cancéreuses 

Les cellules souches cancéreuses (CSC) sont des cellules cancéreuses aux caractéristiques 

souches, donc au fort pouvoir clonogénique63. Elles sont par définition à l’origine d’une 

tumeur et/ou capables d’en former une, caractérisée par un phénotype CD44high/CD24low, ou 

par une forte expression d’ALDH1 (Aldehyde dehydrogenase 1). Ces caractéristiques sont 

générées lors de la TEM dans des cellules de cancer du sein253,259,260. Les 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 

mécanistiquement261. Dans des cancers du pancréas, la TEM est liée à des caractéristiques de 

cellules souches car ZEB1 réprime l’expression de miRs inhibiteurs du phénotype souche, 

entrainant le maintien du phénotype souche dans ces cancers262. SNAIL1 est également 

responsable de la division symétrique des cellules souches de cancer colorectal, augmentant 

ainsi le pool de ces cellules souches263. 

Cependant, des cellules tumorales épithéliales, peuvent aussi avoir des capacités 

tumorigéniques, la TEM n’est donc pas toujours impliquée dans la formation de CSC63,264. Cela 

explique également pourquoi les cellules les plus mésenchymateuses ne sont pas toujours 

capables de former des métastases. Enfin, dans un modèle de tumeurs spontanées de la peau 

chez la souris, les cellules tumorales ayant un phénotype mixte épithélial/mésenchymateux 

sont les plus à même de reformer l’ensemble des différentes cellules tumorales de la première 

tumeur lorsqu’elles sont réinjectées en sous-cutanée, comparé aux cellules les plus 

épithéliales ou les plus mésenchymateuses7.  

2.6- Thérapeutiques anti-cancéreuses ciblant la TEM 

La TEM étant un phénomène pouvant être induit par de multiples voies parallèles, parfois 

redondantes et souvent induites en même temps, le ciblage thérapeutique de ce phénomène 

doit s’effectuer à plusieurs niveaux. Ainsi, le ciblage des stimuli extracellulaires, des EMT-ATF, 

et des effecteurs de la TEM semble être une bonne stratégie265.  

 Concernant le ciblage des stimuli extracellulaires, il existe des essais cliniques testant 

l’efficacité d’une molécule inhibitrice du TGF-βRI (LY2157299) dans des cancers du pancréas, 

des hépatocarcinomes cellulaires, des gliomes et des glioblastomes265–268 ainsi qu’un anticorps 

anti-TGF-β (fresolimumab) en combinaison avec la radiothérapie dans des cancers du sein 

métastatiques269. De plus, un inhibiteur du récepteur à l’EGF (Erlotinib) est approuvé pour le 

traitement de cancers du poumon avancés270. L’induction de la TEM par hypoxie a également 

été ciblée, au niveau préclinique seulement. Une molécule inhibitrice indirecte de l’activité de 

HIF1α permet de diminuer la formation de métastases dans un modèle de dissémination 

tumorale chez la souris271.  

 Les deuxièmes cibles pour empêcher la TEM sont les EMT-ATFs. L’inhibition directe de 

ceux-ci semble compliquée, et il manque d’études à 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 II), 

ainsi des thérapies épigénétiques sont développées pour empêcher 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 même 

temps que les EMT-ATFs au niveau des promoteurs des gènes cibles265. 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 empêche la croissance tumorale ainsi que la 

formation de métastases dans un modèle de tumeurs mammaires 4T1275. Un vaccin dirigé 

contre le facteur de transcription BRACHYURY (FT impliqué dans la TEM) est en tests cliniques 

de phase I et II, dans des cancers avancés et notamment dans des chordomes 

(NCT02383498)276. 

 Les troisièmes cibles pour bloquer la TEM sont les protéines mésenchymateuses 

effectrices de la TEM. De nombreuses stratégies pré-cliniques visent à réexprimer la E-

CADHERINE dans les cellules cancéreuses. C’est une stratégie compliquée à mettre en place 

puisque cette protéine épithéliale a aussi été associée à la croissance plus rapide de certaines 

tumeurs265. La E-CADHERINE peut être 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 l’agence américaine du médicament en 

2006 (sous le nom de Vorinostat) pour les traitement de lymphomes cutanés à cellules T265,277. 

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

l’expression de VIMENTINE ou de N-CADHERINE dans des modèles cellulaires ou murins265. 

Le blocage de la TEM dans les cellules cancéreuses permet de les sensibiliser aux 

immunothérapies, c’est pourquoi l’association de ces deux stratégies est prometteuse et fait 

l’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-

βRI et des anticorps anti TGF-β (dont un anticorps de fusion anti PD-L1 et anti TGF-β)278.  
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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. 278.  
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Chapitre II : La régulation Epigénétique de la 
TEM 

Après 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 à 

l’origine de la plasticité des cellules en TEM.  

I- Généralités sur les régulations épigénétiques 

La définition de l’épigénétique (littéralement « au-dessus de la génétique ») est souvent 

sujette à débats. La plus communément proposée étant : Modifications, transmissibles par 

hérédité, de l’expression des gènes sans altération de la séquence nucléotidique de l’ADN. A 

cette définition peut être ajouté le caractère 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 être différents l’un de l’autre est également 

pris en compte279. 

1- Contexte et premières études épigénétiques 

L’étude du domaine de l’épigénétique est apparue par la nécessité d’expliquer 

l’influence de l’acquis sur l’inné, car la génétique classique n’était pas capable d’expliquer les 

différences de phénotypes à partir du même génotype : cela est flagrant dans la 

différenciation cellulaire, qui aboutit à des cellules dotées du même génotype mais de 

phénotypes totalement différents au sein d’un même individu.  

Ainsi, la première utilisation moderne du terme épigénétique est attribuée à Conrad 

Hal Waddington, un embryologiste et généticien britannique, en 1942. Pour lui, l’épigénétique 

est alors l’étude de l’ensemble des phénomènes permettant d’aboutir à un phénotype à partir 

d’un génotype280.  

L’histoire de l’épigénétique a été résumée dans une revue de la littérature en 2014281. 

Le modèle de l’inactivation 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 l’ADN puissent réprimer l’expression des gènes du chromosome X 
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inactivé282,283. De plus, l’importance des histones dans la régulation de l’expression des gènes 

est questionnée depuis 1950 au moins284. L’auteur décrit alors les histones comme étant 

répresseurs de l’expression des gènes, et que les cellules, possédant des histones différents, 

auraient un panel d’expression de gènes différents281. On est en mesure de dire aujourd’hui 

que ces conclusions sont inexactes, mais ces travaux sont très en avance sur l’époque. En 

effet , la découverte plus précise du rôle des modifications post-traductionnelles des histones 

dans l’expression des gènes se fit de manière progressive, une modification après l’autre 

depuis 1964 jusqu’à nos jours281. D’autres mécanismes de régulation épigénétique ont été 

décrits beaucoup plus tard. L’activité des ARN non codants a en effet été reliée à 

l’épigénétique seulement à partir de 2014285,286 même si leur implication dans les autres 

mécanismes épigénétiques a été discutée quelques années avant287.  

2- Compaction de la chromatine et expression des gènes  

La chromatine est la structure de compaction de l’ADN, ce qui lui permet d’occuper un 

espace très réduit dans le noyau alors que la longueur de l’ADN décompacté de chaque cellule 

est d’environ 2 mètres. 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 dernières288. Les 

histones sont des petites protéines entre 13 et 17kDa environ, qui sont très basiques (entre 

20 et 30% d’acides aminés basiques). Leurs charges négatives à pH physiologique leur 

permettent d’interagir avec les charges positives des groupements phosphates de l’ADN. 

L’histone H1 est situé entre les nucléosomes et se lie à ceux-ci au niveau des sites « d’entrée » 

et de « sortie » de l’ADN participant à leur stabilité289. La chromatine a donc une structure 

primaire rappelant celle d’un collier de perle, qui correspond à une fibre de 11 nm de 

diamètre. Elle est ensuite organisée en structures secondaires plus ou moins compactées : elle 

peut s’organiser en fibre de 30 nm, correspondant à un enroulement en solénoïde ou en zigzag 

de la fibre de 11 nm, puis en structure tertiaire, en interagissant avec d’autres fibres de 

chromatine290 (Figure 9). 
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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 solénoïde. E. Structure 
tertiaire de chromatine, plusieurs molécules d’ADN en solénoïde associées. F. Structure tertiaire de la chromatine, 
plusieurs molécules d’ADN en fibre de 11 nm associées 290.  

 

L’état de compaction de l’ADN par le nucléosome influence grandement l’activité 

d’expression des gènes. Plus l’ADN est compacté, moins il est physiquement accessible par 

des facteurs de transcription et la machinerie transcriptionnelle. Au contraire, lorsque l’ADN 

est décompacté, l’expression des gènes est accentuée. Il a été montré notamment que l’ADN 

décompacté représente 2 à 3% de l’ADN d’une cellule, mais que cela représente environ 90% 

des séquences liées à des facteurs de transcription291. On parle d’euchromatine pour décrire 

de l’ADN décompacté, qui contient des gènes activement transcrits, et d’hétérochromatine 
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pour décrire de l’ADN très compacté même en interphase, composé de régions non codantes 

(hétérochromatine constitutive) et ou de gènes inactifs (hétérochromatine facultative)289,292.  

Cette compaction de l’ADN est régulée par la densité de nucléosomes liés à l’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 accessible288. 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 rôle très important dans l’accessibilité de l’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 nucléosome288.  

L’accessibilité de l’ADN n’est pas le seul mécanisme qui permet d’induire l’expression 

des gènes. Par exemple, dans certains cas comme dans l’hématopoïèse, l’expression des gènes 

peut-être corrélée avec des modifications d’histones habituellement associées avec des gènes 

inactifs293.  

3- Les différents mécanismes de régulation épigénétique 

En plus de modifications des protéines histones et de l’état de compaction de l’ADN, 

d’autres mécanismes épigénétiques régulent l’expression des gènes : la méthylation de l’ADN 

et les ARN non codants.  

En ce qui concerne la méthylation de l’ADN et les modifications post-traductionnelles des 

histones, les protéines qui participent à ces modifications sont généralement catégorisées en 

trois groupes : les protéines « écrivaines » qui installent les modifications (méthylations de 

l’ADN ou des histones, acétylations, phosphorylations, etc.), les protéines « lectrices » qui sont 

capables de se lier à des modifications spécifiques et de modifier l’expression des gènes au 

niveau de celles-ci et les protéines « effaceuses » qui suppriment ces modifications 

(déméthylases, désacétylases, etc.). L’ensemble de ces marques à un moment donné 

constitue alors le paysage épigénétique. On parle également de « code histone » plus 

localement afin de décrire l’ensemble des modifications des histones au niveau d’un locus qui 

définissent l’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 à l’élaboration de ce 

code très complexe.  

L’histone H3 possède plusieurs variants, H3.1, H3.2 et H3.3, qui, bien que très 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. Ils sont incorporés surtout pendant la réplication de l’ADN. En revanche, H3.3 semble 

incorporé durant tout le cycle cellulaire et est plutôt situé au niveau des zones de transcription 

actives, mais également au niveau des télomères et du centrosome294. L’accumulation de H3.3 

à la place de H3 semble suffisant à maintenir une transcription active281,295.  

3.1- Méthylations de l’ADN 

L’ADN humain peut-être méthylé sur le carbone 5 des cytosines, au sein des îlots 

« CpG » (Cytosine, phosphate, Guanosine) (Figure 10A). Il a été montré qu’un fort niveau de 

méthylation au niveau du promoteur d’un gène entraine généralement une répression de 

l’expression de ce gène296,297. 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 déjà été montrés298. Il existe trois niveaux de 

régulation de la méthylation de l’ADN : la méthylation de novo, la maintenance de la 

méthylation et la déméthylation.  

Chez l’homme, deux enzymes sont principalement responsables de la méthylation de 

novo de l’ADN : DNMT3A et DNMT3B (DNA (Desoxyribonucleic acid) methyltransferase 3 A et 

B) (Figure 10B). Ces enzymes sont donc capables de méthyler l’ADN au niveau de n’importe 

quel îlot CpG. Elles peuvent également méthyler l’ADN au niveau du corps des gènes, ce qui 

est plutôt retrouvé au niveau des gènes activement transcrits, bien que la relation entre 

méthylation de ces zones et expression de ces gènes ne soit pas expliquée296,299.  

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 mère 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 

l’ADN de la cellule mère dans les cellules filles (Figure 10B). DNMT1 existe sous une forme 

auto-inhibitrice. Pour s’activer, l’enzyme a besoin d’un partenaire, une E3 ubiquitine ligase 

UHRF1 (Ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1) qui va se lier spécifiquement aux 

cytosines hémi-méthylées300. Elle peut ubiquitiner l’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 l’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)296. La 5-fC et la 5-CaC sont ensuite reconnues comme bases anormales et seront 

remplacées par une cytosine normale par les systèmes de réparation de l’ADN par excision de 

base (Figure 10A). De nombreux travaux montrent que la 5-hmC pourrait avoir un rôle 

beaucoup plus important dans la régulation de l’expression des gènes qu’un simple 

intermédiaire de déméthylation des cytosines. En effet, il a été montré que la 5-hmC peut être 

considérée comme une modification de l’ADN à part entière, avec ses propres rôles, par sa 

grande stabilité. Cette marque est plutôt associée à des promoteurs actifs, pouvant protéger 

ceux-ci d’une hyperméthylation notamment304–307. La déméthylation de l’ADN peut 

également être passive, par absence de méthylation de maintien au cours des divisions 

cellulaires.  

La méthylation de l’ADN peut réprimer l’expression des gènes en empêchant la fixation 

de facteurs de transcription, mais également en recrutant des enzymes qui modifient de 

manière 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)296. La 

répression de l’expression de gènes par méthylation du promoteur est particulièrement 

observée dans l’inactivation du chromosome X, les gènes d’empreinte, les gènes spécifiques 

des lignées germinales et l’extinction de séquences répétées des transposons qui occupent 

environ la moitié du génome296. 
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Figure 10 : Mécanismes de méthylation de l’ADN.  
A. Mécanismes de méthylation et de déméthylation active de l’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 l’ADN, les changements d’expression des 

gènes occasionnés par ces modifications sont donc plus facilement réversibles et adaptables 

à l’environnement de la cellule. Chaque histone possède une queue N-Terminale, qui n’est pas 

située à l’intérieur du nucléosome mais plutôt libre vers l’extérieur. C’est principalement au 

niveau de cette queue que les histones subissent des modifications post-traductionnelles 308. 

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 l’expression des gènes308. Elles apportent une 

régulation plus complexe que la méthylation de l’ADN, à 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) l’est également et 5) il existe des interactions 

entre les différentes modifications post-traductionnelles d’histones10.  
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Il existe de nombreuses modifications post traductionnelles des histones, nous allons 

ici brièvement en faire la liste sans entrer dans toute la complexité qu’elles engendrent dans 

la régulation de l’expression des gènes. 

3.2.1- Méthylations 

Nous détaillerons ici un peu plus le rôle des méthylations des histones que les autres 

modifications, puisque c’est la modification qui concerne les travaux de cette thèse. 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 

enzymes309, qui sont capables de reconnaitre spécifiquement des régions d’histones en 

fonction de l’état de méthylation de certaines lysines et de la séquence d’acides aminés 

environnante310.  

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 être simple (Rme1) ou double, et lorsqu’elles sont double symétriques (Rme2s) 

(méthylation sur les deux atomes d’azote différents) ou asymétrique (Rme2a) (deux 

méthylations sur le même atome d’azote). L’effet de ces méthylations sur la transcription des 

gènes est dépendant du résidu méthylé et du type de méthylation (simple, symétrique, 

asymétrique)311,312 (Figure 11A).  

La méthylation des lysines des histones peut activer ou réprimer la transcription des 

gènes en aval. Cela dépend de la position et de l’état de méthylation de l’acide aminé : en 

effet celles-ci peuvent être méthylées une fois (me1) 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 l’expression, on retrouve H3K9, 

H3K27 et H4K20 lorsqu’elles sont triméthylées313,314. La présence de méthylations activatrices 

et répressives sur le promoteur d’un même gène peut permettre une régulation rapide et 

réversible de l’expression de ce gène, en modifiant l’une ou l’autre de ces marques afin de 

faire passer rapidement le promoteur d’inactif à actif et inversement314. Les méthylations des 

histones, en plus de la régulation de la transcription, peuvent être impliquées dans l’épissage 

des ARN ou la réplication, la recombinaison ou la réparation de l’ADN310 
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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 uniquement 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 donné314. 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 uniquement315 (Figure 11A).  

La méthylation qui nous intéresse particulièrement dans cette thèse est la méthylation 

de la lysine 27 de l’histone H3 : H3K27me1, me2 ou me3. De manière générale, plus cette 

lysine est méthylée et plus la transcription des gènes est réprimée (cf : Chapitre III).  

3.2.2- Acylations 

L’acylation des histones se fait au niveau des lysines. Cela consiste en l’ajout d’un 

groupement acyl (il en existe de nombreux, le mieux décrit étant le groupement acétyl316,317) 

à partir d’un donneur acyl-CoA (acyl-Coenzyme A) sur le groupement amine la chaine latérale 

d’une lysine. De manière générale, cette modification entraine la neutralisation de la charge 

positive de la lysine et ainsi diminue les interactions entre le nucléosome et l’ADN et entre les 

nucléosomes entrainant donc la décompaction de la chromatine. L’acylation des lysines des 

histones est donc globalement favorable à la transcription, bien qu’il existe des mécanismes 

différents selon le groupement acyle ajouté. 308,316,317 

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 particulière mais sont capables d’agir au niveau 

de plusieurs résidus lysines, de plusieurs histones différentes. De plus, l’acétylation d’une 

lysine peut parfois être remplacée par l’acétylation d’une autre lysine sans changer vraiment 

les effets de cette acétylation, ce qui en fait une marque très différente de la méthylation des 

histones. Ces deux dernières sont d’ailleurs en compétition sur les résidus lysine, la 

méthylation pouvant favoriser ou non l’expression du gène selon le résidu alors que 

l’acétylation favorise l’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 l’être. La mono-ubiquitinylation de H2A est plus fréquemment associée à la 

répression de la transcription alors que la mono-ubiquitinylation de H2B est plus 

fréquemment associée à des gènes actifs318. La réaction d’ubiquitinylation des histones est 

catalysée par des histones ubiquitine ligases, alors que le retrait de l’ubiquitine est catalysé 

par des histones « deubiquitinating enzymes » (DUB)318.  

Les ubiquitinylations des histones sont également impliquées dans les systèmes de 

réparation de l’ADN, l’inactivation du chromosome X ou la ségrégation des chromosomes 

durant la mitose318–320.  

3.2.4- Phosphorylations 

Les histones peuvent être 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 plusieurs321. Les phosphorylations sont impliquées dans les systèmes de 

réparation de l’ADN (phosphorylation de l’histone H2AX), dans la compaction de la 

chromatine au cours des divisions cellulaires ou de l’apoptose, et également dans la régulation 

de la transcription. Différentes phosphorylations peuvent en effet faciliter l’acétylation de 
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lysines voisines, ce qui entraine l’activation de la transcription des gènes321,322. Les histones 

sont déphosphorylés par plusieurs phosphatases différentes311,323. Les Sérines et Thréonines 

pouvant être phosphorylées sont indiquées sur la figure 13.  

3.2.5- SUMOylation 

La SUMOylation est l’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 

mêmes enzymes. Cette modification entre en compétition avec les autres modifications des 

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

3.2.6- ADP Ribosylation 

Les histones peuvent être 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 plutôt associée à l’activation de la transcription. 

Le niveau de cette modification est également largement augmenté lorsque les systèmes de 

réparation de l’ADN sont activés311,325.  

3.2.7- Arginine citrullination 

Le retrait du groupement amine d’une arginine par l’enzyme PADI4 (Peptidyl arginine 

deiminase 4) la transforme en citrulline. Cette modification empêche alors la méthylation de 

l’arginine et est plutôt favorable à 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 

question311,327. 

 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, 2011328). B.  Méthylations de H3K27 et régulation de la transcription des gènes. 
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. Ils sont également considérés comme des facteurs épigénétiques de la 

régulation de l’expression des gènes 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 (lncRNA (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 à des séquences spécifiques du génome par 

complémentarité de séquence et réguler l’expression des gènes par différents mécanismes.  

Les lncRNA peuvent réprimer ou parfois activer l’expression de gènes en recrutant au 

niveau de leur promoteur des enzymes modifiant la méthylation de l’ADN ou les histones 

(DNMT, KMT, KDM, etc.). Ils sont capables de réguler l’expression de gènes en cis (c’est-à-dire 



75 
 

sur le locus qui code pour ces ARN) ou en trans (au niveau d’autres locus). Il existe de 

nombreuses catégories de lncRNA 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.). Ils sont capables de réguler directement la transcription 

des gènes ou la stabilité des ARNm (ARN messagers) par affinité de séquence de quelques 

nucléotides286,329. Ils 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 lncRNA de 

recruter des facteurs épigénétiques et ainsi modifier la méthylation de l’ADN ou les histones 

entrainant la régulation de l’expression des gènes. Enfin, notons que l’expression de ces 

ARNncs est souvent la cible elle-même de régulations épigénétiques par modification de la 

méthylation de l’ADN ou modification des histones, ce qui génère des boucles de 

d’amplification et l’installation de marques épigénétiques qui peuvent s’étendre à une région 

du génome286.  

L’ensemble de ces régulations épigénétiques constitue un mécanisme de régulation des 

gènes 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 à un changement des conditions de l’environnement de celle-ci.  

II- Epigénétique et plasticité cellulaire 

1- La plasticité cellulaire 

La plasticité cellulaire est la capacité des cellules à changer de phénotype de manière 

dynamique en réponse à un contexte physiologique, pathologique ou environnemental. On 

peut parler alors de capacité d’adaptation aux changements de signaux extérieurs à la cellule. 

Plus une cellule est capable de changer rapidement de phénotype, de manière réversible, et 

plus on peut parler de cellule plastique.  

Le premier phénomène mettant en évidence la plasticité des cellules est la capacité des 

cellules souches à se différencier. Plusieurs autres phénomènes, 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 différente330,331.  

Cette capacité des cellules à changer de phénotype de manière dynamique et réversible 

est contrôlée par des changements tout aussi dynamiques de l’état de la chromatine au niveau 

de gènes 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 l’état de la chromatine, ce qu’on pourrait appeler le paysage 

épigénétique, est très 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)333. 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’à environ 40% dans les cellules différenciées332,334. Il 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 l’ADN335.  

On trouve, dans les cellules non différenciées, de nombreux promoteurs dits bivalents, 

qui possèdent des marques épigénétiques activatrices et inhibitrices de la transcription. Ces 

promoteurs vont alors garder uniquement les marques activatrices ou inhibitrices après 

différentiation, de manière 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), qu’on retrouve des marqueurs épigénétiques des cellules souches (promoteurs 

bivalents avec H3K4me3 et H3K27me3)336. On sait que si la marque H3K9me3 ne peut pas être 

enlevée au niveau de certains gènes, la reprogrammation en IPSC ne peut pas aboutir337. 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-être à l’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 être considérée 

comme une dédifférenciation particulière et impliquer quelques mécanismes similaires. Ainsi, 

une reprogrammation épigénétique peut également être à l’origine de la TEM, et donc non 

seulement de la formation de cellules cancéreuses, mais également de l’agressivité des 

tumeurs en promouvant la résistance aux traitements, la formation de métastases et 

l’échappement au système immunitaire notamment341.  

III- TEM et plasticité épigénétique 

1- Méthylation de l’ADN pendant la TEM 

L’induction de la TEM dans des hépatocytes de souris, par traitement au TGF-β, n’induit 

pas de changement global de la méthylation de l’ADN341. En revanche il a été montré que de 

nombreux changements de méthylation interviennent au niveau de promoteurs de gènes 

régulés au cours de la TEM. D’abord, le promoteur de CDH1 est hyperméthylé au cours de la 

TEM, après le recrutement de DNMT1 et DNMT3A à son niveau par les facteurs de 

transcription de la TEM SNAI1 et ZEB1342–344.  

Les protéines « liseuses » des méthylations de l’ADN sont également très importantes 

dans l’extinction de l’expression de certains gènes au cours de la TEM. Ces protéines peuvent 

être recrutées au niveau du promoteur de CDH1 par des facteurs de transcription de la TEM, 

comme TWIST1 dans des cellules de cancer du pancréas345. 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 à l’instauration de la 

TEM, à tel point qu’un inhibiteur de la méthylation globale de l’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-CADHERINE346. 
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2- Régulation de la TEM par les ARN non-codants 

Comme décrit précédemment (cf. chapitre I, II-, 1.3-), plusieurs miRs inhibent l’expression 

de facteurs de transcription de la TEM, comme les miR-200 et miR-205. Notons que 

l’expression de ces miRs est régulée épigénétiquement au cours de la TEM par des 

changements de méthylation de l’ADN ainsi que des changements dans les modifications post-

traductionnelles des histones sur leurs promoteurs347,348. De nombreux miRs ont été décrits 

comme inhibant la TEM en ciblant l’ARNm de gènes essentiels à 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 SNAI2349. 

En ce qui concerne les lncRNA, quelques-uns sont associés à la TEM ou à 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 lncRNA-ROR (Regulator of 

reprogramming) lui favorise la TEM en inhibant miR-295343,350. Les ncRNA-a7 et lncRNA-HIT 

sont également impliqués dans la TEM via la répression de l’expression du gène CDH1343,350. 

Le lncRNA MALAT-1 déjà décrit dans la régulation de la voie SMAD peut inhiber certains 

miRs dont miR-200 en étant un ceRNA (Competing endogenous RNA), c’est-à-dire qu’il va se 

lier à ces miRs et ainsi les empêcher de se lier à d’autres cibles. MALAT-1 peut aussi 

promouvoir la TEM en recrutant EZH2 au niveau du promoteur de CDH1349,351.  

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

de Heery et al.349.  

3- Modifications post-traductionnelles des histones au cours de la TEM  

3.1- Acétylation 

Nous développerons plus en détail le rôle des modifications des histones, qui nous 

intéressera plus particulièrement dans cette thèse. 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 rôle décrit au cours de la TEM. P300 et CBP sont 

recrutés au niveau des promoteurs de certains gènes activés lors de la TEM dépendante de la 

voie WNT et de la β-CATENINE352. De manière intéressante, p300 et PCAF sont également 

capables de se lier directement à 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-histones353. Dans des cellules de cancer du sein 

MCF-7, l’activation de l’expression du TGF-βR2, par la surexpression de SNAIL 1/2, est corrélée 

à l’augmentation de l’acétylation de H3K9 sur le promoteur de son gène354. 

Les HDAC peuvent également être recrutées au niveau des promoteurs des gènes 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 cellules355. ZEB1 est également capable de recruter 

différentes HDAC au niveau du promoteur de CDH1 dans des cellules de cancer de la prostate 

et du pancréas139,356. De plus, la mise en place de la TEM par l’induction de l’expression de 

ZEB1 entraine une perte d’acétylation de H3K9 et H3K27 au niveau des promoteurs de 

plusieurs gènes épithéliaux (ESRP1 et EPCAM (Epithelial cell adhesion molecule) notamment) 

et une désacétylation globale de H3K27 dans ces cellules357.        

Basé sur le fait que les HDAC sont essentielles à la répression de ces gènes au cours de la 

TEM, des approches thérapeutiques utilisant des inhibiteurs de HDAC ont été testées en 

clinique. Cependant, malgré un succès pour les traitements des cancers hématologiques358, il 

a été montré qu’ils peuvent également induire la TEM dans certaines tumeurs solides359,360 

3.2- Méthylations   

La déméthylase LSD1, spécifique de la marque H3K4me1/2 est importante dans 

l’activation de la TEM. Elle est surexprimée dans de nombreux cancers et est associée à la 

répression de l’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 gènes épithéliaux361,362. D’autres déméthylases de H3K4 régulent la TEM. KDM5A (Lysine 

demethylase 5A) est associée à la TEM et aux métastases dans des cancers du poumon, du 

sein et gastriques363–365. KDM5B peut induire la TEM en supprimant l’expression de miR200 

ou PTEN, mais peut inhiber la migration et la formation de métastases dans des cancers du 

sein343. 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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DOT1L (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 SNAI1 

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

L’induction de la TEM par le TGF-β 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 modèles 

cellulaires induits en TEM par un co-traitement TGF-β/TNF-α (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 à une diminution des marques d’histones 

répressives et une augmentation des marques d’histones activatrices de la transcription au 

niveau des promoteurs de ces gènes9.  

Par exemple dans les carcinomes basaux mammaires : la présence du promoteur ZEB1 en 

état « poised », c’est-à-dire facilement réversible entre actif et inactif, rend les cellules 

sensibles au TGF-β. Elles peuvent alors facilement passer d’un phénotype CD44lo (exprimant 

faiblement CD44) non tumorigénique a un phénotype CD44hi (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-

β368,369. 

La méthylation, inhibitrice de la transcription, de H3K9 est impliquée dans la répression de 

l’expression de CDH1 médiée par SNAIL1. SNAIL1 peut recruter G9A, HMT spécifique de H3K9, 

au niveau des promoteurs qu’il réprime370.  

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 à un statut inactif rendant possible l’inversement rapide de la TEM en TME351,357.  

La méthylation des histones est également importante pour la régulation de l’expression des 

gènes au cours de la TEM. 
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Finalement, la marque d’histone H3K27me3 est essentielle à la TEM, en participant à la 

répression de CDH1 également. Cette marque semble être une des marques qui varie le plus 

au cours de la TEM9. Lors d’une TEM induite par TWIST1, on observe une diminution de 

H3K4me3 au profit de H3K27me3 au niveau du promoteur de 102 gènes épithéliaux, incluant 

CDH1 alors qu’on observe le changement inverse au niveau des promoteurs de gènes 

mésenchymateux surexprimés, parmi lesquels ZEB2, CDH2 et ESRP1371. 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 manière intrigante, EZH2 et 

KDM6B sont toutes deux surexprimées et associées à l’agressivité dans différents cancers. 

D’abord EZH2 est surexprimée dans des métastases de cancers du sein372 et associée à 

l’agressivité de très nombreux types de cancers11. De manière surprenante, KDM6B est 

également associée à l’agressivité ou la formation de métastases dans différents types de 

cancers11, ce qui nous a amené à nous intéresser plus particulièrement à ces deux enzymes, 

et à leur fonction au cours de la TEM (cf. Chapitre III), ces deux enzymes n’ayant été que très 

rarement étudiées en même temps. 

Ce paragraphe montre qu’une large palette de régulateurs épigénétiques accompagnent 

ou sont à 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 Fang343.  
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Chapitre III : EZH2 et KDM6B sont des 
régulateurs majeurs de la TEM 

I- Contexte et rôles physiologiques de la méthylation de H3K27 

Parmi les modifications connues de H3, nous nous intéresserons particulièrement ici 

aux modifications de la lysine 27, et notamment à sa méthylation. Les mécanismes et les 

enzymes par lesquels cette méthylation est modulée ainsi que son implication dans 

l’expression des gènes et dans les cancers seront ainsi détaillés par la suite.  

1- H3K27me3 

La lysine 27 de l’histone H3 est située sur la queue N-terminale de cette histone. Elle 

peut subir deux principales modifications post-traductionnelles : la méthylation et 

l’acétylation. L’acétylation est toujours unique, alors que la méthylation peut être simple 

(me1), double (me2) ou triple (me3)10. 

Comme décrit précédemment, H3K27me3 est défavorable à la transcription des gènes 

situés en aval de cette marque. Elle ne suffit pas à elle seule à réprimer l’expression d’un gène, 

si le code histone environnant n’y est pas favorable, mais sa présence est en général corrélée 

à un promoteur peu actif, ou inactif. Elle est notamment présente sur le promoteur de gènes 

bivalents, dont la transcription peut être rapidement activée ou désactivée, au côté de 

marques activatrices de la transcription (ZEB1 ou CDH1 notamment au cours de la TEM). 

H3K27me3 est présente sur 5 à 10% des régions du génome. En revanche, la monométhylation 

H3K27me1 est plutôt présente sur des promoteurs et régions codantes de gènes actifs (5 à 

10% du génome) et la double méthylation est beaucoup plus présente, recouvrant 50 à 70% 

du génome, au niveau des promoteurs et régions codantes de gènes actifs ou non373. Les rôles 

des différents degrés de méthylation de H3K27 restent mal compris, mais il semble que de 

manière générale et simplifiée, plus cette lysine est méthylée au niveau du promoteur d’un 

gène et moins sa transcription est active. 



83 
 

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-être le seul, capable de méthyler H3K27 chez les mammifères. 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 à discussion in vivo. Le complexe PRC2 a été identifié chez la drosophile, comme étant 

un complexe nécessaire à la répression de l’expression de gènes 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 l’animal dû à une dérégulation de gènes homéotiques374. 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 l’homme selon les auteurs, et sont 

nécessaires à l’activité méthyltransférase de PRC2. EZH2 ou EZH1 (qui est un paralogue 

d’EZH2, mais moins actif) qui portent l’activité méthyltransférase, EED (Embryonic ectoderm 

development) et SUZ12 (Suppressor of zeste 12 protein homolog). La quatrième protéine 

RBBP4 ou 7 (Retinoblastoma binding protein 4/7) est toujours retrouvée dans le complexe, 

mais sa présence, bien qu’augmentant l’activité méthyltransférase du complexe n’y est pas 

requise (Figure 14)375.  

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 

(Également appelée ENX1 ou KMT6A) ou EZH1 (Également appelée ENX2 ou KMT6B), qui 

portent cette activité via leur domaine SET (Su(var) 3-9, Enhancer of zeste and trithorax).  Elles 

possèdent également un domaine CXC riche en cystéines qui précède 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)376.  
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2.2.2- EED 

EED possède 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 à l’ADN374 grâce notamment à un domaine en doigt de 

zinc378. Elle possède 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 l’activité méthyltransférase379. Structurellement, 

SUZ12 est donc nécessaire à la stabilisation du complexe et permet une liaison à l’ADN ainsi 

qu’une augmentation de l’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 à l’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 à l’activité catalytique du complexe, mais sont présents au sein 

de celui-ci dans certaines circonstances, apportant des caractéristiques particulières375,380. Ce 

sujet a été détaillé dans une revue récemment (Figure 14) 375.  

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 dernières étant appelées protéines PCL (Polycomb 

like)375. MTF2 et EPOP sont les plus fréquemment retrouvées au niveau du complexe. Ces 
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protéines peuvent jouer un rôle dans le recrutement de PRC2. Il a été montré notamment que 

MTF2 peut lier les ilots CpG non-méthylés381. Les protéines PHF1 et PHF19 quant à elles, 

reconnaissent spécifiquement la tri-méthylation de H3K36, qui est exclusive vis-à-vis la tri-

méthylation de H3K27. Elles peuvent recruter une déméthylase spécifique de H3K36 afin de 

retirer cette méthylation, en même temps que le complexe PRC2 afin de méthyler H3K27 au 

cours de la différentiation de cellules souches embryonnaires de souris375,382. 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 l’action de la RNA POLII 

(RNA polymérase II)383. Le gène LCOR1 peut coder deux protéines paralogues PALI1 et PALI2, 

qui sont présentes de manière exclusives avec EPOP au sein de PRC2, mais EPOP est présent 

beaucoup plus fréquemment375.  

 
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 l’activité catalytique de PRC2 d’environ 25 
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fois. JARID2 peut être méthylé sur sa lysine 116 par EZH2, et cette méthylation peut être 

reconnue par EED selon le même mécanisme de reconnaissance que H3K27me3 par cette 

protéine, et ainsi favoriser l’activité méthyltransférase du complexe375,384. Les mécanismes 

moléculaires induits par AEPB2 ne sont pas connus, même s’il est proposé que cette sous-

unité puisse participer à la stabilité du complexe,  au recrutement et au maintien de PRC2 au 

niveau de ses gènes cibles, et changer la conformation du site catalytique d’EZH2375,385,386. 

2.4- Mécanismes 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 H3K27387. Une étude plus récente a cependant montré 

que le complexe peut méthyler H3K27 de 1 à 3 fois, et installer toutes les marques de manière 

organisée et spécifique à la cellule dans des cellules souches embryonnaires de souris388.  

La méthylation de H3K27 se fait majoritairement selon deux voies : la méthylation de 

novo qui consiste à méthyler H3K27 dans des régions de l’ADN ou elle n’est pas encore 

méthylée, et la méthylation de H3K27 ciblée sur des régions ou H3K27 est déjà tri-méthylée. 

La première 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 EZH2388. 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 l’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 à méthyler H3K27 au niveau de régions de l’ADN ou 

H3K27me3 est déjà présente, est dépendante d’EED. EED est nécessaire à l’activité catalytique 

d’EZH2 au sein du complexe PRC2373. Il a été montré que cette protéine est capable de se lier 

à 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 l’étendre au niveau d’une région donnée afin d’asseoir la 
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répression d’un gène389. Le recrutement de PRC2 de manière indépendante de la séquence de 

l’ADN, via EED et H3K27me3 n’est pas suffisant pour maintenir la répression de gènes au cours 

des divisions cellulaires chez la drosophile390. 

En ce qui concerne les différentes sous unités catalytiques, EZH1 est un paralogue 

d’EZH2375 et EZH2 a une activité méthyltransférase plus importante que EZH1. Cette dernière 

est en revanche capable d’induire la compaction de la chromatine indépendamment de la 

méthylation de H3K27387. 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 gènes cibles dans des cellules souches embryonnaires de souris 391. De plus, PRC2.1 et 

PRC2.2 agissent en coopération. L’extinction de l’une ou l’autre de JARID2 et MTF2 entraine 

une diminution du recrutement de l’autre protéine au niveau des gènes cibles392. La 

découverte de ces différents complexes PRC2.1 et PRC2.2 est récente, et de nombreux points 

restent donc à établir sur le fonctionnement de ces différents complexes. En ce qui concerne 

le recrutement de PRC2 au niveau de régions spécifique de l’ADN, il existe chez la drosophile 

un PRE (Polycomb response element), séquence spécifique de reconnaissance de PRC2. Chez 

les mammifères, une telle séquence a été montrée dans le cadre du développement mais ne 

suffit pas à expliquer la spécificité cellulaire du recrutement de PRC2393. Les mécanismes par 

lesquels PRC2 pourrait être recruté au niveau de séquences spécifiques de l’ADN alors 

qu’aucun de ses constituants ne semble posséder cette capacité restent à déterminer et 

devraient faire l’objet de travaux à la suite de cette thèse.  

2.5- Autres répresseurs transcriptionnels associés à PRC2 

Le recrutement de PRC2 au niveau des promoteurs de ses gènes cibles est souvent 

associé à d’autres répresseurs épigénétiques. La méthylation de l’ADN a notamment été reliée 

à PRC2. Ce complexe pourrait recruter DNMT1 au niveau de ses gènes cibles via une 

interaction directe394,395. Il a été montré également que les HDAC 1 et 2 peuvent être associés 

à ce complexe et donc que la désacétylation des histones peut également être un mécanisme 

associé à la répression de gènes par PRC2394.  
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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 même été d’abord accepté 

que cette méthylation n’était pas réversible ou que sa déméthylation était passive, au cours 

des divisions cellulaires, diluant cette marque dans les nucléosomes nouvellement formés396. 

En effet, KDM6B (également appelée JMJD3 (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 me3397–399.   KDM6A et KDM6B sont capables de déméthyler H3K27me1 in vitro 

mais cela n’a pas été montré in vivo alors que KDM7A (Lysine déméthylase 7A) de C. elegans 

semble être capable de déméthyler H3K27me1 in vivo400, et l’équivalente de cette enzyme 

chez le poisson zèbre est capable de déméthyler H3K27me1 et H3K27me2396,401.  

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

Jumonji-C, qui contient l’activité histone déméthylase402. 

Il a été montré dans un modèle de macrophages murins que KDM6B n’est pas vraiment 

un activateur de la transcription des gènes, c’est-à-dire que les promoteurs où KDM6B se lie 

ne sont pas automatiquement actifs, cependant, cela semble faciliter la transcription en 

empêchant une méthylation répressive de H3K27. L’inactivation de KDM6B n’entraine pas de 

hausse globale de la méthylation de H3K27 dans ce modèle, ce qui confirme que la fonction 

de cette enzyme soit plutôt d’empêcher une méthylation aberrante de H3K27403. 

KDM6B et KDM6A sont tous les deux capables d’activer la transcription de gènes via 

un remodelage de la chromatine, mais de manière indépendante de leur activité déméthylase. 

En effet, il a été montré que KDM6B et KDM6A privées de leur fonction déméthylase par 

mutation sont nécessaires et suffisantes pour rendre accessible le promoteur de l’IFNG 

(Interféron γ) dans des lymphocytes T404.  

4- Acétylation et méthylation de H3K27 

H3K27 peut être méthylée, ou acétylée : cette réaction est catalysée par la lysine 

acétyltransférase CBP405 alors que la désacétylation est catalysée par le complexe NURD 

(Nucleosome remodeling and deacetylation complex)406.  
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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 être acétylés (ce qui est aussi vrai pour les autres 

lysines)407. Au niveau des promoteurs classiques, les sites non-occupés par H3K27me1 ou 

H3K27me3 sont occupés « par défaut » par H3K27me2, qui semble être une marque plutôt 

neutre vis-à-vis de l’activité du gène, mais qui est également présenté comme protégeant 

certains gènes d’une suractivation en prévenant une acétylation de K27408. Ainsi, un défaut de 

di-méthylation au niveau d’un promoteur entraine une hyperactivation par 

hyperacétylation407.  

II- EZH2, TEM et agressivité des cancers 

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

De nombreuses études se sont intéressées à l’expression d’EZH2 dans différents types 

de tumeurs, à l’aide de techniques variées. Ces travaux ont été résumés dans le Tableau 4. 

Dans des carcinomes cellulaires rénaux à cellules claires (ccRCC), une forte expression d’EZH2 

est corrélée avec un mauvais pronostic, des métastases et un stade tumoral avancé409,410. Des 

observations similaires ont été collectées dans des carcinomes de l’œsophage à 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 à l’apparition de métastases, à un mauvais 

pronostic, à la taille de la tumeur et à la profondeur d’invasion des cellules tumorales411. 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 à un stade de tumeur avancé, un mauvais pronostic et une 

agressivité importante des tumeurs412–421.  
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Type de cancer Expression d'EZH2 Technique utilisée Ref. 

Carcinome rénal à cellules claires 
Surexprimé dans les 
métastases 

IHC  409 

Carcinome rénal à cellules claires 
Surexprimé dans les 
carcinomes agressifs et invasifs 

IHC 410 

Carcinome de l'œsophage à 
cellules squameuses 

Surexprimé IHC  411 

Carcinome urothéliale de la 
vessie 

Surexprimé dans les 
carcinomes agressifs et invasifs 

RT-qPCR sur tissus 
et lignées 
cellulaires 

420 

Carcinome urothélial Surexprimé 
IHC et puces sur 
tissus 

 419 

Mélanomes cutanés et cancers 
de l'endomètre, de la prostate et 
du sein 

Surexprimé 
IHC et puces sur 
tissus 

412 

Mélanomes humains et murins Surexprimé IF  421 

Cancers de la prostate 
métastatiques et réfractaires aux 
hormones 

Surexprimé 
Profilage de 
l'expression 
génique 

418 

Cancers gastriques 
Surexprimé et corrélée avec 
l'invasion et l'agressivité 

IHC  416 

Cancers du sein 
Surexprimé dans les tumeurs 
invasives 

Puces à tissus 415 

Cancers des ovaires Surexprimé IHC  417 

Adénocarcinomes du poumon 
Surexprimé dans les tumeurs 
de mauvais pronostic 

IHC 413 

Tumeurs au cerveau chez 
l'adulte et chez l'enfant 

Surexprimé IHC  414 

Adénocarcinomes du poumon 
Mutations inactivatrices chez 
14% des patients de la cohorte 

Séquençage 419 

Syndromes myélodysplasiques/ 
Néoplasmes myéloprolifératifs 

Mutations inactivatrices   
Analyse des 
mutations 

 422 

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

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

 

Malgré le fait qu’EZH2 semble associée à l’agressivité des tumeurs, on trouve quelques 

mutations inactivatrices ou délétions du gène dans certains cancers, ce qui laisse penser 

qu’EZH2 peut avoir un rôle 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 gène entraine l’augmentation de 

l’agressivité de l’adénocarcinome de poumon, dans des souris chez lesquelles KRAS est 

muté423. De plus, une étude réalisée sur 119 patients atteints de syndromes 

myélodysplasiques et de néoplasmes myéloprolifératifs a montré que 8,4% de ces patients 

possèdent une mutation inactivatrice d’EZH2 et 3,4% ont une délétion de ce même gène. Il 

est également montré qu’une délétion d’EZH2 chez la souris est suffisante pour induire une 

dysplasie myéloïde422.  

2- Modulation de la TEM par EZH2  

Puisqu’EZH2 est surexprimée dans de nombreuses tumeurs agressives, il est proposé 

qu’elle joue un rôle important dans la régulation de l’expression des EMT ATFs. Cependant, 

dans des lignées cellulaires de carcinomes à cellules squameuses de la tête et du cou, (FaDu 

et SNU1041) EZH2 ne régule pas l’expression de SNAI1 ou SNAI2. De plus, l’extinction d’EZH2 

par siRNA entraine l’augmentation du niveau de E-CADHERINE et la diminution du niveau de 

N-CADHERINE et de VIMENTINE, aboutissant à l’inhibition de la migration et de l’invasion de 

ces cellules sans altérer l’expression des EMT ATFs424. De manière surprenante,  dans les 

cellules de cancer des ovaires SKOV3, des expériences de ChIP (Chromatin 

immunoprecipitation) ont montré qu’EZH2 peut directement réprimer l’expression de ZEB2 

lorsque la TEM est induite par un traitement au TGF-β425, ce qui suggère qu’EZH2 inhibe la 

TEM dans ces cellules. Dans les lignées cellulaires de carcinome hépatocellulaire MHCC97H et 

MHCC97L, l’ARN non codant CARLO5 se lie à EZH2 et recrute cette protéine au niveau du 

promoteur de miR-200, ce qui en réprime l’expression. Il a été montré que le miR-200b est 

associé au phénotype épithélial en bloquant la TEM, via l’inhibition de la signalisation de ZEB1 

et ZEB2 notamment. La répression de l’expression de miR-200b par le complexe CARLO5-EZH2 

favorise donc la TEM171. Dans des cellules de cancer du poumon non à petites cellules, la 

surexpression de miR-21 entraine aussi l’augmentation de l’expression d’EZH2 de manière 

inconnue, et entraine une augmentation de l’invasion et de la migration de ces cellules426.  

Bien que l’implication d’EZH2 dans la régulation de l’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 l’addition de la marque H3K27me3 sur le promoteur 
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de CDKN2A (Cyclin dependnt kinase inhibitor 2A)427. Dans des cellules de carcinome de la 

langue à cellules squameuses, SNAI1 et SNAI2 induisent la répression du miR-101 et en 

conséquence augmentent le niveau d’EZH2 dans ces cellules428. Enfin, dans des cellules de 

carcinome nasopharyngé, SNAI1 peut se lier aux HDAC1/2 ainsi qu’à EZH2 afin de créer un 

complexe répresseur, capable de tri-méthyler H3K27 et de désacétyler les histones, qui 

réprime notamment l’expression de CDH1429.  

EZH2 ne régule pas seulement la TEM par ses interactions avec les EMT-ATF, mais 

également en régulant directement l’expression de gènes impliqués dans la régulation de la 

TEM dans de nombreux types cellulaires (Tableau 5). En effet, l’extinction de CDH1 peut être 

directement médiée par EZH2. Il a été montré dans des cellules de cancer du côlon HT-29-M6 

que 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 promoteur430. D’autres études 

montrent qu’EZH2 réprime directement l’expression de CDH1 en tri-méthylant H3K27 au 

niveau de son promoteur431. De la même façon, il a été montré, dans des cellules de cancer 

des ovaires HO-8910, qu’EZH2 réprime l’expression de CDH1. En effet, l’extinction de 

l’expression d’EZH2 par siRNA entraine une augmentation du niveau de E-CADHERINE et une 

diminution de l’invasion et de la migration de ces cellules417. 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-κB, les protéines de choc 

thermique et des mécanismes de réparation à l’ADN432) entraine la diminution d’ARNm 

d’EZH2, et aboutit à une augmentation de l’expression de CDH1433. 
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Origine de la lignée 
cellulaire 

Nom de la 
lignée 

Gènes régulés Direct/Indirect Ref. 

Cancer squameux de la tête 
et du cou 

FaDu et 
SNU1041 

Répression de CDH2 et VIM       
Activation de CDH1 

Inconnu 424 

Cancer des ovaires 
SKOV3 et 
Kuramochi 

Répression de ZEB2, VIM et 
CDH2 

Direct 425 

Cancer du colon HT-29 M6 Répression de CDH1 Direct 430 

Cancer du poumon non à 
petites cellules 

A549 Répression de CDH1 Direct 431 

Cancers des ovaires HO-8910 
Répression de CDH1 et 
activation de TGFB1 

Inconnu 417 

Cancer de la prostate PC3 
Répression de ADRB2, 
DAB2IP, CDH1 et CDKN2A 

Inconnu 433 

Cancers de la prostate et du 
sein 

LnCAP, MCF7, 
DU-145 et 
LSHAR 

Répression de RKIP Direct 434 

Mélanomes humains et 
murins 

XB2, Melan-a, 
HEK293T, B16F1 
et B16F10 

Répression de AMD1, DCK 
et WDR19 

Direct 421 

Cancer du poumon à petites 
cellules 

DMS53, Lul30 et 
H209 

Répression de JUB Direct 435 

Cancer du pancréas 
MIA-PaCa2 et 
Panc04.03 

Répression de CDKN1B Direct 436 

Carcinome hépatocellulaire 
du foie 

huh-7 et Hep-3B Répression de APC Direct 437 

Carcinome du poumon non à 
petites cellules 

H358 et A549 

Répression de IGF1 Inconnu 423 

Répression de AKT et ERK 
(via IGF-1) 

Indirect 423 

Cancer du sein ER-négatif MDA-MB-231 
Répression des gènes cibles 
de NF-κB 

Inconnu 438 

Cancer du sein de type 
luminal ER-positif 

MCF7 
Activation des gènes cibles 
de NF-κB par liaison avec 
RELA et RELB 

Direct 438 

Cancer du sein MCF7 
Activation de MYC et 
CCND1 

Direct 439 

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

EZH2 réprime l’expression (en rouge) de plusieurs gènes dans différentes lignées, mais elle peut parfois 
directement ou indirectement activer (en vert) la transcription de certains gènes, notamment des gènes cibles de 
la voie NF-κB. 
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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 l’estomac et du col de 

l’utérus440–442 en inhibant la protéine RAF, de la voie RAS/MAPK (cf. Chapitre I, II- 1.1.2.1- 

Activation de la voie des MAPK par le TGF-β). 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 l’augmentation de la formation de métastases434. De plus, dans des mélanomes, 

EZH2 réprime l’expression de AMD1 (Adenosylmethionine decarboxylase 1, impliquée dans la 

synthèse de polyamine), induisant une augmentation des niveaux de SNAI1, ZEB1 et TWIST1 

et une augmentation de l’invasion et la formation de métastases, in vitro et in vivo421. Dans 

des cancers du poumon à petite cellules, la surexpression d’EZH2 est liée à un mauvais 

pronostic et à la répression de JUB1 (Transcription factor JUNGBRUNNEN 1) dépendante de 

H3K27me3, JUB1 ayant un rôle antiprolifératif dans ces modèles (DMS53, Lul30 et H209) 435. 

Enfin, l’expression de CDKN1B (Cyclin dependant kinase inhibitor 1B) codant pour le 

suppresseur de tumeur P27KIP, impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire via l’inhibition de 

protéines CDK, est  réprimée de manière dépendante d’EZH2 dans des cellules de cancer du 

pancréas MIA-PaCa2 et Panc04.03, conduisant à une prolifération incontrôlée et à une 

agressivité de ces cellules436.  

EZH2 induit également la TEM et l’agressivité des cancers via la répression de gènes 

impliqués dans différentes voies moléculaires liées à la TEM. En effet, dans des cancers du 

foie, EZH2 est recruté par le ncRNA lncAPC sur le promoteur du gène APC (Adenomatous 

polyposis coli) où il réprime sa transcription en méthylant H3K27. APC participe à la 

séquestration cytosolique de la β-CATENINE et donc à sa dégradation. La surexpression d’EZH2 

aboutit donc à l’activation de la voie WNT/β-CATENINE ce qui induit le renouvellement des 

cellules initiatrices de tumeur du foie et l’agressivité437. Dans les lignées cellulaires 

d’adénocarcinome du poumon non à petites cellules A549 et H358, l’inhibition chimique 

d’EZH2 (à l’aide de la molécule chimique GSK126) entraine une augmentation du niveau de 

l’ARNm d’IGF1 (Insulin like growth factor 1), associée à une diminution globale du niveau de 

H3K27me3. Parmi les gènes cibles d’IGF1, AKT et ERK ont été associés à l’induction de la TEM 

et à la prolifération cellulaire423.  
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Des données obtenues dans les cancers du sein illustrent également un rôle ambigu 

d’EZH2 dans l’agressivité des cancers. Dans la lignée MDA-MB-231, ER (Estrogen receptor) -

négative, EZH2 active la transcription des gènes cibles de NF-κB de manière indépendante de 

son activité méthyltransférase, ce qui contribue à l’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 gènes cibles de NF-κB, ce qui induit la 

répression de leur transcription438. 

Toutes ces études mettent en évidence qu’EZH2 peut être considéré comme un 

inducteur de la TEM et de l’agressivité des cancers dans un grand nombre de types différents. 

Mais de manière surprenante, dans de plus rares cas, une inactivation d’EZH2 est associée à 

un phénotype cancéreux invasif (Tableau 4). EZH2 a un rôle 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 

endogène, l’expression des gènes cibles de NF-κB est augmentée via la liaison d’EZH2 aux sous 

unités de NF-κB. Cela montre qu’EZH2 induit l’expression des gènes cibles de NF-κB de 

manière indépendante de son activité catalytique. L’interaction d’EZH2 avec NF-κB est 

exclusive de son interaction avec PRC2 438. 

De la même manière, 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 ERα et la β-

CATENINE et induit l’activation de la transcription de leurs gènes cibles. Cette activation est 

observée également avec un mutant d’EZH2 ne comportant pas le domaine 

méthyltransférase. Ces interactions contribuent, dans ces modèles, à la progression du cycle 

cellulaire et l’agressivité des tumeurs439. Ces exemples montrent qu’EZH2 est capable d’activer 

la transcription de certains gènes 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 I utilisant l’EZH2i GSK2816126 dans des 

lymphomes diffus à 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 sûr toujours en développement, mais il semble bien que l’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 
refractory mature lymphoïd neoplasms 

Phase 
1 

SHR2554 
Néoplasmes lymphoïdes 
matures réfractaires ou en 
rechute 

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

Phase 
1 

Tazemetostat 

Tumeurs rhabdoïdes, 
Tumeurs INI-1 négatives, 
Sarcomes synoviaux et 
tumeurs rhabdoïdes 
malignes des ovaires. 

A phase II, multicenter study of the EZH2 inhibitor 
tazemetostat in adult subjects with INI-1-negative 
tumors or relapsed/refractory synovial sarcoma 

Phase 
2 

Tazemetostat 

Tumeurs rhabdoïdes 
malignes, Tumeurs 
rhabdoïdes du rein, Tumeurs 
rhabdoïdes et tératoïdes 
atypiques (t 8 autres) 

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

Phase 
1/2 

CPI-1205 
Cancers de la prostate 
métastatiques résistants à la 
castration 

ORIOn-E: A study evaluating CPI-1205 in patients with 
advanced solid tumors 

Phase 
1/2 

CPI-1205 Tumeurs solides avancées 

Study of the EZH2 inhibitor Tazemetostat in malignant 
mesothelioma 

Phase 
2 

Tazemetostat 
Mésothéliomes, perte de 
fonction de BAP1 

Open-label, multicenter, phase 1/2 study of 
tazemetostat (EZH2 histone methyl transferase (HMT) 
inhibitor as a single agent in subjects with advanced solid 
tumors or with B-cell lymphomas and Tazemetostat in 
combination with Prednisolone in subjects with DLBCL 

Phase 
1/2 

Tazemetostat 

Lymphomes à cellules B, 
tumeurs solides avancées, 
Lymphomes diffus à grande 
cellules B (et 3 autres) 

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

Phase 
1 

C-1205 Lymphomes à cellule B 

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 
treatment trial) 

Phase 
2 

Tazemetostat 

Néoplasmes solides malins 
avancés, lymphomes de 
Hodgkin de l’enfant de stage 
II (et 47 autres) 

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 lymphoma, other non-
Hodgkin’s lymphomas, solid tumors, and multiple 
myeloma 

Phase 
1 

GSK2816126 Cancers 

Safety and efficacy of MAK683 in adult patients with 
advanced malignancies 

Phase 
1/2  

MAK683 
Lymphomes diffus à grandes 
cellules B 

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

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

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

KDM6B 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, 

l’expression de KDM6B est corrélée avec l’existence de métastases et l’expression de SNAI2443. 

Dans des carcinomes rénaux à cellules claires, l’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 KDM6B est liée à l’augmentation de la taille de 

la tumeur, à la présence de métastases et à un mauvais pronostic444. Des résultats similaires 

ont été observés dans les myélomes multiples445, et dans des lymphomes de Hodgkin d’après 

des analyses IHC446. Une analyse de données Oncomine a également confirmé que KDM6B est 

surexprimé dans les cancers du sein invasifs et métastatiques, comparé aux cancers moins 

invasifs447. De la même manière, des données de RT-qPCR ont montré que l’ARNm de KDM6B 

est surexprimé dans des mésothéliomes pleuraux malins comparés à des lésions bénignes de 

la plèvre448. 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 survie449. Toutes ces études montrent que KDM6B peut-être 

classée parmi les oncogènes, et que son expression est corrélée à la TEM et à l’agressivité des 

cancers. Cependant, des résultats contradictoires et intrigants ont également été rapportés. 

Par exemple, même 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 élevé450. De plus, KDM6B est sous-exprimée dans des cancers du côlon peu 

différenciés (phénotype mésenchymateux), dans une cohorte de 96 patients, par rapport à 

des tumeurs plus différenciées451. 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 

colorectaux452. Enfin, dans des cancers du poumon non à petites cellules, KDM6B est 

surexprimée dans les tissus sains par rapport aux tumeurs et dans les tumeurs les moins 

invasives comparé aux plus invasives453. Ensemble, ces données suggèrent que l’expression 
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de KDM6B peut-être corrélée ou inversement corrélée avec l’invasion et l’agressivité des 

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

Type de cancer Expression de KDM6B Technique utilisée Ref. 

Carcinome hépatocellulaire Surexprimée 
RT-qPCR sur tissus et 
Western Blotting (WB) 

443 

Carcinome rénal à cellules 
claires 

Surexprimée 
RT-qPCR sur tissus, WB 
et IHC 

444 

Myélome multiple Surexprimée 
étude de données 
publiques 

445 

Lymphome de Hodgkin Surexprimée IHC 446 

Cancers du sein Surexprimée 
Analyse des données 
Oncomine 

447 

Mésothéliome pleural malin Surexprimée RT-qPCR sur tissus 448 

Cancer des ovaires Surexprimée RT-qPCR sur tissus et IHC 449 

Adénocarcinome canalaire 
du pancréas 

Sous-exprimée dans les 
tumeurs invasives comparées 
aux tumeurs de bas grade 

puces à ARN sur tissus 450 

Cancer du colon 
Sous-exprimée dans les 
tumeurs peu différenciées 

RT-qPCR sur tissus 451 

Cancer colorectal Sous-exprimée IHC 452 

Cancer du poumon non à 
petites cellules  

Sous exprimée par rapport aux 
volontaires sains, et dans les 
tumeurs les moins invasives 
par rapport aux plus invasives 

qRT-PCR 453 

Tableau 7 : Expression de KDM6B dans différents types cancéreux. 

KDM6B 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 côlon peu différenciés.  

2- KDM6B module la TEM en ciblant des gènes spécifiques 

2.1- Lié à l’activité catalytique déméthylase 

Il a été décrit que KDM6B module l’expression des EMT-ATFs au cours de la TEM dans 

différentes lignées de cellules cancéreuses (Tableau 8). En effet, l’expression de SNAI1 est 

directement activée par KDM6B. Par exemple, dans la lignée mammaire de souris NmuMG, 

H3K27 est déméthylée par KDM6B au niveau du promoteur de SNAI1 lorsque KDM6B est 

surexprimée, entrainant l’expression de gènes mésenchymateux447. Dans la lignée cellulaire 

de carcinome hépatocellulaire HepG2, KDM6B active directement la transcription de SNAI2 , 

et la surexpression de KDM6B induit la TEM, la migration, l’invasion et des caractéristiques de 

cellules souches (formation d’holoclones et capacités clonogéniques)443. Dans la lignée 

cellulaire de carcinome cellulaire du rein à cellules claires Caki-2, KDM6B active directement 
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la transcription de SNAI2 ce qui augmente l’expression de marqueurs mésenchymateux, 

diminue l’expression de protéines épithéliales et augmente les capacités d’invasion de ces 

cellules444. Dans la lignée de carcinome cellulaire du rein ACHN, l’extinction par siRNA du 

lncRNA HOTAIR entraine une diminution des niveaux de KDM6B et de sa cible SNAI1, et une 

diminution de l’invasion et de la migration de ces cellules, suggérant que l’expression de 

KDM6B  est régulée au niveau de l’ARNm454.  

Au contraire, l’extinction ou l’inhibition de l’activité de KDM6B dans la lignée cellulaire 

de cancer du côlon SW-480 induit augmentation de l’expression des EMT-ATFs SNAI1, ZEB1 et 

ZEB2, et conduit ensuite à une diminution de l’expression de CDH1, CLDN1 et  CLDN7 (codant 

respectivement pour la E-CADHERINE, la CLAUDINE 1 et la CLAUDINE 7)451. Ces données 

suggèrent que l’activité déméthylase de KDM6B est généralement associée à la TEM, mais 

dans certains modèles comme les cellules de cancer du côlon, KDM6B peut être associée à un 

phénomène épithélial.  

Il a été décrit que KDM6B module l’expression de nombreux gènes impliqués dans 

l’induction ou le maintien d’un phénotype épithélial ou mésenchymateux. En effet, dans la 

lignée cellulaire de carcinome colorectal HCT116, KDM6B active directement l’expression du 

gène épithélial EPCAM par son activité déméthylase, et conduit à une augmentation de la taille 

de la tumeur, de la prolifération cellulaire et de manière surprenante de la migration et de 

l’invasion des cellules455. L’expression de EPCAM et des gènes impliqués dans la voie WNT/β-

CATENINE sont inversement corrélés à la survie des patients atteints de cancer du côlon456. 

Dans des cancers des ovaires, les expressions de HER2 (Human epidermal growth factor 

receptor 2) et de KDM6B sont corrélées à un mauvais pronostic et à un faible taux de survie. 

KDM6B active directement l’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 à la formation du fuseau mitotique) et de 

Carboplatine (qui provoque l’alkylation de l’ADN) fait diminuer le niveau de KDM6B et est 

associé à une augmentation de la marque H3K27me3 au niveau du promoteur du gène HER2, 

ce qui aboutit à une diminution de son expression et une diminution des capacités d’invasion 

et de migration des cellules457. Dans les lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231 et 

MCF-7, l’inhibition de l’activité déméthylase de KDM6B, à l’aide du composé GSKJ4, entraine 

une répression de l’expression des gènes impliqués dans la pluripotence SOX2 (SRY-box 
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transcription factor 2), NANOG et OCT4 (Octamer binding protein 4) et est associé à une 

augmentation de la marque H3K27me3 au niveau de leurs promoteurs. Cela montre que 

KDM6B régule la différentiation des cellules de cancer du sein, induisant une dédifférenciation 

de celles-ci qui peut être liée à la TEM458. Il a été montré que KDM6B 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 gènes cibles de P53 via son interaction 

directe avec cette protéine, ou elle peut déméthyler H3K27me3. Il est proposé que KDM6B 

participe à l’augmentation de l’expression des gènes cibles de p53, activant ainsi l’arrêt du 

cycle cellulaire et l’apoptose, diminuant ainsi l’agressivité des cellules cancéreuses459. KDM6B 

induit un phénotype de type épithélial dans des cellules BxPC3 d’adénocarcinome canalaire 

du pancréas en provoquant directement l’expression du gène CEBPA en déméthylant 

H3K27me3 au niveau de son promoteur. De plus, l’extinction de KDM6B ou de CEBPA (CCAAT 

Enhancer binding protein alpha) entraine dans les deux cas l’apparition d’un phénotype 

mésenchymateux et augmente les capacités invasives de ces cellules450. 

Il a été montré que certaines voies de signalisation liées à la TEM sont également 

régulées par KDM6B. Dans la lignée cellulaire de mélanome A375-LM3, KDM6B déméthyle 

H3K27me3 au niveau des promoteurs de gènes participant aux voies NF-κB et BMP (Bone 

morphogenetic protein) (notamment BMP4) entrainant l’activation de l’expression des gènes 

cibles de ces voies et l’apparition de caractéristiques malignes de ces cellules. De plus, la voie 

de signalisation du BMP active la transcription de KDM6B dans une boucle de rétrocontrôle 

positive460. Dans des cellules de myélomes multiples, l’expression de KDM6B est induite par 

la voie NF-κB, puis KDM6B active la voie des MAPK par son recrutement direct sur les 

promoteurs des gènes ELK1 (ETS like gene 1) et FOS (FBJ murine OsteoSarcoma viral oncogene 

homolog), ce qui induit la croissance cellulaire, la prolifération et l’agressivité445. Au contraire, 

dans des fibroblastes humains, KDM6B active directement la transcription du gène CDK2NA 

par la déméthylation de H3K27me3 sur son promoteur entrainant un arrêt du cycle 

cellulaire461,462. Des résultats similaires ont été obtenus dans des fibroblastes du poumon TIG-

3. Après l’induction de l’expression de KDM6B par l’activation de RAF (voie des MAPK), KDM6B 

entraine le blocage de la prolifération via l’induction de l’expression de CDKN2A en se fixant 

sur son promoteur463. Ces données sont compilées dans le Tableau 8.  
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Origine de la lignée cellulaire 
Nom de la 
lignée 

Gènes régulés Direct/Indirect Ref. 

Mamelles de souris NmuMG Surexpression de SNAI1 Direct 447 

Carcinome hépatique HepG2 Surexpression de SNAI2 Direct 443 

Carcinome de rein à cellules 
claires 

Caki-2 Surexpression de SNAI2 Direct 444 

Carcinome de rein   ACHN Surexpression de SNAI1 Inconnu 454 

Carcinome du colon SW-480 
Sous expression de SNAI1, 
ZEB1, et ZEB2 

Inconnu 451 

Carcinome colorectal HCT116 Surexpression de EpCAM Direct 455 

Cancer des ovaires SKOV-3 Surexpression de HER2 Direct 457 

Cancer du sein 
MCF-7 et 
MDA-MB-231 

Surexpression de NANOG, 
SOX2 et OCT3 

Inconnu 458 

Adénocarcinome du pancréas BxPC3 Surexpression de CEBPA Direct 450 

Peau BJ 
Surexpression de gènes 
cibles de P53 

Direct (via 
liaison à P53) 

459 

Mélanome A375-LM3 
Surexpression de BMP2, 
BMP4, CCL2, STC1, TFPI2, 
PTGS2 et TGM2 

Direct 460 

Myélome multiple MM-1S 
Surexpression de ELK1 et 
FOS 

Direct 445 

Poumon IMR-90 Surexpression de INK4A Direct 461 

Fibroblastes de poumon TIG-3 Surexpression de INK4A Direct 463 

Cellules de rein humain 
embryonnaire immortalisées 

HEK-293 
Stabilisation nucléaire de 
P53 

Direct 464 

Cancer du poumon non à 
petites cellules 

H460 et A549 
Stabilisation de FOXO1 dans 
le noyau 

Direct 465 

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

KDM6B active (en vert) directement la transcription de gènes liés à la TEM dans de multiples lignées cellulaires 
cancéreuses. Elle réprime également (en rouge) l’expression d’EMT ATFs probablement de manière indirecte.  

2.2- Fonction indépendante de son activité catalytique déméthylase 

KDM6B peut également moduler l’agressivité de manière indépendante de son activité 

déméthylase. Dans la lignée cellulaire de rein embryonnaire humain immortalisée HEK293, 

KDM6B induit l’expression des gènes cibles de P53 sans être recrutée au niveau de leurs 

promoteurs, mais plutôt en augmentant la localisation nucléaire de P53, et donc le 

recrutement de P53 au niveau des promoteurs de ses gènes cibles. Ces données sont en faveur 

d’un rôle suppresseur de tumeur de KDM6B en contrôlant l’expression des gènes cibles de 

P53464. Ce mécanisme a également été observé dans la stabilisation du facteur de 

transcription FOXO1 (Forkhead box protein O1, un inducteur de gènes pro-apoptotiques) par 
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KDM6B, dans le noyau des cellules de cancer du poumon non à petites cellules A549 et H460. 

Cette interaction conduit à augmenter l’apoptose et diminuer la migration et l’invasion de ces 

cellules465. 

3- Nouvelles perspectives de stratégies anti-cancéreuses ciblant KDM6B 

Quelques études précliniques se sont portées sur les inhibiteurs de KDM6B, 

GSKJ4/GSKJ1, pour cibler les cancers. GSKJ4 est une prodrogue pour une utilisation cellulaire 

de l’inhibiteur GSKJ1, in vitro. Cet inhibiteur a été identifié par Kruidenier et son équipe en 

2012466. Dans la lignée cellulaire de leucémie aigüe lymphoblastique (LAL) CUTLL1, un 

traitement par GSKJ4 induit un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Ceci représente ainsi 

une approche thérapeutique prometteuse, car il n’affecte pas les cellules stromales ou les 

progéniteurs hématopoïétiques. Cependant ce traitement semblerait spécifique aux 

leucémies lymphoblastiques aiguë car  il n’affecte pas les cellules de leucémies myéloïdes467. 

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 être 

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 mêmes effets sur d’autres 

lignées de gliomes pédiatriques qui ne contiennent pas la mutation468.  
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Objectifs 

 Cette dernière partie de l’introduction montre assez clairement que le statut de 

méthylation de H3K27 a une place prépondérante dans la régulation de la TEM, à plusieurs 

niveaux. Cette marque régule l’activation des voies de signalisation responsables de 

l’induction de la TEM, elle régule également l’expression des EMT ATFs, et directement 

l’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 à l’établissement 

d’un phénotype épithélial ou d’un phénotype mésenchymateux, tant ses effets sont 

dépendants du modèle de cancer et des gènes 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 rôle ambigu dans différents cancers. Souvent, 

l’expression de chacune de ces enzymes est associée à la TEM et à l’agressivité des cancers, 

elles sont parfois associées au phénomène inverse. De plus, bien qu’étant antagonistes, 

KDM6B et EZH2 sont parfois toutes deux surexprimées et associées à la TEM dans les même 

types de cancers, comme les cancers des ovaires417,449 ou des carcinomes cellulaires rénaux à 

cellules claires409,410,444 mais ces études ont été réalisées séparément pour EZH2 et KDM6B. 

Une seule équipe a étudié simultanément ces enzymes dans un modèle cancéreux469, et 

aucune étude n’a vu le jour jusqu’ici étudiant KDM6B et EZH2 au cours de la TEM, ce qui 

rajoute à l’intérêt de cette thèse.  

L’expression et l’activité d’EZH2 et KDM6B ont donc une relation complexe avec 

l’induction ou le maintien de la TEM dans les cellules cancéreuses, qui semble être dépendant 

du type de cancer mais pas uniquement. Le sujet des mécanismes par lesquels EZH2 et KDM6B 

régulent la TEM est encore mal connu. C’est pourquoi les travaux de cette thèse ont eu pour 

objectif d’étudier les effets d’EZH2 et de KDM6B dans un modèle de cellules cancéreuses 

épithéliales facilement inductible en TEM par un co-traitement TGF-β/TNF-α. 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 modèle. Enfin, à long terme, ces travaux pourraient permettre de mettre en place une 

stratégie thérapeutique visant à empêcher la TEM via la modulation de H3K27me3 au cours 

dans les cellules cancéreuses.   
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Matériel et méthodes 
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1- RT-qPCR 

Les ARNs ont été extraits des cellules à l’aide du réactif Tri Reagent (TR118, Molecular 

Research Center) selon les indications du fabricant. La transcription inverse a été réalisée à 

l’aide de 12 U de l’enzyme M-MLV (M-1302, Sigma-Aldrich), 0,25 µM d’oligo dT (Eurogentec), 

1,25 µM d’hexamères aléatoires (C118A, Promega) et 0,5 µg d’ARN totaux, selon les 

recommandations du fabricant (Sigma-Aldrich). La PCR quantitative (qPCR) a été réalisée en 

duplicat en utilisant le système 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 à l’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 

WNT5B 
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 à petites cellules) a été cultivée dans 

du DMEM avec Glucose 1 g/L (L0066, Dominique Dutscher) à 37°C, 5% CO2 et utilisées à 70-

80% de confluence. Le milieu de culture a été supplémenté avec 5% de sérum de veau fœtal 

(S1810, Dominique Dutscher), 50 U/mL de pénicilline-streptomycine (L0018, Dominique 

Dutscher) et 1,25 µg/mL d’amphotéricine B (P11-001, PAA). Lorsque c’est indiqué, elles ont 

été traitées pendant 3 jours par du TGFβ à 4 ng/mL (100-21, Peprotech) et du TNFα à 20 ng/mL 

(300-01A, Peprotech), et/ou par du GSKJ4 (SML0701, Sigma-Aldrich) ou du GSK343 (SML0766, 

Sigma Aldrich) à 10 µM ou du UNC1999 (46080, Cell Signaling) à 5 µM. Les transfections par 

des plasmides ont été réalisées à l’aide du réactif JetPrime (114, Polyplus) ou le kit cell line 



110 
 

Nucleofector™ kit T (VCA-1002, Lonza) à l’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-JMJD3 (#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 

KDM6B (Eurogentec) ont été transfectés avec de l’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 à l’aide d’inserts de culture composés de 2 puits dans des microplaques de 35mm 

de diamètre (81176, ibidi). Après avoir été pré-traitées, 18 000 cellules ont été ensemencées 

dans chaque puits de l’insert de culture, et l’insert a été retiré 16 h plus tard. La migration des 

cellules a ensuite été suivie pendant 8 h, et l’aire de la blessure recouverte par les cellules 

après 8h de migration a été mesurée.  

Pour les tests d’invasion, 50 µL de matrigel (E1270, Sigma-Aldrich) dilués 8 fois dans du 

milieu de culture sans sérum ont été ajoutés à la partie supérieure d’une chambre de Boyden 

(140629, Thermo Scientific) positionnée dans une plaque 24 puits, et placée à 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 500µL 

de milieu de culture complet contenant le traitement. La chambre de Boyden a ensuite été 

retirée après 24h, le puits a été lavé au PBS et les cellules adhérentes au fond du puits ont été 

fixées dans de l’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 

Après traitement, les cellules ont été décollées de leur contenant à l’aide de trypsine, 

lavées au PBS puis fixées dans du formaldéhyde 1% à température ambiante pendant 8min 

sous agitation lente. La fixation a été stoppée par ajout de glycine à 125 mM pendant 5 min 
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toujours sous agitation lente. Les cellules ont alors été centrifugées pendant 5 min à 500 g et 

lavées 2 fois dans du PBS froid. La chromatine a été préparée en utilisant le kit truChIPTM 

Chromatin Shearing kit (520154, Covaris) suivant les recommandations du fabricant. Les 

noyaux ont été soniqués pendant 10 min à l’aide du sonicateur M220 (Covaris). Les ChIP ont 

été réalisés à l’aide de l’automate IP-Star compact (Diagenode) avec le kit Auto iDeal ChIP-seq 

kit pour histones (C01010171, Diagenode) et 1,5 µg d’anticorps « ChIP-grade » ou 1,5 µg d’IgG 

(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 µM). L’ADN des inputs et des produits 

de ChIP a été purifié à l’aide du kit Auto Ipure kit V2 (C03010010, Diagenode) et de l’automate 

IP-Star compact (Diagenode). Les banques pour le ChIP-seq ont été préparées à partir de 5 ng 

d’ADN purifié à l’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 à l’aide du dispositif Illumina Hiseq 1500 

(Illumina). Les séquences lues ont été filtrées suivant leur qualité (Q score ≥ 30) et les 

séquences adaptatrices ont été retirées à l’aide de « cutadapt ». Les lectures ont été adaptées 

au génome humain (hg19) à l’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 à l’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 µM) pendant 30 min sur glace avant d’être 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 à la solution. Ensuite, 20 à 40 µg 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 à 300 V à l’aide du system Protean 3 (Biorad) et transférées sur une membrane 

en PVDF à l’aide du système 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 l’anticorps utilisé pendant 1h, puis incubées avec l’anticorps primaire sur la nuit à 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 l’anticorps 

secondaire (anti-Lapin (BI 2407, Abliance) ou anti-Souris (BI 2413C, Abliance) couplé à 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 à l’aide du dispositif ChemiDoc™XRS+ (1708265, Biorad).  

Cible Application Référence 

ACTINE WB 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 ChIP 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 à -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 à 37°C. Les cellules ont ensuite été incubées avec 

l’anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 1% sur la nuit à 4°C puis lavées 3 fois 3 min avec du 

TBS-Tween 0,1% sous agitation. Elles ont alors été incubées avec l’anticorps secondaire dilué 

au 1000ème dans du PBS-BSA 1% pendant 1h à 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 1/6000ème 

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 à l’aide du milieu de montage 

Fuoromount Aqueous Monting Medium (F4680, Sigma Aldrich). L’actine a été colorée avec de 

la Phalloïdine-Rhodamine (P1951, Sigma-Aldrich). Les images ont été collectées à l’aide d’un 

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

7- Immunohistochimie 

 Les biopsies FFPE de cancer du poumon non à petites cellules ont été collectées (en 

collaboration avec la bio banque de tissus de l’Université de Liège (Liège, Belgique)) et 

marqués avec les anticorps (Tableau 10). Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique 

de l’Hôpital Universitaire de Liège et le diagnostic de chaque tissu a été confirmé par des 

histopathologistes expérimentés. L’analyse des IHC a été réalisée à l’aide d’un protocole 

standard décrit précédemment471. 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 à l’aide du test T de Student grâce au 

logiciel GraphPad Prism5. Les indexes de corrélation ont été mesurés à l’aide d’un test de 

Pearson à l’aide du logiciel GraphPad Prism5.  
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Résultats 
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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 à la TEM, 

dans différents cancers ou modèles cancéreux. Nous avons donc d’abord analysé l’expression 

de ces protéines dans une cohorte de carcinomes du poumon non à 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 l’expression de la VIMENTINE (Figure 15A) selon Asgarova et col. 250. 

Une augmentation de l’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 l’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 KDM6B 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-plotter473 

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

poumon ayant une forte expression de l’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 l’on compare les patients avec une moyenne 

d’expression d’EZH2 et KDM6B élevée par rapport aux patients ayant une moyenne 

d’expression d’EZH2 et KDM6B faible (Figure 16C).  

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 l’expression de KDM6B. B. KM-plotter pour l’expression d’EZH2 C. KM-
plotter pour l’expression moyenne d’EZH2 et KDM6B 

 

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

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

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 rôle d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM, nous avons utilisé un 

modèle cellulaire de NSCLC : la lignée A549. Cette lignée est inductible en TEM par un co-

traitement TGF-β/TNF-α.  

Dans un premier temps nous avons vérifié l’expression des gènes d’EZH2 et KDM6B au 

cours de la TEM. L’induction de ces cellules en TEM s’accompagne bien d’une augmentation 

de l’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 

manière exogène dans ces cellules à l’aide de plasmides de surexpression (les protéines 

exogènes 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-qPCR, 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 exogènes sont actives. On observe également une augmentation du marquage 

EZH2 dans les cellules surexprimant KDM6B, suggérant que cette dernière pourrait réguler 

directement l’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 modèle 

de cellules A549 induit une augmentation de l’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 qPCR ou le WB, mais uniquement l’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 

manière stable EZH2 ou KDM6B. 
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Figure 17 : Surexpression transitoire d’EZH2 et KDM6B.  
A. Augmentation de l’expression d’EZH2 et KDM6B lors de l’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-KDM6B. 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 KDM6B (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 

manière stable ces protéines à partir des cellules A549, à l’aide de particules lentivirales. Nous 

avons alors obtenu une lignée surexprimant EZH2 sauvage (A549 EZH2), une lignée 

surexprimant KDM6B sauvage (A549 KDM6B) et une lignée surexprimant KDM6B mutée 

H1390A (A549 KDM6B H1390A). La mutation présente dans le gène codant pour KDM6B dans 

cette dernière lignée entraine le remplacement de l’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 inactive474. L’obtention de ces lignées cellulaires est encore récente 
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au moment de l’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 à 

20 fois) dans ces modèles 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-qPCR 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 l’expression de la VIMENTINE ne suffisant pas pour tirer des conclusions sur 

l’induction en TEM ou non des cellules A549 surexprimant EZH2 ou KDM6B, 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 manière intéressante, l’inactivation de la fonction 

déméthylase de cette enzyme par la mutation H1390A empêche l’augmentation de migration 

et d’invasion. La surexpression de KDM6B induit un phénotype fonctionnel de type 

mésenchymateux dans les cellules A549, de manière dépendante de son activité déméthylase. 

De plus, les cellules surexprimant EZH2 ont une tendance à migrer plus et à être plus invasives 

que les cellules A549 WT (Figure 19).  

La surexpression de KDM6B induit la TEM dans les cellules A549, de manière 

dépendante de son activité déméthylase. La surexpression d’EZH2 induit également une 

légère TEM caractérisée par la surexpression de la VIMENTINE, et l’augmentation de la 

migration et de l’invasion 
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Figure 18 : Surexpression stable d’EZH2 et KDM6B 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 à l’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 l’étude des effets du niveau d’expression d’EZH2 et KDM6B sur la 

TEM dans les cellules A549, nous avons ensuite éteint l’expression de ces gènes par différentes 

techniques. D’abord, par la technique de CRISPR/Cas9 pour obtenir des clones de cellules 

A549 KO pour EZH2 et KDM6B. L’utilisation de ces modèles nécessite l’obtention de plusieurs 

clones KO différents pour chaque protéine, dans le but de s’affranchir d’effets dépendants du 

clone et non uniquement de l’extinction de la protéine d’intérêt. Or, nous n’avons pu obtenir 

qu’un seul clone EZH2 KO et un seul clone KDM6B KO. Les résultats présentés ici sont donc à 



124 
 

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

d’extinction de l’expression d’EZH2 et KDM6B.  

 
Figure 20 : Extinction d’EZH2 et KDM6B 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 KDM6B. B. Expression de la VIMENTINE en ARNm et protéines dans les cellules A549 sauvages, 
CRISPR/Cas9 EZH2 et CRISPR/Cas9 KDM6B. 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 KDM6B 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 

modèles de surexpression de ces deux enzymes. De manière surprenante, l’extinction d’EZH2 

et de KDM6B entraine également une augmentation de l’expression de la VIMENTINE au 

niveau ARNm et protéique (Figure 20B). L’extinction de KDM6B entraine un phénotype 

mésenchymateux plus marqué que l’extinction d’EZH2 avec une expression de la VIMENTINE 

plus importante, et est la seule à augmenter la migration des cellules (Figure 20C). La 

surexpression ou l’extinction de KDM6B ou d’EZH2 semblent être (à des degrés divers) 

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

Nous avons ensuite utilisé des siRNA pour inhiber l’expression d’EZH2 et KDM6B pour 

réaliser une extinction transitoire de l’expression de ces gènes. L’extinction de ces deux gènes 

a d’abord été validée au niveau ARNm. L’inhibition de l’expression d’EZH2 est d’environ 80% 

(Figure 21A), alors que celle de KDM6B est d’environ 60% (Figure 21B). L’effet de l’extinction 

de ces gènes sur le niveau global de H3K27me3 a été analysé par WB et il apparait que 

l’extinction d’EZH2 a tendance à diminuer ce niveau alors que l’extinction de KDM6B a 

tendance à l’augmenter. Cependant, les variations sont faibles et non significatives, ce qui 

peut être dû à l’expression restante de ces deux protéines (Figure 21D). Nous avons à nouveau 

étudié le phénotype de TEM dans les cellules A549 transfectées ou non par des siRNA ciblant 

EZH2 ou KDM6B. Aucune variation d’expression de la VIMENTINE au niveau ARNm ou 

protéique n’est observée lors de l’extinction de ces gènes (Figure 21C-E).  Encore une fois cela 

peut être expliqué par l’expression restante des deux protéines ciblées. Des résultats 

préliminaires semblent montrer que l’expression d’autres marqueurs de la TEM est plus 

impactée que celle de la VIMENTINE par l’inhibition de l’expression d’EZH2 et KDM6B et fera 

l’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 KDM6B 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 même manière que pour 

l’expression de la VIMENTINE, les tests de blessures/cicatrisation réalisés ne montrent aucun 

effet de la diminution d’expression de l’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 KDM6B 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 modèles d’extinctions de l’expression d’EZH2 et de KDM6B présentés 

ci-dessus montrant des limites décrites ci-avant, nous avons voulu empêcher l’expression de 

ces protéines par une troisième technique : les sh-ARNs. Nous ne sommes malheureusement 

pas parvenus à obtenir de lignée KO pour EZH2 ou KDM6B par cette technique. Nous pouvons 

imaginer que l’extinction totale de l’expression de ces gènes n’est pas viable pour la cellule. 

Cela expliquerait également notre grande difficulté à empêcher l’expression de ces gènes par 

CRISPR/Cas9.  

3- Inhibition de l’activité catalytique d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM 

Nous avons ensuite utilisé des inhibiteurs chimiques de l’activité catalytique d’EZH2 et 

KDM6B (EZH2i = GSK343, KDM6Bi = GSKJ4) pour nous donner un éclairage complémentaire 

au données obtenues précédemment sur le rôle que peuvent avoir ces enzymes au cours de 

la TEM. Elle permet de bloquer uniquement l’activité catalytique des enzymes d’intérêt tout 

en gardant un niveau d’expression physiologique des protéines.  
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Nous avons d’abord observé que l’inhibition d’EZH2 entraine une diminution globale 

de la marque H3K27me3 dans les cellules A549, cependant, l’inhibition de KDM6B n’entraine 

pas d’augmentation globale de cette marque, comme déjà montré dans la littérature475, 

même si la tendance est à 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), l’allongement cellulaire étant un marqueur de TEM. Les cellules 

A549 s’allongent sous l’effet de l’inhibition d’EZH2 ou de KDM6B couplés à l’induction de la 

TEM comparé à l’induction de la TEM seule. De plus, l’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 l’augmentation de l’expression de la VIMENTINE au niveau 

protéique au cours de la TEM, mais cette augmentation est plus importante lors de l’inhibition 

de KDM6B (Figure 23D-F). Au niveau ARNm, l’inhibition de KDM6B sans induction de la TEM 

augmente l’expression de la VIMENTINE (Figure 23E). L’inhibiteur de KDM6B, bien que n’ayant 

que très peu d’effets sur le niveau global de H3K27me3, a un effet important sur la TEM, dans 

les cellules A549. Nous avons ensuite mesuré l’expression d’un gène épithélial, CDH1 codant 

pour la E-CADHERINE, et d’un autre gène mésenchymateux, CDH2 codant pour la N-

CADHERINE. Nous pouvons voir que l’inhibiteur de KDM6B a tendance à faiblement diminuer 

l’expression de CDH1, mais lors de l’induction de la TEM, l’expression de CDH1 étant déjà 

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).  
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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 phalloïdine/rhodamine. C. Mesure de la longueur des cellules après marquage de 
l’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 même manière : il 

se nomme UNC1999 (EZH1/2i). Cet inhibiteur induit également une diminution globale de la 

marque H3K27me3 (Figure 24A), une augmentation de l’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 III) 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 à celui obtenu en inhibant uniquement 

EZH2.  

 
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 
Phalloïdine/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 après 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 l’inhibition d’EZH2 ne 

modifie pas ces capacités, l’inhibition de KDM6B dans des cellules en TEM augmente la 

migration et l’invasion (Figure 25A-C).  

  
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 modèle : des 

cellules de cancer du sein, les cellules MDA-MB-468, lesquelles sont inductibles en TEM par 

un traitement avec de l’EGF. L’utilisation de ce modèle permet de s’affranchir de la 

dépendance à un mode d’induction de la TEM, nous remplaçons l’induction par un co-

traitement TGF-β/TNF-α par une induction à l’aide d’un traitement avec de l’EGF. Cela nous 

permet également de vérifier si les résultats obtenus précédemment peuvent être observés 

dans différents types de cancers. Dans ce modèle, la surexpression d’EZH2 ou KDM6B entraine 

une augmentation du marquage VIMENTINE en IF (Figure 26A), de la même manière que dans 

le modèle A549. L’inhibition d’EZH2 ou de KDM6B en revanche induit des changements 
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morphologiques moindres que dans les cellules A549, même si EZH2i entraine l’allongement 

des cellules (Figure 26B-C-D). De plus, l’inhibition d’EZH2 induit une augmentation des 

capacités de migration, mais pas l’inhibition de KDM6B (Figure 26E). Ces données, montrent 

qu’EZH2 et KDM6B sont également impliquées dans la TEM dans ce modèle.  
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Figure 26 : Surexpression et inhibition chimique d’EZH2 et KDM6B 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-KDM6B. 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 phalloïdine/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 KDM6Bi.   

 

L’implication d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans nos différents modèles a été 

montré, cependant, il est difficile de comprendre par quels mécanismes. En effet, 

l’augmentation de l’expression ou l’inhibition de l’activité de ces enzymes semblent induire 

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

4- Gènes cibles d’EZH2 et KDM6B au cours de la TEM 

 Afin de préciser la fonction d’EZH2 et KDM6B, nous avons alors émis l’hypothèse 

qu’EZH2 et KDM6B pouvaient réguler, chacun, un ensemble de gènes différent au cours de la 

TEM dans notre modèle. L’induction d’un phénotype mésenchymateux est un phénomène 

complexe reposant sur une modulation du niveau d’expression de très nombreux gènes, dont 

l’expression pourrait être contrôlée par EZH2 ou KDM6B. Nous avons donc décidé d’identifier 

les régions de l’ADN sur lesquelles sont recrutées EZH2 et KDM6B au cours de la TEM dans 

notre modèle 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-β/TNF-α. 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 

l’imaginer, très peu de loci (<3% des loci occupés par ces enzymes) présentent un 

enrichissement des deux enzymes à la fois, laissant penser que les recrutements de celles-ci 

sont exclusifs. Nous avons ensuite voulu savoir si le recrutement d’EZH2 et donc 

l’augmentation du niveau de H3K27me3 au niveau de ces loci entrainait une diminution de 

l’expression des gènes situés à proximité, et si le recrutement de KDM6B sur ces loci entrainait 

une augmentation de l’expression des gènes à 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 non9, ce qui nous a permis d’identifier 169 gènes sous exprimés 

au cours de la TEM qui peuvent être régulés par H3K27me3 sous la dépendance d’EZH2, et 

566 gènes surexprimés au cours de la TEM qui pourraient être régulés par KDM6B (Figure 

27A).  

 Un enrichissement de KDM6B est observé au niveau des gènes SNAI1, ADAM19 et 

MMP9, mais pas au niveau de ZEB1. Nous nous sommes alors intéressés à ces gènes 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 

l’expression de ces trois premiers gènes est observée dans les cellules A549 après inhibition 

d’EZH2 ou de KDM6B associée à l’induction de la TEM comparée aux cellules A549 simplement 

induites en TEM, alors que l’expression de ZEB1 n’augmente pas (Figure 27B) ce qui laisse 

penser que KDM6B pourrait contrôler l’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 l’inhibition d’EZH2, dans les cellules 

A549 (Figure 27C). 
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Figure 27 : Identification des gènes 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 gènes où on retrouve H3K27me3 et EZH2 et sous exprimés au 
cours de la TEM. A droite, les gènes où on retrouve uniquement KDM6B et qui sont surexprimés au cours de la 
TEM. B. Expression ARNm de SNAI1, ZEB1, ADAM19 et MMP9 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 KDM6Bi. 

 

La liste des 40 gènes les plus sous exprimés au cours de la TEM et qui présentent, au 

niveau de leur promoteur ou du corps du gène, un enrichissement en EZH2 et en H3K27me3 

est présentée Tableau 11. De la même manière, la liste des 40 gènes les plus surexprimés au 

cours de la TEM et au niveau desquels (promoteur ou corps du gène) on retrouve un 

enrichissement de KDM6B est présentée Tableau 12. Certains de ces gènes ont déjà été 

associés à la TEM dans la littérature (voir Tableau 11 & 12, 3ème colonne). 
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Nom du gène Nom Complet Voie 
Facteur de 

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 
Corepressor Epigénétique -10,7 

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 Famille M1 zinc 

aminopeptidase -8,4 

CEACAM7 Carcinoembryonic Antigen Related Cell Adhesion 
Molecule 7 Adhésion -8,4 

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 Alpha1 G Canaux Calcium -5,6 

PMP22 Peripheral Myelin Protein 22 Neurones -5,4 
PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate Dependent 

Rac Exchange Factor 1 Signalisation -5,4 
ANKRD33B Ankyrin Repeat Domain 33B Cytosquelette -4,8 

PAPLN Papilin, Proteoglycan Like Sulfated Glycoprotein Peptidase -4,6 
C20orf196 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/neurones/trafique 

vésiculaire -4,2 
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 gènes 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 
gène Nom Complet Voie Facteur de 

surexpression 
LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 Migration 136.06061 
MMP2 Matrix Metallopeptidase 2 Invasion 84.03596 
IFI44 Interferon Induced Protein 44  85.09684 
PDPN Podoplanin Adhésion/Migration 70.26931 
EPHB1 EPH Receptor B1 Signalisation/Différentiation 61.171906 

ADAMTS6 ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin Type 
1 Motif 6 Invasion 60.858818 

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 
SPOCK1 SPARC/Osteonectin, Cwcv And Kazal Like Domains 

Proteoglycan 1 
 18.524563 

FHOD3 Formin Homology 2 Domain Containing 3 Cytosquelette 17.957954 
LPAR5 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 I 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 XIII Alpha 1 Chain Invasion 11.921377 
Tableau 12 : Liste des 40 gènes 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 gènes.  

Nous avons identifié 3 gènes comme potentiels nouveaux marqueurs de la TEM : 

INHBB, WTN5B et ADAMTS6 dont l’expression est contrôlée par le niveau de méthylation de 

H3K27. Nous avons confirmé les résultats de ChIP-seq et de transcriptomique par des ChIPs 

classiques couplés à la qPCR et par des RT-qPCR. Il a donc été confirmé que l’expression 

d’INHBB (Inhibin subunit β B) diminue au cours de la TEM dans les cellules A549, et cette 

diminution est associée à une augmentation du niveau de H3K27me3 au niveau du promoteur 

de ce gène. L’implication de la protéine INHBB dans la TEM est peu étudiée jusqu’à présent. 

De la même manière, l’expression de WNT5B et d’ADAMTS6 augmente au cours de la TEM 

dans ce même modèle, et cette augmentation est accompagnée d’une diminution du niveau 

de H3K27me3 au niveau du promoteur de ces gènes (Figure 28A-B). Les rôles d’INHBB, de 

WNT5B et d’ADAMTS6 déjà décrits dans les cancers ou dans la TEM seront détaillés dans la 

discussion.  

 

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 ADAMTS6 dans les cellules A549 au cours de la TEM.  

 

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

compétition avec H3K27me3, et qui pourrait, à ce titre, être également impliquée dans la 
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régulation de l’expression de ces 3 gènes : H3K27Ac (marque activatrice de la transcription). 

Il a été montré que H3K27 est souvent acétylée (H3K27ac) lorsqu’elle n’est pas méthylée407. 

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 l’induction de la TEM, ce qui 

suggère que la variation d’expression de ces gènes au cours de la TEM est dûe non seulement 

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

d’acétylation de cette lysine (Figure 29). 

 
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 à 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 modèle 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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l’expression d’INHBB est diminuée dans les tumeurs TEM+ par rapport aux tumeurs TEM-. Les 

protéines INHBB, ADAMTS6 et WNT5B peuvent donc être considérées comme de nouveaux 

biomarqueurs de la TEM dans les NSCLC, dont l’expression est régulée épigénétiquement par 

H3K27me3 notamment.  

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 l’expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dans les cancers 
du poumon.  

 

Nous avons ensuite voulu savoir si l’expression de nos gènes cibles d’EZH2 et KDM6B 

était directement impliquée dans le phénotype mésenchymateux, et si la modulation de leur 

expression pouvait suffire à modifier la TEM dans les cellules A549. Pour cela, les expressions 

d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 ont été inhibées à l’aide de siRNA. L’inhibition de l’expression 

des gènes INHBB et WNT5B est d’environ 90%, alors que celle d’ADAMTS6 est d’environ 50% 

(Figure 31A). L’extinction partielle de ces gènes n’a aucun effet sur l’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 l’expression d’ADAMTS6 donne lieu à une augmentation de l’expression de 

ADAM19 (Figure 31C). De manière très intéressante, l’invalidation de l’expression d’INHBB 

a tendance à augmenter les capacités d’invasion des cellules. Lorsque les cellules sont en TEM, 

l’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 à ramener celle-ci à un niveau basal dans les cellules, avant induction de la 

TEM. Cette inhibition a pour effet de ramener également l’invasion de ces cellules au niveau 

basal (Figure 31D). Ces données montrent que l’extinction d’INHBB et l’augmentation 

d’expression de WNT5B et ADAMTS6 au cours de la TEM, médiées par H3K27me3 et donc par 

EZH2 et KDM6B favorisent l’augmentation des capacités d’invasion des cellules A549. 
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Figure 31 : Etude du phénotype mésenchymateux lors de l’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 à modifier 

l’expression de ces gènes cible, nous avons inhibé EZH2 ou KDM6B et mesuré l’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 

gènes (Figure 32B). Notons que de la même manière, nous ne voyons pas d’augmentation 

globale de la marque H3K27me3 dans les cellules A549 après inhibition de KDM6B. En 

revanche, bien que modulant le niveau de H3K27me3 au niveau des promoteurs de ces 3 

gènes, l’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 manière inversement proportionnelle avec l’expression de ces 

gènes au cours de la TEM, cependant, le fait de moduler cette marque au niveau de leurs 

promoteurs ne suffit pas à 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.  

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 KDM6Bi. 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 KDM6Bi. 
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 Afin d’avoir de plus amples informations sur la régulation par H3K27me3 de 

l’expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6, nous avons répétés la ChIP dirigée contre 

H3K27me3 et la mesure de l’expression de ces 3 gènes, cette fois en diminuant l’expression 

d’EZH2 ou KDM6B par transfection de siRNA. De la même manière que pour l’expression de 

la VIMENTINE dans les cellules A549 ou la migration de ces cellules, la diminution de 

l’expression d’EZH2 ou de KDM6B n’a aucun effet sur le niveau de H3K27me3 au niveau du 

promoteur de nos 3 gènes cibles de ces deux enzymes (Figure 33B), ni sur leur expression 

(Figure 33A). Encore une fois, cela peut être dû à une inhibition seulement partielle de 

l’expression des enzymes, leur permettant de garder une activité suffisante.  

Figure 33 : Régulation de l’expression d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 lors de l’extinction d’EZH2 ou 
KDM6B 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 ADAMTS6 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 gènes 

n’est pas suffisante pour faire varier l’expression de ces gènes, nous nous sommes ensuite 

intéressés à la cinétique de variation de H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et 

ADAMTS6, pour savoir si cette marque est plutôt initiatrice du changement d’expression des 

gènes, ou si elle se met en place plus tardivement afin de maintenir les changements 

d’expression de ces gènes. Au niveau du promoteur d’INHBB, nous observons une chute du 

niveau de H3K27me3 dès l’induction en TEM (6h plus tard) jusqu’à au moins 24h après 

l’induction, alors que 72h après l’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 à partir de l’induction jusqu’à 72h plus tard (Figure 34). Ces données semblent 

indiquer que H3K27me3 participerait au maintien de l’expression de ces gènes plutôt qu’être 

à l’origine du changement d’expression de ceux-ci.  

 

Figure 34 : H3K27me3 sur les promoteurs d’INHBB, WNT5B et ADAMTS6 au cours de l’induction de 
la TEM dans les cellules A549.  

ChIP 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 l’augmentation des capacités d’invasion de ces cellules. La 

modulation de H3K27me3 au niveau du promoteur de ces gènes 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 l’expression de ces gènes plutôt 

qu’à leur changement.  
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Discussion et perspectives 
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1- Modèles d’étude de la TEM  

Les cellules A549 sont des cellules épithéliales, mais inductibles en TEM par un co-

traitement TGF-β/TNF-α. C’est un bon modèle d’étude de la TEM puisqu’on peut très 

facilement les faire évoluer d’un phénotype épithélial à un phénotype mésenchymateux et 

inversement (simplement en retirant le traitement du milieu de culture) et contrôler au 

microscope le phénotype puisque l’allongement des cellules est remarquable. Cependant ces 

cellules, bien que de morphologie épithéliale, sont déjà engagées dans un processus de TEM 

puisqu’elles expriment à un niveau basal des gènes non exprimés dans les cellules 

épithéliales comme la VIMENTINE et CDH2. Il serait intéressant de réaliser la même 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 l’un par l’autre, une régulation par les mêmes voies de signalisation ou une 

boucle de rétrocontrôle. 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 agressifs469. Nos données 

d’expression d’EZH2 lors de la transfection des cellules A549 par un siRNA ciblant KDM6B 

(Figure 21B) montrent une tendance à la diminution de l’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 à l’expression d’EZH2 et KDM6B en même 

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 tumeur469. Une seconde étude montre l’expression d’EZH2 

et KDM6B dans des médulloblastomes, sans s’intéresser à 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 tumeurs476. La corrélation entre l’expression de l’une et l’autre de ces 

enzymes serait donc dépendante du modèle. Mis à 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 deuxième ou sur une régulation commune de l’expression de ces enzymes 

par les mêmes mécanismes.  

3- Surexpression d’EZH2 et KDM6B 

Nous avons d’abord surexprimé EZH2 et KDM6B de façon transitoire dans nos cellules, 

à l’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 

que nous pouvions étudier les cellules effectivement transfectées et les comparer aux cellules 

voisines n’ayant pas reçu le plasmide.  

Nous avons alors choisi de réaliser des lignées A549 surexprimant de manière stable 

EZH2, KDM6B sauvage ou KDM6B H1390A, à 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 manière 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 déjà été surexprimée dans des cellules A549, mais le niveau 

de H3K27me3 après surexpression n’est pas montré 477. Cela peut s’expliquer par le fait que 

le taux de surexpression d’EZH2 soit bien inférieur à celui de KDM6B (1,5 fois contre 10 à 20 

fois). De plus, le niveau de H3K27me3 est déjà élevé dans les cellules A549. Nous pouvons 

également penser que contrairement à KDM6B, EZH2 a besoin d’être au sein du complexe 

PRC2 afin d’être active et de pouvoir méthyler H3K27. Or, il est possible qu’en surexprimant 

EZH2 uniquement, les autres protéines de ce complexe soient en concentrations limitantes 

dans la cellule ce qui ne permettrait pas à EZH2 de pouvoir augmenter son activité malgré une 

augmentation de son expression. Lorsqu’EZH2 est surexprimée dans des cancers du poumon 

à petites cellules, les autres membres du complexe PRC2 sont également surexprimés435. De 
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manière similaire, dans différentes tumeurs neurologiques, SUZ12 et RBBP7 sont également 

surexprimés414. Dans des cancers du sein et de la prostate en revanche, EZH2 est surexprimée 

dans les tumeurs invasives mais pas EED415,418. La plupart du temps, l’expression des membres 

de PRC2 n’est pas étudiée dans les travaux s’intéressant à la surexpression d’EZH2 dans 

certains cancers invasifs409–413,416,417,420,421. L’étude de l’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 côtés d’EZH2 pour induire un 

phénotype mésenchymateux. Il existe des tests permettant de mesurer l’activité H3K27-

méthyltransférase sur des extraits cellulaires, qui nous permettraient de savoir si l’activité de 

EZH2 est augmentée dans nos modèles de surexpression stable, ou les autres membres de 

PRC2 ne sont pas surexprimés. Ces tests ont déjà été réalisés sans succès au laboratoire sur 

des lignées avec une expression endogène d’EZH2 et KDM6B.  

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 marque478. Nous voyons enfin que la surexpression de KDM6B 

H1390A a tendance à faire baisser le niveau global de H3K27me3, bien que cette baisse ne 

soit pas significative. Cette tendance à la baisse du niveau de H3K27me3 peut être dûe au fait 

que KDM6B H1390 va prendre la place de KDM6B ou d’EZH2 au niveau de H3K27, sans la 

déméthyler, mais empêchant ainsi la méthylation par EZH2. 

 
Nous avons montré que les cellules surexprimant de manière stable KDM6B et EZH2 à 

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 l’invasion, ce qui montre que 

KDM6B induit une augmentation de l’invasion dans nos cellules, de manière 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 modèles 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 

manière stable le gène de la LUCIFERASE, pour nous permettre de suivre l’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.  

 
Figure 35 : Schéma descriptif de l’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-β/TNF-α 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 KDM6B a les mêmes effets sur la TEM que leur 

surexpression 

4.1- Extinction des gènes EZH2 et KDM6B 

D’abord nous avons, par plusieurs techniques différentes, fait diminuer l’expression 

d’EZH2 ou de KDM6B, ce qui diminue donc leur activité. Nous aborderons rapidement les 

résultats préliminaires obtenus à partir des clones KO EZH2 ou KDM6B par la technique de 

CRISPR/Cas9. Comme écrit précédemment, nous ne sommes parvenus à 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 être certains que les phénotypes observés dans ces clones soient 

uniquement dépendants de l’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 

l’extinction d’EZH2 ou de KDM6B est difficilement viable pour les cellules A549. Cependant, 

l’extinction de ces protéines a déjà été réalisée dans d’autres types cellulaires (cellules 

souches embryonnaires de souris pour KDM6B et fibroblastes embryonnaires de souris pour 

EZH2 par exemple)479,480. Dans ces cellules, la perte d’EZH2 ou KDM6B est viable. En ce qui 
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concerne les modèles in vivo l’extinction d’EZH2 chez la souris entraine la mort de l’animal 

dans les premiers stades du développement embryonnaires481, et l’extinction de KDM6B 

entraine elle la mort de l’animal le jour de sa naissance par déficience respiratoire482.  

 

L’extinction par CRISPR/Cas9 d’EZH2 ou de KDM6B entraine dans les deux cas une 

augmentation de l’expression de la VIMENTINE. Cette augmentation est plus importante 

lorsque KDM6B est éteint, et seules les cellules où KDM6B est éteinte migrent plus que les 

cellules sauvages. D’après ces données, l’extinction ou l’activation d’EZH2 ou de KDM6B 

entrainent un phénotype plus mésenchymateux. 

Nos tentatives d’extinctions stables d’EZH2 ou KDM6B s’étant révélées être 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 l’expression de KDM6B et de 80% environ 

l’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 

l’hypothèse 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 gènes 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 gènes 

particuliers peut tout de même varier, et nous l’avons étudié plus tard (cf partie 5- de la 

discussion).  

 

De plus, il y a une différence chronologique entre l’extinction stable et l’extinction 

transitoire. En effet, lors de l’extinction stable, les expressions des protéines sont diminuées 

avant que l’on induise les cellules en TEM par co-traitement TGF-β/TNF-α. Avec l’extinction 

transitoire, les cellules ont été transfectées par les siRNA le lendemain de l’induction en TEM, 

afin que les expressions d’EZH2 et KDM6B soient toujours diminuées au moment où nous 

analysons les cellules, 3 jours après l’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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l’induction en TEM, les protéines sont réexprimées au moment de l’analyse, ce qui ne permet 

pas de valider l’expérience.   

Globalement, les techniques d’extinction des gènes ne permettent pas d’inhiber 

complétement l’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 l’activité d’EZH2 et KDM6B 

L’inhibition chimique de ces enzymes est une technique complémentaire afin d’étudier 

leurs rôles. La molécule utilisée pour inhiber EZH2, GSK343 (Figure 36), se lie à EZH2 en 

compétition avec le donneur de méthyle SAM483,484. 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 déjà été 

utilisée sur des cellules A549, n’ayant aucun effet significatif sur l’expression de la VIMENTINE 

ou l’invasion des cellules, ce qui confirme nos résultats. Cependant, elle n’a pas été testée lors 

de l’induction de la TEM, où nous voyons une augmentation de l’expression de la VIMENTINE 

(Figure23)485. 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 à KDM6B en 

compétition avec son cofacteur α-cétoglutarate, mais pas en compétition avec le substrat, 

H3K27me3466. Ce qui laisse penser que le traitement par GSKJ4 n’empêche 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 A549458. Ce niveau est au 

contraire largement augmenté dans des cellules de cancer des ovaires A2780 traitées par 

GSKJ4486.  

 

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 même manière que dans le clone CRISPR/Cas9 EZH2, mais 

l’inhibition de KDM6B ne fait pas augmenter significativement ce niveau en WB, bien que le 

marquage H3K27me3 en IF soit légèrement plus intense dans cette condition (Figure 23). Nous 

l’expliquons par l’hypothèse que KDM6B, malgré son inhibition peut toujours lier son substrat 

et éventuellement rester fixé sur H3K27me1, empêchant la nouvelle méthylation par EZH2. Il 

a en effet été montré que KDM6B aurait parfois plus pour effet d’empêcher une hyper 

méthylation de certaines régions en empêchant EZH2 de s’y fixer que de directement 

déméthyler H3K27me3403. 

Contrairement à l’extinction des gènes, l’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 

gènes régulés par cette marque. En revanche, l’extinction de l’activité méthyltransférase ou 

déméthylase par ces inhibiteurs peut également avoir des effets non spécifiques. La 

concentration utilisée ici correspond à la concentration minimale permettant de modifier le 

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

 

Dans notre modèle, l’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 mêmes effets sur l’expression de la VIMENTINE. 

L’inhibition de KDM6B induit également l’augmentation de l’expression de la VIMENTINE, ainsi 

que de la migration et de l’invasion des cellules. L’effet de l’inhibiteur de KDM6B est surtout 

observé lorsque les cellules sont induites en TEM, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que 

KDM6B est surexprimée au cours de cette induction. En effet, il a été dit précédemment que 

KDM6B a parfois plus la fonction d’empêcher EZH2 de méthyler H3K27 et ainsi empêcher une 

méthylation aberrante, plutôt que de proprement déméthyler cette lysine. Nous pouvons 

supposer que la surexpression de KDM6B s’accompagne également d’une augmentation de 

l’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 l’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 à induire un phénotype plus mésenchymateux dans les cellules A549 (Tableau 13).  

Action 
Niveau 

H3K27me3 
Expression VIM Migration Invasion Figure 

Surexp. EZH2 = + + + 17-18-19 

CRISPR/Cas9 EZH2 -- ++ =   20 

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 + = = = 21-22 

KDM6Bi + ++ ++ ++ 23-25 

Tableau 13 : Récapitulatif des effets de la modulation de l’activité d’EZH2 ou KDM6B sur la TEM dans 

les cellules A549.  
= : pas de différence comparée aux cellules WT, non traitées ; =/- : très légère tendance à la baisse ; - : tendance 
à la baisse ; -- : baisse significative ; + : tendance à la hausse ; ++ : Hausse significative ; +++ : hausse significative 
plus importante pour le CRISPR/Cas9 KDM6B que pour le CRISPR/Cas9 EZH2.  

Ces données pourraient paraitre contre-intuitives : la surexpression ou l’inhibition 

d’une enzyme entraine le même phénotype, plus ou moins marqué, et en plus de cela, la 

surexpression ou l’inhibition de l’enzyme antagoniste entraine également le même phénotype 

à des degrés variés. D’abord, la TEM est un phénomène très finement régulé, qui repose sur 

l’équilibre entre l’expression de nombreux gènes pouvant l’induire ou induire un phénotype 

épithélial, la plupart de ces gènes étant régulés par de nombreuses marques épigénétiques. 

De la même manière, H3K27me3 est une marque épigénétique régulant l’expression d’un 

grand nombre de gènes dans la cellule (Tableaux 11 et 12, Figure27). Il a notamment été 

montré qu’EZH2 peut cibler les promoteurs de gènes « pro-TEM », comme de gènes « anti-

TEM » (cf Introduction, Chapitre III)368,371, et de la même manière des gènes « pro-TEM » 

comme « anti-TEM » peuvent être activés par la déméthylation de H3K27me3 au niveau de 

leur promoteur (cf Introduction, Chapitre III)447,487,488.  

Ainsi, nous avons émis l’hypothèse qu’au cours de la TEM, EZH2 et KDM6B ciblent des 

gènes différents, et leur augmentation d’expression est associée à une relocalisation au niveau 

de certains promoteurs en particulier. La surexpression exogène de ces enzymes entraine un 

niveau de surexpression qui n’est probablement jamais rencontré in vivo.  
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5- Identification de gènes 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 à valider 

l’hypothèse formulée dans le paragraphe précédent en cherchant quels sont les gènes 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 laboratoire9, nous 

avons réalisés un ChIP-seq dirigé contre EZH2, KDM6B et H3K27me3 dans ces mêmes 

conditions. D’abord, EZH2 et H3K27me3 possèdent 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 

KDM6B sont exclusives puisqu’on retrouve ces deux enzymes sur le même loci seulement dans 

2% des loci d’EZH2 et 3% des loci de KDM6B. Parmi les gènes déjà 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 modèle. En ce qui concerne les 

gènes déjà décris comme cibles d’EZH2 dans différents cancers, CDH1, TGFB1, APC et MYC ont 

été retrouvés comme cibles potentielles de cette enzyme dans notre modèle (Tableau 5).  

La comparaison des données de ChIP-seq avec les données de transcriptomique nous 

a permis d’identifier de nombreux gènes à priori régulés par H3K27me3 au cours de la TEM 

(Tableaux 11 et 12). Nous avons alors voulu confirmer pour quelques gènes que cette 

régulation est bien dépendante d’EZH2 et de KDM6B au cours de la TEM, puis étudier les effets 

de l’expression de ces gènes sur la TEM dans notre modèle. Parmi ceux ciblés par ces enzymes, 

nous nous sommes intéressés aux gènes qui sont les plus surexprimés et les plus sous 

exprimés au cours de la TEM afin d’avoir plus de chance de sélectionner des gènes dont 

l’expression a un impact direct sur la TEM. Nous avons identifié de potentiels nouveaux 

marqueurs de la TEM parmi les gènes cibles d’EZH2 et KDM6B. Nos résultats confirment que 

l’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 KDM6B étant recrutées à l’ADN au niveau de gènes cibles différents au cours 

de la TEM, alors qu’elles ne possèdent 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 à immuno-précipiter nos protéines cibles uniquement 

lorsqu’elles sont liées à l’ADN, couplé à de la spectrométrie de masse, afin de nous permettre 

d’identifier uniquement les partenaires protéiques présents lors de la liaison à l’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 gènes différents durant la TEM. Suivant 

les partenaires et les gènes identifiés, cela pourrait également expliquer pourquoi la 

surexpression ou l’inhibition d’EZH2 ou de KDM6B induisent toujours un phénotype 

mésenchymateux.  

 

6- Effets de la modulation de l’expression d’INHBB, WNT5B ou ADAMTS6 sur la 

TEM dans les cellules A549 

Nous avons donc identifié INHBB, WNT5B et ADAMTS6 dont l’expression varie au cours 

de la TEM dans notre modèle 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 l’expression d’INHBB est 

diminuée dans les tumeurs TEM+ alors que l’expression de WNT5B et ADAMTS6 est 

augmentée dans ces mêmes tumeurs (Figure 30). Ces trois protéines sont alors identifiées 

comme de nouveaux marqueurs de la TEM dans les NSCLC. 

  Nous avons éteint leur expression grâce à des siRNA et nous avons étudié la TEM dans 

les cellules A549 pour étudier si l’expression de ces nouveaux marqueurs de la TEM est 

nécessaire au phénotype mésenchymateux ou épithélial. De manière intéressante, nous 

observons une tendance à augmenter l’invasion des cellules A549 lorsqu’INHBB est éteint et 

l’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 très grand nombre de gènes, comme discuté précédemment, et le fait que 

l’extinction d’un seul gène puisse modifier le phénotype mésenchymateux témoigne de la 

grande importance de ces gènes dans la mise en place et/ou le maintien de ce phénotype. Ces 

trois gènes apparaissent dès lors comme des nouveaux gènes clés de la TEM dans ces cellules 

et leur expression dans d’autres modèles devrait être étudiée pour éventuellement en faire 

de nouveaux marqueurs universels de la TEM. De plus, nous savons désormais que modifier 
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l’expression de ces gènes 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 à la TEM dans une cohorte de patients 

atteints de cancers du NSCLC (Figure 30). 

Pour résumer, l’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 gènes est alors suffisante pour 

augmenter les capacités d’invasion des cellules, mais pas l’expression de marqueurs 

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

 
Figure 37 : Schéma simplifié de l’implication de KDM6B et EZH2 dans l’augmentation des capacités 
d’invasion des cellules A549 au cours de la TEM.  

L’induction de la TEM entraine l’augmentation de l’expression d’EZH2 et KDM6B, qui induisent ou maintiennent 
la surexpression d’ADAMTS6 et WNT5B et la diminution de l’expression d’INHBB via H3K27me3, rendant les 
cellules plus invasives.  

 

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 KDM6B, qui seront détaillées ici.  

7.1- INHBB 

INHBB est un gène codant pour l’INHIBINE-Bβ (ou INHIBIN SUBUNIT β B), protéine 

appartenant à la superfamille du TGF- β. Cette protéine est une sous unité de dimères appelés 

ACTIVINEs et INHIBINEs qui sont principalement connues pour respectivement activer et 

inhiber la sécrétion de FSH (Follicle stimulating hormone) par l’hypophyse489. Il existe 3 gènes 

(INHA, INHBA et INHBB) codant pour trois protéines (respectivement INHIBINE-α, INHIBINE-

βA et INHIBINE-βB), qui s’associant en dimère 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 gène n’est pas non plus connue pour être toujours induite par le TGF- β.  

 
Figure 38 : Schéma des gènes codant pour les différentes sous-unités des ACTIVINEs et INHIBINEs. 
Trois gènes (INHA, INHBA et INHBB) codent pour trois protéines différentes (Respectivement INHIBINE-α, 
INHIBINE-βA et INHIBINE-βB). Ces 3 protéines, en s’assemblant deux à deux peuvent former 2 ACTIVINEs 
différentes et 3 INHIBINEs.  

 

L’expression d’INHBB a pourtant été associée à la TEM ou à un phénotype agressif de 

certaines tumeurs dans quelques travaux. Dans des cancers nasopharyngées, l’expression 

d’INHBB est diminuée comparé aux tissus sains, et une forte expression d’INHBB est associée 

à bon pronostic dans ces cancers490. De plus, la surexpression d’INHBB dans des cellules de 

cancers nasopharyngés 5-8F entraine la diminution de l’expression de nombreux marqueurs 

mésenchymateux (VIMENTINE, SMAD2/3/4, phospho-SMAD2/3, MMP9) et la diminution de 

l’expression de la E-CADHERINE. INHBB a donc également un rôle pro-épithélial dans ces 

cellules. Les auteurs montrent que INHBB réprime (de manière inconnue) l’expression du TGF-

β1 et participe ainsi à réprimer toute la voie du TGF-β490. Il a été montré également qu’INHBB 

est moins exprimé dans les métastases de cancers du sein que dans les tumeurs primaires491. 

Dans les cancers colorectaux en revanche, l’expression d’INHBB est associée à un mauvais 

pronostic et à un grade de tumeur élevé. Son expression est réprimé par les miR 34a/b/c492. 

Dans les cancers de la voie orale, INHBB est surexprimée et son expression est corrélée à la 

formation de métastases. L’extinction d’INHBB par shRNA diminue la migration et l’invasion 

de lignées cellulaires de cancers de la voie orale493. L’expression d’INHBB est également 

augmentée dans les cancers du col de l’utérus les plus agressifs comparé au moins agressifs494. 

Il a déjà 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 manière 

indirecte par la protéine MENIN sur ce promoteur et induit la répression de l’expression 

d’INHBB en y augmentant la méthylation de H3K27495.  
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L’expression d’INHBB est donc corrélée ou inversement corrélée à la TEM dans de 

nombreux types cancéreux. INHBB induirait un phénotype épithélial dans les cellules de 

cancers nasopharyngés en réprimant l’expression de TGF-β1, ce qui empêcherait une 

signalisation autocrine et paracrine par ce dernier. 

 

7.2- WNT5B 

WNT5B est une protéine de la famille WNT, activatrice de la voie du même nom non-

canonique. La liaison par WNT5B du récepteur FRIZZLED peut entrainer l’activation de la voie 

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

TEM496 (Figure 39).  

 
Figure 39 : Schéma très 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 l’expression 
d’un phénotype mésenchymateux.  

 

WNT5B est associée à 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 l’invasion des cellules de cancer du sein Bcap-37 et MDA-MB-231496.  

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 

A549497.  

Il a déjà été montré que WNT5B est surexprimée dans des cellules A549 induites en 

TEM par un traitement TGF-β, 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 sécrétée498. D’autres 

travaux montrent que l’expression de WNT5B est corrélée avec l’apparition de métastases 

dans des adénocarcinomes du poumon499. La surexpression de WNT5B dans des cellules de 

cancer colorectal COLO-205 entraine l’augmentation de la migration et de l’invasion de ces 

cellules via la voie des MAPK500.  

 

La voie activée par WNT5B est l’une des voies pouvant activer la TEM induite par un 

co-traitement TGF-β/TNF-α 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 l’extinction de WNT5B suffise à faire diminuer 

l’invasion des cellules A549 après qu’elles aient été induites en TEM (Figure 31).  

Comme nous avons émis l’hypothèse que H3K27me3 participe au maintien du niveau 

d’expression de WNT5B au cours de la TEM, plutôt qu’à l’induction de sa surexpression, il est 

possible alors que la surexpression d’EZH2 et de KDM6B au cours de la TEM soit induite par 

l’activation de la voie WNT non canonique par WNT5B. Cela suggère en tout cas qu’il y a un 

rétrocontrôle positif entre l’induction de la TEM et l’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 modèle.  

7.3- ADAMTS6 

ADAMTS6 fait partie de la famille des métalloprotéinases ADAMTS, qui compte 19 

membres501. Là encore, c’est une protéine sécrétée, qui est capable de dégrader la MEC pour 

faciliter l’invasion des cellules.  

Assez peu de données sont disponibles concernant ADAMTS6 par rapport aux autres 

membres de la famille ADAMTS. Il est rapporté que ADAMTS6 est surexprimée dans les 

cancers du sein, mais sans valeur prédictive parmi ceux-ci502. Chez les patients atteints de 

carcinomes à cellules squameuses de l’œsophage, une forte expression d’ADAMTS6 est de 

mauvais pronostic503 

D’autres travaux en revanche montrent que l’expression d’ADAMTS6 est de bon 

pronostic dans les cancers du sein, et que la surexpression de ce gène dans des lignées 

cellulaires de cancer du sein diminue leur migration et leur invasion504. 
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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 plutôt attendu (Figure 31) et cela 

peut également expliquer que son extinction n’entraine pas de modification de l’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 l’expression des nouveaux gènes 

cibles 

Nous avons par la suite modulé l’activité d’EZH2 ou KDM6B à l’aide des inhibiteurs 

chimiques décrits précédemment ou des siRNA, afin de voir si cela suffisait à faire varier 

l’expression de nos nouveaux gènes cibles. L’inhibition d’EZH2 entraine bien une forte 

diminution de H3K27me3 au niveau du promoteur d’INHBB. Cette inhibition a également 

tendance à faire diminuer H3K27me3 au niveau des promoteurs de WNT5B et ADAMTS6. Cela 

ne s’accompagne en revanche pas de variation de l’expression de ces gènes. Notamment, 

lorsque la TEM est induite, l’expression d’INHBB chute complétement. On pourrait s’attendre 

à ce que l’inhibition 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 à fait possible que d’autres phénomènes épigénétiques régulent l’expression de ces 

gènes. H3K27me3 est une marque parmi d’autre qui participe à leur régulation au cours de la 

TEM. Nous avons montré que l’acétylation de H3K27 qui est opposée à celle de H3K27me3 est 

également modifiée (Figure 29). Le code histone, qui gouverne en partie l’expression des 

gènes, est constitué par l’ensemble des modifications post-traductionnelles des histones à un 

locus donné. Cela peut expliquer pourquoi faire varier uniquement H3K27me3 n’est pas 

suffisant face aux autres marques mises en place, pour modifier l’expression des gènes.  

L’extinction d’EZH2 ou de KDM6B par siRNA ne montre aucun changement du niveau de 

H3K27me3 sur les promoteurs de nos 3 gènes cibles ni aucun changement d’expression de ces 

derniers (Figure 33), ce qui peut être expliqué à 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 gènes cibles. Cette 

inhibition n’est donc pas suffisante pour entrainer l’augmentation de H3K27me3 au niveau de 

ces gènes, elle l’est peut-être au niveau des promoteurs d’autres gènes, ce qui expliquerait 
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pourquoi elle induit la TEM dans les cellules A549. Des ChIP ciblant directement EZH2 et 

KDM6B dans des cellules A549 traitées par EZH2i ou KDM6Bi ont également été réalisées afin 

de valider cette hypothèse, mais nous n’avons pas été capables d’en tirer des résultats. La 

quantité d’ADN récupérée était trop faible malgré un très grand nombre de cellules de départ 

utilisées.  

Nous avons montré finalement que l’augmentation du niveau de H3K27me3 se met en 

place sur le promoteur d’INHBB après 24h. Sur le promoteur de WNT5B et ADAMTS6, ce 

changement s’opère très progressivement pour être conséquent seulement à 72h. Nous 

pouvons alors penser que H3K27me3 n’est pas à l’origine du changement d’expression de ces 

3 gènes, mais plutôt que c’est un phénomène plus tardif, qui intervient en même temps ou 

après la surexpression ou la sous-expression du gène en aval. Cette marque serait alors 

requise pour le maintien, la stabilisation du niveau d’expression de ces gènes 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 à d’autres cibles d’EZH2 et KDM6B afin 

d’essayer d’en identifier quelques-unes dont l’expression pourrait être modifiée par 

modulation de l’activité d’EZH2 et KDM6B. Cela nous permettrait d’identifier d’autres gènes 

qui seraient soumis cette fois principalement à une régulation par H3K27me3 au cours de la 

TEM.  

 

Pour terminer, rappelons que très peu d’études s’intéressent aux deux enzymes en 

même temps, peut-être en conséquence de la complexité de leurs mécanismes de régulation 

de l’expression des gènes qui sont soulignés dans ce manuscrit et également dans une revue 

très récente de Das et Taube505.  L’implication d’EZH2 et KDM6B dans l’agressivité des tumeurs 

est cependant indéniable mais les mécanismes impliqués sont toujours mal connus malgré les 

pistes apportées par cette thèse.  
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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 I is 

implicated in embryo formation and organ development; (ii) type II is involved in wound healing, regeneration 

of tissues, and in organ fibrosis; and (iii) type III 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 III 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. 

  

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 III 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 

(TGFβ, TNFα), growth factors (EGF), or by cellular signaling pathways (WNT, HEDGEHOG, NF-κB, 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, lncRNA, 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 Acetylation of the lysine amino 
groups of histones 

Decrease of histone/DNA interaction, chromatin 
is structurally loose, less compact, and 
transcription is activated 

Methylation Methylation of arginine or lysine 
in histones 

Arginine: transcription activation; lysine: 
activation or inhibition of transcription 
depending on the lysine targeted and the 
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 Phosphorylation of serine, 
threonine or tyrosine of histones 

DNA damage response (phosphorylation of 
H2AX), modulation of DNA compaction and 
interaction with other histone post translational 
modifications 

SUMOylation SUMO protein conjugation on 
lysine of histones 

Competition with other lysine modifications. 
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 

Proline isomerization 
Isomerization of a proline in cis 
conformation into a trans 
conformation 

Modulation of histone methylation and 
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 KDM6A (lysine demethylase 6A), which can mono-, 

di-, or tri-demethylate H3K27. 

  
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). 

  

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. 

KDM6B, 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 

KDM6B 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 EZH2 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 
invasive carcinomas IHC [28] 

Esophagus squamous cell carcinomas 
Overexpressed IHC [30] 

Bladder urothelial carcinomas Overexpressed in invasive and 
aggressive carcinomas 

RT-qPCR on cell lines and 
tissues [39] 

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 
prostate cancers 

Overexpressed Gene expression profiling 
[37] 

Gastric cancers 
Overexpressed and correlated 
with aggressiveness and 
invasion 

IHC [35] 

Breast carcinomas Overexpressed in invasive 
tumors Tissue microarray [34] 

Ovarian carcinomas Overexpressed IHC [36] 

Lung Adenocarcinoma Overexpressed in poor prognosis 
tumors IHC [32] 

Adult and pediatric brain tumors Overexpressed IHC [33] 
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Lung adenocarcinomas 
Inactivating mutations in 14% of 
the cohort samples Sequencing [38] 

Myelodysplastic 
syndromes/Myeloproliferative 
neoplasms 

Inactivating mutations Extensive mutation analyses [42] 

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 SNAI1 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-β treatment [44] suggesting that 

EZH2 inhibited EMT in these cells. In the MHCC97H and MHCC97L cells lines (hepatocellular carcinomas), 

lncRNA 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 lncRNA 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-κB 

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]. P27kip, 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 lncAPC to the APC promoter 

where it repressed transcription in a H3K27 methylation-dependent manner. APC normally participates to the 

cytosolic sequestration of β-CATENIN and to its degradation. EZH2 overexpression therefore led to the 

activation of the Wnt/β-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-κB 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-κB promoter where EZH2 tri-methylated 

H3K27 and repressed NF-κB 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-κB target genes, C-MYC or CYCLIN D1. 

 
Tissue of Origin of 
 Name of the Cell Line Genes Regulated Direct/Indirect Ref. 
the Cell Line 

Head and neck 
squamous cell 
carcinoma 

FaDu and SNU1041 

Down-regulation of N-CADHERIN 
and 
VIMENTIN Up 
regulation of E-
CADHERIN 

Unknown [43] 

Ovarian cancer SKOV3 and Kuramochi Down-regulation of ZEB3, 
VIMENTIN, N-CADHERIN Direct [44] 

Colon cancer HT-29 M6 Down-regulation of CDH1 Direct [50] 
Non-small cell lung 
cancer A549 Down-regulation of CDH1 Direct [51] 

Ovarian cancer HO-8910 Down-regulation of CDH1, 
Up-regulation of TGF-β1 Unknown [36] 

Prostate cancer PC3 Down-regulation of ADRB2, 
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-κB 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-κB 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 
cancer 

LnCAP, MCF7, DU-145 and 
LSHAR Down-regulation of RKIP Direct [57] 

Human and murine 
melanomas 

XB2, Melan-a, HEK293T, 
B16F1 and B16F10 

Down-regulation of AMD1, 
DCK and WDR19 Direct [40] 

Small cell lung cancer 
DMS53, Lul30, H209 Down-regulation of JUB Direct [58] 

Pancreatic cancer MIA-PaCa2 and 
Panc04.03 Down-regulation of p27kip Direct [59] 

Liver hepatocellular 
carcinoma huh-7 and Hep-3B Down-regulation of APC Direct [60] 

Non-small cell lung 
carcinoma 

H358 and A549 Down-regulation of IGF1 
Down-regulation of AKT and 
ERK (via IGF1) 

Unknown 
Indirect 

[41] 

ER-negative breast 
cancer MDA-MB-231 Down-regulation of NF-κB target 

genes Unknown [61] 

ER-positive luminal like 
breast cancer MCF7 

Up-regulation of NF-κB target 
genes by binding of RelA and 
RelB 

Direct [61] 

Breast cancer MCF-7 
Up-regulation of C-MYC and 
CYCLIN D1 Direct [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 ERα and β-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-β 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 I study using the EZH2 chemical inhibitor GSK2816126 in 

elapsed/refractory diffuse large B-Cell lymphoma (DLBCL), other non-Hodgkin lymphomas (NHL), transformed 

https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
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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 

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

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

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

A phase II, multicenter study of the EZH2 inhibitor tazemetostat in adult subjects with INI-1-negative 
tumors or relapsed/refractory synovial sarcoma Phase 2 Tazemetostat 

Malignant rhabdoid tumors, rhabdoid 
tumors of the kidney, atypical 
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 

Study of the EZH2 Inhibitor Tazemetostat in malignant mesothelioma Phase 2 Tazemetostat Mesothelioma, BAP1 loss of function 

Open-label, multicenter, phase 1/2 study of tazemetostat (EZH2 histone methyl transferase (HMT) 
inhibitor as a single agent in subjects with advanced solid tumors or with B-cell lymphomas and 
Tazemetostat in combination with Prednisolone in subjects with DLBCL 

Phase 1/2 Tazemetostat 
B-cell lymphomas, advanced solid 
tumors, diffuse large B-cell lymphoma 
(and 3 more) 

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

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 
treatment trial) 

Phase 2 Tazemetostat 

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

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 
lymphoma, other non-Hodgkin’s lymphomas, solid tumors, and multiple myeloma 

Phase 1 GSK2816126 Cancer 

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. KDM6B in EMT and Cancer Aggressiveness 

3.1. KDM6B Is Differently Expressed between Tumor and Normal Tissues in Various Cancer Types 

KDM6B has been described to be differentially expressed between cancer and normal adjacent tissues (Table 2). 

For example, in hepatocellular carcinomas, tissue-based RT-qPCR 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-

qPCR, 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 KDM6B 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 
Overexpressed 

Tissue RT-qPCR and Western 
blotting [76] 

Clear cell renal cell 
Carcinoma Overexpressed Tissue RT-qPCR, Western 

blotting, and IHC [77] 

Multiple Myeloma Overexpressed Public data set study [78] 
Hodgkin‘s lymphoma 

Overexpressed IHC [79] 

Breast cancer Overexpressed Oncomine data analysis [80] 
Malignant pleural 
mesothelioma Overexpressed Tissue RT-qPCR [81] 

Ovarian cancer Overexpressed IHC and tissue RT-qPCR [82] 
Pancreatic ductal 
adenocarcinoma 

Under-expressed in invasive tumors compared to low 
grade cancers Tissue microarray [83] 

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, 

KDM6B 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 lncRNA 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. 

KDM6B 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/β-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-κB and BMP promoters leading to the activation of 

NF-κB 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-κB 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. 
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Mouse breast NmuMG Up-regulation of SNAI1 Direct [80] 
Hepatocarcinoma HepG2 Up-regulation of SNAI2 Direct [76] 
Clear cell renal cell 
carcinoma 

Caki-2 Up-regulation of SNAI2 Direct [77] 

Renal cell carcinoma ACHN Up-regulation of SNAI1 Unknown [86] 

Colon carcinoma SW-480 
Down-regulation of SNAI1, ZEB1, 
and ZEB2 

Unknown [84] 

Colorectal carcinoma HCT116 Up-regulation of EpCAM Direct [87] 
Ovarian cancer SKOV-3 Up-regulation of HER2 Direct [89] 

Breast cancer 
MCF-7 and MDA-
MB-231 

Up-regulation of NANOG, SOX2, 
OCT3 Unknown [90] 

Pancreas adenocarcinoma 
BxPC3 Up-regulation of CEBPA Direct [83] 

Skin, foreskin BJ 
Up-regulation of p53 target genes Direct (via p53 

binding) [22] 

Melanoma A375-LM3 
Up-regulation of BMP2; BMP4, CCL2, 

STC1 TFPI2, PTGS2 and 
TGM2 

Direct [91] 

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] 
Immortalized Human 
embryonic kidney cells 

HEK-293 Stabilization of nuclear p53 Direct [95] 

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 

KDM6B 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 

FOXO1 (Forkhead box protein O1, 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 KDM6B 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]. GSKJ4 

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 KDM6B 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 III 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 lymphoma 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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CDK Cyclin Dependant Kinase 

CEBPA CCAAT/Enhancer Binding Protein α 

ChIP 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 
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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 
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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 JUNGBRUNNEN 1 

KDM6A Lysine Demethylase 6A 

KDM6B Lysine Demethylase 6B 

KMT6A Lysine Methyltransferase 6A 

KO Knock-Out 

KRAS V-Ki-Ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

lncRNA Long Non-Coding RiboNucleic Acid 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MEK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MET Mesenchymal to Epithelial Transition 

miRNA Micro Ribonucleic Acid 

MM Multiple Myeloma 

MPM Multiple Pleural Mesothelioma 

mRNA Messenger RiboNucleic Acid 

N-CAD N-Cadherin 

NF-κB Nuclear Factor-κB 

NHL Non-Hodgkin Lymphoma 

OCT4 Octamer-Binding Transcription Factor 4 

PDAC Pancreatic Ductile Adenocarcinoma 

PD-L1 Programmed Death Ligand 1 

PRC2 Polycomb Repressive Complex 2 

PRE Polycomb Repressive Complex 2 Response Element 

RBBP4 RetinoBlastoma Binding Protein 4 

RBBP7 RetinoBlastoma Binding Protein 7 

RelA V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral Oncogene Homolog A 

RelB V-Rel Avian Reticuloendotheliosis Viral Oncogene Homolog B 

RKIP Raf-1 Kinas Inhibitor Protein 

RNA Ribonucleic Acid 

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

RT-qPCR Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction 

siRNA Small Interfering RiboNucleic Acid 

SOX4 SRY-Related HMG Box 

SUZ-12 Suppressor of Zeste 12 

TF Transcription Factor 

tFL Transformed Follicular Lymphoma 
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TGF-β Transforming Growth Factor β 

TIC Tumor Initiating Cells 

TNF-α Tumor Necrosis Factor α 

TRAIL Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis-Inducing Ligand 

UTR Untranslated Region 

VIM Vimentin 

ZEB Zinc Finger E-box Binding Homeobox 
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Titre : Rôles de la lysine déméthylase KDM6B et l’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 l’histone 3). Elles sont dérégulées dans 
de nombreux types de cancers. Nos travaux montrent que l’expression de KDM6B et EZH2 sont 
corrélées dans les cancers du poumon non à petites cellules et sont corrélées à l’expression du 
marqueur mésenchymateux VIMENTINE. Dans la lignée cellulaire de cancer du poumon A549, la 
surexpression d’EZH2 ou de KDM6B entraine chacune les cellules vers un phénotype 
mésenchymateux. De plus, l’inhibition chimique d’EZH2, mais plus significativement celle de KDM6B 
entraine également un phénotype mésenchymateux, au niveau moléculaire comme fonctionnel. 
Certains gènes sont fortement sur- ou sous-exprimés au cours de la TEM et leurs promoteurs 
pourraient être des cibles d’EZH2 ou KDM6B d’après nos données de ChIP-seq. Nous avons alors 
émis l’hypothèse que KDM6B et EZH2 ciblent des gènes 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 l’expression de ces gènes 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 KDM6B catalyze respectively methylation and demethylation of the 
epigenetic mark H3K27me3 (trimethylation of lysine 27 of histone H3). EZH2 and KDM6B 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 ChIP-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 
KDM6B, 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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