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Mon travail de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de l’équipe qui étudie depuis plusieurs 

années le rôle des protéines INGs et leur implication dans les processus de tumoriginèse. Ainsi, les 

thématiques de recherche antérieures du laboratoire ont apporté une contribution importante dans le 

domaine de la transcription des gènes, de la régulation du cycle cellulaire, de la réplication ou de la 

réparation de l’ADN en relation avec les protéines INGs. 

Mes travaux de recherche s’articulent autour de trois thématiques. Premièrement, j’ai exploré le rôle de 

la protéine ING2 dans le compartiment mitochondrial. Dans un second temps, j’ai pu mener grâce à une 
mobilité internationale (Université de Calgary, Canada), un projet de recherche dédié à l’étude de 

l’expression de la protéine ING2 dans le cancer bronchique non à petites celulles et les vulnérabilités 

thérapeutiques qui en résultent. Enfin, par le biais d’une seconde collaboration internationale, je me suis 

aussi interessé au rôle de la protéine ING3 dans le modèle spécifique du cancer de la prostate. 

En conséquence, après une brève introduction générale sur les mécanismes de la cancérogénèse et la 

famille de gènes ING, l’exposé bibliographique qui va suivre a pour but de faire un état de l’art 
concernant les fonctions des protéines ING2 et ING3. J’ai ensuite choisi de développer un chapitre sur 

la mitonchondrie et ses relations avec les gènes suppresseurs de tumeurs, en l’illustrant par les 

exemples des protéines p53 et ING1. Ce dernier point a pour but de faciliter la mise en perspective de 

la publication issue du premier axe de recherche de ma thèse. J’ai choisi de ne pas détailler la biologie 
spécifique des deux modèles de cancer utilisés dans le deuxième et troisème axe de recherche, afin de 

permettre l’intégration de mon projet de thèse dans une perspective plus générale. 

Cette mise en contexte permettra de mieux appréhender les travaux que j’ai menés au cours de ces 

années de thèse. 
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1 GENERALITES SUR LA BIOLOGIE DU CANCER 

1.1 Point de vue historique 

Le mot d’origine latine « cancer » est apparenté au grec καρκινος, karkinos (ou «crabe») et a été 

attribué au père de la médecine occidentale Hippocrate. Il aurait été choisi par analogie à l’aspect 
clinique des tumeurs mammaires au crabe selon la traduction des ouvrages de Paul d’Egine (médecin 

grec du VIIème siècle). 

Initialement considéré comme une maladie résultant d’un excès de « bile noire » selon la médecine de 

Galien, il fallut près de deux millénaires pour que cette théorie humorale soit remise en question. Les 

bases génétiques de la cancérogénèse ne se sont imposées qu’en fin de XXème siècle, grâce à la 
découverte des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs. 

1.1.1 Définition et découverte des oncogènes 

Historiquement les premiers à avoir été identifiés, les oncogènes sont des gènes dont les altérations 

entrainent une accélération de la prolifération cellulaire et correspondent à un phénotype dominant gain-

de-fonction. Leur activation génère un avantage sélectif pour la cellule cancéreuse. 

La première démonstration biologique date de 1911, grâce au travail de Peyton Rous portant sur le 

sarcome du poulet. En effet, ce scientifique américain a démontré que l’ultrafiltrat acellulaire issu de 
sarcome du poulet entrainait l’apparition de tumeurs, capables de former des métastases et d’envahir 
les tissus, lorsque celui-ci était injecté aux animaux sains (Rous 1973). On comprendra plus tard qu’il 
s’agissait de la première description biologique d’un oncogène rétroviral : le gène v-src. Il fallut attendre 

1976 pour que ce gène aviaire soit identifié et que soit formulé l’hypothèse selon laquelle les oncogènes 
sont une version altérée de gènes présents physiologiquement dans le génome (Stehelin et al. 1976). 

En 1982, les premiers oncogènes humains ont été identifiés et clonés, par l’isolement de gènes issus 
de lignées tumorales humaines capables d’induire un phénotype tumoral lorsqu’exprimés par des 
fibroblastes murins en culture : les gènes mutés HRAS et KRAS (Der, Krontiris, et Cooper 1982). 

Quelques mois plus tard, une mutation du gène NRAS a aussi été caractérisée comme oncogénique 

dans une lignée cellulaire de neuroblastome (Shimizu et al. 1983). Depuis cette date, de nombreux 

oncogènes ont été découvert et décrits dans le génome humain (exemples : EGFR ; KIT ; MET ; MYC 

ou ERBB2). 



Introduction 

12 

Figure 1 : Découverte des gènes
suppresseurs de tumeurs. Graphique 
semi-logarithmique original du nombre 
de cas observés et du nombre de cas
prédits de rétinoblastome selon les
modèles statistiques de « one-hit » et
« two-hit » en fonction de l’âge (d'après 
Knudson 1971) 

1.1.2 Définition et découverte des gènes suppresseurs de tumeur. 

Les gènes suppresseurs de tumeurs (initialement dénommés anti-oncogènes) sont des gènes dont les 

altérations entrainent une perte du freinage de la prolifération cellulaire et correspondent à une perte-

de-fonction, en général récessive. Leur inactivation génère un avantage sélectif pour la cellule 

cancéreuse. 

Au début des années 1970, en se basant sur des modèles mathématiques issus de données 

épidémiologiques d’incidence des cancers au cours du vieillissement (Armitage et Doll 1957), Alfred 

Knudson formula l’hypothèse désormais historique, que le processus de cancérogénèse nécessitait 

deux étapes successives (Knudson 1971). En suivant une cohorte de 48 patients, il compara l’incidence 
des cas de rétinoblastomes héréditaires aux cas sporadiques. Dans le cas des rétinoblastomes 

héréditaires, il remarqua que leur incidence observée était proche du modèle statistique dit « one-hit », 

qui estimait le nombre de nouveau cas si une seule mutation somatique était nécessaire. En revanche, 

pour les cas de rétinoblastomes sporadiques, l’incidence observée était proche du modèle statistique dit 
« two-hit », qui estimait le nombre de cas si deux évènements somatiques étaient nécessaires 

(Figure 1). En effet, la perte d’hétérozygotie du gène RB1 dans les cas héréditaires étant germinale, un 

seul évènement génomique est nécessaire à l’inactivation homozygote du gène RB1 et le 

développement du rétinoblastome. Pour les cas sporadiques, l’inactivation successive des deux allèles 
RB1 au sein d’une même cellule est nécessaire pour le développement du rétinoblastome. Alors même 

que les bases moléculaires sous-jacentes étaient inconnues à l’époque de la formulation de cette 
théorie, celle-ci s’est avérée parfaitement exacte dans le cas emblématique du rétinoblastome, dont le 

gène responsable ne fut identifié qu’en 1986 (Friend et al. 1986). Le gène RB1 est le premier gène 

suppresseur de tumeur humain à avoir été isolé. 
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1.2 Les bases moléculaires de la tumorigénèse 

Résumant des décennies de recherche fondamentale dans le domaine de l’oncogénèse, Hanahan et 
Weinberg ont publié en 2000 (Hanahan et Weinberg 2000), puis mis à jour en 2011 (Hanahan et 

Weinberg 2011), les mécanismes clés impliqués chez l’homme dans la transformation d’une cellule 
normale en une cellule tumorale (Figure 2). 

Cette description des phénomènes de cancérogénèse, présentés comme autonomes et indépendants, 

peut paraitre réductrice. Il est important de rappeler que ceux-ci sont à contextualiser pour chaque 

tumeur selon leur tissu d’origine et ne sont donc pas toujours à mettre au même plan.  

En effet, l’instabilité génomique est un phénomène reconnu comme central au cours de l’oncogenèse, 
et même pour certains auteurs, à son origine (Negrini, Gorgoulis, et Halazonetis 2010). Selon cette 

hypothèse, l’autosuffisance en facteur de croissance, l’insensibilité aux signaux négatifs de croissance, 
la reprogrammation métabolique et la résistance à la mort cellulaire seraient des phénomènes 

contingents à l’instabilité génomique initiale. En revanche, l’immortalité cellulaire, l’angiogenèse, la 
dissémination métastatique et l’échappement au contrôle immunitaire seraient des acquisitions 
phénotypiques plus tardives. Malgré cette hiérarchisation, il convient de rappeler que les mécanismes 

clés de l’oncogenèse présentent un fort degré d’hétérogénéité entre chaque type de tumeur, auquel 
s’ajoute un nouveau degré d’hétérogénéité intra-tumoral. Ainsi, il n’existe pas de tumeur strictement 

identique sur le plan moléculaire, même s’il est possible de classer ces altérations selon les différentes 
échelles de la cellule. 

Figure 2 : Mécanismes clés de l’oncogénèse. Schéma représentant les différents processus
favorisant la tumorigénèse humaine (adapté de Hanahan et Weiberg, 2011) 
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1.2.1 Echelle génomique 

Le génome humain peut être sujet à de nombreux types de modifications, allant des simples mutations 

ponctuelles aux translocations chromosomiques complexes. Les techniques de séquençage de l’ADN 
génomique ont permis dès 2006, d’illustrer l’importance du phénomène mutationnel dans les cancers 
humains. En effet, les travaux de séquençage pionniers de l’équipe de Volgenstein ont pu démontrer 
l’existence d’un taux de mutation au sein du génome de cancers du sein ou du colon d’environ 
3,5 mutations par Megabase (analyse restreinte à l’exome) (Sjöblom et al. 2006). Même si certaines de 

ces mutations intéressaient des oncogènes connus, la majorité intéressait des gènes sans lien connu 

avec les processus de tumorigénèse. Ces dernières ont été dénommées mutations « passenger » 

secondaires à l’instabilité génomique inhérente à la cellule tumorale, à la différence des mutations 
« drivers » ou pilotes considérées comme importantes pour l’acquisition du phénotype tumoral. Malgré 
l’amélioration des connaissances et des technologies de séquençage, il reste toujours difficile de 
distinguer une simple mutation « passenger » d’une mutation « driver ». 

De manière beaucoup plus exhaustive, les travaux de l’équipe de Getz (Lawrence et al. 2013) ont 

référencé la charge mutationnelle d’un large panel de tumeurs humaines par l’exploitation de bases de 
données génomiques internationales principalement basées sur des technologies de séquençage haut 

débit. Une grande hétérogénéité du nombre de mutations par Megabase en fonction du type 

histologique de la tumeur a été observée. Les mélanomes et les cancers du poumon, dont 

l’épidémiologie est fortement liée à l’exposition aux agents mutagènes de l’environnement (UV et 
benzopyrène de la fumée de tabac respectivement) sont les types de cancer présentant la plus forte 

charge mutationnelle (Figure 3). 

Figure 3 : Types de cancer et charge mutationnelle. Schéma représentant la charge mutationnelle identifiée dans chaque tumeur 
et classée selon leur type histologique (adapté de Lawrence et al. 2013) 
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Au-delà des mutations ponctuelles observées sur le génome des tumeurs humaines, des altérations 

génomiques beaucoup plus complexes ont pu être exhaustivement référencés à l’aide des techniques 
de séquençage de nouvelle génération : insertions, délétions, amplifications, perte d’hétérozygotie, 
réarrangement intra ou inter-chromosomiques (Pleasance et al. 2010). Celles-ci illustrent l’importance 
qualitative et quantitative de l’instabilité génomique présente dans une cellule tumorale (Figure 4). 

 

1.2.2 Echelle épigénétique 

À la suite de la caractérisation du code génétique à la fin des années 50, Conrad Waddington a proposé 

le terme « épigénétique » pour définir les relations de cause à effets entre les gènes et leur produit 

faisant apparaitre un phénotype. Ce concept a introduit le fait que la diversité biologique n’est pas 
uniquement imputable à la séquence nucléotidique. L’épigénétique a été ensuite définie comme toutes 

les modifications affectant l’ADN, ou les protéines qui lui sont associées directement, sans changer la 
séquence nucléotidique, et qui se transmettent à travers les divisions cellulaires (Andrew P. Feinberg, 

Koldobskiy, et Göndör 2016). 

1.2.2.1 Méthylation de l’ADN  

La première modification épigénétique à avoir été décrite chez les mammifères est la méthylation de 

l’ADN génomique. Il s’agit de l’ajout d’un groupe méthyl sur le carbone 5 des résidus cytosines 

Figure 4 : Exemple de la complexité génétique d’une cellule tumorale. Représentation en « circos 
plot » des altérations génomiques de la lignée de cancer du poumon à petites cellules NCI-H209,
identifiées par séquençage nouvelle génération. (Adapté de Pleasance et al. 2010) 
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précédant une guanine (dinucléotides CpG) en utilisant comme donneur la S-adénosyl-méthionine. Ce 

processus est catalysé par la famille d’enzyme des DNA méthyltransférases (DNMT) dont trois ont été 
décrites chez les mammifères : DNMT1 assurant les méthylation « de maintenance » à chaque 

réplication et DNMT3A et 3B assurant les méthylations « de novo » (Greenberg et Bourc’his 2019). 
Chez l’homme, les dinucléotides CpG ont été largement réduits par désamination de la cytosine dans le 
génome au cours de l’évolution, aboutissant à une répartition non aléatoire des régions riches ou 

pauvres en CpG (Holliday et Grigg 1993). Les régions enrichies en dinucléotides CpG ont été nommées 

« îlots CpG », principalement localisés dans la région promotrice d’environ 60% des gènes. En situation 
physiologique, ces îlots CpG sont hypométhylés dans les régions promotrices des gènes exprimés. 

Inversement, les îlots CpG présents dans les régions non codantes, les séquences répétées ou le corps 

des gènes, sont hyperméthylés et rendus ainsi inaccessibles à la machinerie transcriptionnelle. Il a été 

montré que la méthylation des îlots CpG était impliquée dans des processus biologiques importants, tel 

que le développement embryologique, l’empreinte parentale ou la stabilité chromosomique (Robertson 

2005).  

En 1983, une étude pionnière a démontré l’existence d’altérations de la méthylation du génome des 

cellules de cancer du côlon par rapport aux cellules saines (A. P. Feinberg et Vogelstein 1983). Des 

travaux plus récents ont confirmé qu’il existe une hypométhylation globale du génome dans les cancers 

humains, en particulier au niveau des séquences répétées, contrastant avec une hyperméthylation 

localisée aux promoteurs de certains gènes suppresseurs de tumeurs (Kulis et Esteller 2010). Parmi 

ces gènes, on peut citer les cas emblématique d’hypermétylation du promoteur de CDKN2A (p16) dans 

certaines hémopathies (Drexler 1998) ou du promoteur de RB1 dans certains cas de rétinoblastomes 

(Greger et al. 1989). L’hypométhylation de l’ADN contribue à l’instabilité génomique (mobilité des 
transposons) et l’activation transcriptionnelle anormale d’oncogènes ou de gènes dit « cancer-

germline ». Enfin, il a été rapporté, notamment dans des modèles de cancer du poumon, que le statut 

de méthylation aberrant de l’ADN était consécutif à la modification de marques d’histones, en faveur 
d’une forte activité transcriptionnelle (Rao et al. 2011).  

1.2.2.2 Modification des histones  

Le génome eucaryote est enroulé étroitement autour d’octamères de protéines d’histones formant le 

nucléosome. Celui-ci constitue l’unité de base de la chromatine et comprend deux copies de chacun 

des histones H3, H4, H2A et H2B. Autour de ce complexe protéique s’enroule environ 146 paires de 
bases nucléotidiques et les nucléosomes sont reliés et stabilisés entre eux par l’histone de liaison H1. 
Cette organisation permet une compaction importante du génome dans le volume nucléaire restreint. 
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Figure 5 : Le code Histone. Représentation schématique des modifications post-traductionnelles décrites sur les histones humains. 

Les « queues d’histones » (région N-terminale) dépassent du nucléosome et sont accessibles à de 

multiples modifications post-traductionnelles sur les nombreux résidus lysine qui les composent 

(Füllgrabe, Kavanagh, et Joseph 2011). Les deux modifications les plus fréquentes sont l’acétylation, 
régulée par le couple d’enzymes HAT/HDAC (Histone Acetyl-transferase/Histone deacetylase), et la 

méthylation, régulée par le couple d’enzyme KMT/KDM (Lysine Methyl-Transferase/Lysine 

Demethylase) (Rice et Allis 2001). Ces modifications sont dynamiques car elles peuvent rapidement 

changer selon les besoins cellulaires et vont conditionner l’accessibilité de l’ADN. En effet, l’acétylation 
des résidus lysine entraine une neutralisation de la charge positive des histones et un affaiblissement 

de l’interaction électrostatique avec  l’ADN chargé négativement (effet de remodelage de la chromatine) 

(Kouzarides 2007). Par conséquent, l’accessibilité du génome est hautement contrôlée par la 
combinaison des modifications post-traductionnelles des queues d’histones, composant le « code 

histone » (Figure 5). Ces marques d’histones, en fonction de leur capacité à permettre ou non aux 

machineries protéiques d’interagir avec une séquence nucléotidique donnée, vont présenter des 
propriétés activatrices ou répressives sur la transcription. 

 

 

On connait l’importance de l’acétylation des résidus lysines des histones dans la régulation de la 
transcription des gènes depuis les années 1960 (Allfrey, Faulkner, et Mirsky 1964). Etant donné leurs 

implications dans de très nombreux processus biologiques cellulaires, une dérégulation de ces 

modifications post-traductionnelles des histones a rapidement été identifiée dans les cancers. De 

manière générale, il existe une tendance à une surexpression des HDAC au cours de l’oncogenèse et 
de la progression des cancers. Des altérations importantes des différentes marques d’histones ont été 
observées dans les cellules cancéreuses humaines. Celles-ci vont des altérations précises et 

spécifiques à certains types de cancer, comme l’hypermétylation H3K9 du promoteur du gène CDKN2A 

dans les cancer colorectaux, à des altérations plus générales, comme la réduction de la marque 

H4K14Ac et de H4K20me3 (marques répressives) au niveau des séquences répétées du génome 

observée dans d’autres types de cancers (Figure 6) (Audia et Campbell 2016).  
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Figure 6 : Epigénétique et mécanisme d’oncogénèse. Représentation des modifications d’histone observées 
dans les cancers humains. Les modifications post-traductionnelles des histones (perte en rouge, gain en vert) 
sont classées selon leur implication dans l’expression anormale des gènes (colonne verte), l’instabilité du 
génome (colonne bleue foncée), les anomalies de réparation de l’ADN (colonne orange) et l’altération des points 
de contrôle du cycle cellulaire (Adapté de Fullgrabe et al. 2011) 

Il est aujourd’hui admis que l’essentiel de ces altérations épigénétiques observées dans les cancer sont 
secondaires aux altérations des enzymes qui permettent la reconnaissance (« reader »), l’écriture 
(« writer »), ou l’effacement (« eraser ») du code histone (Shen et Laird 2013).  Leur rôle est 

parfaitement établi dans de nombreux modèles de cancérogénèse. A titre d’exemple, on peut citer le 
cas des mutations activatrices du gène EZH2, une lysine methyl-transferase appartenant au complexe 

de remodelage de la chromatine PCR2, retrouvées dans de nombreux types de cancers (lymphome 

folliculaire, carcinome bronchique, mélanome, glioblastome) et impliquées dans le contrôle de la 

méthylation de la marque histone H3K27 (K. H. Kim et Roberts 2016, 2). Le phénotype gain-de-fonction 

du gène EZH2 induit un enrichissement de la marque histone répressive H3K27me3 et par conséquent 

une inhibition de l’expression de gênes suppresseurs de tumeur cibles du complexe PCR2 (au premier 
rang desquels CDKN1A et CDKN2A) (Morin et al. 2010). 

1.2.2.3 Rôle des longs ARN non codants 

Découverts dans les années 2010, les longs ARN non codants (lncARN) sont de plus en plus reconnus 

comme des acteurs importants des mécanismes d’oncogenèse. Il s’agit de molécules d’ARN contenant 
plus de 200 nucléotides et non traduites en protéine. On en recense à ce jour environ 28 000 distincts, 

issus de 16 000 gènes du génome humain (Gutschner et Diederichs 2012). Les rôles biologiques admis 

à ce jour sont la régulation de la synthèse des micro-ARN, la régulation épigénétique de l’expression 
des gènes et la régulation de l’activité de certaines protéines. 
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Des études récentes ont en effet démontré l’importance du contrôle épigénétique de l’expression des 
gènes par les lncARN participant aux processus de tumorigenèse (Guzel et al. 2019). De manière tissu-

spécifique, ces lncARN peuvent se comporter parfois en produit de suppresseurs de tumeurs parfois en 

produit d’oncogènes. On peut citer l’exemple du lncARN MALAT1 réprimant l’expression de gènes 
bloquant l’apparition de métastases et activant l’expression de gènes pro-métastatiques, se comportant 

ainsi comme un oncogène dans le contexte du cancer bronchique primitif (L. H. Schmidt et al. 2011). 

Inversement, le lncARN GAS5 inhibe la prolifération, l’invasion et la migration de lignées cellulaires de 

cancer colorectal. Sa surexpression induit même l’apoptose de ces même lignées cellulaires, lui 
conférant un rôle suppresseur de tumeur (J. Li et al. 2018).  

1.2.3 Echelle post-transcriptionnelle 

L’une des grandes découvertes de la biologie moderne est celle du contrôle de l’expression des gènes 
par des petites séquences d’ARN de 19 à 25 nucléotides, appelées micro-ARN. Il est estimé qu’ils 
contrôlent au moins 30% de l’expression des gènes dans le génome humain. La cible des micro-ARN 

intéresse dans 70% des cas la partie intronique de gènes codants et dans 30% des cas des régions 

intergéniques. Ils se fixent à l’extrémité 3’UTR de l’ARNm d’un gène cible par complémentarité 

incomplète de 2 à 8 nucléotides et aboutissent à la dégradation ou l’inhibition de la traduction de 
l’ARNm. Du fait de la reconnaissance partielle de la séquence nucléotidique de l’ARNm, un micro-ARN 

peut cibler plusieurs gènes et un même gène peut être la cible de plusieurs micro-ARN. En 

conséquence, leur implication dans les processus biologiques humains est aujourd’hui considérée 

pléiotrope (Mott et Mohr 2015). 

L’implication des micro-ARN dans les phénomènes d’oncogenèse a été très vite suspectée après leur 
mise en évidence (Calin et Croce 2006). En effet, ils peuvent contrôler des fonctions oncogéniques ou 

suppressives de tumeur selon la nature de l’ARNm ciblé. À titre d’exemple, on peut citer le cluster de 
micro-ARN 17-92 qui inhibe l’expression du gène suppresseur de tumeur E2F1, un facteur de 

transcription impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire (Ventura et al. 2008), ou encore le cluster de 

micro-ARN LET-7, réprimant l’expression des oncogènes de la famille RAS et MYC. Ainsi, en fonction 
de la nature des altérations qualitatives ou quantitatives observées pour un micro-ARN donné, celui-ci 

peut se comporter comme le produit d’un oncogène ou d’un gène suppresseur de tumeur. La grande 
interconnexion entre l’effet des micro-ARN sur leurs gènes cibles, dont la variation d’expression peut 
elle-même modifier aussi l’expression d’autres micro-ARNs, rend délicat la reconnaissance universelle 

de micro-ARN comme « oncomirs »  et leur implication direct dans le processus d’oncogenèse semble 
dépendante du tissu considéré (Croce 2009). Par exemple, des travaux indépendant ont démontré que 
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l’expression du miR-221 et miR-222 était perdue dans le contexte de la leucémie éryhtroblastique, 

libérant ainsi l’inhibition du gène KIT, favorisant ainsi la prolifération tumorale (rôle suppresseur de 

tumeur du micro-ARN) (Felli et al. 2005). En revanche, dans le contexte de la leucémie lymphoïde 

chronique ou le carcinome hépatocellulaire, ces deux mêmes micro-ARN sont fréquemment 

surexprimés et limitent ainsi l’action de plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs dont PTEN (rôle 

oncogénique du micro-ARN) (Garofalo et al. 2009).  

Enfin, à ce niveau de complexité s’ajoute aussi l’impact épigénétique des micro-ARN qui dans certains 

contextes tumoraux ciblent certaines protéines régulatrices de l’épigénome, mais aussi l’impact des 
altérations de la voie de biogénèse des micro-ARN décrites dans certaines tumeurs. On peut citer le 

cas des mutations germinales du gène DICER1 (codant une protéine impliquée dans la synthèse des 

micro-ARN) directement liées avec la cancérogénèse du blastome pleuro-pulmonaire (Hill et al. 2009, 

1). 

2 LES GENES ING 

2.1 Présentation de la famille de gènes ING 

2.1.1 Historique de la découverte des gènes ING 

L’acquisition d’altérations génomiques au sein d’une cellule normale est une étape fondamentale du 
phénomène de tumorigénèse. L’activation d’oncogènes ou l’inactivation de gènes suppresseurs de 

tumeur sont les deux mécanismes centraux mis en jeu dans ce processus.  

Au début des années 1990, dans l’optique d’identifier de nouveaux gènes suppresseurs de tumeur, 
l’équipe du Pr Riabowol a mis au point une méthode originale d’hybridation soustractive afin d’isoler les 
gènes dont l’expression est perdue dans les cellules tumorales (Figure 7) (Garkavtsev et al. 1996a). 

Cette technique consiste en une première étape d’hybridation d’ADNc issues de cellules mammaires 
normales avec les ADNc issus de lignées de cellules épithéliales de cancer du sein. Les ADNc non 

hybridés, et donc non exprimés dans les cellules tumorales, vont alors être amplifiés par PCR, puis 

clonés en anti-sens dans un vecteur rétroviral leur conférant ainsi une capacité à inhiber les ARNm 

sens correspondants. Après transfection de cellules dites « packing » (permettant la production de 

rétrovirus), puis infection de cellules mammaires murines immortalisées et implantation de ces mêmes 

cellules en sous-cutanée à des souris « nude », l’apparition de tumeurs a été observée après 45 jours. 
Ces résultats suggèrent l’existence d’où ou plusieurs gènes dont l’inhibition expérimentale a favorisé le 
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processus de transformation tumorale. L’analyse des tumeurs ainsi obtenues a permis d’identifier un 
ADNc anti-sens dont les propriétés suppressives favorisaient la formation de colonies in vitro. 

Le gène complémentaire à cet ADNc anti-sens a été cloné et les auteurs de ces travaux ont proposé 

l’appellation INhibitor of Growth 1 (ING1), en référence à ses propriétés antiprolifératives. 

Dans les années qui ont suivies, les quatre autres membres de la famille de gêne ING ont été identifiés 

in silico par recherche d’homologie de séquence, à l’aide des bases de données référençant le génome 

humain. Ces gènes ont été nommés ING2 (Shimada et al. 1998), ING3 (Makoto Nagashima et al. 

2003), ING4  et ING5 (Shiseki et al. 2003) selon l’ordre chronologique de leur découverte. 

2.1.2 Phylogénétique de la famille de gènes ING 

Dès les années 2000, des séquences homologues au gène ING1 ont été détectées dans le génome de 

deux micro-organismes : Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe (Loewith et al. 

2000). Cette découverte suggérait l’existence d’une conservation du gène ING1 au cours de l’évolution. 

Une étude phylogénétique plus récente a corroboré cette hypothèse pour l’ensemble des gènes de la 
famille ING (G. H. Y. He et al. 2005). En effet, ce travail a mis en évidence la présence d’homologues 
aux gènes ING dans de le génome de nombreux organismes (Homo sapiens, Mus musculus, Rattus 

norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis 

thaliana etc). Selon l’analyse phylogénique des séquences protéiques pour ces différents homologues, 
les auteurs ont observé que les protéines ING1 et ING2 d’une part, et ING4 et ING5 d’autre part, 

Figure 7 : Découverte de ING1. Représentation schématique originale de
la méthode d’hybridation soustractive mise au point par l’équipe de Karl 
Riabowol (Garkavtsev et al. 1996a) 
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partagent une origine ancestrale commune. Même si la protéine ING3 semble présenter un parcours 

évolutif distinct, ces résultats soutiennent l’hypothèse d‘un ancêtre commun à l’ensemble des gènes de 
la famille ING décrits chez les vertébrés. Enfin, la conservation de ces gènes au cours de l’évolution des 
espèces souligne l’importance de leurs fonctions biologiques. 

2.2 Famille de gènes ING : structure et régulation de l’expression 

2.2.1 Structure des gènes ING 

Les cinq membres de la famille de gêne ING ont été identifiés sur cinq chromosomes distincts (Figure 

8) (G. H. Y. He et al. 2005). A l’exception du gène ING3, ces gènes sont localisés en région sub-

télomérique, position décrite comme vulnérable aux réarrangements génomiques et à l’érosion 
télomérique (Blasco 2007). De manière notable, un pseudo-gène nommé INGX a été localisé sur le 

chromosome X (Xq12). 

 

Figure 8 : Localisation chromosomique des gènes ING. La position de chaque gène ING est indiquée sur un chromosome par un trait 
rouge avec, à droite, sa localisation précise. Le numéro des chromosomes est indiqué au-dessus (adapté d’après He et al. 2005). 

ING1 

Le gène ING1 comprend quatre exons et (E1a, E1b, E1c et E2) dont les trois premiers sont chacun 

sous le contrôle de promoteurs distincts (Figure 9). Ces trois exons peuvent être épissés avec l’exon E2 
générant les transcrits ING1v1, ING1v3 et ING1v4, codant respectivement les protéines p33ING1b, 

p27ING1d et p47ING1a. Un épissage alternatif de l’exon E1a ou E1b est possible aboutissant à deux 

autres transcrits: ING1v2 et ING1v5. De manière surprenante, ces transcrits pourtant sous le contrôle 

de deux promoteurs et de séquences régulatrices différents, codent la même protéine : p24ING1c. Le 

variant majoritaire dans les cellules est p33ING1b (Garkavtsev et al. 1998; Jäger et al. 1999; Gunduz et 

al. 2000; Saito et al. 2000).  
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ING2 

Le gène ING2 comprend trois exons (E1a, E1b et E2) (Figure 9). Chacun des deux exons subit un 

épissage avec l’exon E2 donnant lieu aux transcrits ING2a et ING2b. Le variant majoritaire est ING2a 

dans les cellules, dans la mesure où l’expression du variant ING2b n’a jamais été observée. En 

conséquence, ING2a est dénommé ING2 dans la nomenclature internationale (Unoki et al. 2008). 

ING3 

Le gène ING3 est composé de 13 exons (E1 à E13) (Figure 9). Le transcrit ING3v1 résulte de de 

l’épissage des exons E1 à E4, puis E4 à E6 et enfin E6 à E13.  Un épissage alternatif des exons E1 à 

E5 entre eux a été décrit et le variant ING3v3 prédit. Cependant son existence n’a jamais été 
démontrée (Makoto Nagashima et al. 2003). 

ING4 

Le gène ING4 est composé de huit exons (E1 à E8) (Figure 9). Il comprend deux sites d’épissage 
permettant la génération de quatre transcrits : ING4v1, ING4v2, ING4v3 et ING4v4. Récemment, quatre 

transcrits supplémentaires ont été décrits : ING4ΔEx2 (perte de l’exon 2), ING4ΔEx3 (perte de l’exon 3 
et décalage du carde de lecture aboutissant à un codon STOP prématuré dans l’exon 4), ING4ΔEx6A 
(perte de l’exon 6 et décalage du carde de lecture aboutissant à un codon STOP prématuré dans l’exon 
7) et ING4ΔEx6B (décalage du carde de lecture aboutissant à un codon STOP prématuré dans l’exon 
6) (Shiseki et al. 2003; Raho et al. 2007; Unoki et al. 2006). 

ING5 

Le gène ING5 est composé de huit exons (E1 à E8) (Figure 9). Cinq variants d’épissage ont été 
identifiés à ce jour. Le premier transcrit identifié a été nommé ING5, et est le résultat de l’épissage des 
huit exons. Quatre variants d’épissage supplémentaires ont ensuite été rapportés : ING5b (résultat de 

l’épissage entre les exons 1 et 3, une partie de l’exon 4, l’exon 5, une partie de l’exon 6 et les exons 7 et 
8), ING5c (résulte de l’épissage des exons 1 et 2 avec les exons 5 à 8), ING5d (résulte de l’épissage 
des exons E1 à 3 et une partie de l’exon 4 et 8 aboutissant à un codon STOP prématuré dans l’exon 4), 
ING5e (résultant de l’épissage des exons 1 à 3 et une partie de l’exon 4 aboutissant à un codon STOP 

prématuré dans l’exon 4) (Shiseki et al. 2003; Cengiz et al. 2010).  
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Figure 9 : Structure des gènes ING et de leurs transcrits. La structure génomique de chaque gène ING est représentée avec en 
dessous la structure des différents transcrits qu’ils expriment. De part et d’autre de chaque transcrit est indiqué son nom (à gauche) 
et son numéro de référencement GenBAnk (à droite). Les différents exons (E) sont représentés par des rectangles au sein 
desquels les régions codantes et non codantes apparaissent en bleu ou vert. Les marques rouges représentent des codons STOP 
dont la présence dépend du type d’épissage réalisé (Adapté d’après Ythier et al., 2008). 
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2.2.2 Régulation par mi-ARN 

Les mi-ARN sont des ARN non codants de 18 à 25 nucléotides, découverts depuis maintenant une 

vingtaine d’année (R. C. Lee, Feinbaum, et Ambros 1993, 14). En fonction de leur analogie 

nucléotidique avec la séquence de l’ARNm cible, ils entrainent une répression traductionnelle ou sa 

dégradation. Des travaux récents confirment que la reconnaissance de l’ARNm cible peut se faire sur la 
partie non-codante, en région 3’UTR principalement, mais aussi en région 5’UTR ou ORF (Mott et Mohr 

2015; Lytle, Yario, et Steitz 2007). Au cours des dernières années, un nombre croissant d’études 
confirme l’existence d’une régulation de l’expression des gènes INGs par des mi-ARN (Gournay et al. 

2019). 

ING1 

Une étude a démontré que le miR-371-5p pouvait cibler directement l’ARNm de ING1 dans le contexte 
de lignées tumorales pancréatiques (D. He et al. 2014). De manière intéressante, cette même étude 

démontre la présence de la protéine ING1 sur le promoteur du gène MIR371A codant le miR-371-5p, 

suggérant l’existence d’un mécanisme de rétrocontrôle négatif. Une deuxième étude récente a aussi 
démontré l’existence d’une interaction in vitro entre l’ARNm de ING1 et le miR-500 et miR-628 dans des 

lignées humaines de cancer du poumon (M. Jiang et al. 2018). L’inhibition de ces miARN entraine dans 

ce travail une augmentation de l’expression de la protéine ING1 et une diminution de la prolifération, la 

migration et l’invasion cellulaires. 

ING2 

A ce jour, il existe plusieurs études qui démontrent l’existence d’une régulation post-transcriptionnelle 

de l’expression de ING2 par des miRNA. Premièrement, à l’aide d’approches expérimentales in silico et 

in vitro, il a été observé une interaction entre l’ARNm de ING2 et le miR-8084 (Gao et al. 2018). Dans 

cette même étude, la surexpression du miR-8084 entrainait une diminution de l’expression de la 
protéine ING2 et l’apparition d’un phénotype tumoral agressif in vitro et in vivo dans plusieurs lignées de 

tumeurs mammaires humaines. Enfin, deux études récentes ont aussi démontré l’existence d’une 
interaction entre l’ARNm de ING2 et le miR-153-3p ou le miR-92a, respectivement dans des lignées 

humaines de leucémie aigues lymphoblastiques (J. Jiang et al. 2019) ou  dans une lignée humaine de 

cancer gastrique (Tao et al. 2019). 

ING3 
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Les données de la littérature soutiennent l’existence d’une régulation post-transcriptionnelle de 

l’expression de ING3 par le miR-21. Ce mi-ARN, impliqué est dans les processus de migration et de 

prolifération cellulaire dans plusieurs types de cancer, est reconnu pour ses propriétés oncogéniques 

(Javanmardi et al. 2017). Une première étude a démontré que le miR-21 contrôle notamment 

l’expression de la protéine ING3, et que cela impacte la différenciation monocytaire (Cekaite, Clancy, et 

Sioud 2010). Dans le contexte du cancer colorectal, une deuxième étude a aussi rapporté que 

l’expression de ING3 était modulée directement par le miR-21 (Z. Zhang et al. 2017). Par ailleurs, 

d’après une analyse in silico, la protéine ING3 a été identifiée comme une cible potentielle des miR-494 

et miR-522 (B. Zhang, Lin, et He 2015). 

ING4 

Dans le cas de la protéine ING4, de nombreux mi-ARN ont été identifiés in silico comme potentiels 

régulateurs post-transcriptionnels : miR-214 (X. J. Zhang et al. 2010), miR-761 (Yan et al. 2015), miR-

650 (Lango-Chavarría et al. 2017) , miR-330 (Hu et al. 2017), miR-423-5p (S. Li et al. 2017), miR-214 

(K.-M. Park et al. 2016), miR-361-3p, miR-1910-5p ou miR-3691-3p (Lin, Kaptein, et Sheikh 2017). 

Cependant, les données probantes d’interaction directe in vitro sont limitées au miR-214, miR-761, miR-

330 et miR-423-5p, et ce dans différents contextes de lignées tumorales humaines (respectivement 

cancer du pancréas, hépatocarcinome, glioblastome et cancer bronchique). 

ING5  

De nombreuses études corroborent aussi pour la protéine ING5 l’existence d’une régulation par 
mi-ARN. En effet, il a été démontré expérimentalement que la région 5’UTR de ING5 interagissait avec 
de nombreux mi-ARN : miR-196a dans une lignée de cancer du pancréas (M. Liu et al. 2013), miR-1307 

dans des lignées de cancer de l’ovaire (W.-T. Chen et al. 2017), miR-24 dans une lignée de cancer du 

sein (Cui et al. 2017), miR-23-3p dans deux lignées d’ostéosarcomes (Ye et al. 2018), miR-193a-3P 

dans plusieurs lignées de cancer de vessie (Y. Li et al. 2015), miR-331-3p et miR-181b dans des 

lignées d’hépatocarcinomes associés au virus de l’hépatite B (Cao et al. 2015; Xie et al. 2018), miR-

196b-5p dans une lignée de cancer colo-rectal (Xin et al. 2020) ou encore le miR-193 dans la lignée 

cellulaire HEK 293T (Jue Wang et al. 2012, 5). Dans la grande majorité de ces travaux, l’augmentation 
de l’expression du mi-ARN candidat entraine une perte d’expression d’ING5 et est corrélée à un 

phénotype cellulaire plus agressif. Inversement, une restauration des propriétés suppressives de 

tumeur associée à ING5 était observée en cas d’inhibition de l’expression du mi-ARN candidat. 
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2.3 Protéines ING : structure et modifications post-traductionnelles 

2.3.1 Structure 

Les protéines ING sont caractérisées par une grande conservation de leur séquence au cours de 

l’évolution du vivant, notamment au niveau de leur région C-terminale (G. H. Y. He et al. 2005). A 

contrario, la partie N-terminale des protéines ING est beaucoup plus variable ce qui a pour 

conséquence d’attribuer à chaque membre de cette famille des fonctions biologiques spécifiques 
(Figure 10). 

2.3.1.1 Région C-terminale 

 Domaine PHD 

La principale caractéristique commune à l’ensemble des protéines ING est la présence d’un domaine 
PHD (Plant HomeoDomain) au niveau de leur région C-terminale. Ce domaine permet l’interaction avec 

Figure 10 : Structure des protéines ING. La séquence des protéines ING est représentée avec ses différents domaines. On
notera la grande similitude de la partie C-terminale de ces protéines composée d’un Plant Homeo Domain (PHD), et d’au 
moins un domaine de localisation nucléaire (NLS). La partie N-terminale comprend un domaine Nouvelle Région Conservée
(NCR) et plusieurs domaines spécifiques : Leucine ZipperLike motif (LZL) pour ING2, ING3 et ING5; un domaine d’interaction 
avec PCNA (PIP) et un Bromo Domaine partiel (PBD) (Adapté d’après Ythier et al., 2008). 
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des atomes de zinc et forme ainsi une structure tridimensionnelle dite en « doigt de zinc », caractérisée 

par la séquence Cys4–His–Cys3 qui est classiquement observée au sein des protéines impliquées dans 

le remodelage de la chromatine (Bienz 2006). 

Il a été démontré que le domaine PHD des protéines ING se fixe spécifiquement au niveau de la 

lysine 4 de l’histone H3, selon un degré d’affinité dépendant de son statut de méthylation (Shi et al. 

2006). Dans les cellules eucaryotes, les histones se regroupent en 8 protéines (2 histones H2A, 

2 histones H2B, 2 histones H3 et 2 histones H4) formant le nucléosome, sur lequel s’enroule environ 

146 paires de bases. Les queues d’histones (région N-terminale) dépassent du nucléosome et les 

différents résidus qui les composent sont accessibles à des modifications post-traductionnelles dont les 

deux plus fréquentes sont l’acétylation et la méthylation. Concernant les protéines ING, il a été 

démontré que l’affinité de l’interaction avec l’histone H3 se majore selon le nombre de résidus méthyls 

présents sur la lysine 4 (H3K4Me3 > H3K4Me2 > H3K4Me). Les fonctions de ce domaine seront 

détaillées dans la partie 1.3 et 1.4. 

 Domaine NLS  

La séquence dite de localisation nucléaire, appelée NLS (Nuclear Localisation Signal), est une petite 

séquence d’acides aminés basiques, capable d’adresser la protéine porteuse vers les systèmes 
d’import nucléaire (Robbins et al. 1991). Toutes les protéines ING comportent une telle séquence. Il 

existe une particularité pour les protéines ING1, ING2 et ING4 pour lesquelles le domaine NLS 

comprend une ou plusieurs séquences NTS (Nucleolar Targeting Sequence), responsable d’un 
adressage nucléolaire. Il a d’ailleurs été rapporté que ING1 était présente au niveau du nucléole en 
réponse aux UV (Scott, Boisvert, et al. 2001). Les systèmes de translocation nucléo-cytoplasmique des 

protéines ING restent mal connus. Seule une interaction entre la protéine cargo 14-3-3η et le motif 
REASP de ING1 est décrite dans la littérature, permettant sa translocation du noyau vers le cytoplasme 

(Gong et al. 2006). À noter que ce motif d’acides aminés est aussi présent sur la protéine ING2 mais 
qu’une interaction avec la protéine 14-3-3η n’a pas été démontrée à ce jour. 

2.3.1.2 Région N-terminale 

 Domaine NCR 

Le domaine NCR (Novel Conserved Region) est particulièrement spécifique aux protéines ING au sein 

du protéome humain (He et al. 2005). Ce domaine a servi d’ailleurs de base à l’identification de tous les 
membres composant cette famille. Toutes les protéines ING appartiennent à des complexes Histone 

AcétylTransferase (HAT) ou Histone DéACétylase (HDAC) de la chromatine, il a donc été suggéré que 
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le domaine NCR était responsable de la stabilisation de cette interaction (Kuzmichev et al. 2002). Du 

fait de l’existence d’une interaction entre la protéine ING1 avec la lamine-A (Han et al. 2008), un 

composant essentiel de la lamina nucléaire, certaines équipes ont renommé cette région LID pour 

« Lamin Interaction Domain » (Dantas et al. 2019). Cependant, il est important d’observer que cette 

interaction n’a été montrée que pour la protéine ING1. 

 Domaine LZL 

Le domaine LZL est commun à tous les membres de la famille ING à l’exception d’ING1. Ce domaine 

contient un résidu leucine tous les sept acides aminés formant ainsi une zone hydrophobique, rapportée 

comme favorable à l’interaction avec des protéines portant un domaine similaire. Par ailleurs, même si 
les données sur le potentiel d’homo ou hétéro-dimérisation des protéines ING se limitent surtout à des 

analyses in silico (Eapen et al. 2012), des travaux sur la structure cristallographique du domaine LZL de 

ING4 suggère l’existence d’une homo-dimérisation (Culurgioni et al. 2010, 4; 2012). À titre d’exemple, il 
a été démontré que ce domaine, également présent sur ING2, est critique à l’interaction avec p53 en 

réponse aux dommages à l’ADN induits par les UV (Y. Wang, Wang, et Li 2006). 

 Domaines PIP et PBD 

Deux domaines ont été identifiés uniquement sur la protéine ING1 et associés à des fonctions 

spécifiques : le domaine PIP (PCNA Interacting Protein motif) et le domaine PBD (Partial 

BromoDomain). Le premier domaine permet l’interaction de la protéine ING1 avec la protéine PCNA, 
composant majeur de la fourche de réplication de l’ADN génomique, en réponse aux UV (Scott, 

Bonnefin, et al. 2001). Le deuxième est un domaine dont la fonction n’a pas été clairement élucidée, 
mais qui serait nécessaire à l’expression de Heat Shock Protein 70 (HSP70) médiée par ING1 (Feng, 

Bonni, et Riabowol 2006) et à l’interaction avec la protéine SAP30, composant du complexe mSin3A-

HDAC1/2 (Kuzmichev et al. 2002). 

2.3.2 Modifications post-traductionnelles 

Les principales modifications post-traductionnelles intéressant les protéines ING sont résumées dans la 

Figure 11 (Satpathy, Nabbi, et Riabowol 2013). 
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Figure 11 : Modifications post-traductionnelles des protéines ING. Chaque protéine ING est représentée schématiquement avec 
notification du site (acide aminé et sa position) et du type (p : phsophorylation ; Ac : acetylation ; me : méthylation ; Sumo : sumoylation ; 
Ub : ubiquitinylation ; citrullin : citrullination) des modifications post-traductionnelles décrites à ce jour (dapté d’après Satpathy et, 2013). 
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2.3.2.1 Phosphorylation 

La phosphorylation est un mécanisme de régulation post-traductionnel très commun pour les protéines 

humaines. En effet, des analyses biochimiques suggèrent qu’environ 70% du protéome humain pourrait 
être phosphorylé (Olsen et al. 2010). 

Concernant les protéines de la famille ING, la première preuve de phosphorylation a été faite sur le 

résidu Ser199 de la protéine ING1. L’interaction entre ING1 et la protéine cargo 14-3-3η est dépendante 
de cette phosphorylation, assurant ainsi son export du noyau vers le cytoplasme (Gong et al. 2006). De 

plus, il a été montré que la protéine ING1 est phosphorylée sur son résidu Ser126 par la protéine kinase 

CHK1 en réponse à un stress induit par les UV dans une lignée humaine de mélanome (Garate et al. 

2007). Cette phosphorylation est importante pour la stabilité de la protéine ING1, dans la mesure où 

celle-ci promeut l’interaction entre ING1 et la NAD(P)H quinone oxydoreductase 1, inhibant la 

dégradation de cette dernière par le protéasome 20S (Garate et al. 2008). Par ailleurs, des travaux 

récents ont rapporté l’existence d’une phosphorylation de ING1 par la protéine à activité tyrosine kinase 
Src (Yu et al. 2013, 1), ce qui impacte également sa stabilité. À noter que les sites de ING1 

phosphorylés par la protéine Src sont, à ce jour, toujours inconnus. 

Enfin, on rappellera que la grande majorité des sites de phosphorylation mis en évidence sur les 

protéines ING proviennent d’analyse in silico (Hornbeck et al. 2012) et leur relevance biologique reste 

encore à démontrer. 

2.3.2.2 Sumoylation 

La sumoylation est un mécanisme post-traductionnel d’une grande importance biologique pour la 

régulation de la fonction et de la localisation des protéines. Elle se caractérise par la création d’une 
liaison covalente entre le résidu lysine d’une protéine cible et une ou plusieurs protéines SUMO (Small 
Ubiquitin like MOdifier). Ce processus biologique est très dynamique car réversible par les protéases de 

la famille des SENP (SENtrin-specific Protease), mécanisme dénommé désumoylation (Yeh 2009).  

La première démonstration d’une régulation post-traductionnelle par sumoylation concernant la famille 

des gènes ING a intéressé la protéine ING2. Une étude antérieure de notre groupe a en effet démontré 

l’existence d’une sumoylation sur le résidu lysine 195 de la protéine ING2, aussi bien in vitro que in vivo. 

D’un point de vue fonctionnel, cette modification apparait nécessaire pour l’interaction de ING2 avec 
mSin3a et favorise l’accès du promoteur du gène TMEM71 au complexe mSin3a-HDAC-ING2 (D. Ythier 

et al. 2010). De manière analogue, des travaux plus récents ont confirmé l’existence d’une sumoylation 
du résidu lysine 193 de la protéine ING1 par la SUMO-ligase PIAS4. À nouveau, l’occupation du 
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promoteur de gènes cibles de ING1 (GCR8 et ISG15) et leur activité transcriptionnelle apparait 

dépendante de cette sumoylation (Satpathy et al. 2014). Par ailleurs, une étude de notre groupe a 

démontré que cette même sumoylation permet l’interaction entre le facteur de transcription HIF1α 
(Hypoxia Inductible Factor 1) et ING1 dans un modèle de cellules souches dérivées de tissu adipeux. 

Cette interaction protéique permet d’orienter HIF1α vers le protéasome et régule ainsi sa dégradation. 

Dans la mesure où HIF1α contrôle la différenciation des cellules souches dérivées de tissu adipeux, 

cette étude a proposé un modèle de contre-régulation médiée par la sumoylation de ING1 (Bigot et al. 

2015). 

2.3.2.3 Ubiquitinylation 

L’ubiquitinylation est un processus multi-étapes aboutissant à la liaison covalente et réversible 

d’ubiquitine sur un résidu lysine d’une protéine cible. Cette modification post-traductionnelle nécessite 

l’action de trois groupes d’enzymes spécifiques : « E1 Ubiquiting activating », « E2 Ubiquitin 

conjugating » puis « E3 Ubiquitin ligase ». L’ubiquitinylation des protéines permet leur adressage vers le 

protéasome et ainsi leur dégradation (Reinstein et Ciechanover 2006). 

Il a été démontré que la dégradation des protéines ING1 et ING2 par le protéasome est régulée par 

ubiquitinylation par l’E3 ubiquitine ligase SMURF1 (Smad Ubiquitination Regulating Factor 1). En ce qui 

concerne ING2, ce sont les domaines NLS et NCR qui sont impliqués dans cette interaction protéique 

alors que la polyubiquitinylation intéresse le domaine PHD (Nie et al. 2010). Enfin, la protéine ING3 est 

aussi ubiquitinylée sur son résidu lysine 96 par l’E3 ubiquitine ligase Skp2 (G. Chen et al. 2010). 

2.3.2.4 Citrullination 

La citrullination consiste en une modification enzymatique d’un peptidylarginine en peptidycitrulline. 
Cette modification post-traductionnelle est une désamination qui entraine une perte de la charge 

positive de la protéine changeant ainsi sa conformation et en conséquence, ses fonctions biologiques 

(György et al. 2006). 

Une étude a démontré que la protéine ING4 pouvait subir une citrullination sur son résidu arginine en 

position 166 (domaine NLS), via l’enzyme PAD4. Cette modification post-traductionnelle empêche 

l’interaction entre ING4 et la protéine p53. De plus, la protéine ING4 citrullinée est dégradée plus 
rapidement en comparaison à sa forme non modifiée (Guo et Fast 2011). 
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Figure 12 : Les protéines ING sont membres de différents complexes Histone 
AcetylTransférase ou Histone Déacetylase. La partie supérieure représente l’état des 
connaissances chez la levure, la partie inférieure représente l’état des connaissances chez 
l’homme (Adapté d’après Doyon et al., 2006). 

2.4 Fonctions communes aux membres de la famille ING 

Les protéines ING ne présentent aucune activité enzymatique et leurs fonctions dépendent 

exclusivement des partenaires protéiques qui leur sont associés. Les fonctions biologiques impliquant 

cette famille de gènes sont nombreuses dont certaines sont partagées par tous ses membres. Ainsi, 

chacun des membres de la famille ING appartiennent à un complexe HAT ou HDAC dont la principale 

fonction est la régulation de la prolifération cellulaire. 

2.4.1 Appartenance aux complexes protéiques HAT ou HDAC 

2.4.1.1 Etudes chez la levure  

La première démonstration de l’interaction des protéines ING avec les complexes impliqués dans les 
modifications post-traductionnelles des queues d’histones a été faite chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae. Deux équipes canadiennes ont été les premières à identifier dans ce modèle animal, au 

début des années 2000, la présence des orthologues des protéines ING1/2 (Pho23) au sein du 

complexe HDAC Rpd3 (Loewith et al. 2001, 23) et ING3 (Yng2) au sein du complexe HAT NuA4 

(Nourani et al. 2001). Une autre étude a suivi peu après pour confirmer que l’orthologue de ING4/5 
(Yng1) appartenait au complexe HAT NuA3 (Howe et al. 2002). Ces travaux sur modèles animaux ont 

montré que les orthologues des protéines ING étaient nécessaires pour le fonctionnement normal des 

complexes HAT et HDAC, maillons indispensables du remodelage de la chromatine (Figure 12). 
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2.4.1.2 Données chez l’homme 

Plusieurs études complémentaires menées sur cellules humaines ont dans un premier temps démontré 

l’existence d’une association entre la protéine ING1 et le complexe mSin3a-HDAC par le biais d’une 
interaction directe avec la protéine SAP30 (Skowyra et al. 2001; Kuzmichev et al. 2002). En 2006, les 

travaux de Doyon ont pu préciser davantage le lien étroit entre les protéines ING et les complexes HAT 

ou HDAC. En effet, à l’aide de la spectrométrie de masse et technique de co-immunoprécipitation, ils 

ont pu confirmer que ING1 et ING2 appartenait au complexe mSin3a/HDAC, mais de manière 

mutuellement exclusive. De plus, ils ont pu caractériser l’appartenance de ING3 au complexe HAT 

NuA4/Tip60, l’appartenance de ING4 et ING5 au complexe HAT HBO1/JADE et l’appartenance 
spécifique de ING5 au complexe HAT MOZ/MORF (Doyon et al. 2006). Ces découvertes, largement 

confirmées depuis, permettent d’assoir l’importance chez l’homme des protéines ING dans les 
phénomènes de modification de la chromatine. 

2.4.2 Interactions avec les marques d’histones H3K4me3 

L’une des caractéristiques communes structurelles aux protéines ING est la préservation d’un domaine 
PHD au sein de tous les membres de cette famille. Ce domaine comporte 50 à 80 acides aminés et 

comprend une séquence Cys4–His–Cys3 dite en « doigt de zinc », qui est classiquement décrite dans 

les nombreuses protéines associées à la chromatine (Figure 13) (Sanchez et Zhou 2011). 

La première confirmation de l’interaction entre une protéine ING et la chromatine a été faite en 2006. Un 
travail reposant sur des méthodes complémentaires d’immunoprécipitation protéique et de chromatine a 
pu démontrer que la protéine ING2 se liait à la marque histone H3K4 avec une affinité dépendante de 

son statut de méthylation. En effet, l’interaction la plus forte était observée en cas de triméthylation de la 
lysine 4 de l’histone H3 puis diminuait à mesure du retrait des groupes méthyl 
(H3K4me3>H3K4me2>H3K4me1) (Shi et al. 2006). De manière frappante, les acides aminés 

responsables de l’interaction avec H3K4me3 sont intégralement conservés au sein de chaque domaine 

PHD des protéines ING (S. Kim et al. 2016; G. H. Y. He et al. 2005). Enfin, une analyse protéomique de 

criblage à grande échelle a pu caractériser l’existence d’une interaction entre Yng1, Yng2 et Pho23 et la 

marque histone H3K4me3 chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Shi et al. 2007). 
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Figure 13 : Représentation tridimensionnelle de l’interaction entre le 
domaine PHD de Yng1 (orthologue de ING4/5) et la chromatine. En vert 
apparait les deux hélices β du domaine PHD, les atomes de Zinc sont 
représentés par des sphères bleues et une partie de l’histone H3 est visible 
en jaune (apparaissant triméthylé). (adaptée d’après Sanchez et Zhou, 2011) 

 

Au total, ces données démontrent que les protéines ING sont des protéines lectrices (« readers ») du 

code histone et que l’interaction avec la marque d’histone H3K4me3 est restée hautement conservée 
au cours de l’évolution. Ce mécanisme permet donc le recrutement des complexes HAT ou HDAC sur 
les promoteurs des gènes activement transcrits (marques H3K4me3) et ainsi réguler leur expression. 

2.4.3 Existence d’un lien fonctionnel avec la protéine suppressive de tumeur p53 

Les premiers travaux à l’origine de la découverte des gènes ING en 1996 avaient déjà montré 

l’existence d’un lien fonctionnel entre la protéine ING1 et p53 (Garkavtsev et al. 1996b). En effet, une 

expression exogène de la protéine ING1 dans un modèle cellulaire sauvage pour le gène TP53 induisait 

un arrêt de la prolifération cellulaire. Ce phénotype n’était pas observé dans le même modèle ayant subi 

une inactivation du gène TP53, suggérant alors une dépendance à la voie de signalisation p53. Depuis, 

plusieurs études ont démontré que les protéines ING étaient capables d’interagir avec l’acétylase p300, 
contrôlant ainsi le statut d’acétylation de p53 sur la lysine 382 et par conséquent des gènes cibles tels 

que Bax ou p21 (M. Nagashima et al. 2001, 53; Pedeux et al. 2005; X. Zhang et al. 2005, 4). La 

protéine ING3 n’est pas décrite pour interagir avec p300 mais la publication à l’origine de sa description 
démontre que la surexpression de ING3 influence l’expression de Bax et p21 et ce, de manière 

dépendante de l’expression p53 (Makoto Nagashima et al. 2003, 3). Par ailleurs, des travaux 

complémentaires ont montré que ING1 est aussi impliquée dans le maintien de l’acétylation de p53 par 
la liaison avec la déacetylase SIRT1 (Sirtuin1), ce qui résulte en l’inhibition de son activité sur p53 
(Kataoka et al. 2003). Enfin, une étude a aussi démontré que ING1 est capable d’interagir avec MDM2 
(Mouse Double Minute 2 - principale E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation de p53), de 

manière compétitive avec p53, abrogeant ainsi sa dégradation (Leung et al. 2002, 2). Des travaux plus 
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récents ont démontré que la protéine ING5 interagit avec le cofacteur TIP60, ce qui favorise l’acétylation 
de p53 sur son résidu lysine 120 et induit la transcription des gènes cibles GADD45 et Bax (N. Liu et al. 

2013). 

Au final, toutes ces études confirment le lien fonctionnel unissant les protéines ING et l’activité de la 
protéine p53. On se doit de rappeler cependant que l’essentiel des travaux à l’origine de ces 

découvertes repose sur des modèles de surexpression, biaisant ainsi la finesse de l’analyse 
mécanistique. Enfin, les données publiées à propos des modèles murins déficients (knock-out) pour les 

gènes ING1 et ING2 confirment aussi l’existence de leur implication dans les mécanismes de mort par 
apoptose, de façon indépendante de p53. En effet, quel que soit le statut de p53, les lignées primaires 

inactivées pour le gène ING1 sont plus sensibles à l’apoptose en condition de stress radio-induit (Coles 

et al. 2007). Par ailleurs, le défaut de spermatogénèse observé chez les souris déficientes pour ING2 et 

l’augmentation des marqueurs d’apoptose au niveau tubes séminifères est indépendant de l’expression 

de p53 (M. Saito et al. 2010). En conséquence, nombre des fonctions des protéines ING, bien que 

redondantes avec la voie de signalisation p53, restent bien distinctes de cette dernière et doivent donc 

être mieux caractérisées. 

3 LA PROTEINE ING2 : CARACTERISATION D’UN GÈNE 

SUPPRESSEUR DE TUMEUR 

Les gènes ING1 et ING2 ont été proposés comme des gènes suppresseurs de tumeur depuis leur 

découverte à la fin des années 1990. Concernant le gène ING2, nous allons détailler ci-après les 

principaux arguments scientifiques qui supportent cette hypothèse : l’implication de la protéine ING2 
dans des processus biologiques suppresseurs de tumeur, la perte d’expression fréquente du gène ING2 

dans les tumeurs humaines et l’apparition spontanée de tumeurs dans les modèles murins ING2-KO. 

3.1 Fonctions suppressives de tumeurs 

3.1.1 Fonction suppressives de tumeur « gatekeeper » 

3.1.1.1 Régulation de la transcription de gènes impliqués dans l’apoptose et le cycle cellulaire 

Les premiers travaux sur la protéine ING2 ont décrit son interaction avec l’histone H3 et suspecté un 
rôle de régulateur épigénétique. Du fait de l’absence d’interaction observée in vitro par l’utilisation de 
protéines recombinantes, il a été proposé la possibilité d’une interaction dépendante de modifications 
post-traductionnelles de l’histone H3. C’est l’équipe du Dr Gozani qui a en effet pu démontrer que 
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l’affinité de ING2 pour l’histone H3 était influencée par son statut de méthylation sur la lysine 4 (Shi et 

al. 2006, 3). Des travaux ultérieurs ont montré que l’interaction d’ING2, via son domaine PHD, avec les 

marques H3K4me3 permettait le recrutement du complexe Sin3A/HDAC. L’impact fonctionnel observé 
est la répression transcriptionnelle de gènes cibles par déacétylation des histones (Peña et al. 2006, 4; 

Doyon et al. 2006). Parmi les gènes dont l’expression est régulée par ING2 en réponse à un stress 
génotoxique, on peut citer les gènes Cyclin D1, c-myc, p21 ou TMEM71. Ainsi, la protéine ING2 régule 

l’activité transcriptionnelle de gènes contrôlant l’apoptose, la sénescence et la progression du cycle 

cellulaire (Figure 14). 

3.1.1.2 Régulation de la transcription dépendante du TGF-β et de la prolifération cellulaire 

Un lien entre la signalisation TGF-β et ING2 a été mise en évidence en 2008. En effet, une étude a 
démontré qu’une liaison entre ING2 (par son domaine PHD) et la protéine SnoN (Ski-like oncogene) 

survenait en réponse à une stimulation de la voie TGF-β (Figure 14). Cette interaction permet le 

recrutement du facteur de transcription SMAD2 et la formation d’un complexe protéique qui induit 
ensuite la transcription de gènes cibles du TGF-β. Cela conduit au final à une inhibition de la 

prolifération cellulaire (Sarker et al. 2008). Dans la mesure où les altérations de la voie TGF-β sont 
impliquées dans les processus d’oncogenèse, les auteurs ont proposé que la perte de l’expression 
d’ING2 observée dans les tumeurs humaines puisse constituer un mécanisme d’échappement à la 
régulation par le TGF-β dépendante de SMAD2. 

3.1.1.3 Régulation de l’acétylation de p53, p73α et inhibition de la prolifération cellulaire 

Sur le plan expérimental, la surexpression de ING2 dans des fibroblastes humains induit un arrêt du 

cycle cellulaire en phase G1 et un phénotype cellulaire sénescent. Inversement, la diminution de 

l’expression d’ING2 aboutit à une perte de la capacité des cellules à entrer en senescence (M. 

Nagashima et al. 2001). D’un point de vue fonctionnel, il a été démontré que la protéine ING2 contrôlait 
l’acétylation de p53 sur son résidu lysine 382 par une interaction avec l’acétylase p300 (Pedeux et al. 

2005). Une autre étude a pu rapporter qu’en réponse à un stress génotoxique (M-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoGuanidine), ING2 contrôlait aussi le statut d’acétylation de p73α (dans un modèle cellulaire 
sauvage pour le gène TP53) même si l’acétylase impliquée dans ce cas précis n’est pas encore connue 
(Sun, Jin, et Baskaran 2009). Or, l’acétylation des protéines de la famille p53 est critique pour la 
régulation de leur activité transcriptionnelle (Collavin, Lunardi, et Del Sal 2010). En conséquence, par le 

contrôle de cette modification post-traductionnelle, ING2 module l’activité transcriptionnelle de p53 et 
p73α dont les gènes cibles sont des acteurs majeurs du contrôle de l’apoptose ou du cycle cellulaire 
(par exemple, PUMA, Bax ou p21) (Figure 14). Dans le cas de p53, une étude a aussi démontré qu’en 
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réponse à un stress génotoxique (etoposide), une interaction entre ING2 et le phosphatdylinositol-5-

phosphate (PI5P) était nécessaire à l’acétylation de p53, faisant de la protéine ING2 une protéine 
effectrice des PIP (Gozani et al. 2003). Les PIP sont des molécules de signalisation lipidiques régulant 

un grand nombre de processus biologiques, comprenant la survie, la croissance et la prolifération 

cellulaire. Sur le plan mécanistique, une seconde étude a démontré que c’est par la phosphorylation de 
PI4Kβ (kinase phosphorylant PI5P en PI(4,5)P2) que le niveau de PI5P et de ING2 augmentait au 

niveau de la fraction chromatinienne (Figure 14) (Jones et al. 2006). 

Figure 14 : Fonctions suppressives de tumeurs « gatekeeper » d’ING2. A. En réponse à un stress génotoxique, ING2 complexé avec 
Sin3a/HDAC se lie, via son PHD, à l’histone 3 tri-méthylée sur sa lysine 4 permettant la régulation transcriptionnelle de ses cibles. B. SnoN 
s’associe à ING2 permettant la transcription médiée par Smad2 et induite par le TGF-β. C. En réponse à un stress génotoxique induit par 
le MNNG, ING2 favorise l’acétylation de p73a et donc la transcription de ses gènes cibles. D. En réponse à un stress la protéine kinase 
p38 est phosphorylée. Cette activation de p38 permet la phosphorylation de PIP4Kb bloquant ainsi la transformation de PI5P en PI(4,5)P2. 
L’accumulation de PI5P est alors rendue possible. Le passage de PI5P dans le noyau et son accumulation à la chromatine permet la 
stabilisation d’ING2. Ce recrutement d’ING2 permet l’acétylation de p53 via p300 et donc une activation transcriptionnelle des gènes ciblés 
par p53 (adapté d’après Guérillon, Larrieu, et Pedeux 2013). 

3.1.2 Fonction suppressives de tumeur « caretaker »  

3.1.2.1 Implication dans la réponse aux dommages de l’ADN 

Les premières études sur ce sujet ont démontré dans un premier temps que la protéine ING1 était 

impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN induit par les UV, via le système de réparation NER 

(Nucleotide Excision Repair) (Scott, Bonnefin, et al. 2001; Scott, Boisvert, et al. 2001; Kuo et al. 2007). 

Des travaux indépendants sur des lignées de mélanome ont montré, quelques années plus tard, que la 

protéine ING2 était nécessaire d’une part à l’acétylation de la queue d’histone H4 afin de décompacter 
la chromatine en réponse aux radiations UV, et d’autre part au recrutement de la protéine XPA sur les 

sites d’ADN endommagés (Jing Wang, Chin, et Li 2006). 

En plus de l’implication dans le système de réparation NER, des travaux datant du début des années 
2000, ont aussi démontré un rôle potentiel d’ING2 dans la réponse aux cassures double brin de l’ADN. 
En effet, les premiers indices reposaient sur l’observation expérimentale d’une augmentation de 

l’expression de la protéine ING2 dans des modèles cellulaires tumoraux, en réponse à certains stress 
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génotoxiques tels que l’etoposide ou la neocarzinostatine (M. Nagashima et al. 2001). De plus, d’autres 
travaux avaient aussi observé qu’à l’état basal, les cellules dont l’expression d’ING2 étaient réprimée 
présentaient une augmentation de la phosphorylation de l’histone H2AX, témoin moléculaire de 
dommages à l’ADN (Larrieu et al. 2009). Récemment, des travaux de l’équipe ont démontré que la 
protéine ING2 favorisait le recrutement de la protéine 53BP1 (effecteur majeur de la réparation de l’ADN 
par NHEJ) sur les sites de cassures double brin de l’ADN induites par micro-irradiation laser (Figure 

15). Plus précisément, l’expression de ING2 est en effet nécessaire à la localisation chromatinienne de 
la protéine RNF168 (E3 ubiquitin ligase) dont le rôle est critique pour l’ubiquitinylation de 53BP1 et 
l’histone H2A, modification post-traductionnelle qui garantit leur activité fonctionnelle précoce en 

réponse aux cassures double brin de l’ADN (Guerillon et al. 2012).  

3.1.2.2 Contrôle de la réplication de l’ADN et de la progression du cycle cellulaire 

Des travaux antérieurs de l’équipe ont démontré que la protéine ING2 pouvait réguler la progression de 

la fourche de réplication de l’ADN (Larrieu et al. 2009). En effet, en réprimant l’expression de la protéine 
ING2 dans une lignée cellulaire d’ostéosarcome sauvage pour p53 (U2OS), il a été observé une 
diminution de la présence de la protéine PCNA sur la fraction chromatinienne. ING2 interagit avec la 

protéine PCNA via une région comprise entre ses domaines LZL et NLS. L’abrogation de cette 
interaction induit un ralentissement de la progression de la fourche de réplication et une augmentation 

du taux d’échanges des chromatides sœurs suggérant l’induction d’une instabilité chromosomique. 

De manière cohérente avec ces travaux, l’inhibition de l’expression de ING2 aboutit à une accumulation 
des cellules en phase S du cycle cellulaire (Larrieu et al. 2010). L’impact d’ING2 sur le cycle cellulaire 

ne se limite pas au ralentissement de la phase S, dans la mesure où ING2 exerce aussi un contrôle de 

l’expression du gène p21, inhibiteur principal de la transition G1/S et ce, de manière à la fois 

dépendante et indépendante de p53 (Figure 15). En effet, la diminution expérimentale de l’expression 
d’ING2 dans des lignées cellulaires aboutit à une diminution de l’acétylation de p53 sur son résidu 
lysine 382 par l’acétylase p300, ce qui en conséquence, inhibe son activité transcriptionnelle sur le gène 

p21 (M. Nagashima et al. 2001; Pedeux et al. 2005). Par ailleurs, il a été démontré que le gène Cyclin 

D1 était aussi une cible du complexe répresseur ING2/Sin3A/HDAC, indépendamment de p53 (Shi et 

al. 2006). Ensuite, ING2 a aussi été impliquée dans les mécanismes d’arrêt du cycle cellulaire induits 
par le TGF-β (Sarker et al. 2008). On notera enfin qu’au cours du cycle cellulaire, il existe une 
augmentation constitutive de l’expression de ING2 du début de la phase S jusqu’à la transition G2/M, et 

ce de manière parallèle à l’expression de p21 (Larrieu et al. 2010). 
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3.2 Perte d’expression dans les tumeurs humaines 

À ce jour, plusieurs études ont exploré le statut des gènes ING, et particulièrement du gène ING2 dans 

les tumeurs humaines. Notre équipe a déjà publié une revue exhaustive sur le sujet  (Guérillon, Bigot, et 

Pedeux 2013) qui a été mise à jour récemment (Blondel et al. 2019). Le tableau 1 ci-dessous résume 

l’état des connaissances sur ce point. 

  

Figure 15 : Fonctions suppressives de tumeurs de type I « caretaker » d’ING2. A. ING2 contrôle le statut d’acétylation de p53 par 
l’intermédiaire de l’acétylase p300. Cette modification post-traductionnelle de p53 régule l’activité transcriptionnelle sur ses gènes cibles, 
notamment p21. De manière indépendante, le complexe mSin3a/ING2 régule directement l’expression du gène p21. Ainsi, par deux 
mécanismes, ING2 régule la transition S/G1 du cycle cellulaire. De plus, ING2 contrôle la vitesse de progression de la fourche de 
réplication par l’intermédiaire de son interaction avec PCNA et donc influence le déroulement de la phase S du cycle cellulaire. B. En 
réponse à une cassure double brin de l’ADN, ING2 est recrutée sur les sites de cassure après la cascade de signalisation initiale et 
participe à l’accumulation de la protéine 53BP1. (adapté d’après Archambeau, Blondel, et Pedeux 2019). 
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Type de tumeur Origine Altération Fréquence Référence 

Ameoblastome Patient Perte d'hétérozygotie 14/28 Borkosky et al. 

Cancer du sein Lignées Diminution de l'ARNm 3/9 Walzak et al. 

Cancer du colon 
Patient Augmentation de l'ARNm 22/39 Kumamoto et 

al Lignées Augmentation de l'ARNm 3/8 

Cancer ORL Patient Perte d'hétérozygotie 30/55 Borkosky et al. 

Hépatocarcinome 
Patient 

Diminution de l'ARNm 16/29 

Zhang et al. 
Diminution de l'expression 

protéique 
40/84 

Patient Perte d'hétérozygotie 41,2% 

Cancer 

bronchique 

Lignées Diminution de l'ARNm 7/8 Stark et al. 

Lignées Diminution de l'ARNm 2/2 Walzak et al. 

Patient 
Diminution de l'ARNm 15/22 

Ythier et al. Diminution de l'expression 
protéique 

70/120 

Mélanome Patient 
Diminution de l'expression 

protéique 
- Lu et al. 

Cancer de 

l'ovaire 
Lignées 

Pas de modification de 
l’ARNm 

1 Walzak et al. 

Cancer du 

pancréas 
Lignées 

Pas de modification de 
l’ARNm 

1 Walzak et al. 

Cancer de la 

prostate 
Lignées 

Pas de modification de 
l’ARNm 

2 Walzak et al. 

Tableau 1 : Statut de ING2 dans les tumeurs et lignées humaines. (adapté de Guérillon, Bigot, et Pedeux 2013) 

Sur le plan génomique, la fréquence de mutation du gène ING2 est très faible dans les tumeurs 

humaines et l’altération la plus fréquemment observée est la délétion, notamment par perte 

d’hétérozygotie de la région chromosomique de ING2 (4q.35.1). Celles-ci ont été décrites par des 

petites séries rétrospectives dans les pathologies suivantes : améloblastome (14/28), carcinome ORL 

(30/55), carcinome hépatocellulaire (41.2%) et carcinome basocellulaire (3/11) (Sironi et al. 2004; 

Borkosky et al. 2009; Huakun Zhang et al. 2010; Borkosky et al. 2010; Cetin et al. 2008). Dans les 

cancers ORL, cette altération est associée à un stade tumoral plus avancé et une survie-sans-récidive 

plus courte. Par ailleurs, des pertes chromosomiques plus larges contenant le gène ING2 ont aussi été 

rapportées dans des cas de léïomyosarcomes utérins (3/6) (Mittal et al. 2009). Enfin, une étude portant 

sur les carcinomes épidermoïdes œsophagiens a rapporté l’existence d’une hyperméthylation d’îlots 
CpG sur plusieurs régions introniques du gène ING2 (H.-Q. Wang et al. 2018), mais l’impact fonctionnel 
de cette altération épigénétique sur l’expression du gène ING2 reste à déterminer. 

À l’échelle transcriptomique, plusieurs travaux se sont intéressés au taux d’ARNm du gène ING2 au 

sein du tissu tumoral humain à l’aide d’approche qPCR. Ces études, principalement rétrospectives et 

basées sur de petits effectifs, ont montré des résultats contradictoires. En effet, parfois une diminution 
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de l’expression du gène ING2 était observée dans certains contextes tumoraux (carcinomes 

hépatocellulaires, carcinomes baso-cellulaires et ostéosarcomes), contrastant avec des résultats 

inverses observés dans d’autres types de cancers (par exemple dans les cancers colorectaux) (Hua-

kun Zhang et al. 2008; X.-R. Han et al. 2014; Temel et al. 2015, 2; Kumamoto et al. 2009). De manière 

intéressante, une étude menée à partir de lignées de cancers mammaires humains a démontré 

l’existence d’une régulation du gène ING2 par le miR-8084 (Gao et al. 2018). L’existence d’une telle 
régulation post-transcriptionnelle pourrait expliquer une partie des résultats contradictoires observés 

entre l’expression de la protéine ING2 et le niveau de transcription de son ARNm (Shuang Zhao et al. 

2016). 

Enfin, plusieurs études s’intéressant à l’expression d’ING2 par analyse immunohistochimique ont aussi 
rapporté une grande variabilité de son expression en fonction du type de tumeur considéré. Ainsi, une 

diminution de l’expression de ING2 a été rapportée dans le cancer bronchique, le mélanome, le 
carcinome hépatocellulaire et l’ostéosarcome (Lu et al. 2006; Hua-kun Zhang et al. 2008; Shuang Zhao 

et al. 2016; Damien Ythier et al. 2010; Pan et al. 2014). Dans certains de ces travaux, la perte 

d’expression d’ING2 était associée à des caractéristiques cliniques ou pronostiques comme la taille 
tumorale, le stade de la maladie ou le type histologique. En cohérence avec les données 

transcriptomiques, plusieurs études immunohistochimiques ont démontré, l’existence d’une 
surexpression d’ING2 dans certains types tumoraux, comme le carcinome de l’endomètre (Shuang 

Zhao et al. 2016). De plus, des études menées sur des lignées cellulaires ont aussi démontré que ING2 

pouvait être surexprimée à l’échelle protéique dans le carcinome du col utérin, le cancer du côlon ou la 
leucémie aiguë lymphoblastique (Kumamoto et al. 2009; Shuang Zhao et al. 2016; J. Jiang et al. 2019). 

Il est important de soulever que les anticorps reconnaissant ING2 utilisés dans chacune de ces études 

de cohortes rétrospectives étaient différents et leur spécificité est reconnue comme étant très 

hétérogène. 

À la lumière de tous ces travaux, on peut retenir que l’expression de la protéine ING2 est 
majoritairement perdue dans les tumeurs humaines. D’un point de vue fonctionnel, cette perte à 
l’échelle protéique n’est pas expliquée par la présence d’altérations génomiques (faible proportion de 
perte d’hétérozygotie, très faible taux de mutation et majoritairement non-sens). Le niveau de 

transcription de l’ARNm de ING2 est très variable selon les études considérées et plusieurs études 

indépendantes suggèrent l’existence d’une régulation post-transcriptionnelle par micro-ARN qui pourrait 

expliquer, au moins en partie, la perte d’expression observé dans certains types de cancer (J. Jiang et 

al. 2019; Gao et al. 2018). 
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3.3 Apport des modèles animaux 

Des modèles murins avec inactivation bi-allélique de ING2 ont été élaborés par l’équipe du Dr Saito en 
2010 (M. Saito et al. 2010). Ces souris sont stériles et développent spontanément et avec une plus 

grande fréquence des sarcomes des tissus mous (ING2-/- :13/28 soit 48% contre ING2+/+ : 3/22 soit 

14% ; suivi de 2 ans). Plus précisément, une majorité d’histiosarcomes et quelques cas 
d’hémangiosarcomes ou de neurofibrosarcomes ont été constatés et ce, sans détecter de signes de 

vieillissement précoce sur les sujets de l’étude. Par ailleurs, l’analyse plus précise de la cause 
d’infertilité a permis de démontrer que ces souris présentaient une déficience de la spermatogénèse 
(petits testicules, dégénération des tubes séminifères, morphologie et motilité anormale des 

spermatozoïdes). Les auteurs ont pu observer que ce phénotype était secondaire à un échec de méiose 

lors de la gamétogénèse. Ces expérimentations animales confortent donc la fonction suppressive de 

tumeur du gène ING2. 

4 LA PROTEINE ING3 : UNE AMBIVALENCE FONCTIONNELLE DANS 

LA CELLULE TUMORALE 

À l’instar de la protéine ING2, ING3 est impliquée dans des fonctions suppressives de tumeur (Figure 

16). Cependant, celles-ci restent encore mal connues et des études récentes suggèrent un potentiel 

rôle oncogénique dans certaines conditions tissus-spécifiques. Les modèles murins inactivés pour ING3 

se sont rélévés létaux et leur développement s’arrête après 10,5 jours d’embryogénèse par défaut de 
fermeture du tube neural (Fink et al. 2019). 

4.1 Fonctions suppressives de tumeur 

4.1.1 Membre constitutif du complexe Nu4/Tip60 

Des travaux de spectrométrie de masse et d’immuno-précipitation de protéines ont démontré que la 

protéine ING3 était l’un des membres constitutifs du complexe minimal histone acétyltransférase NuA4, 
comprenant aussi les protéines EAF6, EPC1 et TIP60 dans les cellules humaines (Doyon et al. 2006). 

Les fonctions biologiques de ce complexe sont essentielles à la réparation de l’ADN ou à l’expression 
de gènes impliqués dans le contrôle des points de contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose (Xiaoli, 

Jiyong, et Yepeng 2017). D’un point de vue fonctionnel, une étude a rapporté que la diminution 

expérimentale de l’expression d’ING3 au sein d’oocytes murins induit un échec de polarisation et une 
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division cellulaire symétrique anormale. Les auteurs ont relié ce constat à un défaut d’acétylation global 
de H4K12 (Suzuki et al. 2013), classiquement médiée par le complexe NuA4/TIP60. 

4.1.2 Fonction suppressive de tumeur « gatekeeper »  

À l’image de ce qui a été rapporté pour ING2, la protéine ING3 est impliquée dans la régulation 

transcriptionnelle de gènes impliqués dans l’apoptose. En effet, des travaux précoces ont démontré que 

la protéine ING3 régule la transcription des gènes p21 et Bax de manière dépendante de p53 (Makoto 

Nagashima et al. 2003). Il est important de souligner que ING3 peut réguler l’expression des gènes 
positivement, par l’intermédiaire du complexe NuA4/TIP60, ou à l’inverse, négativement, par 

l’interaction avec l’histone chaperone ANP32E (Obri et al. 2014). Une étude s’intéressant à des 
modèles cellulaires de carcinomes gastriques a démontré que la surexpression de ING3 induisait un 

arrêt du cycle cellulaire et favorisait l’apoptose par le blocage de la voie PI3K/AKT. Ce blocage est 

réversible par l’activation de cette voie via l’IGF-1 (Song Zhao et al. 2018). Dans un modèle de lignée 

cellulaire de mélanome, l’expression d’ING3 est augmentée en réponse aux UV et induit l’activation de 

la cascade de signalisation du récepteur de mort Fas de manière indépendante de p53 (Y. Wang et Li 

2006). Enfin, une étude récente suggère que les fonctions suppressives de tumeurs de ING3 sont 

dépendantes de sa localisation intracellulaire dans la mesure où l’expression d’une protéine ING3 
mutante K164A (domaine NLS) retenue dans le cytoplasme les abroge (Zhou et al. 2020). 

4.1.3 Fonction suppressive de tumeurs « caretaker »  

4.1.3.1 Contrôle de la progression du cycle cellulaire 

La protéine ING3 est capable d’inhiber le cycle cellulaire au cours de différentes phases. En effet, la 

surexpression de la protéine ING3 induit un défaut de prolifération cellulaire par deux mécanismes dans 

les modèles de lignées tumorales humaines. Premièrement, de manière dépendante de p53, le 

promoteur du gène p21 est très actif en présence de la protéine ING3, bloquant ainsi la transition G1/S 

(Makoto Nagashima et al. 2003). Deuxièmement, des travaux récents ont montré qu’ING3 pouvait aussi 
inhiber la progression dans le cycle cellulaire par une diminution de l’expression du gène CyclinD1, 

secondairement à une inactivation du complexe PI3K/AKT, et donc indépendamment de p53 (Song 

Zhao et al. 2018). 
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4.1.3.2 Implication dans la réponse aux dommages de l’ADN 

Des travaux récents de notre équipe ont révélé pour la première fois l’existence d’un nouveau rôle 
« caretaker » de la protéine ING3 par l’intermédiaire de son implication dans les mécanismes de 
réparation de l’ADN (Mouche et al. 2019). 

En partant du constat que la perte d’expression de ING3 entrainait une sensibilité accrue aux agents 
génotoxiques à l’aide d’un modèle de levure et d’une lignée tumorale humaine, les auteurs ont exploré 

le rôle de ING3 en réponse aux dommages à l’ADN. Ces travaux ont démontré que la protéine ING3 
était recrutée directement sur les sites de cassures double-brin et était essentielle au processus de 

recrutement des facteurs de réparation de l’ADN tels que RNF8, 53BP1 et BRCA1. En effet, ING3 

assure le maintien et l’amplification de la phosphorylation d’ATM (un médiateur majeur de la réponse 
aux cassures double brin de l’ADN) et le recrutement de TIP60 par deux mécanismes indépendants. 
Enfin, l’étude de la recombinaison de classe des immunoglobulines (faisant intervenir une réparation de 

cassures double brin) a montré qu’un défaut de switch en IgA est observé dans les lymphocytes B 

sous-exprimant ING3. Ces résultats illustrent l’importance biologique de ce nouveau rôle suppresseur 

de tumeur pour la protéine ING3. 

Figure 16 : Fonctions suppressives de tumeurs ING3. A. Fonctions de type II « gatekeeper » : La protéine ING3 
est capable de réguler l’apoptose de manière dépendante de p53 en activant l’expression de ces gènes cibles tels 
que p21 et Bax. En réponse aux UV, ING3 régule aussi l’apoptose de manière indépendante d’ING3 via la régulation 
transcriptionnelle du récepteur de mort Fas. Pour finir, ING3 au sein du complexe HAT NuA4/Tip60 a un rôle dans le 
remodelage de la chromatine. B. Fonctions de type I « caretaker » : ING3 participe à la réparation des cassures de 
l’ADN double brin en favorisant la phosphorylation d’ATM et l’accumulation de 53BP1 ou BRAC1 (protéines 
initiatrices de la réparation par NHEJ ou recombinaison homologue respectivement). (adaptée d’après Archambeau, 
Blondel, et Pedeux 2019). 
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4.2 Fonctions oncogéniques 

Malgré les publications princeps conférant un rôle suppresseur de tumeur à la protéine ING3, des 

données récentes suggèrent l’existence d’un potentiel rôle oncogénique. 

Premièrement, une étude centrée sur le statut d’ING3 dans les tissus humains a observé que le niveau 
d’expression immunohistochimique de cette protéine était enrichi dans les tissus à renouvellement 
cellulaire rapide, tel que la moelle osseuse, les épidermes ou la muqueuse intestinale. (Nabbi et al. 

2015), ce qui apparait contradictoire avec son statut de gène suppresseur de tumeur. Deuxièmement, 

dans le contexte spécifique du cancer de la prostate, une autre étude a démontré que l’inhibition de 
l’expression de ING3 par ARN interférence entrainait une diminution de la migration et l’invasion 
cellulaire (Almami et al. 2016). Enfin, des travaux complémentaires de la même équipe, ont pu montrer 

l’existence d’une association entre l’expression d’ING3 et l’activité des récepteurs aux androgènes dans 
le contexte spécifique du cancer prostatique. Leurs travaux montrent, qu’indépendamment de son 

activité chromatinienne, la protéine ING3 favorise l’interaction cytoplasmique entre TIP60 et les 

récepteurs aux androgènes et par conséquent, leur acétylation et translocation nucléaire. De manière 

cohérente, leurs auteurs ont observé que l’expression d’ING3 était corrélée à une survie globale plus 
courte dans plusieurs bases de données indépendantes de carcinomes de la prostate (Nabbi et al. 

2017). 

Au total, la protéine ING3  semble présenter des fonctions oncogéniques tissu-spécifique. Des études 

plus précises sont cependant nécessaires pour décrire les mécanismes impliqués. 

4.3 Niveau d’expression dans les tumeurs humaines 

Le statut d’expression de la protéine ING3 est moins bien caractérisé que les autres membres de la 
famille ING.  

Sur le plan génomique, les mutations du gène ING3 sont très rarement rapportées dans les tumeurs 

humaines. Ce sont des pertes d’hétérozygotie par délétion de la région 7q31 contenant le gène ING3 

qui ont été le plus décrites, notamment dans des séries de carcinomes ORL et tumeurs odontogènes 

(Borkosky et al. 2010; Mehmet Gunduz et al. 2008). 

À l’échelle transcriptomique, une perte de l’ARNm d’ING3 est fréquemment rapportée dans quelques 

tumeurs humaines. À titre d’exemple, cela a été observé dans plusieurs cohortes de carcinomes 
hépatocellulaires et de carcinomes ORL (H.-Y. Yang et al. 2012; Mehmet Gunduz et al. 2002) et parfois 

associé à un moins bon pronostic clinique. 
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Enfin, à l’échelle de la protéine ING3, on ne dispose à ce jour que de peu d’études basées sur une 
analyse immunohistochimique de tumeurs humaines. On peut citer les travaux récents d’une équipe 
chinoise, qui illustrent des données contradictoires sur ce sujet. En effet, l’analyse comparative de 
tissus normaux appariés à des tissus tumoraux de multiples organes a révélé que la protéine ING3 était 

moins fréquemment détectée dans les tissus néoplasiques que dans les tissus sains (perte 

d’expression estimée à 65,5% des cas). Cependant, des disparités en fonction du type histologique ont 

été soulignées avec une perte d’expression plus marquée dans les carcinomes rénaux à cellules 
claires, les hépatocarcinomes et les carcinomes œsophagiens, à l’inverse des carcinomes de 
l’endomètre, mammaires ou du col utérin (Gou et al. 2017). 

Il est important de souligner aussi la variabilité des anticorps utilisés dans ces études, de même que la 

méthode d’analyse du signal immunohistochimique (principalement semi-quantitatif). Au-delà de cette 

réserve, l’ensemble des données de la littérature convergent vers l’observation d’une perte d’expression 
de la protéine ING3 dans les tumeurs humaines, même s’il semble exister des variations propres au 
type histologique considéré (Tableau 2). 
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Type de tumeur Origine Altération Fréquence Référence 

Ameoblastome Patients Perte d'hétérozygotie 14/28 Borkosky et al. 

Cancer du sein 

Lignées Diminution de l'ARNm 3/9 Walzak et al. 

Patients 

Diminution de l'expression 
protéique 

113/211 
Wu et al. 

Augmentation de l'expression 
protéique 

98/211 

Cancer du colon 
Patients Augmentation de l'ARNm 22/39 

Kumamoto et al 
Lignées Augmentation de l'ARNm 3/8 

Cancer ORL Patients Perte d'hétérozygotie 30/55 
Borkosky et al. 

Hépatocarcinome 
Patients 

Diminution de l'ARNm 16/29 

Zhang et al. 
Diminution de l'expression 

protéique 
40/84 

Patients Perte d'hétérozygotie 41,2% 

Cancer 

bronchique 

Lignées Diminution de l'ARNm 7/8 Stark et al. 

Lignées Diminution de l'ARNm 2/2 Walzak et al. 

Patients 
 

Diminution de l'ARNm 15/22 Ythier et al. 

Diminution de l'expression 
protéique 

70/120   

Mélanome Patients 
Diminution de l'expression 

protéique 
- Lu et al. 

Cancer de 

l'ovaire 
Lignées Diminution de l'ARNm - Walzak et al. 

Cancer du 

pancréas 
Lignées Diminution de l'ARNm - Walzak et al. 

Cancer de la 

prostate 

Lignées Diminution de l'ARNm - Walzak et al. 

Patients 
Diminution de l'expression 

protéique 
n=312 Almami et al. 

Cancers solides Patients 
Diminution de l'expression 

protéique 65,5% 
Gou et al. 

Tableau 2 : Statut de ING3 dans les tumeurs et lignées humaines (adapté de Guérillon, Bigot, et Pedeux 2013). 
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5 RELATION DES GÈNES SUPPRESSEURS DE TUMEUR AVEC LE 

COMPARTIMENT MITOCHONDRIAL 

Du fait de leur capacité de prolifération et de survie prolongée, les cellules cancéreuses sont 

caractérisées par des besoins énergétiques considérables. La compréhension des mécanismes 

d’adaptation métabolique des cellules cancéreuses nécessaire à la prolifération cellulaire intense a 
débuté depuis près d’un siècle (Otto Warburg 1924). Plusieurs voies métaboliques centrées sur la 

mitochondrie permettent à la cellule tumorale d’utiliser les nutriments de son microenvironnement pour 
générer les précurseurs métaboliques nécessaires à la production énergétique, la synthèse de la 

biomasse et le maintien de la balance d’oxydo-réduction intracellulaire. Ce chapitre va décrire le lien 

existant entre le métabolisme cellulaire et les gènes suppresseurs de tumeur dans le contexte 

biologique de la cellule tumorale humaine. 

5.1 Généralités sur la mitochondrie 

5.1.1 Origine et structure 

5.1.1.1 Théorie endosymbiotique 

Initialement formulée au XIXème siècle, la théorie endosymbiotique de l’origine de la mitochondrie est 
celle qui prévaut aujourd’hui. Selon celle-ci, les mitochondries seraient un vestige de l’assimilation d’une 
α-protéobacterie au sein d’une archaebacterie suite à l’apparition d’un environnement riche en oxygène 
au cours de l’évolution, deux milliards d’années avant notre ère (Lang, Gray, et Burger 1999). Ainsi, 

l’oxygène toxique pour l’archaebacterie anaérobie aurait été neutralisé par l’α-protéobacterie aérobie, 

qui en échange aurait reçu les apports nutritionnels nécessaires à sa survie. Les données plus récentes 

de phylogénie moléculaire et génomique confortent cette théorie, suggérant que l’ADN mitochondrial 
dériverait d’une α-protéobacterie, ancêtre de Rickettsia prowazekii (D. Yang et al. 1985; Andersson et 

al. 1998). 

5.1.1.2 Structure mitochondriale 

La première observation de la mitochondrie remonte au XVIIIème siècle, mais la description précise de la 

structure de cet organite a été possible grâce aux travaux de microscopie électronique menés dans les 

années 1950. Les différentes composantes de la mitochondrie ont alors été décrites : membrane 

externe ; espace inter-membranaire ; membrane interne ; et matrice mitochondriale (Palade 1953). La 
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membrane lipidique externe et la membrane lipidique interne délimitent les deux compartiments 

mitochondriaux : la matrice et l’espace inter-membranaire (Figure 17). 

La membrane mitochondriale externe, de composition lipidique proche de la membrane plasmique, est 

perméable aux ions et protéines de petits poids moléculaires (jusqu’à 5kDa) du fait de la présence de 
canaux ioniques voltage-dépendants appelés porines. En conséquence, les compositions ioniques du 

cytosol et de l’espace inter-membranaire sont proches (A. C. Lee et al. 1998). 

En revanche, la membrane interne est beaucoup moins perméable du fait de l’absence de porines. De 
plus, sa composition particulière, riche en cardiolipines, permettrait la stabilisation des nombreux 

complexes protéiques qui la composent (Mejia et Hatch 2016). Des systèmes protéiques spécifiques, 

tels que les complexes de la chaine respiratoire, sont donc nécessaires au transport des molécules vers 

la matrice mitochondriale, générant ainsi un gradient électrochimique. 

Enfin, la matrice mitochondriale est le siège de nombreuses réactions enzymatiques impliquées dans le 

métabolisme cellulaire, comprenant notamment le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative. 

5.1.1.3 Dynamique mitochondriale 

Les mitochondries sont organisées sous la forme d’un réseau au sein du cytoplasme. Un remodelage 
constant de l’architecture de ce réseau est régi par les phénomènes de fusion et de fission 

mitochondriale, de mitophagie et de biogenèse mitochondriale. Il se présente sous deux formes 

possibles : filamenteux avec de longs tubules interconnectés, ou granuleux avec de petites sphères 

fragmentées (Giacomello et al. 2020). Témoin du dynamisme de ces phénomènes, les mitochondries 

voient leur aspect largement modifié au cours d’un même cycle cellulaire, allant d’un réseau 
interconnecté en phase G1 à un réseau fragmenté en phase S (Horbay et Bilyy 2016). 

Figure 17 : Structure de la mitochondrie. A. Image de microscopie électronique montrant une mitochondrie humaine et son ultrastructure
(adaptée de Chaffey et al. 2003). B. Représentation schématique d’une mitochondrie en coupe. 



Introduction 

51 

 Fusion mitochondriale 

La fusion mitochondriale consiste en l’intégration de deux organites en un seul. Un premier contact 
entre les membranes externes se fait par l’intermédiaire de protéines de la famille des dynamines 
appelées mitofusines (Mfn1 ou Mfn2), très conservées au cours de l’évolution. Il s’en suit une fusion de 

la membrane externe mitochondriale permettant ensuite le contact entre les deux membranes internes, 

médiée par une autre protéine de la famille des dynamine OPA1 (Figure 18) (Koshiba et al. 2004). Des 

travaux ont montré que 8 isoformes de la protéine OPA1 étaient importées dans la mitochondrie et que 

leur implication fonctionnelle dans le processus de fission pouvait être différent, même s’il reste mal 
compris (Olichon et al. 2007). 

 Fission mitochondriale 

La fission mitochondriale consiste en la division de l’organite en deux autres parfaitement distincts. Des 
travaux de criblages génétiques ont permis d’identifier les acteurs de ce mécanisme chez la levure, puis 
secondairement les gènes homologues chez les mammifères. La protéine Drp1 est le médiateur 

principal du mécanisme de fission, par la formation d’une structure hélicoïdale en anneau autour du 

tubule mitochondrial (Smirnova et al. 2001). Le recrutement de Drp1 sur les sites de fission nécessite la 

protéine FIS1 enchâssée dans la membrane externe mitochondriale (Figure 18) (Losón et al. 2013). 

 

  

 

 

Figure 18 : Processus de fusion et 
fission mitochondriale. A. Les protéines 
de la famille des mitofusines Mfn1 et Mfn2 
permettent la première étape d’amarrage 
entre les membranes mitochondriales. La 
deuxième étape de fusion fait intervenir 
des mécanismes différents selon la 
membrane interne ou externe. C’est la 
protéine OPA1 qui permet le contact entre 
les membranes internes mitochondriales 
chez l’homme. B. Les protéines 
cytosoliques Drp1 vont être recrutées sur 
les sites de fission et former ainsi une 
structure hélicoïdale en anneau par 
oligomérisation. Ce complexe protéique 
va permettre la scission du tubule 
mitochondrial et la formation de deux 
mitochondries distinctes (d’après 
Westermann 2010). 
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 Mitophagie 

La mitophagie est un processus de recyclage de la mitochondrie par le biais du mécanisme 

d’autophagie. De manière spécifique à cet organite, la protéine kinase PINK-1 va être exprimée sur la 

membrane externe des mitochondries caractérisée par un potentiel de membrane faible. Cela va 

permettre le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase Parkin, à l’origine de la formation du protéasome, puis 

de la cascade de signalisation aboutissant à l’autophagocytose mitochondriale (Eiyama et Okamoto 

2015). 

 Biogénèse mitochondriale 

La néo-synthèse des mitochondries, appelée biogénèse mitochondriale est un processus essentiel au 

remplacement des mitochondries altérées et à l’adaptation de la biomasse mitochondriale. L’acteur 
central de ce processus est la protéine PGC-1α, permettant la transcription de plusieurs facteurs de 

transcription tels que NRF-1, NRF-2 ou ERRα (Scarpulla 2011). PGC-1α est activée selon l’état de 
stress cellulaire ou les besoins énergétiques. 

5.1.1.4 Génomique mitochondriale chez l’homme 

 Structure et organisation de l’ADN mitochondrial humain 

Séquencé pour la première fois en 1981, l’ADN mitochondrial chez l’homme est un ADN circulaire 

double brin de 16569 paires de bases (Cann, Stoneking, et Wilson 1987; Anderson et al. 1981). Celui-ci 

est de petite taille en comparaison au génome mitochondrial d’autres organismes telle que la levure 

Saccharomyces cerevisiae (85,8 Kb). L’hypothèse communément avancée est celle du transfert d’un 
gène mitochondrial vers le génome nucléaire au cours de l’évolution des mammifères, épargnant les 
gènes codant les protéines mitochondriales, très hydrophobes, qui ne peuvent passer facilement les 

membranes mitochondriales (Pakendorf et Stoneking 2005; Lang, Gray, et Burger 1999). 

L’ADN mitochondrial humain est occupé de façon dense par des portions codantes. En effet, il 
comprend 37 gènes mitochondriaux dont 13 gènes codent des sous-unités des complexes de la 

phosphorylation oxydative, 22 gènes d’ARN de transfert et 2 gènes d’ARN ribosomaux. Ces gènes ne 
possèdent pas d’introns ou de séquences intergéniques. Ils se répartissent sur les deux brins d’ADN 
dont leur composition nucléotidique permet de différencier un brin dit « lourd » (heavy strand ou brin H, 

riche en guanine) et un brin « léger » (light strand ou brin L, pauvre en guanine). De plus, une séquence 

courte d’ADN supplémentaire sur le brin H forme une structure en triple brin sur une zone précise de 

l’ADN mitochondrial dénommée D-Loop (Displacement-Loop) (Figure 19). Cette région régulatrice 



Introduction 

53 

Figure 19 : Organisation du génome mitochondrial humain. Les deux brins de l’ADN 
mitochondrial sont représentés par des cercles nommés « heavy strand » (brin lourd)  ou « light
strand » (brin léger). Les gènes des ARNt codés par chacun des deux brins sont indiqués par la 
lettre de l’acide aminé correspondant. Chaque gène de l’ADN mitochondrial est dénommé en 
italique (d’après Taylor et Turnbull 2005). 

contient les promoteurs de la transcription, les sites d’initiation de la transcription des deux brins, et 

l’origine de réplication du brin H (Falkenberg, Larsson, et Gustafsson 2007). 

Une cellule humaine contient environ 1000 copies du génome mitochondrial qui se répartissent dans 

l’ensemble du réseau mitochondrial sous la forme de structures nucléo-protidiques compactées 

appelées nucléoïdes. Ces complexes de taille allant de 100 à 300 nm contiennent 1 à 10 copies d’ADN 
mitochondrial. Le médiateur principal de la compaction de l’ADN mitochondrial humain est la protéine 
TFAM (Mitochondrial Transcription Factor A) qui possède deux domaines HMG-box séparés par un 

linker, formant ainsi un sillon pour l’interaction avec l’ADN mitochondrial. TFAM peut interagir de 
manière spécifique ou non-spécifique avec l’ADN mitochondrial (Figure 20). Même si les mécanismes 

précis restent encore mal élucidés, cette conformation tridimensionnelle serait favorable à la formation 

des supercoils d’ADN mitochondrial observés dans les nucléoïdes (Farge et Falkenberg 2019). La 

protéine TFAM est aussi impliquée dans la transcription de l’ADN mitochondrial, ce qui a amené 
certains auteurs à qualifier cette protéine d’« histone-like » pour l’ADN mitochondrial (Kanki et al. 2004). 
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 Réplication de l’ADN mitochondrial 

L’ADN mitochondrial présente deux sites d’origine de réplication qui sont situés sur deux régions non 
complémentaires de chacun des deux brins d’ADN (OH et OL). Cela entraine une réplication 

asymétrique et asynchrone de chacun des deux brins d’ADN mitochondrial (Figure 21). 

La première étape est la séparation des deux brins par l’hélicase TWINKLE au niveau de l’origine de 
réplication du brin H (OH). Une réplication unidirectionnelle du brin H débute via la polymérase POL-γ 
(POLymerase-γ), seule ADN polymérase présente dans le compartiment mitochondrial (Kaguni 2004). 

Parallèlement une protection du brin H parental est assurée par son recouvrement grâce à la protéine 

mtSSB (mitochondrial Single-Stranded DNA-Bindind protein). Lorsque la machinerie réplicative atteint 

l’origine de réplication du brin L (OL), l’ADN du brin L prend alors une structure tridimensionnelle en 

tige-boucle qui permet le recrutement de la POLRmt (mitochondrial DNA-directed RNA POLymerase), 

puis de POL-γ. Celle-ci initie alors la réplication unidirectionnelle du deuxième brin d’ADN mitochondrial 
(Gustafsson, Falkenberg, et Larsson 2016). 

  

Figure 20 : Structure de TFAM et interaction avec l’ADN mitochondrial. A. Représentation schématique 
de la protéine TFAM. Les deux domaines HMG-box séparés par un linker, forme un sillon pour l’interaction 
avec l’ADN mitochondrial. B. TFAM peut se lier à l’ADN mitochondrial de manière non-spécifique et induire sa 
compaction. Il peut aussi reconnaitre des séquences spécifiques et activer la transcription de l’ADN 
mitochondrial (d’après Farge et Falkenberg 2019) 
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 Transcription de l’ADN mitochondrial 

Le site de régulation de la transcription de l’ADN mitochondrial est le D-Loop. Celui-ci contient trois sites 

d’initiation de la transcription : un site sur le brin L (LSP) et deux sur le brin H (HSP1 et HSP2) (Figure 

22). Les transcrits générés à partir des sites LSP et HSP2 sont polycistroniques et couvrent la totalité 

de l’ADN mitochondrial. En revanche, le site d’initiation de la transcription HSP1, très actif, génère des 
transcrits plus courts comprenant notamment les ARN ribosomaux 12S and 16S, ce qui expliquerait leur 

abondance dans la cellule (Falkenberg, Larsson, et Gustafsson 2007). 

L’initiation de la transcription est orchestrée par l’ARN polymérase POLRmt dont la structure est très 
proche de celle des ARN polymérases des bactériophages T3 et T7. Le bon fonctionnement de la 

machinerie transcriptionnelle mitochondriale nécessite le recrutement des protéines TFAM et TFB2M 

(Mitochondrial Transcription Factor B2) qui permettent l’accès au promoteur (Ramachandran et al. 

2017). L’élongation de la transcription fait ensuite intervenir le facteur TEFM (Mitochondrial 

Transcription Elongation Factor) qui promeut l’activité de POLRmt et empêche la terminaison précoce 
du processus transcriptionnel. Enfin, la terminaison de la transcription est régulée par le facteur 

MTERF1 selon des mécanismes qui sont encore à ce jour non formellement élucidés (D’Souza et 
Minczuk 2018). 

Figure 21 : Processus de réplication de l’ADN mitochondrial. La réplication de l’ADN mitochondrial débute par la séparation des deux 
brins par l’hélicase TWINKLE au niveau de l’origine de réplication OH. Au cours de la réplication unidirectionnelle du brin H par l’ADN 
polymérase γ, le brin L est protégé par recouvrement de l’ADN par les protéines mtSSB. La réplication du brin L débute par le recrutement
de POLRmt, une fois que la machinerie réplicative atteint l’origine de réplication OL (d’après Gustafsson, Falkenberg, et Larsson 2016). 
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 Maintenance de l’ADN mitochondrial 

À l’instar du génome nucléaire, l’ADN mitochondrial est régulièrement soumis à des stress pouvant 
l’endommager au cours d’une vie cellulaire. Ces stress sont principalement endogènes de par la 
proximité de l’ADN mitochondrial avec la chaine de transport des électrons, qui produits les ROS 

(espèces réactives de l’oxygène) au cours de la respiration cellulaire. Les multiples copies du génome 

mitochondrial présentes dans une seule cellule ont longtemps amené la communauté scientifique à 

présumer que l’ADN mitochondrial endommagé n’était par réparé mais simplement éliminé. Même si les 
mécanismes de reconnaissance des dommages de l’ADN par la machinerie protéique mitochondriale 
restent mal décrits, plusieurs équipes indépendantes ont désormais démontré l’existence de systèmes 

complexes de réparation de l’ADN commun au compartiment mitochondrial et nucléaire (Stein et Sia 

2017). La réparation par excision de base (BER, Base Excision Repair) est le premier mécanisme de 

réparation a avoir été décrit dans la mitochondrie. Récemment, la réparation des cassures double brin 

par recombinaison homologue, jonction des extrémités non-homologue (NHEJ, Non-Homologous End-

Joining), de même que la réparation des mésappariements (MMR, MisMatch Repair) ont été mis en 

évidence dans le compartiment mitochondrial. En revanche, la réparation par excision de nucléotide 

(NER) apparait absente de la mitochondrie. 

a La BER 

La réparation par excision de base est le premier mécanisme de réparation de l’ADN mitochondrial à 
avoir été décrit et est aussi le mieux connu (Domena et Mosbaugh 1985). Cette voie de réparation est 

impliquée dans le principal type de dommage endogène subit par d’ADN mitochondrial qui correspond 
aux adduits de 7,8 dihydro-8-oxoguanine secondaires à l’exposition aux ROS. En effet, à forte 
concentration, les ROS entrainent une oxydation des dGTPs libres. Ceux-ci vont être incorporés dans la 

séquence nucléotidique à la place du dTTP et créer une mutation par transversion (Pursell et al. 2008). 

Figure 22 : Processus de transcription de l’ADN mitochondrial. Représentation 
schématique du processus d’initiation de la transcription mitochondriale au niveau des sites 
d’initiation de la transcription HSP1, HSP2 (brin H) et LSP (brin L) (d’après Falkenberg, 
Larsson, et Gustafsson 2007). 
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Comme dans le noyau, deux sous-catégories de réparation sont possibles dans la mitochondrie : la voie 

BER rapide et la voie BER lente (Figure 23). 

Plusieurs glycosylases sont actives dans la mitochondrie et peuvent être réparties en deux groupes : les 

glycosylases bifonctionnelles avec activité lyase (OGG1, NTHL1, NEIL1 et NEIL2) et les glycosylases 

monofonctionnelles (UDG1, AAG et MUTYH). Les premières sont capables de cliver directement le site 

abasique et sont dédiées à la réparation des dommages oxydatifs, alors que les secondes nécessitent 

l’intervention de l’endonucléase APE1 et sont plus spécifiques à la réparation des bases alkylées ou 

désaminées (Prakash et Doublié 2015).  

Dans le cas de la BER rapide, le nucléotide manquant complémentaire au brin opposé est ajouté par la 

polymérase Pol-γ, puis la Ligase 3 relie ce nucléotide au reste de l’ADN mitochondrial. 

La voie de réparation BER lente est privilégiée lorsque le site endommagé est réfractaire à l’action de 
Pol-γ (par exemple dans le cas des adduits de 2-desoxyribonolactones sur l’extrémité 5’ en cas de 
stress oxydatif). La polymérase va alors créer une séquence nucléotidique dite « flap » contenant 2 à 12 

nucléotides pour remplacer le nucléotide manquant. Les endonucléases spécifiques FEN1, EXOG et 

DNA2 vont ensuite éliminer les nucléotides non complémentaires avant que la Ligase 3 intervienne 

(Kazak, Reyes, et Holt 2012). 

La voie mitochondriale de réparation BER est très efficiente. En effet, une étude a démontré que la 

réparation des adduits de 7,8 dihydro-8-oxoguanine est plus performante dans la mitochondrie que 

dans le noyau (Thorslund et al. 2002). 



Introduction 

58 

 

b La MMR 

La réparation par mésappariements de bases est la deuxième voie de réparation des dommages simple 

brin à entrer en jeu dans le compartiment mitochondrial. Celle-ci a été mise en évidence pour la 

première fois en 2003 à partir d’extraits mitochondriaux de rat (Mason et al. 2003). La protéine 

mitochondriale YB-1 (Y box binding protein) est l’acteur principal de la reconnaissance des 
mésappariements sur l’ADN mitochondrial. En dehors de MSH5, les médiateurs de la MMR du 
compartiment nucléaire n’ont pas été détectés dans la mitochondrie ce qui suggère l’existence de voies 
de signalisation MMR spécifiques dans cet organite (Zinovkina 2018). 

c La réparation des cassures double brin 

Bien que plusieurs acteurs de la réparation des cassures double brin nucléaires soient impliqués dans 

la maintenance de l’ADN mitochondrial, les mécanismes précis de réparation sous-jacents restent 

encore mal compris. À titre d’exemple, un isoforme de la protéine Ku80, tronquée sur sa partie 

Figure 23 : Processus de réparation par excision de bases dans la mitochondrie. En réponse à un dommage oxydatif sur l’ADN 
mitochondrial, deux mécanismes de réparation par excision de bases peuvent être engagés selon l’affinité du site de cassure avec l’ADN 
polymérase γ: la BER-lente (SP-BER) et la BER-rapide (LP-BER) (adapté de Kazak, Reyes, et Holt 2012) 
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N-terminale et transloquée dans la mitochondrie, jouerait un rôle dans la réparation des dommages 

oxydatifs subis par l’ADN mitochondrial (Coffey et Campbell 2000). D’autres protéines très étudiées 
dans le contexte de la réparation de l’ADN nucléaire telles que XRCC4, MRE11 ou RAD51, ont aussi 

été identifiées comme critiques pour la maintenance de l’ADN mitochondrial (Sage, Gildemeister, et 

Knight 2010; Wisnovsky, Jean, et Kelley 2016; Dmitrieva, Malide, et Burg 2011). L’activité de 
recombinaison homologue a été bien décrite dans les mitochondries de Saccharomyces cerevisiae 

(Stein, Kalifa, et Sia 2015). Concernant les mitochondries humaines, il a été démontré qu’elles sont 
capables de catalyser la recombinaison homologue de plasmides in vitro (Thyagarajan, Padua, et 

Campbell 1996). Concernant la NHEJ, les données issues des modèles de mammifères sont 

contradictoires, certaines suggérant l’existence des mécanismes de réparation par NHEJ classique 
(Bacman et al. 2014), alors que d’autres travaux soutiennent l’existence d’une réparation médiée 

uniquement par NEJH alternative (Tadi et al. 2016). Il est important de souligner que la plupart des 

travaux menés dans le domaine de la réparation des cassures double brin de l’ADN mitochondrial ont 
été mené dans des modèles de levures et leur extrapolation systématique à l’homme reste encore 
incertaine. 

5.1.2 Rôle biologique de la mitochondrie 

5.1.2.1 Les oxydations phosphorylantes 

La mitochondrie est le siège de réactions d’oxydoréduction au niveau des complexes de la chaine 
respiratoire mitochondriale qui, couplée à l’activité de l’ATP synthase, sont regroupées sous 
l’appellation phosphorylation oxydative. Les substrats de ce processus biochimique sont les coenzymes 

réduites NADH ou FADH2, et le résultat final une synthèse d’ATP. 

 Chaine respiratoire mitochondriale 

La chaine respiratoire mitochondriale est composée de quatre complexes multienzymatiques et de 

l’ATP synthase. Ceux-ci sont tous enchâssés dans la membrane interne mitochondriale au niveau des 

crêtes mitochondriales. 
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a Le complexe I ou NADH déshydrogénase 

Le complexe I est le point d’entrée du NADH, provenant de la glycolyse, de la β-oxydation des acides 

gras, du cycle de Krebs ou encore de la décarboxylation oxydative du pyruvate. Il s’agit du plus gros 
complexe de la chaine respiratoire mitochondriale dont la conformation change au cours du processus 

de réduction. Le NADH cède 2 électrons au complexe I qui est transféré à l’ubiquinone grâce à ses 
groupes rédox (flavine mononucléotide) et ses protéines à centre fer-soufre. En parallèle, le complexe I 

catalyse la réduction du coenzyme Q. Ces réactions permettent le transfert total de 4 protons depuis la 

matrice vers l’espace intermembranaire. 

b Le complexe II ou succinate déshydrogénase 

Le complexe II possède une masse de 124 kDa et est situé au niveau de membrane interne du côté de 

la matrice mitochondriale. Il est le point d’entrée du FADH2, issue du cycle de Krebs, dont il capture 
deux électrons et les transmet vers l’ubiquinone. Le complexe II ne peut pas libérer de protons vers 

l’espace intermembranaire car l’énergie générée par les réactions d’oxydoréduction n’est pas suffisante. 

c Les complexe III ou succinate déshydrogénase 

Le complexe III (240kDA) prend ensuite en charge l’ubiquinol, forme hydrophobe de l’ubiquinone réduite 
par le complexe I et II. Par une protéine à centre fer-soufre, deux cytochrome b et le cytochrome c1, le 

complexe III transfère deux électrons au cytochrome c. L’énergie de cette réaction permet la 
translocation de quatre protons dans l’espace intermembranaire. 

Figure 24 : Chaine respiratoire mitochondriale. Les complexes de la chaîne respiratoire sont enchâssés dans la membrane 
interne mitochondriale, tandis que les transporteurs d’électrons coenzyme Q et cytochrome c sont mobiles. Les électrons et les 
protons donnés par les coenzymes NADH et FADH2 sont transportés d’un complexe à un autre via les transporteurs mobiles 
d’électrons. L’énergie libérée par les réactions d’oxydoréductions successives permet le pompage de protons par les complexes I,
III et IV et la création d’un potentiel de membrane (Ψm) entre l’espace intermembranaire et la matrice. Il est indispensable à la 
synthèse d’ATP au niveau du complexe V, qui est l’ATP synthase (adaptée d’après Osellame, Blacker, et Duchen 2012) 
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d Le complexe IV ou cytochrome c oxydase 

Le complexe IV permet l’oxydation du cytochrome réduit, associée à la réduction de l’oxygène 
moléculaire dans la matrice mitochondriale. Ce processus est possible du fait de la présence d’un 
cytochrome a, d’un cytochrome a3 et de deux ions cuivre. Il génère une molécule d’H2O et permet la 

translocation de quatre protons de la matrice vers l’espace intermembranaire. 

e ATP synthase 

L’ATP synthase, ou complexe V, est un complexe protéique de 600 kDa composé de 16 sous-unités. Il 

s’agit de l’enzyme finale de la phosphorylation oxydative qui va catalyser la synthèse d’ATP à partir 
d’ADP. Ce complexe protéique fonctionnerait en dimère et serait localisé à l’extrémité distale des crêtes 
mitochondriales (Hahn et al. 2016). Par gradient de concentration, les protons accumulés dans l’espace 
intermembranaire vont traverser l’ATP synthase au niveau des sous-complexes F0 et générer l’énergie 
permettant les modifications conformationnelles de plusieurs sous-unités du sous-complexe catalytique 

F. Celles-ci permettent alors l’exposition des sous-unités catalytiques de l’ATP synthase à l’ADP et au 

phosphate inorganique dans la matrice mitochondriale, pour former de l’ATP (Papa et al. 2012). 

 Mécanismes de régulation 

Afin d’adapter efficacement la cellule à ses besoins énergétiques, la phosphorylation oxydative est 

finement régulée. Au-delà de la dynamique mitochondriale impliquant biogénèse, fusion et fission, qui 

sont des éléments centraux de la régulation énergétique cellulaire, plusieurs mécanismes intrinsèques à 

la chaine respiratoire mitochondriale sont impliqués. Premièrement, on peut citer le rétrocontrôle du 

ratio ATP/ADP mitochondrial. En effet, lorsque ce rapport est trop élevé (production importante 

d’énergie), l’ATP inhibe de manière allostérique le complexe IV. Deuxièmement, une régulation de 
l’efficacité de couplage (proportion de phosphates par molécule d’oxygène consommée intégrée dans 
l’ATP) peut aussi survenir par la modification de l’efficience de la pompe à protons ou du gradient 
électrochimique (notamment via les protéines découplantes UCP) (Kadenbach 2003). 

5.1.2.2 Autres rôles 

 Homéostasie calcique 

La mitochondrie a un rôle clé dans la régulation de l’ion Ca2+ dans la cellule. En dehors d’un rôle 
tampon permettant la régulation du Ca2+ cytosolique (stockage ou libération), le calcium mitochondrial 

participe à l’efficience de la production énergétique. Ainsi, l’import du NADH, substrat du cycle de 
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Krebs, vers la mitochondrie dépend de transporteurs liant le Ca2+. L’entrée de Ca2+ dans la 

mitochondrie (par les porines VDAC pour la membrane externe puis par les canaux MCU pour la 

membrane interne) stimule l’activité de l’ATP synthase (Nicholls 2005). Enfin, l’implication de la 
mitochondrie dans la signalisation calcique cytosolique se fait en étroite collaboration avec le réticulum 

endoplasmique. 

 Balance d’oxydo-réduction 

Le compartiment mitochondrial est la source principale de production de ROS dans une cellule 

eucaryote. Cette production est issue de la phosphorylation oxydative par la fuite d’électrons qui 
réagissent avec les molécules d’O2. Celles-ci subissent une réduction incomplète par un électron 

devenant ainsi un radical O2*-, instable et très réactif (Glasauer et Chandel 2013). Ces ROS ont une 

action néfaste sur la cellule dans la mesure où ils peuvent endommager les composants moléculaires 

de la cellule induisant un stress oxydatif. Les enzymes superoxyde dismutases (SOD2 dans la matrice 

mitochondriale) régulent la quantité de ROS par transformation de l’O2*- en H2O2, principal messager 

de la balance d’oxydo-réduction. En effet, l’H2O2 induit des changements allostériques par oxydation 

des groupements thiols des cystéines, entrainant ainsi des modifications des voies de signalisation 

intracellulaires. On peut citer par exemple l’activation de HIF-1α, p53 ou JNK-1, ou à l’inverse, 
l’inhibition de PTEN en cas d’augmentation de l’H2O2 (Sena et Chandel 2012; Schieber et Chandel 

2014). De ce fait, il a été largement démontré que la balance d’oxydo-réduction mitochondriale est 

impliquée dans certains mécanismes biologiques centraux (notamment le renouvellement des cellules 

souches) et dans le développement de nombreuses pathologies (par exemple, les maladies 

cardiovasculaires ou neurodégénératives). 

 Apoptose intrinsèque 

L’apoptose est un mécanisme physiologique qui permet l’homéostasie tissulaire et peut être déclenché 
en réponse à divers stimuli cellulaires. L’apoptose peut survenir selon deux mécanismes distincts : la 

voie intrinsèque et la voie extrinsèque. La mitochondrie joue un rôle central dans l’apoptose intrinsèque 
(Hotchkiss et al. 2009). 

La voie intrinsèque est déclenchée suite à un stress cellulaire (dommages à l’ADN, stress oxydatifs, 
stress réplicatifs…). Ces signaux de stress convergent vers la mitochondrie et entrainent la 
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MOMP), véritable « point de non-retour » 

pour le mécanisme de mort cellulaire programmée, puis la libération de cytochrome c. Le cytochrome c 

peut alors se lier à la protéine Apaf-1 pour former le complexe nommé apoptosome. Celui-ci recrute les 
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caspases effectrices en cascade, ce qui aboutit à la fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. 

Découverte dans les années 1980, les protéines de la famille Bcl-2 (B Cell Lymphoma-2) contrôlent la 

perméabilité de la membrane mitochondriale externe. Cette famille se compose de membres dits 

pro-apoptotiques et anti-apoptotiques qui ont en commun la présence d'un nombre variable de 

domaines BH (Bcl-2 Homology). Parmi les protéines du premier groupe, BAK (Bcl-2 Antagonist killer) et 

BAX sont des protéines dites «effectrices», car leur oligomérisation au niveau de la membrane externe 

mitochondriale est directement impliquée dans le mécanisme de MOMP. À l'inverse, les protéines 

anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL, et MCL-1 (myeloïd cell leukemia 1), l'inhibent. En plus des groupes de 

protéines pro- et anti-apoptotiques, il existe une sous-famille de protéines dites «BH3-only», 

caractérisée par la présence unique d'un domaine BH3, qui peut entraîner une activation (Bid, PUMA...) 

ou une dérépression (NOXA, Bik...) des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. En l’absence de 
stimuli de stress, les protéines « BH3-only » se lient aux protéine pro-apoptotiques pour empêcher leur 

oligomérisation (Moldoveanu et al. 2014). 

 

Figure 25 : Place de la mitochondrie dans le processus d’apoptose intrinsèque. Le stress
cellulaire augmente l’activité des protéines BH3-only dans le cytosol. Cela favorise 
l’oligomérisation des protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2 (BAX et BAK) au niveau de 
la membrane mitochondriale externe. Ce processus libère le cytochrome c qui en retour active 
la formation de l’apoptosome. La cascade de signalisation qui en découle, dépendante des 
caspases, va aboutir à la mort cellulaire par apoptose (d’après Ashkenazi et al. 2017, 2). 
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5.1.3 Import des protéines mitochondriales 

La grande majorité des protéines présentes dans le compartiment mitochondrial sont codées par l’ADN 
nucléaire. En conséquence, un système d’import des protéines depuis le cytosol vers la mitochondrie 
est nécessaire. Plusieurs voies complexes d’import protéique ont été décrites à ce jour, mais elles 

constituent toujours une explication très insuffisante à la localisation mitochondriale de plus de 1500 

protéines (Figure 26) (O. Schmidt, Pfanner, et Meisinger 2010; Becker, Böttinger, et Pfanner 2012). 

5.1.3.1 Transport vers l’espace inter membranaire 

L’ensemble des systèmes d’import de protéines dans la mitochondrie connus repose sur le complexe 
TOM (Translocase Outer Membrane). Ce complexe multiprotéique, dont le composant principal est 

Tom40, est le point de passage initial permettant le franchissement de la membrane mitochondriale 

externe. En fonction des séquences présentes sur les protéines importées, dites séquences 

d’adressage, celles-ci vont ensuite être prises en charge par d’autres complexes d’import dans l’espace 
intermembranaire (Chacinska et al. 2009). 

5.1.3.2 Import des protéines avec séquences d’adressage vers la fraction interne mitochondriale 

Les protéines importées possédant une séquence d’adressage mitochondrial sont transférées vers la 
translocase TIM23. Ces séquences sont localisées en région N-terminale, sont composées de 15 à 50 

acides aminés, et forment des hélices α chargées positivement. Elles traversent le complexe TIM23 

Figure 26 : Mécanismes d’import des protéines dans la mitochondrie. Cinq mécanismes d’import des protéines mitochondriales ont 
été décrits. MMI : membrane mitochondriale interne ; MME : membrane mitochondriale externe ; EIM : espace inter-membranaire (adapté
de Becker, Böttinger, et Pfanner 2012) 
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avec le concours de la protéine PAM (presequence translocase-associated motor). Après clivage de 

leur séquence d’adressage, ces protéines vont atteindre la matrice mitochondriale. En revanche, les 

protéines possédant en aval de leur séquence d’adressage une séquence signal hydrophobe vont 
stopper leur translocation et être intégrée dans la membrane mitochondriale interne (Chacinska et al. 

2009). 

5.1.3.3 Import des protéines au sein de la membrane externe mitochondriale 

Deux systèmes d’import intéressant deux types de protéines de structure de la membrane externe 
mitochondriale ont été décrits. Le premier intéresse les protéines en tonneau-β, qui après avoir été 
importées dans l’espace intermembranaire par le complexe TOM, sont insérées dans la membrane 

externe mitochondriale par l’action du complexe protéique TOB (topogenesis of mitochondrial outer 

membrane β-barrel aussi appelée SAM : Sorting and Assembly Machinery) (Takeda et al. 2021). On 

peut citer les porines VDAC ou Tom40 dont l’import et l’insertion membranaire dépendent de ce 

mécanisme. Le deuxième processus d’import vers la membrane externe intéresse les protéines en 
hélice-α. La connaissance des mécanismes moléculaires précis sous-jacents reste très fragmentaire 

mais ce système d’import ne semble pas dépendant de la voie Tom40 (O. Schmidt, Pfanner, et 

Meisinger 2010). En fonction de l’ancrage N- ou C-terminal dans la membrane externe de la protéine 

importée, des acteurs protéiques différents entreraient en jeu. À titre d’exemple, on peut citer Mim1 
(mitochondrial import 1) qui permet l’insertion membranaire des protéines à ancrage N-terminal 

(notamment Tom20 ou Tom70) (Becker et al. 2008). 

5.1.3.4 Import protéique dans l’espace intermembranaire par relais de ponts disulfures 

De nombreuses protéines mitochondriales au sein de l’espace intermembranaire sont des petites 

protéines inférieures à 50kDa ne contenant pas de séquence d’adressage (Dudek, Rehling, et van 

der Laan 2013). Récemment, un système de piégeage de protéines importées dans l’espace 
intermembranaire a été découvert (Chacinska et al. 2004; Terziyska et al. 2005). Celui-ci repose sur la 

formation de ponts disulfures inter-moléculaires intermittents avec la protéine CHCHD4 (Mia40 chez la 

levure) puis sur la formation de ponts disulfures intramoléculaires. C’est la présence d’une séquence 
hydrophobique riche en résidus cystéines (motif « jumeau » Cx9C) qui permet la reconnaissance de la 

protéine importée par CHCHD4. L’activité de CHCHD4 dépend de son statut d’oxydation, qui est 
contrôlé par la protéine ALR (Erv1 chez la levure) dont le propre statut d’oxydation est lui-même régulé 

par le cytochrome c et donc par l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale (Grumbt et al. 2007; 

Allen et al. 2005). Les substrats de CHCHD4 ayant ainsi formés des ponts disulfures intramoléculaires 

sont alors piégés du fait de leur conformation « repliée » dans l’espace inter-membranaire. Plusieurs 
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modèles d’interaction entre CHCHD4, ALR et la protéine cible ont été proposés mais aucun n’a été 
établi avec certitude à ce jour (Hell 2008). On notera que des données suggèrent que ce système 

d’import protéique est responsable, au moins en partie, de la localisation mitochondriale de la protéine 
suppressive de tumeur p53 (Zhuang et al. 2013). 

5.1.3.5 Import des protéines vers la membrane interne 

La membrane interne est riche en transporteurs permettant les échanges de métabolites entre la 

matrice mitochondriale et l’espace inter-membranaire. Ces transporteurs contiennent une ou plusieurs 

séquences d’adressage discontinues d’une dizaine d’acides aminés permettant leur reconnaissance par 
les protéines chaperonnes hexamériques Tim9-Tim10 dans l’espace inter-membranaire (Webb et al. 

2006). Elles sont alors transférées vers le complexe TIM22 qui est responsable ensuite de l’insertion 
dans la membrane interne mitochondriale selon des processus moléculaires encore mal connus (Davis 

et al. 2007). 

5.2 Dérégulation du métabolisme mitochondrial dans les cellules tumorales 

5.2.1 Effet Warburg 

Ce phénomène, baptisé du nom du chercheur qui en a fait la première description dans les années 

1920, est une des caractéristiques de la cellule tumorale (Otto Warburg 1924). Selon cette hypothèse, 

la cellule cancéreuse va préférentiellement utiliser les voies de production de l’ATP à rendement 
médiocre afin de réserver le glucose à la synthèse de macromolécules. En effet, Otto Warburg a 

démontré qu’en condition aérobie, les cellules tumorales généraient leur énergie par la voie de la 
glycolyse anaérobie plutôt que par la phosphorylation oxydative mitochondriale (O. Warburg 1956). 

Cette observation peut paraitre paradoxale dans la mesure où la phosphorylation oxydative est la plus 

rentable quantitativement en termes de production d’ATP. L’hypothèse initiale d’altération des enzymes 
mitochondriales avancée par Warburg fut rapidement écartée. L’explication aujourd’hui acceptée est 
celle d’une adaptation de la cellule tumorale qui capte et dégrade le glucose de manière accrue, en 

l’absence ou en présence d’oxygène, principalement pour satisfaire la demande en dérivés glycosylés. 

En effet, ceux-ci sont indispensables aux réactions anaboliques permettant la synthèse de la biomasse 

cellulaire (lipides, nucléotides et acides aminés) pour la prolifération tumorale, et non pour la production 

d’ATP (Vander Heiden, Cantley, et Thompson 2009). 
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5.2.2 Adaptation métabolique des cellules tumorales 

Plusieurs mécanismes permettent cette adaptation avantageuse du métabolisme de la cellule 

cancéreuse. Premièrement, l’augmentation de l’expression des transporteurs du glucose 
(principalement la protéine GLUT1 codée par le gène SLC2A1) est un phénomène largement décrit 

dans les cellules cancéreuses et activé par les oncogènes KRAS, BRAF ou AKT (Adekola, Rosen, et 

Shanmugam 2012). Deuxièmement, les enzymes de la glycolyse, telles que HK2 (hexokinase2), PGK1 

ou LDHA, notamment sous le contrôle de l’oncogène MYC, sont surexprimées dans les cellules 

cancéreuses. HK2, première enzyme de la glycolyse, est l’isoforme prédominant dans les cellules 
tumorales contrairement aux tissus sains (en dehors des cellules adipeuses et musculaires) (Moreno-

Sánchez et al. 2007). Le LDHA transforme le pyruvate en lactate permettant ainsi le recyclage du 

NADH en NAD+, substrat indispensable à la continuation de la glycolyse (San-Millán et Brooks 2017). 

Troisièmement, une diminution des capacités de phosphorylation oxydative dans les cellules tumorales 

en comparaison aux cellules saines a été confirmée dans de nombreux types de cancer (Seyfried et al. 

2014). Un lien avec les modifications de l’ultrastructure des mitochondries de la cellule cancéreuse a 
été avancé par certains auteurs (Arismendi-Morillo 2009). Enfin, l’excrétion de lactates, produits finaux 
de la glycolyse anaérobie est particulièrement efficiente dans les cellules tumorales, notamment par 

l’expression augmentée de transporteurs de lactates tels que SLC16A4 ou la famille de transporteurs 

MCT (Pereira-Nunes et al. 2020). 

La figure 27 récapitule les voies du métabolisme cellulaire et leur relation avec les principaux gènes 

suppresseurs de tumeurs et oncogènes. 
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5.2.2.1 Glycolyse anaérobie dans les cellules tumorales 

La glycolyse anaérobie offre divers avantages à la cellule tumorale. En effet, des travaux soutiennent 

que la synthèse de l’ATP est plus rapide par la glycolyse que par la phosphorylation oxydative (Pfeiffer, 

Schuster, et Bonhoeffer 2001). De plus, la glycolyse est une large source de précurseurs pour les 

processus de biosynthèse des acides aminés, lipides ou des nucléotides ce qui approvisionnent la 

cellule tumorale en macromolécules nécessaires pour sa division rapide. Au-delà de cet avantage 

biosynthétique, une activité glycolytique forte permet la production de NADPH par la voie des pentoses 

phosphates. Or, par cette production, la glycolyse anaérobie contribue largement au maintien de 

l’homéostasie redox dans les cellules tumorales (Cairns, Harris, et Mak 2011). En outre, la production 

de lactates permet la restauration rapide du coenzyme NAD via sa transformation en pyruvate 

(Israelsen et Vander Heiden 2015). 

La libération du lactate en dehors des cellules tumorales entraine une acidification du milieu 

extracellulaire, ce qui selon certains auteurs, leur confère un avantage sélectif (Gatenby et al. 2006). 

Figure 27 : Métabolisme cellulaire et lien avec les principaux gènes suppresseurs de tumeurs et oncogènes. La cellule tumorale 
oriente la glycolyse et le métabolisme mitochondrial vers la génération de précurseurs pour les processus de biosynthèse. De ce fait, une 
production de coenzymes telle que le NADPH est favorisée (via la voie des pentoses phosphates, du malate ou encore du α-
ketoglutarate) ce qui permet la synthèse des lipides et le maintien de l’équilibre d’oxydo-réduction nécessaire à la prolifération tumorale 
afin de produire les nombreuses macromolécules dont les cellules cancéreuses ont besoin pour proliférer. Ces processus sont sous le 
contrôle de plusieurs oncogènes (verts) et gènes suppresseurs de tumeur (rouge) (d’après Vander Heiden et al. 2009). 
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Contrairement aux cellules normales, les cellules tumorales ont la capacité de survivre et proliférer dans 

un environnement acide. Certaines études démontrent que l’acidification du microenvironnement 
tumoral favorise la migration et l’invasion tumorale par déstabilisation des jonctions adhérentes 
intercellulaires (K.-H. Chen et al. 2008), dégradation de la matrice extracellulaire (Rofstad et al. 2006) et 

activation de facteurs angiogéniques (Végran et al. 2011). Au-delà de ces propriétés pro-métastatiques, 

des données récentes démontrent aussi que le lactate extracellulaire altère les fonctions immunitaires 

des cellules NK ou des lymphocytes T et pourrait aussi participer à l’échappement immunitaire observé 
dans les tumeurs (Romero-Garcia et al. 2016). 

5.2.2.2 Métabolisme mitochondrial dans les cellules tumorales 

Du fait de son rendement énergétique faible, la glycolyse n’est pas suffisante pour remplir les besoins 
réplicatifs des cellules tumorales. Une étude a estimé à seulement 17% la proportion d’ATP provenant 
de la glycolyse, suggérant que la respiration mitochondriale est elle aussi largement impliquée dans la 

production énergétique tumorale (Zu et Guppy 2004). De plus, la respiration mitochondriale est aussi 

indispensable pour la biosynthèse de précurseurs non générés par la glycolyse, comme le citrate pour 

la synthèse des lipides, le malate pour la formation de pyruvate, ou encore l’oxaloacétate pour la 
synthèse d’acides aminés. Ainsi le cycle de Krebs est fortement impliqué dans la genèse 

d’intermédiaires de biosynthèse dans les cellules tumorales. Il est alors alimenté par d’autres voies 
métaboliques qui lui permettent de fonctionner de manière optimale, comme la glutaminolyse, 

l’autophagie ou la β-oxydation des acides gras (Hosios et al. 2016; DeBerardinis 2020; White, Mehnert, 

et Chan 2015). Avec une respiration mitochondriale déficiente, les cellules tumorales sont incapables 

(par exemple en cas de déplétion de l’ADNmt) de proliférer, ce qui illustre bien l’importance du 
métabolisme mitochondrial dans les cellules tumorales (Tan et al. 2015). 

5.2.2.3 Effet Warburg inversé 

Il est bien démontré que les différents cancers humains ne présentent pas le même phénotype 

métabolique. De même, une même tumeur est composée de plusieurs sous-populations de cellules 

caractérisées par un profil métabolique variable. En effet, du fait d’une grande hétérogénéité de 
perfusion au sein d’une même tumeur, certaines zones sont richement approvisionnées en nutriments 
alors que d’autres présentent un accès limité aux ressources nutritives. L’une des principales 
caractéristiques de la cellule tumorale est la capacité à s’adapter à cette variabilité. À titre d’exemple, il 
a été démontré que dans un milieu pauvre en nutriments, certaines tumeurs sont capables de capter les 

protéines du microenvironnement pour produire de la glutamine et ainsi pourvoir la chaine respiratoire 

mitochondriale en substrats (Kamphorst et al. 2015). D’autres travaux ont démontré qu’en condition 
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hypoxique, la cellule promeut la glycolyse, ce qui entraine la production de lactates, aux dépens de la 

phosphorylation oxydative (Moreno-Sánchez et al. 2014). Au sein d’une même tumeur, des travaux sur 
des modèles de culture 3D ont récemment démontré qu’une collaboration métabolique existait entre les 

cellules centrales de la culture (hypoxiques) et les cellules situées en périphérie de la culture 

(normoxiques) (Semenza 2008). En effet, la production de lactates issus de la glycolyse des cellules en 

zone hypoxique va être utilisée par les cellules situées en périphérie pour alimenter la phosphorylation 

oxydative et la production d’ATP. Le glucose est alors disponible pour les cellules hypoxiques. Cette 
collaboration métabolique a aussi été observée entre les cellules tumorales et les cellules stromales 

situées dans leur microenvironnement immédiat (Pavlides et al. 2009). Ce phénomène a été dénommé 

l’effet Warburg inversé ou symbiose métabolique. 

5.3 Gènes suppresseurs de tumeur à localisation mitochondriale 

Étant donné l’importance de la mitochondrie dans le métabolisme tumoral, de nombreuses études se 

sont intéressées à l’existence d’un lien entre les gènes suppresseurs de tumeur et le fonctionnement de 
cet organite. Même si leur rôle fonctionnel reste parfois mal élucidé, plusieurs protéines suppressives 

de tumeur ont été isolées dans le compartiment mitochondrial au cours des dernières décennies. À titre 

d’exemple, on peut citer l’identification des protéines p53 (Marchenko, Zaika, et Moll 2000), RB (Attardi 

et Sage 2013) ou encore VHL (Shiao et al. 2000) au sein de la mitochondrie. 

5.3.1 Exemple de p53 

La protéine p53 est une protéine centrale dans le fonctionnement cellulaire. Les mutations de TP53 sont 

très fréquentes dans les tumeurs humaines et ses nombreux rôles suppresseurs de tumeur ont été 

largement décrits depuis sa découverte (implication notamment dans les phénomènes d’apoptose, de 
sénescence, de réparation de l’ADN, de prolifération cellulaire ou encore d’autophagie) (Velculescu et 

El-Deiry 1996; Freed-Pastor et Prives 2012). Au-delà de son activité nucléaire, p53 est aussi impliquée 

dans de multiples rôles dans la mitochondrie, de manière dépendante ou non de son activité 

transcriptionnelle (Galluzzi et al. 2011). 

5.3.1.1 Impact sur la phosphorylation oxydative 

De nombreuses études ont démontré que la protéine p53 contrôle le transfert d’un métabolisme basé 
sur la phosphorylation oxydative à la glycolyse anaérobie dans de nombreux modèles de cancers 

(Matoba et al. 2006; J. Liu et al. 2019). Un premier niveau de contrôle s’exerce par une régulation 
transcriptionnelle de nombreux gènes dont la modification d’expression oriente le métabolisme cellulaire 
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vers la glycolyse. Ainsi, l’expression du gène SCO2, codant une protéine responsable de l’assemblage 
de cytochrome c oxydase, est dépendante de p53. Certains acteurs de la glycolyse sont aussi sous le 

contrôle transcriptionnel de p53, comme l’enzyme phosphoglycérate mutase et HK2 (Mathupala, Heese, 

et Pedersen 1997, 53) ou la protéine TIGAR (Bensaad et al. 2006). De plus, p53 inhibe l’expression des 
transporteurs membranaires du glucose GLUT1 et GLUT4 (Schwartzenberg-Bar-Yoseph, Armoni, et 

Karnieli 2004). Un second niveau de contrôle du métabolisme est lié à la capacité de p53 d’assurer 
indirectement le bon fonctionnement de la respiration mitochondriale. En effet, en condition basale, il a 

été démontré que p53 est nécessaire à la transactivation du gène codant AIF, une protéine de l’espace 
intermembranaire mitochondrial, centrale à la formation et la stabilité des complexes de la chaine 

respiratoire mitochondriale (Pospisilik et al. 2007; Vahsen et al. 2004).  

En résumé, p53 favorise un métabolisme cellulaire reposant sur la respiration mitochondriale hors 

condition de stress cellulaire. Son altération dans les cellules tumorales entraine une modification de 

l’expression de nombreuses protéines à tropisme mitochondrial et une déstabilisation des complexes 
protéiques de la chaine de transport d’électrons, ce qui in fine promeut la glycolyse anaérobie. 

5.3.1.2 Impact sur la maintenance de l’ADN mitochondrial 

En condition physiologique, seule une petite proportion des protéines p53 dans une cellule est localisée 

dans la mitochondrie (D. Chen et al. 2006). Son implication dans les mécanismes de maintenance de 

l’ADN mitochondrial a été suspectée précocement par l’établissement d’un lien entre un syndrome 
associant des cas d’encéphalopathie chez l’homme et la mutation du gène RRM2B (Lim et al. 1993). 

L’altération de ce gène entrainant une déplétion de l’ADN mitochondrial sous contrôle transcriptionnel 
direct de la protéine p53 (Bourdon et al. 2007). Par la suite, à l’aide de modèle murin TP53−/−, il a été 

démontré que p53 participe à la réparation de l’ADN mitochondrial par excision de base (de Souza-

Pinto, Harris, et Bohr 2004). Notamment, p53 interagit directement avec l’ADN polymérase-γ et favorise 

son activité d’exonucléase et de polymérase (Achanta et al. 2005). Ensuite, p53 contrôle TFAM, 

protéine « histone-like » dont le rôle est crucial pour l’organisation spatiale de l’ADN mitochondrial. Plus 
précisément, l’analyse de la séquence du gène TFAM a montré l’existence de séquences de réponse à 

p53 et des expériences d’immunoprécipitation de chromatine adaptées à l’ADN mitochondrial ont 
confirmé l’existence d’une interaction directe (J.-Y. Park et al. 2009). De plus, plusieurs travaux 

soutiennent l’existence d’un lien direct entre p53 et TFAM (Yoshida et al. 2003). Cette interaction se fait 

entre les groupes HMG-box de p53 et les domaines TAD1 et TAD2 de TFAM (Wong et al. 2009, 5). Sur 

le plan fonctionnel, l’interaction entre ces deux protéines favorise l’accès à l’ADN mitochondrial pour les 

enzymes de réparation par excision de base comme OGG1 (Canugovi et al. 2010). 
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À la lumière de ces travaux, on peut affirmer que la protéine p53 participe à la maintenance de l’ADN 
mitochondrial de manière indirecte via son activité de régulation transcriptionnelle mais aussi via une 

interaction directe avec TFAM (J.-H. Park et al. 2016). 

5.3.1.3 Rôle direct dans l’apoptose intrinsèque 

Les fonctions pro-apoptotiques de la protéine p53 sont désormais bien caractérisées et sont au centre 

de ses capacités oncosuppressives. En cas de stress cellulaire, la protéine p53 va être stabilisée du fait 

d’une inhibition de l’activité de l’E3 ubiquitine ligase MDM2 entrainant un défaut d’adressage de p53 
vers le protéasome. Deux niveaux de régulation de l’apoptose intrinsèque par p53 sont alors décrits 

(Aubrey et al. 2018). 

Premièrement, la forme homotétramérique de p53 exerce un contrôle transcriptionnel sur un grand 

nombre de gènes impliqués dans ce processus (séquences de reconnaissance spécifiques situées 

dans les régions régulatrices) (Galluzzi et al. 2011, 53). On peut citer la régulation de l’expression de 
Apaf-1, de nombreux membres de la famille Bcl-2, ou encore les gènes codant les protéines 

pro-apoptotiques PUMA et NOXA (Yakovlev et al. 2004). Par ailleurs, p53 inhibe aussi la transcription 

de gène codant des régulateurs négatifs de l’apoptose, tels que BCL-XL, MCL-1 ou Survivin (Sugars et 

al. 2001, 53; Pietrzak et Puzianowska-Kuznicka 2008; Hoffman et al. 2002, 53). 

Par ailleurs, il est désormais reconnu que la protéine p53 est capable d’interagir directement avec les 
membres de la famille BCL-2 au niveau de la mitochondrie, afin de faciliter la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale, point de non-retour de la signalisation apoptotique. Précisément, l’interaction 
directe avec les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 tels que BAX ou BCL-XL inhibe leur 

fonction et favorise la formation du pore de transition mitochondrial (Chipuk et al. 2005, 53; 2004). Des 

études actuellement débattues suggèrent aussi que p53 interagit directement avec différents 

composants du pore de transition mitochondrial et active sa formation (Wolff et al. 2008). 

À ce jour, la part distincte de ces deux niveaux de régulation de l’apoptose intrinsèque par p53 
(dépendant ou indépendant de son activité transcriptionnelle) est toujours source de débats dans la 

communauté scientifique. 

5.3.2 Exemple de ING1 

Les premiers indices d’une localisation mitochondriale des protéines de la famille ING viennent des 
études de criblage sur modèles de levures. En effet, les orthologues des protéines ING dans la levure 

(YNG1, YNG2 ou Pho23) interagissent avec plus de 60 protéines mitochondriales selon les données 
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d’interactome (Krogan et al. 2006). Pour plusieurs de ces « hits », la correspondance avec les protéines 

humaines est établie. De plus, une étude a aussi démontré l’incapacité de levures déficientes pour 

Pho23 (orthologue de ING1 et ING2) de croître dans un milieu riche en substrats non fermentables, 

suggérant un rôle pour les protéines ING1 et ING2 dans le bon fonctionnement du métabolisme 

mitochondrial (Steinmetz et al. 2002). 

À ce jour, seuls les travaux de l’équipe de K.Rabiowol ont démontré l’existence d’une localisation 
mitochondriale concernant l’un des membres de la famille ING (Bose et al. 2013). En effet, ils ont 

observé une translocation mitochondriale de la protéine ING1 en réponse à un traitement par UV ou 

radiations ionisantes dans plusieurs modèles de lignées tumorales humaines. De manière intéressante, 

la sensibilité des lignées aux stress génotoxiques était corrélée positivement à la quantité de protéines 

ING1 transférée dans la mitochondrie. Du fait de ce phénotype, les auteurs ont formulé l’hypothèse d’un 
potentiel rôle pro-apoptotique de la protéine ING1 dans le compartiment mitochondrial. Celle-ci a été 

étayée par la description non seulement d'un domaine BH-3 "like" sur la séquence protéique d’ING1, 
mais également une potentielle interaction entre la protéine ING1 et la protéine pro-apoptotique Bax. 

Ainsi, en plus d'un contrôle transcriptionnel au niveau nucléaire des gènes impliqués dans la réponse 

apoptotique, les auteurs suggèrent l'existence d'une participation directe de la protéine ING1 dans la 

signalisation moléculaire aboutissant à l'apoptose médiée au sein de la mitochondrie. Il s’agit de la 
première étude mettant en évidence un rôle direct d’une protéine de la famille ING dans le 
compartiment mitochondrial. 
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Les connaissances sur la famille de gènes suppresseurs de tumeur ING progressent rapidement depuis 

leur découverte à la fin des années 1990. Leur expression principalement nucléaire a axé les 

recherches initiales sur leurs fonctions en lien avec le génome et l’épigénome. Cependant, des 

fonctions extra-nucléaires aux protéines INGs sont de plus en plus rapportées dans la littérature. Ma 

thèse a eu pour objectif principal de mieux caractériser les fonctions de deux membres de cette famille 

de gènes : ING2 et ING3. 

Axe 1 

À la lumière de la découverte d’une localisation mitochondriale de la protéine ING1, nous avons dans 

un premier temps essayé de confirmer que la protéine ING2 était aussi importée dans le compartiment 

mitochondrial. À la suite de cette découverte, nous avons cherché à explorer les mécanismes 

biologiques permettant cette translocation puis nous avons exploré plusieurs hypothèses concernant sa 

fonction dans cet organite. Enfin, nous avons proposé un modèle faisant le lien entre la fonction de la 

protéine ING2 dans le compartiment mitochondrial et son rôle suppresseur de tumeur. 

Axe 2 

Pour la deuxième partie de mes travaux de thèse, nous nous sommes intéressés à l’impact de la 
localisation intracellulaire de la protéine ING2 dans les cellules tumorales. À l’aide d’une cohorte de 

tumeurs bronchiques humaines, nous avons dans un premier temps décrit l’expression compartimentale 
de notre protéine d’intérêt. Secondairement, nous avons exploré une hypothèse de vulnérabilité 
thérapeutique dépendante de cette expression dans plusieurs lignées de cancers bronchiques. À la 

suite de ces travaux nous avons proposé un modèle caractérisant pour la première fois l’un des 

membres de la famille  de gènes ING comme un potentiel biomarqueur thérapeutique. 

Axe 3 

Enfin, dans le cadre d’une collaboration internationale, la dernière partie de mon travail de thèse a 

concerné la protéine ING3 et l’impact phénotypique de son expression dans un modèle préclinique 
original de cancer de la prostate. De manière inattendue, nous avons pu démontrer pour la première 

fois un rôle oncogénique de la protéine ING3. De plus, nous avons pu relier ces observations à la 

spécificité du tissu prostatique, notamment par un contrôle transcriptionnel des gènes de réponse aux 

androgènes. 
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Résumé des résultats principaux 

Le premier objectif de ma thèse a été de confirmer la présence de la protéine ING2 dans la 

mitochondrie à l’aide de plusieurs modèles de lignées cellulaires humaines. En effet, l’équipe du 
Pr Riabowol a rapporté dans une étude récente, la translocation de la protéine ING1 dans les 

mitochondries de lignées tumorales humaines en condition de stress génotoxique. Dans la mesure où 

les protéines ING1 et ING2 présentent une forte homologie de séquence, nous avons voulu vérifier 

l’hypothèse selon laquelle ING2 pouvait aussi présenter des fonctions suppressives de tumeur par sa 

présence dans le compartiment mitochondrial. 

1- La protéine ING2 est importée dans la fraction interne mitochondriale via le système d’import 
par relais de ponts disulfures. 

À l’aide d’approches expérimentales complémentaires reposant sur du fractionnement cellulaire, de 
l’immunofluorescence par microscopie confocale et de la microscopie électronique, nous avons pu 
mettre en évidence la présence de la protéine ING2 dans la mitochondrie, en situation basale, dans 

plusieurs modèles de lignées cellulaires. De manière plus précise, les analyses de sous-fractionnement 

nous ont permis de localiser ING2 dans la fraction interne mitochondriale (comprenant la matrice et la 

membrane interne). Dans la mesure où ING2 ne présente pas de séquence canonique de transport 

mitochondrial (MTS), nous avons formulé l’hypothèse que l’import mitochondrial de la protéine ING2 
était dépendant du système d’import par ponts disulfures. En effet, une analyse in silico (logiciel 

DIANNA) a confirmé l’existence de ponts disulfures intramoléculaires avec une forte probabilité. 

L’exposition des cellules à un stress oxydatif génère une diminution de protéine ING2 dans le 

compartiment mitochondrial, sans impacter son expression cellulaire globale. De plus, l’inhibition 
spécifique de ce système d’import par le Mito-Block6 (inhibiteur d’ALR), entraine une diminution de la 

protéine ING2 dans le compartiment mitochondrial. Ces résultats confortent donc l’hypothèse proposée. 
De manière intéressante, l’import mitochondrial de la protéine ING2 est dépendant de l'expression de la 

protéine cargo 14-3-3η (permettant sa translocation nucléaire), suggérant un niveau de régulation 

dépendant du pool cytoplasmique de protéines ING2 disponible dans le cytoplasme. 

2- L’expression de la protéine ING2 est nécessaire au maintien de l’intégrité structurelle 
mitochondriale. 
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Afin de de mieux caractériser l’impact fonctionnel physiopathologique de la protéine ING2 dans le 
compartiment mitochondrial, nous avons choisi une approche expérimentale basée sur la modulation de 

l’expression d’ING2 par approche d’ARN interférence ou d’édition génétique par la technologie 
CRISPR-Cas9 dans plusieurs modèles cellulaires. En effet, nous souhaitions reproduire 

expérimentalement la perte d’expression d’ING2 observée dans les cancers humains. Nous avons 
montré que la perte de l’expression de la protéine ING2 entraine une modification significative du 
réseau mitochondrial, plus particulièrement de la longueur des mitochondries par cluster (analyse in 

silico d’image d’immunofluorescence). Cette modification n’est pas expliquée par une variation de la 

biomasse, de la polarisation ou du contenu en ADN mitochondrial. À l’aide de la microscopie 
électronique conventionnelle, nous avons pu observer une forte modification de l’ultrastructure des 
mitochondries en cas de diminution expérimentale de l’expression de ING2 : augmentation du volume 

de la matrice et diminution du nombre de crêtes mitochondriales individualisables par mitochondrie. 

3- La protéine ING2 se lie constitutivement à l’ADN mitochondrial et la protéine TFAM de manière 

indirecte. 

En se basant sur des données de criblage de partenaires protéiques de Pho23 (orthologue de ING2) 

dans un modèle de levure, nous avons formulé l’hypothèse que la protéine ING2 puisse avoir un rôle de 

protéine « scaffold » en lien avec les fonctions de l’ADN mitochondrial. Par approche 
d’immunoprécipitation de la protéine recombinante FLAG-ING2 sur lysats cellulaires totaux, nous avons 

pu démontrer l’existence d’une interaction avec la protéine TFAM. Cette interaction est indirecte comme 

en témoigne la négativité de notre expérience de pull-down in vitro des protéines recombinantes 

GST-TFAM et ING2. TFAM étant en contact direct avec l’ADN mitochondrial, nous avons recherché une 
interaction entre ING2 et l’ADN mitochondrial en adaptant une technique de ChIP pour l’ADN 
mitochondrial selon une méthodologie déjà rapportée. Nos résultats démontrent l’existence d’un 
enrichissement de la protéine ING2 sur toute la séquence de l’ADN mitochondrial suggérant un 
mécanisme d’interaction séquence-indépendant. Cette observation conforte la médiation de cette 

interaction par la protéine TFAM, qui elle-même se lie majoritairement et de façon indépendante de la 

séquence nucléotidique à l’ADN mitochondrial. Enfin, nous avons démontré l’existence d’un lien entre 

l’expression de la protéine ING2 et le fonctionnement de la phosphorylation oxydative en condition 
basale. En effet, la diminution expérimentale de l’expression du gène ING2 entraine une diminution de 

l’activité OXPHOS dans plusieurs modèles cellulaires, estimée par la fluorescence émise lors de 

l’oxydation du marqueur MitoSox Red par la chaine respiratoire mitochondriale. Pour résumé, ces 
données démontrent l’existence d’une connexion entre ING2 et la régulation de la respiration 
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mitochondriale, possiblement du fait d’une proximité avec l’ADN mitochondrial permise par interaction 
indirecte avec TFAM. 

4- L’expression d’ING2 influence la sensibilité aux inhibiteurs de la chaine respiratoire 

mitochondriale 

La connexion entre l’expression de la protéine ING2 et la respiration mitochondriale était déjà suggérée 

par des données de criblages génomiques sur modèles de levure. Nous avons pu reproduire 

l’observation d’un défaut de croissance des levures porteuses d’une délétion du gène Pho23 sur milieu 

de culture composé de substrats non-fermentables en comparaison aux levures sauvages. Ces 

données nous ont amenés à explorer la relation entre ING2 et le métabolisme cellulaire. Par l’utilisation 
d’un analyseur Seahorse®, nous avons observé une diminution significative de l’activité de la chaine 
respiratoire mitochondriale des cellules dont l’expression de ING2 a été préalablement inhibée par 

approche d’ARN interférence en confrontation à la condition contrôle. Les performances aérobies 

(production d’ATP, respiration basale et maximale) sont globalement diminuées en cas de perte 

d’expression de ING2. De manière cohérente avec ces résultats, les différents clones CRISPR-ING2 

présentent une sensibilité diminuée aux inhibiteurs de la chaine respiratoire mitochondriale (metformine, 

2-DésoxyGlucose), évaluée par test de formation de colonie. 

À la lumière de ces données, nous proposons un modèle selon lequel la perte d’expression de la 
protéine ING2 conférerait un avantage sélectif aux changements métaboliques auxquels fait face une 

cellule tumorale. Il s’agirait de la première description d’une nouvelle fonction suppressive de tumeur 
pour les protéines ING impliquant la reprogrammation métabolique. 
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Abstract

ING2 (Inhibitor of Growth 2) is a tumor suppressor gene that has been implicated in critical biological functions (cell-cycle

regulation, replicative senescence, DNA repair and DNA replication), most of which are recognized hallmarks of

tumorigenesis occurring in the cell nucleus. As its close homolog ING1 has been recently observed in the mitochondrial

compartment, we hypothesized that ING2 could also translocate into the mitochondria and be involved in new biological

functions. In the present study, we demonstrate that ING2 is imported in the inner mitochondrial fraction in a redox-sensitive

manner in human cells and that this mechanism is modulated by 14-3-3η protein expression. Remarkably, ING2 is necessary

to maintain mitochondrial ultrastructure integrity without interfering with mitochondrial networks or polarization. We

observed an interaction between ING2 and mtDNA under basal conditions. This interaction appears to be mediated by

TFAM, a critical regulator of mtDNA integrity. The loss of mitochondrial ING2 does not impair mtDNA repair, replication

or transcription but leads to a decrease in mitochondrial ROS production, suggesting a detrimental impact on OXPHOS

activity. We finally show using multiple models that ING2 is involved in mitochondrial respiration and that its loss confers a

protection against mitochondrial respiratory chain inhibition in vitro. Consequently, we propose a new tumor suppressor role

for ING2 protein in the mitochondria as a metabolic shift gatekeeper during tumorigenesis.

Introduction

Mitochondria are important cellular organelles involved in

numerous cellular processes such as energy conversion,

calcium homeostasis, regulation of apoptosis and reactive

oxygen species (ROS) production. Many studies have

highlighted the role of altered mitochondrial function in

tumorigenesis, including mitochondrial biogenesis, apop-

tosis, oxidative stress regulation and metabolism [1–3].

Metabolic reprogramming is recognized as a hallmark of

cancer as tumor cells need to generate biomass to sustain

proliferation but also to adapt to a new microenvironment

low in nutriments [4]. Even if low level of ROS production

has been associated with enhanced tumorigenesis [5], some

studies suggest that tumor cells need to prevent ROS-

mediated cell-toxicity in order to maintain their proliferation

[6, 7]. Interestingly, the tumor suppressive ability of p53 is

due, in part, to its repressive effect on ROS production [8].

In addition to p53, multiple tumor suppressor proteins have

been recently described as important actor in the mito-

chondrial compartment (e.g., VHL or RB1), even if their

precise biological roles are less clear [9, 10].

ING (INhibitor of Growth) gene family encompasses 5

members (ING1-5) that have been extensively involved in

tumor suppressive functions over the last decades [11]. The

two first members of this family, ING1 and ING2 proteins

share a very high sequence homology and are constitutive

members of the deacetylase complex Sin3A/HDAC1-2 [12].
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To date, many studies support ING1 and ING2 gatekeeper

functions as critical regulators of the cell cycle [13], senes-

cence and apoptosis in a p53-dependent manner [14]. More

recent studies also describe ING2 caretakers functions,

mostly in relation with nuclear DNA repair or replication

regulation [15, 16]. Consequently, ING1 and ING2 are

mainly nuclear proteins but there are accumulating evi-

dences recognizing their cytosolic functions [17]. A study

from Bose et al. reported for the first time a stress-induced

mitochondrial translocation of ING1 in epithelial human

cells [18]. Remarkably, in yeast S. cerevisiae, Pho23 (ING1/

ING2 ortholog) was identified in a genome-wide screen as a

gene involved in mitochondrial metabolism [19]. Moreover,

a recent study shows that ING2 expression is dependent on

glucose level in human renal tubular cells, even if the

underlying mechanism remains unclear [20]. In light with

these findings, we aimed to investigate the role of ING2

protein in relation with the mitochondrial compartment.

Herein, we demonstrate that ING2 protein translocates

into the mitochondria in a redox-sensitive manner. We

revealed an interaction between ING2 and the mitochon-

drial DNA (mtDNA) in the mitochondrial matrix, which is

mediated at least in part, by the mitochondrial transcription

factor A (TFAM). Moreover, ING2 loss disrupts mito-

chondrial ultrastructure without any significant detrimental

effect on mitochondrial network dynamic or membrane

polarization. A decrease in mitochondrial ROS-production

and an impairment of mitochondrial respiration was

observed in multiple models of ING2 down-regulation.

Finally, the loss of ING2 was associated with a lower

sensitivity to mitochondrial respiration inhibitors.

Results

ING2 protein localizes in the inner mitochondrial
compartment

As a previous study reported the mitochondrial localization

of ING1 protein in cancer cell lines [18], we initially

hypothesized that ING2, sharing a high structural homology

with ING1, could also translocate into the mitochondria

under basal condition. To validate this hypothesis, we per-

formed mitochondrial fractionation on U2OS cell lines and

subjected protein extracts to western blot analysis (purity

control in Fig. 1A). ING2 and ING1 were found in the

mitochondrial compartment, both in endogenous condition

and in exogenous condition (Fig. 1B). Specificity of the

western blot labeling was confirmed using siRNA knock-

down of ING2 or ING1 expression that shows a decrease of

the respective protein in the mitochondrial compartment. To

confirm these observations, we performed a confocal

immunofluorescence analysis on U2OS cells and observed

the co-localization of ING2 and Mitotracker Red or the

mitochondrial protein DNA polymerase γ (Fig. 1C), both in

endogenous or exogenous condition of ING2 expression.

Moreover, ING2 localization in the mitochondria was also

confirmed in A549 (human lung adenocarcinoma cell lines)

(Supplementary Fig. 1A) and hTERT-immortalized MRC5

cells (human pulmonary fibroblasts) (Supplementary Fig.

1B, C). To assess the reliability of these results, we per-

formed immunoelectron microscopy on U2OS cells using

immunogold labeling of ING2 protein according to the

adapted Tokuyashu method [21]. As expected from known

nuclear functions of ING2 [15], we observed a clear het-

erochromatin enrichment of ING2 staining in the nucleus

(Fig. 1D). Moreover, almost all of the identified mito-

chondrial structures show gold beads, labeling ING2 protein

(Fig. 1D). Interestingly, ING2 appears to preferentially

localize in the mitochondria compared to the cytoplasm

(Supplementary Fig. 1D) and more precisely, in the mito-

chondrial matrix, at the edge of the inner mitochondrial

membrane folding (Fig. 1D lower left panel). Coherently,

digitonin fractionation of U2OS mitochondria revealed that

ING2, similarly to COXIV and DNA polymerase γ, was

located in the inner mitochondrial fraction (containing the

inner mitochondrial membrane and the mitochondrial

matrix) (Fig. 1E). As expected, Bak protein, known to be

bound to the outer mitochondrial membrane, was found

predominantly in the external mitochondrial fraction.

Altogether, these results provide the first evidence of

mitochondrial localization of ING2 under basal culture

condition, in human cell lines.

ING2 translocation into the mitochondrial
compartment is redox-dependent and involves the
mitochondrial disulfide relay system

We next wanted to identify the mechanism implicated in the

ING2 mitochondrial import. Of note, according to an in

silico sequence analysis, ING2 does not contain any mito-

chondrial targeting sequence, suggesting that the classical

mitochondrial import pathways (receptors Tom20/Tom22

and Tom70) are not involved. However, recent studies

uncovered an oxidation-driven protein import into the

mitochondria, relying on the disulfide bond relay system of

the mitochondrial inter membrane space proteins (e.g.,

CHCHD4, ALR) [22]. Notably, a fraction of the mito-

chondrial p53 tumor suppressor protein is imported through

this system [23]. As the redox sensitivity is a common

feature of proteins imported by this pathway, we first sought

to observe if the ING2 mitochondrial import in U2OS cells

could be dependent on H2O2 generated by different con-

centration of glucose oxidase (GO) in culture. ING2 level

drastically decreased in mitochondrial and nuclear extracts

of U2OS cells treated with GO compared to untreated cells
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(Fig. 2A and Supplementary Fig. 2C). Comparatively, total

level of ING2 only shows a slight decrease in the whole cell

extracts of GO-treated condition, suggesting that GO

treatment affect cellular distribution of ING2 protein and

not its intrinsic stability. Of note, the mitochondrial dis-

ulfide relay system operates with low molecular weight

proteins (<35 kDa) able to form intra-molecular disulfide

bonds [24]. Even if ING2 amino acid sequence lacks the

CX3C or CX9C canonical motifs, many proteins identified

in yeast mitochondrial inter membrane space do not share

the usual cysteine motifs [25]. ING2 protein is able to form

multiple intra-molecular disulfide bonds, especially with a

Fig. 1 ING2 is located in the inner mitochondrial compartment in

human cell lines. A Western blot analysis of sub-cellular fractionation
in U2OS cells. Cytosol, whole cell and mitochondrial extracts were
probed with the indicated antibodies. B Western blot analysis of
mitochondrial extracts from U2OS cells transfected with siCT, siING2
or siING1 and probed with the indicated antibodies (left panel).
Western blot analysis of mitochondrial extracts from U2OS cells
transfected with FLAG-empty, FLAG-ING2 or FLAG-ING2 vectors
and probed with the indicated antibodies (right panel). C Immuno-
fluorescence analysis of non-transfected U2OS cells. Cells were pro-
bed for ING2, labeled with Hoechst and Mitotracker (top panel).
Immunofluorescence analysis of FLAG-ING2 transfected U2OS cells.

Cells were probed for FLAG, DNA polymerase γ and labeled with
Hoechst (bottom panel). D Representative immuno electron micro-
scopy images from cryosectioned U2OS cells and labeled with ING2
(gold beads). Full white arrows show mitochondrial cristae. Empty
white arrow depicts inner mitochondrial membrane and empty black
arrow shows outer mitochondrial membrane (Nu: Nucleus; M: mito-
chondria; black bar; 500 nm). E Digitonin sub-fractionation protocol:
isolation of internal and external mitochondrial fraction. Western blot
analysis of sub-mitochondrial fractionation of U2OS mitochondrial
extracts probed with the indicated antibodies. IMM inner-
mitochondrial membrane, OMM outer-mitochondrial membrane,
IMS inter-membrane space.

ING2 tumor suppressive protein translocates into mitochondria and is involved in cellular metabolism. . . 4113



Fig. 2 Mitochondrial import of ING2 is redox-sensitive and is

impaired upon inhibition of mitochondrial disulfide relay system.

A Western blot analysis of whole cell extracts (WCE) and mito-
chondrial extracts from U2OS cells treated with increasing glucose
oxidase during 24 h, and probed with the indicated antibodies
(−vehicule; +50 mUI/ml; ++100 mUI/ml). Histogram showing
western blots quantitation of three independent biological replicates.
Bars represent mean ± SD. (ns: non significant; **p < 0.01). B Scheme
of the ING2 amino acid sequence with cysteine residues and sub-
sequent intramolecular disulfide bond predicted by the DIANNA
software analysis (right panel). Output table of the DIANNA software

analysis (left panel). C Western blot analysis of whole cell and
mitochondrial extracts from U2OS cells treated with MB-6 at 50 µM
during indicated times. Protein extracts were probed with the indicated
antibodies. D Western blot analysis of whole cell extracts (WCE) and
mitochondrial extracts from U2OS cells transfected with Si-CT, Si-14-
3-3, pcDNA-Ø, or pcDNA14-3-3 as indicated. Protein extracts were
probed with the indicated antibodies. Black arrow show 14-3-3η sig-
nal. E Histogram showing western blots quantitation of three inde-
pendent experimental replicates. WCE signal was normalized on
tubulin and mitochondrial extracts signal was normalized on COXIV.
Bars represent mean ± SD. (ns: non significant; **p < 0.01).
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high probability score at position C26-C173, according to in

silico Dianna software analysis (Fig. 2B). Interestingly, the

cysteine rich-parts of ING2 (LZL domain and PHD domain)

are highly conserved through evolution, supporting their

important biological role [26]. As we were not able to

identify a specific cysteine of the ING2 sequence respon-

sible for its mitochondrial import (Supplementary Fig. 2A),

we choose a pharmacological approach using MitoBlock-6

(MB-6), a specific inhibitor of ALR, a protein controlling

the redox-driven mitochondrial protein translocation [27].

ING2 mitochondrial level decreased drastically in a time

and concentration-dependent manner in MB-6 treated

U2OS (Fig. 2C and Supplementary Fig. 2B). As a positive

control of the import inhibition, mitochondrial p53 also

decreased in the MB-6 treated condition (Fig. 2C). Com-

paratively, total level of ING2 in the whole cell extracts

shows no significant decrease upon MB-6 treatment, except

for long term exposure (Supplementary Fig. 2C) or high GO

dose condition, whereas the total level of p53 increased

significantly. Moreover, recent reports have demonstrated

that 14-3-3 proteins can have a biological role in mamma-

lian mitochondria [28]. Notably, ING1 nuclear export is

mediated by 14-3-3η cargo protein [29]. Therefore, we

wondered if ING2 mitochondrial level was dependent on

14-3-3η expression. We observed that over-expression of

14-3-3η protein in U2OS cells induces an increase of ING2

level in mitochondria (Fig. 2D, E) whereas the whole cell

level of ING2 remains stable. This observation suggests a

link between 14-3-3η expression and ING2 mitochondrial

import and we speculate that it might result from a higher

cytoplasm availability of ING2 for mitochondrial targeting

that relies, at least in part, on the disulfide relay system.

ING2 down-regulation impairs mitochondrial
ultrastructure without interferring with the
mitochondrial network

To further emphasize the role of ING2 in mitochondrial

biology, we performed down-regulation of ING2 using

siRNA approach in U2OS cells (Supplementary Fig. 3A).

Although confocal immunofluorescence does not sig-

nificantly identify difference in mitochondrial shapes (Sup-

plementary Fig. 3B), siRNA targeting ING2 produced a

fragmentation of the mitochondrial network (Fig. 3A). These

observations were not explained by a variation in mito-

chondrial biomass, as it remains unchanged compared to

control cells (Fig. 3B, C). To assess more reproducibly the

mitochondrial network, we used the recently developed

MiNa software (Mitochondrial Network Analysis) [30] and

observed a significant reduction of mitochondrial length per

cluster in si-ING2 treated cells (Fig. 3D). These results were

confirmed in CrispR-ING2 A549 cells with even a more

dramatic reduction of mitochondrial length compared to

CrispR-CT (Supplementary Fig. 3C). However, the mito-

chondrial network appears comparable between ING2-

deficient and control cells, in both CripsR-Cas9 and siRNA

experimental setting (Fig. 3D and Supplementary Fig. 3C),

suggesting that mitochondrial fusion and fission processes

are not impaired under our experimental condition. Con-

ventional transmission electron microscopy confirmed the

clear disruption of mitochondrial matrix structure in ING2

down-regulated cells compared to control. More precisely,

ING2 knock-down cells displayed a swollen morphology, a

loss of the core structural appearance, a significant reduction

of the number of mitochondrial cristae and a dramatic

impairment of their integrity (Fig. 3E). Notably, mitochon-

drial polarization (Fig. 3F), as well as mtDNA/nDNA ratio

(Fig. 3G) remained unchanged upon si-ING2 treatment,

suggesting that the mitochondrial structural changes were not

a consequence of mitochondrial outer membrane perme-

ability or mtDNA defect, as it has been described in previous

reports [31, 32]. These results demonstrate that ING2

expression is critical to maintain mitochondrial length and

matrix ultrastructure integrity in human cells.

ING2 protein interacts with TFAM and is involved in
the control of mitochondrial ROS production

Previous reports have shown that ING2 acts as a reader

of the nuclear chromatin, through a direct interaction

with histone H3 in a dependent manner of its methylation

status on lysine 4 [33]. Mitochondrial DNA is histone-

free, but compacts as nucleoid-like structures through the

nuclear-encoded protein TFAM [34]. Interestingly,

according to an interactome analysis in yeast, Pho23

(ING1/ING2 ortholog) interact with several mitochon-

drial proteins involved in mtDNA regulation [18, 35].

Therefore, we hypothesized that ING2 could act as a

scaffolding protein in the mitochondria and looked for

putative interacting mitochondrial protein based on

known ING2 functions in the nucleus. Using immuno-

precipitation assay, we observed an enrichment of

TFAM in the ING2-FLAG pull-down of U2OS cells

(Fig. 4A). As a positive control, mSin3a also immuno-

precipitates with FLAG-ING2 in our experimental con-

dition. We did not detect any interaction of ING2 with

the main mtDNA polymerase, DNA Polγ (Fig. 4A), or

the mtDNA helicase, Twinkle (Supplementary Fig. 4A).

We assessed if the interaction between TFAM and ING2

was direct using a GST-pulldown in vitro assay with

recombinant proteins. As no ING2 was detected when

GST-TFAM was pulled-down (Supplementary Fig. 4B),

we concluded that the interaction observed in living cells

is more likely to be indirect and involves another mito-

chondrial partner protein. However, as TFAM protein

could be found unbound to mtDNA in cytoplasm, we
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Fig. 3 ING2 down-regulation impairs mitochondrial ultra-

structure without interferring with the mitochondrial network.

A Immunofluorescence analysis of Si-CT or Si-ING2 treated U2OS
cells. Cells were probed for Mitotracker Red. White arrows show
mitochondrial networks. B Western blot analysis of whole cell extracts
from Si-CT or Si-ING2 treated U2OS cells and probed with the
indicated antibodies. C Flow cytometry analysis of Si-CT or Si-ING2
treated U2OS cells represented according to their mean fluorescence
intensity (MFI) of Mitotracker Green (ns: non-significant). D Repre-
sentative immunofluorescence analysis of Si-CT or Si-ING2 treated
U2OS cells processed with MiNa software (left panel). Histogram
showing MiNA outcome parameters evaluated on 20 individual cells
in each condition. Bars represent mean ± SD (right panel; ns: non-
significant; *p < 0.05). E Representative conventional transmission

electron microscopy images of Si-CT or Si-ING2 treated U2OS cells
(left panel). Black arrows show swollen mitochondria morphology.
Histograms represent number of cristae per mitochondria and per-
centage of mitochondria with normal cristae appearance per cells,
evaluated on 20 individual cells in each condition from two inde-
pendent biological replicates. Bars represent mean ± SD (right panel;
ns: non-significant; **p < 0.01). F Histograms showing relative Red/
green ratio based on flow cytometry JC1 assay on Si-CT or Si-ING2
treated U2OS cells. Bars represent mean ± SD (ns: non-significant).
G Histograms showing relative nuclear DNA on mtDNA ratio based
on qPCR assay on Si-CT or Si-ING2 treated U2OS cells from two
independent biological replicates. Bars represent mean ± SD (ns: non-
significant).
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asked whether ING2 protein could interact with the

mtDNA-bound form of TFAM. To answer this question,

we performed a Mt-DIP assay of ING2 flagged protein,

according to previously reported methods [36]. We

found multiple regions of mtDNA bound to FLAG-ING2

without any enrichment of a specific sequence of the

mtDNA (Fig. 4B and Supplementary Fig. 4C). As TFAM

bind to mtDNA in a sequence-specific and nonspecific

manner [37], this observation suggests that ING2 inter-

action with mtDNA is mediated by TFAM. To explore

the role of ING2 in relation with mtDNA, we tested the

impact of ING2 down-regulation on mtDNA transcrip-

tion. Si-ING2 treated U2OS cells did not show variation

in mtDNA genes transcription relative to control

(Fig. 4C). Moreover, as INGs proteins have recently

been involved in nuclear DNA repair pathway [38], we

checked if mtDNA repair after oxidative damage could

be influenced by ING2 expression (Fig. 4C). We did not

detect any difference in mtDNA oxidative damage

recovery in ING2 down-regulated cells compared to the

control cells. Finally, previous studies have shown that

mitochondrial ROS production is linked to mtDNA

functional defect, we checked if MitoSOX fluorescence

was dependent on ING2 expression. We observed a

decrease in mitochondrial ROS production in two of our

models of ING2-deficient cell lines (Fig. 4E), suggesting

Fig. 4 ING2 protein interacts with transcription factor A mito-

chondrial (TFAM) and is involved in the control of mitochondrial

ROS production. A Immunoprecipitation of exogenous FLAG in
FLAG-Ø or FLAG-ING2 transfected U2OS cell. Proteins were
detected using the indicated antibodies. Actin and IgG light chain (IgG
LC) were used as loading control for the input and the IP respectively.
B ChIP-qPCR results from FLAG-Ø or FLAG-ING2 transfected
U2OS. Percentage of input is given for samples immunoprecipitated
with anti-FLAG antibody. Bars represent mean ± SD (**p < 0.01).
C qPCR results from mtDNA-encoded genes in Si-CT or Si-ING2

treated U2OS cells. Bars represent mean ± SD (ns: non-significant;
**p < 0.01). D MtDNA recovery upon oxidative DNA damage gen-
erated by glucose oxidase treatment. Relative mtDNA long fragment
amplification on small mtDNA fragment amplification is given relative
to control. Bars represent mean ± SD (ns: non-significant). E Repre-
sentative immunofluorescence analysis of Si-CT or Si-ING2 treated
U2OS cells stained with MitoSox Red and Hoechst (left panel). His-
togram showing MitoSOx Red normalized fuorescence intensity
evaluated by flow cytometry from two independent biological repli-
cates. Bars represent mean ± SD (right panel; *p < 0.05; **p < 0.01).

ING2 tumor suppressive protein translocates into mitochondria and is involved in cellular metabolism. . . 4117



a link between ING2 expression and OXPHOS activity.

To recapitulate, these results demonstrate that ING2 can

associate with mtDNA, likely through a close but

indirect interaction with TFAM. Besides, ING2 expres-

sion impacts mitochondrial ROS production and there-

fore OXPHOS activity.

ING2 loss impairs mitochondrial oxidative
phosphorylation and decreases the cytotoxic effect
of mitochondrial respiratory chain inhibitors

As OXPHOS activity is impaired in the absence of ING2,

we speculate that ING2 may be implicated in cellular

energy metabolism. Interestingly, a genome-wide screen

identified Pho23 (gene ortholog for ING1 and ING2 in

yeast) as a gene involved in mitochondrial respiration in

yeast [19]. Indeed, we were able to confirm this finding, as

we observed a clear defect in growth of Pho23-deleted

strains compared to wild-type on non-fermentable substrate

(Supplementary Fig. 5A). To further investigate this

hypothesis in a human cell line model, a Cell Mito Stress

assay was used to analyze the metabolic profile of U2OS

cells using Seahorse® technology. As demonstrated in

Fig. 5A, ING2 down-regulation in U2OS cells inhibits

mitochondrial aerobic respiration. Furthermore, basal and

maximal respiration as well as ATP production decreased in

ING2 down-regulated cells (Fig. 5B). Coherently, ATP

production in CrispR-ING2 cells shows a trend toward

decrease compared to controls, according to an alternative

luminescence assay (Supplementary Fig. 5B). These

observations suggest that the decrease in mitochondrial

ROS production in ING2-deficient cells is a consequence of

the reduction of the mitochondrial respiratory chain activity.

In accordance with the known tumor suppressor role of

ING2, we investigated if the loss of ING2 could prevent the

accumulation of oxidative stress generated by mitochondria

in cancer cells and consequently provide a survival advan-

tage. To test this hypothesis, we submitted cancer cells to

different mitochondrial-generated oxidative stress and per-

formed clonogenicity assay. The surviving fraction was

higher in A549 CrispR-ING2 compared to CrispR-CT cells

upon 2-DG or metformin treatment (Fig. 5C). In line with

these results, we proposed a new tumor suppressor role for

ING2, as its loss in cancer cells could promote a metabolic

shift, preventing mitochondrial-induced oxidative damage

and therefore providing a survival advantage (Fig. 5D).

Discussion

Previous studies have mainly focused on the nuclear func-

tions of ING2. As ING1 has been previously mapped in the

mitochondrial compartment and involved in the intrinsic

apoptotic pathway [18], we asked whether ING2 protein,

sharing a high sequence homology with ING1, could also

have a functional role in the mitochondria. Contrary to

ING1 mitochondrial translocation, mostly induced by UV

stress [18], we observed a mitochondrial localization of

ING2 under basal culture condition in both human tumor

cells and immortalized fibroblasts. Interestingly, according

to in silico amino-acid sequence analysis, BH3-like domain

identified in ING1 is not conserved for ING2, suggesting

that ING2 is not involved in mitochondrial-mediated

apoptosis. Indeed, we were not able to detect significant

variation of ING2 mitochondrial level upon different

apoptotic stress (data not shown). However, in light with the

high sequence homology between ING1 and ING2, poten-

tial crosstalks in their respective mitochondrial signaling

pathways warrant further evaluation. We demonstrate that

ING2 translocation into the mitochondria is mediated, at

least in part, by the mitochondrial disulfide relay system and

dependent on 14-3-3η protein expression. Even if ING2

does not contain the canonical CX3C and CX9C motifs,

recent work has highlighted that the mitochondrial import of

many proteins (e.g., Mrp10 or ATP23) are dependent on

CHCHD4 through an interaction that does not require a

cysteine motif [39, 40]. Nonetheless, the precise underlying

mechanism responsible for ING2 transfer from the inter-

membrane space to the mitochondrial matrix remains to be

further dissected. Redox-sensitivity is an important feature

of inner mitochondrial space proteins, as well as their ability

to form intra-molecular disulfide bonds [41]. Therefore, in-

depth biochemical characterization of ING2 protein in

relation with the redox status of the cell remains a very

interesting avenue to explore.

As ING2 acts as a reader of the chromatin in the nuclear

compartment, we hypothesized that it might interact with

mtDNA. Immunoelectron microscopy mainly localizes

ING2 protein at the edge of the inner mitochondrial mem-

brane folding, also known to be the preferential nucleoid

position in the mitochondrial matrix [42]. Consistently, we

observed a clear enrichment of mtDNA sequences upon

FLAG-ING2 immunoprecipitation. Moreover, mitochon-

drial reticulum disruptions have been reported in cells

lacking mtDNA (Rho0 cells) [31]. However, mtDNA/

nDNA ratio remains unchanged upon ING2 down-

regulation. Our results demonstrate that ING2 expression

is critical to maintain mitochondrial ultrastructure without

interfering with the mitochondrial mass or mtDNA quantity.

Interestingly, ING2 has been described as a nuclear phos-

phatidylinositol receptor [43]. Phosphatidylinositols are

found in the mitochondrial membranes, but little is known

regarding their respective role in that organelle [44].

Determining if ING2 interacts with phosphatidylinositol in

the mitochondria could provide rational to support a scaf-

folding role for ING2. We identified TFAM as a binding

4118 C. Ricordel et al.



partner of ING2 in the mitochondrial compartment. Even if

this protein-protein interaction was indirect and also found

in whole cell lysates, TFAM is mainly a mitochondrial

protein and we speculate that it most likely occurs within

the mitochondria. Even though down-regulation of ING2

does not impact mtDNA repair, transcription or replication,

a clear impact has been shown on OXPHOS activity. We

confirmed this hypothesis using a real-time live cell meta-

bolomics analysis and reveal that ING2-deficient tumor

cells acquire a more glycolytic profile. Interestingly, this

Fig. 5 ING2 loss impairs mitochondrial oxidative phosphorylation

and decreases the cytotoxic effect of mitochondrial respiratory

chain inhibitors. A Glycolysis in Si-CT or Si-ING2 treated U2OS
cells measured using a XF-96 extracellular flux analyzer shown as
oxygen consumption rate (OCR) means ± SD of experimental tripli-
cates. B Histograms showing the effect of ING2 down-regulation on
basal respiration, ATP production and maximal respiration on U2OS
cells. OCR values ± SD from experimental triplicates. Bar graphs
represent mean ± SD (ns: non-significant; *p < 0.05; **p < 0.01).

C Colony formation assay performed on CrispR-CT and CrispR-ING2
A549 clones treated with respiratory complex chain inhibitors: met-
formin and 2-DG at indicated concentration (left panel). Graph shows
the number of colony formation; three independent experiments
were performed. Bar graphs represent mean ± SD (ns: non-significant;
**p < 0.01). D Comprehensive summary of the main results. ING2
loss in cancer cells induces a change in mitochondrial morphology, a
decrease in ROS production and promotes survival upon inhibition of
OXPHOS activity.
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metabolic adaptation has been previously linked to che-

mosensitity in human cancer cell lines [45] and recent work

from our team have highlighted the increased chemosensi-

tivity of ING2-deficient models (data not published). In

which proportion ING2-dependent chemosensitivity is

mediated by its mitochondrial or nuclear DNA caretaker’s

functions remains to be elucidated. Of note, cancer cells

exploit cellular metabolism to adapt and survive through

metabolic plasticity [46]. Our results indicate that ING2 loss

modifies the metabolic profile of tumor cells, as surviving

fraction increases relative to control upon OXPHOS inhi-

bition in ING2-deficient cells, using glucose deprivation or

a pharmacological approach. Interestingly, oxidative stress

is known to induce senescence in human cells and ING2

expression has been linked to p53-dependent senescence

[14]. The metabolic shift we observed upon ING2 down-

regulation might advantage tumor cells by increasing tol-

erance to oxidative injuries and prevent the induction of

senescence. As senescence escape is a hallmark of tumor

development, this represents an important opportunity to

consider for future research.

A relationship between ING2 epigenetic regulation and

cellular metabolic response has not been ruled out in our

experimental setting. Notably, a study identify SIN3 dea-

cetylase complex as repressor of genes encoding mito-

chondrial proteins in Drosophila [47]. However, previous

work from our team didn’t identify any gene involved in

cellular metabolic homeostasis or mitochondrial morphol-

ogy, transcriptionally regulated by ING2 expression in the

U2OS model [48]. This observation suggests that the impact

on the mitochondrial morphology and metabolic phenotype

observed in mammalian cells is mediated by a direct effect

of ING2 protein in the mitochondrial compartment. In the

context of tumorigenesis, cytosolic translocation has been

described as a mechanism for tumor cells to escape tumor

suppressive properties of many ING proteins [49–52].

Whether this phenomenon could impact ING2 mitochon-

drial functions and cellular metabolic homeostasis is an

unanswered question. However, a decrease of ING2 protein

expression is the main phenotype described in cancer cells

and cytosolic translocation appears to be a very rare event in

tumor tissues [53]. Consequently we believe that our

experimental setting recapitulates more closely the physio-

pathology occurring in tumor cells.

We brought to light for the first time a mitochondrial

localization of ING2 tumor suppressor protein in human

cell lines. We linked ING2 expression and the control of

cellular metabolism through a mechanism that could

involve an interaction with mtDNA. Finally, our results

suggest that the loss of ING2 in tumor cells might

improve metabolic plasticity, therefore highlighting a new

role for ING2 as a metabolic shift gatekeeper during

tumorigenesis.

Materials and methods

Cell culture and drug treatments

U2OS human osteosarcoma cell lines and MRC5-hTERT

human lung fibroblast were cultured in McCoy medium

(Thermo Scientific; MS, USA) supplemented with 10% of

decomplemented fetal bovine serum and antibiotics (peni-

cillin/streptomycin, Thermo Scientific). A549 adenocarci-

noma cells were cultured in DMEM medium (Thermo

Scientific, MS, USA) supplemented with 10% fetal bovine

serum and antibiotics (penicillin/streptomycin, Thermo

Scientific). Cells were incubated at 37 °C in a humidified

atmosphere, 5% CO2. Glucose oxidase treatment (Merck

Millipore, MS, USA), resulting into accumulation of H2O2

in culture, was used to induce oxidative stress or oxidative

mtDNA damage in U2OS cells (concentration ranging from

25 to 100 mUI/mL). MitoBlock-6 (Merck Millipore, MS,

USA) was used to inhibit the mitochondrial protein import

disulfide relay system in U2OS cells (concentration ranging

from 5 to 100 µM during indicated time).

siRNAs and plasmids transfection

Plasmids were transfected in UO2S cells with Lipofectamine

LTX in combination with Plus reagent (#15338-100, Invitro-

gen) or Lipofectamine 2000 (#11668027, ThermoFisher, MS,

USA) according to the manufacturer’s instructions. Of note,

FLAG-tag was added on the N-terminal region of the ING2

protein in order to avoid steric interference with its PHD

domain. A previously validated custom stealth siRNA (Invi-

trogen; Carlsbad, CA, USA) was used for the ING2 down-

regulations [13]. Stealth siRNA (Invitrogen) sequence targeting

the coding region of ING2 mRNA (si-ING2) is: 5ʹ-CAA-AUG-

GAG-UUA-CAC-UCA-CAG-UGU-U-3ʹ. For the control (si-

CT), the universal stealth siRNA negative control (#12935110,

Invitrogen) was used. SiRNA (sc-43581) obtained from San-

taCruz® was used for 14-3-3η down-regulation. Transfections

were performed on 30% confluent U2OS, with 40 nM stRNA

duplexes using lipofectamine RNAimax (Invitrogen) and

according to the manufacturer’s instructions. All experiments

on siRNA-treated cells were performed 48 h after transfection.

Mitochondrial isolation and digitonin fractionation

Mitochondrial and cytosolic fractions from U2OS cells were

obtained by using the Mitochondria Isolation Kit for Cultured

Cells (#89874, ThermoFisher, MS, USA) according manu-

facturer’s instructions. All steps were carried out at 4 °C.

Briefly, culture cells were lysed in hypotonic buffer and

centrifuged at 700 × g for 10min. The supernatant was further

centrifuged at 12,000 × g for 15min to remove mitochondria

from cytosolic fraction. The crude mitochondrial fraction was
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washed and centrifuged at 12,000 × g for 5 min. The pellets

were collected as the mitochondrial fraction and stored at

−20 °C until further use. Submitochondrial fractions were

prepared as described previously [54]. All steps were carried

out at 4 °C. Mitochondrial extracts were freshly suspended in

a lysis buffer (Sucrose 0.25M, Tris-HCL pH7.4 0.1M,

EGTA 1mM, PIC 1X) and water-soluble digitonin (Merck

Millipore, MS, USA) was added on ice at a final concentra-

tion 0.1mg of digitonin per milligram of mitochondrial pro-

tein. After 15min incubation, extracts are centrifuged at

9000 × g for 10 min. The pellet containing inner mitochon-

drial fraction (inner mitochondrial membrane and matrix) and

the supernatant containing external mitochondrial fraction

(outer mitochondrial membrane and intermembrane space)

were stored at −20 °C until further use.

Immunofluorescence staining

Cells were grown on coverslips in 12-well plates and

stained with Mitotracker Red CMXRos (ThermoFisher,

MS, USA), according manufacturer’s protocol. Cells were

washed with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde during

20 min and then treated with Triton 0.1% during 10 min at

room temperature. After a blocking step with 10% chicken

serum, cells were washed in 1X PBS and probed for pri-

mary antibodies (incubated for 1 h each at room tempera-

ture) and secondary antibody (incubated for 1 h at room

temperature with Hoechst 1/5000). Images were acquired

with a confocal SP8 TCS Leica microscope.

Intra-molecular disulfide bond in silico analysis

The existence of disulfide-bonds in ING2 protein was

examined through an online tool DIANNA v1.1 based on a

neural system prediction method [55]. The ING2 reference

sequence used was NCBI NP_001555.1 using FASTA

format as an input.

Mitochondrial structure and network analysis

Mitotracker Red CMXRos (ThermoFisher, MS, USA) was

used for the mitochondrial network analysis as it reliably

identifies mitochondria and is not affected by fixation pro-

cedure. Mitochondrial morphology was analyzed using the

Mitochondrial Network Analysis tool (MiNA) [30], a macro

tool developed for use with ImageJ software. Briefly,

fluorescence images of individual cells (20 cells per con-

ditions) were loaded into the program in tiff format. Images

were prepared for analysis through the application of mask

to sharpen the image and a median filter using a 2-pixel

radius to remove spurious features. The image was then

skeletonized using the Analyse Skeleton plugin included in

the FIJI software. Outcome parameters values were

mitochondrial length, mitochondrial length per cluster and

network branches for each experimental condition.

Flow cytometry analysis

Detection of mitochondrial biomass and ROS production

using flow cytometer in U2OS or A549 cells was performed

according published protocol [56]. Briefly, living cells were

treated with MitoSox Red (ThermoFisher, MS, USA) or

Mitotracker Green (ThermoFisher, MS, USA) according to

manufacturer’s instructions. The cells were collected in

glass tubes, PBS washed, and centrifuged at 750 × g for

7 min. Finally, propidium iodide was added to the samples

(5 min incubation at room temperature) before analyzing

them by flow cytometry in a BD FACSCanto II (BD

Biosciences, Franklin lakes, NJ, USA). Mitochondrial

membrane permeability was assessed using JC-1 Assay kit

(#M34152, ThermoFisher, MS, USA) in siRNA-treated

U2OS cells, according manufacturer’s instructions. Detec-

tion of the fluorescence signal of 488-nm-excited at 525/

50 nm (green) and 585/42 nm (red) was performed using a

BD FACSCanto II (BD Biosciences, Franklin lakes, NJ,

USA) flow cytometer. Results are expressed as fluorescence

intensity ratio red/green relative to control.

Electron microscopy

Conventional electron microscopy and immunoelectron

microscopy were performed on U2OS cells, as previously

described (see supplemental information for detailed protocol)

[57, 58].

Mitochondrial D-Loop immunoprecipitation (mtDIP)
assay

We realized an adapted ChIP assay in order to detect the

possible interaction between ING2 and mtDNA, as pre-

viously done for p53 (see supplemental information for

details) [36]. Data are represented as percentage of input

fold change (% input = 100 × 2(CTinput−CTmtDIP)) in each

experimental condition; CT refers to cycle threshold.

Quantification of mitochondrial DNA (mtDNA)
damage by long-range PCR

The estimation of DNA damage after oxidative stress was

performed as previously described with few modifications

(see supplementary information for details) [59, 60].

Seahorse mitochondrial stress test analysis

Oxygen consumption rate (OCR) were measured in U2OS

cells transfected with si-CT or si-ING2 in response to 1 µM
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oligomycin A, 2 µM fluoro-carbonyl cyanide phenylhy-

drazone (FCCP), and 0.5 µM antimycin A with the XFe24

analyzer (Agilent Biosciences). Reagents were optimized

using the Mito stress kit from Seahorse Bioscience (Agilent

Biosciences) using the protocol and algorithm program in

the analyzer, Mito Stress Test. U2OS cells were seeded on

XFe24-well culture microplates at 70,000 cells per well and

analyzed after 24 h.

Statistical analyses

Statistical analysis was performed using the GraphPad

Prism 7.0a software (GraphPad software, San Diego, CA,

USA) using the Student’s unpaired, two-tailed t test for

quantitative variable. Appropriate nonparametric tests were

applied in case of non-normal distribution of the variables

(values of p < 0.05 (*) and p < 0.01 (**) were considered

statistically significant).

Acknowledgements We thank S.Manié for his participation and the
technical support. We thank the photonic facility of the Microscopy
Rennes Imaging Center (MRic-Photonics) of Biosit, Université de
Rennes 1. We thank Pr JA MacDonald and his team members as well as
Pr K Riabowol (University of Calgary, Canada) for providing lentiviral
vectors and technical support for the generation of the CrispR clones.
AM was a recipient of a doctoral fellowship from La Ligue Contre le
Cancer and Region Bretagne. C. Ricordel was a recipient of FHU
Camin (CHU Rennes) doctoral followship and Nuovo-Soldati Funda-
tion research grant. RP is supported by INSERM (Institut National de la
Santé et de la Recherche Médicale). The work was supported by La
Ligue Contre le Cancer (Grand Ouest), Association pour la Recherche
sur le Cancer (ARC), Fondation pour la Recherche Médicale (FMR,
DEQ20180339169), AIS Rennes Métropole, Biosit and Action Incita-
tive Université de Rennes 1.

Author contributions CR, LC, AB, and RP conceived and designed
the experiments. CR, AM, AB, AJ, LC, FJ, MT, and ABu performed
the experiments. CR, LC, MT, and RP analyzed the data. RP, HL, BD,
TG approved the manuscript and contributed to the financial support.
CR and RP wrote the paper.

Compliance with ethical standards

Conflict of interest The authors declare no competing interests.

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

References

1. Wallace DC. Mitochondria and cancer. Nat Rev Cancer.
2012;12:685–98.

2. Vyas S, Zaganjor E, Haigis MC. Mitochondria and Cancer. Cell.
2016;166:555–66.

3. Zong W-X, Rabinowitz JD, White E. Mitochondria and Cancer.
Mol Cell. 2016;61:667–76.

4. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next gen-
eration. Cell. 2011;144:646–74.

5. Sullivan LB, Chandel NS Mitochondrial reactive oxygen species
and cancer. Cancer Metab. 2014; 2. https://doi.org/10.1186/2049-
3002-2-17.

6. Satoh H, Moriguchi T, Takai J, Ebina M, Yamamoto M. Nrf2
prevents initiation but accelerates progression through the Kras
signaling pathway during lung carcinogenesis. Cancer Res.
2013;73:4158–68.

7. Neumann CA, Krause DS, Carman CV, Das S, Dubey DP,
Abraham JL, et al. Essential role for the peroxiredoxin Prdx1 in
erythrocyte antioxidant defence and tumour suppression. Nature.
2003;424:561–5.

8. Sablina AA, Budanov AV, Ilyinskaya GV, Agapova LS, Krav-
chenko JE, Chumakov PM. The antioxidant function of the p53
tumor suppressor. Nat Med. 2005;11:1306–13.

9. Shiao YH, Resau JH, Nagashima K, Anderson LM, Ramakrishna
G. The von Hippel-Lindau tumor suppressor targets to mito-
chondria. Cancer Res. 2000;60:2816–9.

10. Hilgendorf KI, Leshchiner ES, Nedelcu S, Maynard MA, Calo E,
Ianari A, et al. The retinoblastoma protein induces apoptosis
directly at the mitochondria. Genes Dev. 2013;27:1003–15.

11. Dantas A, Al Shueili B, Yang Y, Nabbi A, Fink D, Riabowol K
Biological functions of the ING proteins. Cancers. 2019; 11.
https://doi.org/10.3390/cancers11111817.

12. Doyon Y, Cayrou C, Ullah M, Landry A-J, Côté V, Selleck W,
et al. ING tumor suppressor proteins are critical regulators of
chromatin acetylation required for genome expression and per-
petuation. Mol Cell. 2006;21:51–64.

13. Larrieu D, Ythier D, Brambilla C, Pedeux R. ING2 controls the
G1 to S-phase transition by regulating p21 expression. Cell Cycle
Georget Tex. 2010;9:3984–90.

14. Pedeux R, Sengupta S, Shen JC, Demidov ON, Saito S, Onogi H,
et al. ING2 regulates the onset of replicative senescence by
induction of p300-dependent p53 acetylation. Mol Cell Biol.
2005;25:6639–48.

15. Archambeau J, Blondel A, Pedeux R Focus-ING on DNA integ-
rity: implication of ING proteins in cell cycle regulation and DNA
repair modulation. Cancers. 2019; 12. https://doi.org/10.3390/ca
ncers12010058.

16. Larrieu D, Ythier D, Binet R, Brambilla C, Brambilla E, Sengupta
S, et al. ING2 controls the progression of DNA replication forks to
maintain genome stability. EMBO Rep. 2009;10:1168–74.

17. Guérillon C, Larrieu D, Pedeux R. ING1 and ING2: multifaceted
tumor suppressor genes. Cell Mol Life Sci. 2013;70:3753–72.

18. Bose P, Thakur S, Thalappilly S, Ahn BY, Satpathy S, Feng X,
et al. ING1 induces apoptosis through direct effects at the mito-
chondria. Cell Death Dis. 2013;4:e788.

19. Steinmetz LM, Scharfe C, Deutschbauer AM, Mokranjac D,
Herman ZS, Jones T, et al. Systematic screen for human disease
genes in yeast. Nat Genet. 2002;31:400–4.

20. Ma Y, Yan R, Wan Q, Lv B, Yang Y, Lv T et al. Inhibitor of
growth 2 regulates the high glucose-induced cell cycle arrest and
epithelial-to-mesenchymal transition in renal proximal tubular
cells. J Physiol Biochem. 2020. https://doi.org/10.1007/s13105-
020-00743-3.

21. van Donselaar E, Posthuma G, Zeuschner D, Humbel BM, Slot
JW. Immunogold labeling of cryosections from high-pressure
frozen cells. Traffic Cph Den. 2007;8:471–85.

22. Gabriel K, Milenkovic D, Chacinska A, Müller J, Guiard B,
Pfanner N, et al. Novel mitochondrial intermembrane space pro-
teins as substrates of the MIA import pathway. J Mol Biol.
2007;365:612–20.

23. Zhuang J, Wang P, Huang X, Chen X, Kang J-G, Hwang PM.
Mitochondrial disulfide relay mediates translocation of p53 and
partitions its subcellular activity. Proc Natl Acad Sci USA.
2013;110:17356–61.

4122 C. Ricordel et al.

https://doi.org/10.1186/2049-3002-2-17
https://doi.org/10.1186/2049-3002-2-17
https://doi.org/10.3390/cancers11111817
https://doi.org/10.3390/cancers12010058
https://doi.org/10.3390/cancers12010058
https://doi.org/10.1007/s13105-020-00743-3
https://doi.org/10.1007/s13105-020-00743-3


24. Backes S, Herrmann JM. Protein translocation into the inter-
membrane space and matrix of mitochondria: mechanisms and
driving forces. Front Mol Biosci. 2017;4:83.

25. Vögtle F-N, Burkhart JM, Rao S, Gerbeth C, Hinrichs J, Martinou
J-C, et al. Intermembrane space proteome of yeast mitochondria.
Mol Cell Proteom MCP. 2012;11:1840–52.

26. He GHY, Helbing CC, Wagner MJ, Sensen CW, Riabowol K.
Phylogenetic analysis of the ING family of PHD finger proteins.
Mol Biol Evol. 2005;22:104–16.

27. Dabir DV, Hasson SA, Setoguchi K, Johnson ME, Wongkong-
kathep P, Douglas CJ, et al. A small molecule inhibitor of redox-
regulated protein translocation into mitochondria. Dev Cell.
2013;25:81–92.

28. Abdrabou A, Brandwein D, Wang Z Differential subcellular dis-
tribution and translocation of seven 14-3-3 isoforms in response to
EGF and during the cell cycle. Int J Mol Sci. 2020;21. https://doi.
org/10.3390/ijms21010318.

29. Gong W, Russell M, Suzuki K, Riabowol K. Subcellular targeting
of p33ING1b by phosphorylation-dependent 14-3-3 binding reg-
ulates p21WAF1 expression. Mol Cell Biol. 2006;26:2947–54.

30. Valente AJ, Maddalena LA, Robb EL, Moradi F, Stuart JA. A simple
ImageJ macro tool for analyzing mitochondrial network morphology
in mammalian cell culture. Acta Histochem. 2017;119:315–26.

31. Szczepanowska J, Zabłocki K, Duszyński J. Influence of a mito-
chondrial genetic defect on capacitative calcium entry and mito-
chondrial organization in the osteosarcoma cells. FEBS Lett.
2004;578:316–22.

32. Marusich MF, Robinson BH, Taanman JW, Kim SJ, Schillace R,
Smith JL, et al. Expression of mtDNA and nDNA encoded
respiratory chain proteins in chemically and genetically-derived
Rho0 human fibroblasts: a comparison of subunit proteins in
normal fibroblasts treated with ethidium bromide and fibroblasts
from a patient with mtDNA depletion syndrome. Biochim Bio-
phys Acta. 1997;1362:145–59.

33. Shi X, Hong T, Walter KL, Ewalt M, Michishita E, Hung T, et al.
ING2 PHD domain links histone H3 lysine 4 methylation to active
gene repression. Nature. 2006;442:96–99.

34. Kaufman BA, Durisic N, Mativetsky JM, Costantino S, Hancock
MA, Grutter P, et al. The mitochondrial transcription factor
TFAM coordinates the assembly of multiple DNA molecules into
nucleoid-like structures. Mol Biol Cell. 2007;18:3225–36.

35. Krogan NJ, Cagney G, Yu H, Zhong G, Guo X, Ignatchenko A,
et al. Global landscape of protein complexes in the yeast Sac-
charomyces cerevisiae. Nature. 2006;440:637–43.

36. Achanta G, Sasaki R, Feng L, Carew JS, Lu W, Pelicano H, et al.
Novel role of p53 in maintaining mitochondrial genetic stability
through interaction with DNA Pol gamma. EMBO J.
2005;24:3482–92.

37. Wang YE, Marinov GK, Wold BJ, Chan DC. Genome-wide
analysis reveals coating of the mitochondrial genome by TFAM.
PloS One. 2013;8:e74513.

38. Mouche A, Archambeau J, Ricordel C, Chaillot L, Bigot N,
Guillaudeux T, et al. ING3 is required for ATM signaling and
DNA repair in response to DNA double strand breaks. Cell Death
Differ. 2019;26:2344–57.

39. Weckbecker D, Longen S, Riemer J, Herrmann JM. Atp23 bio-
genesis reveals a chaperone-like folding activity of Mia40 in the
IMS of mitochondria. EMBO J. 2012;31:4348–58.

40. Longen S, Woellhaf MW, Petrungaro C, Riemer J, Herrmann JM.
The disulfide relay of the intermembrane space oxidizes the
ribosomal subunit mrp10 on its transit into the mitochondrial
matrix. Dev Cell. 2014;28:30–42.

41. Edwards R, Gerlich S, Tokatlidis K. The biogenesis of mitochondrial
intermembrane space proteins. Biol Chem. 2020;401:737–47.

42. Lee SR, Han J. Mitochondrial nucleoid: shield and switch of the
mitochondrial genome. Oxid Med Cell Longev 2017;2017:
e8060949.

43. Gozani O, Karuman P, Jones DR, Ivanov D, Cha J, Lugovskoy
AA, et al. The PHD finger of the chromatin-associated protein
ING2 functions as a nuclear phosphoinositide receptor. Cell.
2003;114:99–111.

44. Rosivatz E, Woscholski R. Removal or masking of phosphatidyli-
nositol(4,5)bisphosphate from the outer mitochondrial membrane
causes mitochondrial fragmentation. Cell Signal. 2011;23:478–86.

45. Dar S, Chhina J, Mert I, Chitale D, Buekers T, Kaur H, et al.
Bioenergetic adaptations in chemoresistant ovarian cancer cells.
Sci Rep. 2017;7:8760.

46. Lehuédé C, Dupuy F, Rabinovitch R, Jones RG, Siegel PM.
Metabolic plasticity as a determinant of tumor growth and
metastasis. Cancer Res. 2016;76:5201–8.

47. Pile LA, Spellman PT, Katzenberger RJ, Wassarman DA. The
SIN3 deacetylase complex represses genes encoding mitochon-
drial proteins: implications for the regulation of energy metabo-
lism. J Biol Chem. 2003;278:37840–8.

48. Ythier D, Larrieu D, Binet R, Binda O, Brambilla C, Gazzeri S,
et al. Sumoylation of ING2 regulates the transcription mediated by
Sin3A. Oncogene. 2010;29:5946–56.

49. Zhang J-T, Wang D-W, Li Q-X, Zhu Z-L, Wang M-W, Cui D-S,
et al. Nuclear to cytoplasmic shift of p33(ING1b) protein from
normal oral mucosa to oral squamous cell carcinoma in relation to
clinicopathological variables. J Cancer Res Clin Oncol.
2008;134:421–6.

50. Zhu Z-L, Yan B-Y, Zhang Y, Yang Y-H, Wang Z-M, Zhang H-Z,
et al. Cytoplasmic expression of p33(ING1b) is correlated with
tumorigenesis and progression of human esophageal squamous
cell carcinoma. Oncol Lett. 2013;5:161–6.

51. Wang Y, Dai DL, Martinka M, Li G. Prognostic significance of
nuclear ING3 expression in human cutaneous melanoma. Clin
Cancer Res. 2007;13:4111–6.

52. Li X, Nishida T, Noguchi A, Zheng Y, Takahashi H, Yang X,
et al. Decreased nuclear expression and increased cytoplasmic
expression of ING5 may be linked to tumorigenesis and pro-
gression in human head and neck squamous cell carcinoma. J
Cancer Res Clin Oncol. 2010;136:1573–83.

53. Guérillon C, Bigot N, Pedeux R The ING tumor suppressor genes:
Status in human tumors. Cancer Lett. 2013. https://doi.org/10.
1016/j.canlet.2013.11.016.

54. Pallotti F, Lenaz G. Isolation and subfractionation of mitochondria
from animal cells and tissue culture lines. Methods Cell Biol.
2007;80:3–44.

55. Ferrè F, Clote P. DiANNA 1.1: an extension of the DiANNA web
server for ternary cysteine classification. Nucleic Acids Res.
2006;34:W182–W185.

56. Puleston D. Detection of mitochondrial mass, damage, and reac-
tive oxygen species by flow cytometry. Cold Spring Harb Protoc.
2015;2015:pdb.prot086298.

57. Tokuyasu KT. A technique for ultracryotomy of cell suspensions
and tissues. J Cell Biol. 1973;57:551–65.

58. Nicolle O, Burel A, Griffiths G, Michaux G, Kolotuev I. Adap-
tation of cryo-sectioning for IEM labeling of asymmetric samples:
a study using caenorhabditis elegans. Traffic Cph Den.
2015;16:893–905.

59. Quispe-Tintaya W, White RR, Popov VN, Vijg J, Maslov AY.
Fast mitochondrial DNA isolation from mammalian cells for next-
generation sequencing. BioTechniques. 2013;55:133–6.

60. Furda A, Santos JH, Meyer JN, Van Houten B. Quantitative PCR-
based measurement of nuclear and mitochondrial DNA damage and
repair in mammalian cells. Methods Mol Biol. 2014;1105:419–37.

ING2 tumor suppressive protein translocates into mitochondria and is involved in cellular metabolism. . . 4123

https://doi.org/10.3390/ijms21010318
https://doi.org/10.3390/ijms21010318
https://doi.org/10.1016/j.canlet.2013.11.016
https://doi.org/10.1016/j.canlet.2013.11.016


Résultats 

94 

SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Supplementary material and methods 

pcDNA3.1 vectors coding ING2 truncated-mutant 

We used pcDNA3.1 vector coding different ING2 truncated proteins previously generated in 

our lab: Δ140, Δ204 and Δ147 (Ythier D et al, Oncogene 2010). We generated ING2 ΔNLR, 

ΔREASP and ΔNCR from pcDNA 3.1-ING2 using sites specific primers and subcloning into 

the pcDNA3.1 vector between XbaI (ING2ΔNLS, ΔREASP) or ClaI (ΔNCR) restriction site. 

Every ING2 constructs was verified by nucleotide sequencing. 

CRISPR-Cas9 generation.  

The CrispR-Cas9 plasmid lentiCRISPRv2 (ZhangLab) was provided by Dr. JA MacDonald 

(University of Calgary, Canada). The gRNAs against specific sequences in the ING2 gene 

were manually designed based on ING2 gene reference sequence (NCBI NC_000004.12) : 5’-

CAC-CGG-CAG-CAG-CAA-CTG-TAC-TCG-T-3’(sens) and 5’-AAA-CAC-GAG-TAC-

AGT-TGC-TGC-TGC-C-3’ (anti-sens). Oligonucleotides were annealed and ligated into the 

plasmid lentiCRISPRv2. As a control, a non-modified lentiCRISPRv2 (no gRNA inserted) 

was used for next steps. HEK293T cells were cotransfected with lentiCRISPRv2 (7.5 ug), 

pCMV-VSVG (2.6 ug) and psPAX2 (4.9 ug) with PolyJet Reagent (SignaGen Laboratories) 

to generate lentivirus according to the manufacturer’s protocol. After 48 hours, medium 

supernatant was collected, filtered and immediately stored at -80°C. Lentiviral suspension 

was added in the culture medium of A549 cells, then the culture medium was changed after 

24h. Puromycin (5 µg/mL) (Sigma Aldrich) was added 3 days after transduction to apply 

antibiotic selection. Several clones devoid of ING2 and a control clone with an unaltered 

expression of ING2 were acquired. We confirmed ING2 expression in two A549 CrispR-

ING2 cell clones (#1 and #2) and one CrispR-CT control clone by western blotting 

(Supplemental Fig.3A). 

Western blot  

Whole cell protein extracts were prepared for immunoblotting by cell lysis with RIPA buffer 

(#9806, Cell Signaling, MA, USA) in combination with a protease inhibitor cocktail (#5871, 

Cell Signaling, MA, USA). Protein samples were subjected to electrophoresis using the 

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gels Electrophoresis system (# NP0329BOX, Invitrogen). 

Mitochondrial extracts were lysed in TBS-CHAPS 2% (#28299, Sigma Aldrich) in 
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combination with a protease inhibitor cocktail (#5871, Cell Signaling, MA, USA). For the 

immunoprecipitation assays, FLAG-ING2 or FLAG-Ø transfected U2OS cells were lysed in 

Pierce IP lysis buffer (#87787, ThermoScientific) with a protease inhibitor cocktail (#5871, 

Cell Signaling, MA, USA), on ice for 5 minutes with periodic mixing. Then protein extracts 

were incubated with Anti-FLAG M2 Magnetic Beads (#8823, Merck Millipore, MS, USA), 

according manufacturer’s instructions. Supernatant was recovered and stored at -20°C for 

further analysis. After this, Anti-FLAG M2 Magnetic beads were first washed with IP lysis 

buffer and three times in 1XPBS + 0,01% Tween 20, then incubated at room temperature for 

20 min with gentle rotation at 4°C. Finally, the beads were eluted and subjected to 

electrophoresis. See supplemental information for antibodies used in this study. Western blots 

pictures were obtained with a Gbox imager (Syngene, UK) and were quantified using ImageJ 

software. Results display the amount of protein of interest normalized on loading control. 

Data are represented as percentages. 

List of antibodies for western blot 

The antibodies used in this study were: COX IV (#4850), p53 (#2524) from Cell Signaling; 

mtSSB (ab74710), VDAC (ab15895), total OXPHOS human antibody Cocktail (ab110411) 

from Abcam; mSin3A (sc-5299), α-Tubulin (sc-5286), Bak (sc-517390), DNA polymerase γ 

(sc-390634), TFAM (sc-376672), 14-3-3η (sc-17286) from SantaCruz; β-actin (A5441) and 

anti-FLAG (F3165) from Sigma Aldrich. The anti-ING1 mouse antibody (mix cab) is a kind 

gift from K.Riabowol’s lab (University of Calgary, Canada). The anti-ING2 antibody used in 

this study is a rat monoclonal antibody (clone 14H3D2) (Larrieu D. et al, Cell Cycle. 2010) 

provided by O. Gozani (University of Stanford, USA). 

In vitro GST Pull-Down assay 

GST Pull-Down experiment was performed with the MagneGST TM Pull-Down System 

(#V8870, Promega ; Madison, WI, USA). ING2 protein was translated in vitro using the 

TnT® T7 Quick Master Mix using unlabeled Methionine. MagneGST TM Glutathione 

particles were resuspended in Binding/Wash Buffer and washed 4 times. MagneGST TM 

Glutathione was incubated with 2 µg of GST control or recombinant protein GST-TFAM 

(#H00007019-P01, Abnova ; Taipei, Taiwan) in Binding/Wash Buffer for 30 min at room 

temperature with gentle mixing. After 5 washes, 20 µL of ING2 translated product was 

incubated with GST-TFAM and MagneGST TM Glutathione in Binding/Wash Buffer for 1 

hour at room temperature with gentle mixing. MagneGST TM Glutathione was washed five 
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times in Binding/Wash Buffer, SDS sample buffer was added and lysates were boiled before 

loading on western blot gel. 

Mitochondrial morphology 

Immunofluorescence images of si-RNA treated U2OS labeled with Mitotracker Red CMXRos 

(ThermoFisher, MS, USA) were analyzed for mitochondrial shape according to previously 

established classification (Ahmad T et al, Cell Death Dis 2013). A mitochondrial shape was 

considered predominant in a cell if more than 50% of the labeled mitochondria show a typical 

tubular, donut or blob appearance. At least 100 individual cells were considered per 

experimental condition. 

Electron microscopy 

For conventional electron microscopy, U2OS cells were rinsed with 0.15 M sodium 

cacodylate and fixed by adding 2.5% glutaraldehyde for 1h. After fixation, the cells were 

rinsed several times with 0.15 M sodium cacodylate and post-fixed with 1.5% osmium 

tetroxide for 1h. After further rinsing, the samples were dehydrated in increasing 

concentrations of ethanol (50, 70, 90 and 100% v/v) and then gradually infiltrated with 

increasing concentrations of epoxy resin (30, 50,70% v/v in ethanol). The samples were 

incubated overnight in pure epoxy resin before polymerization en bloc at 60°C for 48h. Ultra-

thin sections of 80 nm were then cut from the blocks using a UCT ultramicrotome (Leica), 

placed on grids, and post-stained with uranyl acetate and with lead citrate. For 

immunoelectron microscopy, cells were centrifuged for 5 min at 800xg, recovered and rapidly 

fixed in 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB) for 

4h, as previously described. The cells were rinsed in PB and suspended in gelatin at 37°C for 

10 min. After solidification on ice, the cell blocks were cut and immersed in 2.3 M sucrose at 

4°C overnight. The blocks were then mounted on a pin holder and placed in a UC7 

cryoultramicrotome (Leica). Rapid trimming was performed using a 90°C trim tool (DTB20, 

Diatome AG) at -80°C to determine a region of interest. Ultrathin cryosections (70-90 nm) 

were cut at -120°C using a dry diamond knife (DCIMM 3520, Diatome AG), picked up with a 

mixture (1:1 v/v) of 2.3 M sucrose and 2% wt/vol methylcellulose and transferred to formvar-

coated copper or nickel grids. The grids were subjected to standard immunolabeling 

procedures (Nicolle O, et al. Traffic Cph Den 2015), before a final contrast on ice with a mix 

of 2% methylcellulose and 4% uranyl acetate in a ratio of 8:2. The primary and secondary 

antibodies used are respectively rat monoclonal anti-ING2 (14H3D2 clone) antibody and 
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protein A Gold (10nm) (CMC, Netherlands). The grids used for electron microscopy were 

examined at 120 kV with a JEOL 1400 transmission electron microscope equipped with an 

SC 1000 camera (Gatan Orius). The images obtained were loaded in the ImageJ software for 

further analysis. 

List of primers 

The primers used in this study were : U6-Fwd: CTC-GCT-TCG-GCA-GCA-CA; U6-Rev: 

AAC-GCT-TCA-CGA-ATT-TGC-GT; ARN16S-Fwd: ACC-TAA-CAA-ACC-CAC-AGG-

TCC; ARN16S-Rev: ACA-TCG-AGG-TCT-AAA-CCC-T; ND2-Fwd: AAA-CCA-AAC-

CCA-GCT-ACG-CA; ND2-Rev: GGA-GAG-GAG-GGT-GGA-TGG-AA; COII-Fwd: ACC-

TTT-CAT-GAT-CAC-GCC-CT; COII-Rev: GAG-GGA-TCG-TTG-ACC-TCG-TC; ATP6-

Fwd: ATG-AGC-GGG-CAC-AGT-GAT-TA; ATP6-Rev: ATA-TTG-CTA-GGG-TGG-

CGC-TT; ATP8-Fow: ATG-GCC-CAC-CAT-AAT-TAC-CCC; ATP8-Rev: GGC-AAT-

GAA-TGA-AGC-GAA-CAG; ING2-Fwd: CGT-GCC-CTC-TCG-AGC-GGC-TGC-GGG-

GTC; ING2-Rev: CAA-AGT-ACA-ACA-ACT-TTT-AAT-ACA-CC; ShortF-Fwd: TGT-

CTG-CAC-AGC-CAC-TTT-CCA; ShortF-Rev: GAA-CGG-GGA-TGC-TTG-CAT-GT; 

LongF-Rev : GAT-ATT-GCT-AGG-GTG-GCG-CT;  UTERM-Fwd: AAG-CGC-CTT-CCC-

CCG-TAA-AT; UTERM-Rev: CCA-TTG-CGA-TTA-GAA-TGG-GTA-CAA; Dloop2-Fwd: 

CAA-GTA-CAG-CAA-TCA-ACC-CTC; Dloop2-Rev: GAC-GAG-AAG-GGA-TTT-GAC-

TGT; Dloop3-Fwd: ; CCA-CCA-TCC-TCC-GTG-AAA-TC; Dloop3-Rev: GAC-CCT-GAA-

GTA-GGA-ACC-AG; ARN12S-Fwd: GAA-CAA-GCA-TCA-AGC-ACG-CA; ARN12S-

Rev: TGG-GGA-GGG-GGT-GAT-CTA-AA. 

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR)  

Total RNA was isolated from U2OS cells by NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel, UK) and 

then reversely transcribed into cDNA using High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, USA). cDNA was analyzed with B‐R SYBR Green SuperMix (Quanta 

Biosciences, Berverly, MA, USA) in StepOnePlus™ system (Applied Biosystems) (see 

supplemental information for qPCR primers sequence). Relative quantification in qPCR was 

performed using 2−ΔΔCT (threshold cycle value) for calculation of fold change with U6 as 

control. Quantification of mitochondrial DNA was assessed by the expression of mtDNA 

copy number relative to nuclear DNA using the qPCR method as described by Pfaffl (Pfaffl 

MW. Nucleic Acids Res 2001). Results were expressed as a ratio of mtDNA/gDNA relative 

to the experimental control condition. 

Quantification of mitochondrial DNA (mtDNA) damage by long-range PCR 
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First, mtDNA was extracted using miniprep kit (GeneJET PCR Purification Kit; Thermo 

Scientific, MS, USA) from mitochondrial extracts from si-RNA treated U20S cells.  MtDNA 

integrity was measured by the relative amplification efficiency of a 6.141‐kb mtDNA 

fragment compared to a 454 bp mtDNA fragment, using dedicated. PCR products were 

separated in 2% agarose gel, and visualized with SYBR Safe (Thermo Scientific, MS, USA) 

staining. Quantitation was performed with ImageJ software. 

Mitochondrial D-Loop Immunoprecipitation (mtDIP) assay 

Mitochondria were isolated from FLAG-ING2 or FLAG-Ø transfected U2OS cells and 

incubated with 1% formaldehyde for 30 min and then the crosslinking reaction was stopped 

by addition of 125 mM glycine. After a washing step, samples were sonicated (3cycles : 30sec 

on/30sec off), incubated in an ice-bath for 3 min. One-tenth of the samples were used as input  

and the remaining supernatant were diluted in IP buffer (1:4; 20 mM Tris, pH 8.0, 150 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% NP-40, 0.5% Triton X-100 with protease cocktail inhibitors). 

Diluted samples were incubated at 45°C for 30 min, and incubated with FLAG-M2 antibody 

(2 μg), TFAM antibody (2µg) or nonspecific IgG on a rotating shaker at 4°C overnight. 

Protein G-conjugated agrose beads were added and incubated on a rotating shaker at 4°C for 1 

h. The beads were pulled down, and washed sequentially with the following buffers: buffer I 

(20 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100), buffer II 

(buffer I containing 500 mM NaCl), buffer III (10 mM Tris, pH 8.0, 0.25 M LiCl, 1 mM 

EDTA, 1% NP-40, 1% deoxycholate), and buffer IV (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 

mM EDTA). Both the input control samples and the immunoprecipitated samples were 

incubated with elution buffer (1% SDS, 0.1 M sodium bicarbonate) at 65°C for 15 min, 

centrifuged at 2000 g for 5 min. The crosslinking was reversed by incubation of the samples 

with 20 μl of 5 M NaCl at 65°C during 6h. The samples treated with proteinase K (2 mg/ml) 

at 45°C for 1 h and DNA was extracted using a phenol–chloroform–isoamyl alcohol, followed 

by ethanol precipitation. The purified DNA was dissolved in water and used for qPCR to 

detect the presence of mtDNA, using primers specific for mtDNA (see list above). 

Colony formation assay 

CrispR-CT, CrispR-ING2#1 and CrispR-ING2#2 A549 clones were exposed to Metformin 

(vehicule, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM) and 2-DG (vehicule, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM) for 7 days 

under culture basal condition (37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2) to allow colony 

formation. Then, cells were fixed with PFA 2% for 10 minutes then exposed to Cristal Violet 
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for 15 minutes to allow colony count (colonies with 50 cells or more were considered for 

counting). Plating efficiency calculation for each cell lines was used to normalize the 

surviving fraction, as previously described (Franken NAP, et al. Nat Protoc 2006). 

ATP production in culture cells 

CellTiter-Glo 2.0 Cell Viability Assay (Promega) was used to estimate ATP production in 

A549 CrispR-CT and A549 CrispR-ING2#1 cells, according manufacters instruction. Cells 

were seeded in 96-well plates under basal culture condition. CellTiter-Glo reagent was added 

in each well (1:1 v/v). Then, plates were mixed for 2 minutes on an orbital shaker and 

incubated at room temperature for 10 minutes. Luminescence was measured using an 

Infinite200Pro analyzer (Tecan, Männedorf, Switzerland). 

Yeast strains culture 

Wild-type and PHO23 deleted strains used in this study are in the BY4741 background and 

were obtained from the EUROSCARF collection (Frankfurt, Germany). Culture of yeast on 

fermentable (YPD medium contain glucose) and non-fermentable (YPG medium contain 

glycerol) substrate was assessed by drop test. In the YPG condition, yeasts require effective 

oxidative phosphorylation in mitochondria to generate energy. Five-fold serial dilutions of 

exponentially growing cultures of the indicated strains were prepared in a sterile 96-well plate 

with the highest concentration being 5 x 106 cells/ml. Cells were then spotted on either YPD 

or YPG media. All plates were then incubated at 30°C for two days on YPD medium or 5 

days on YPG medium, and photographed.  

IEM quantification 

Counting of nanogold beads was performed by an investigator blinded for the different 

experimental condition. At least 10 independent areas, defined as 80x80 pixels square, applied 

respectively on cytoplasm, mitochondrial and nuclear structure identified on IEM images 

(x15000) were used for quantification. Results were represented with box and whiskers plot. 

Nuclear protein extraction from cultured cells 

Nuclear protein extraction was performed on U2OS cells after treatment with increasing 

concentration of glucose oxidase or vehicule for 24h, using NE-PER kit (Thermo Scientific; 

MS, USA) and according manufacturer recommendation. 
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Supplementary Figure Legends:  

Supplemental Figure 1:  

(A) Western blot analysis of whole cell and mitochondrial extracts from untransfected A549 

cells and probed with the indicated antibodies.  

(B) Immunofluorescence analysis of hTERT-immortalized MRC5 cells. Cells were probed for 

ING2, labelled with Hoechst and DNA polymerase γ. 

(C) Immunofluorescence analysis of U2OS cells transfected with an increasing amount of 

FLAG-ING2. Cells were probed as indicated for ING2, FLAG tag and labelled with Hoechst 

and Mitotracker. 

(D) Representative immuno electron microscopy images from cryosectioned U2OS cells and 

labelled with ING2 (left panel). Quantification of beads relative to the area of interest in the 

ING2 and DNA-polymerase γ experimental condition of immuno electron microscopy images 

(Nu: Nucleus; M: mitochondria; black bar; 500nm) 

 

Supplemental Figure 2:  

 (A) Schematic representation of ING2 wild-type and ING2-truncated mutant sequences (left 

panel). Western blot analysis of mitochondrial extracts from U2OS cells transfected with 

respective vectors: FLAG-ING2, FLAG-ING2Δ140, FLAG-ING2Δ204, FLAG-ING2Δ147, 

FLAG-ING2ΔNLS, FLAG-ING2ΔREASP and ING2ΔNCR; then probed with the indicated 

antibodies (right panel).  

(B) Western blot analysis of nuclear extracts from U2OS cells treated with indicated 

concentrations of glucose oxidase during 24 hours and probed with the indicated antibodies (- 

: vehicule; + : 50 mUI/ml ; ++ : 100 mUI/ml ). 

 (C) Western blot analysis of whole cell and mitochondrial extracts from U2OS cells treated 

with MB-6 using increasing concentrations for 24 hours. Protein extracts were probed with 

the indicated antibodies. 

Supplemental Figure 3:  
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(A) Western blot analysis of whole cell extracts from Si-CT or Si-ING2 treated U2OS cells 

and probed with the indicated antibodies (left panel). Western blot analysis of whole cell 

extracts from CrispR-CT, CrispR-ING2#1 and CrispR-ING2#2 generated clones (right panel). 

Protein extracts were probed with the indicated antibodies. 

(B) Histograms showing percentage of predominant mitochondrial shape in 100 individual si-

CT or si-ING2 treated U20S cells based on mitotracker green immunofluorescence analysis 

from three independent biological replicates (right panel ; ns: non-significant). 

(C) Representative immunofluorescence analysis of CrispR-CT or CrispR-ING2 A549 clones 

processed with MiNa software (left panel). Histogram showing MiNA outcome parameters 

evaluated on 20 individual cells in each condition. Bars represent mean±SD (right panel ; ns: 

non-significant; **:p<0,01). 

Supplemental Figure 4:  

(A) Immunoprecipitation of exogenous HA tag in FLAG-ING2 and/or HA-Twinkle 

transfected U2OS cells. Proteins were detected using the indicated antibodies. Actin and IgG 

light chain (IgG LC) were used as loading control for the input and the IP respectively. 

(mtSSB:  mitochondrial stranded DNA-binding protein) 

(B) Western blot analysis of GST-pulldown in vitro assay with TFAM and ING2 GST-tagged 

recombinant proteins. Proteins were detected using the indicated antibodies. 

(C) Agarose gels showing representative example of mtDNA amplicons resulting for mtDIP 

assay (DLoop2 in the picture). The signal in the TFAM lane represents the positive control 

and Ns-IgG the negative control of the immunoprecipitation step. 

Supplemental Figure 5:  

(A) Wild type (WT) and mutant strains deleted for PHO23 (Δpho23) were culture in YPD 

(fermentable substrate) or YPG medium (non-fermentable substrate) for respectively two and 

five days. Figure shows representative plates of three independent replicates. 

 (B) Histograms showing relative luminescence of CrispR-CT and CrispR-ING2 A549 clones 

after 48h under standard culture condition from three independent replicates. Bars represent 

mean±SD (ns : non-significant). 
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2 ARTICLE N°2 

Expression de la protéine ING2 dans les différents 

compartiments cellulaires et identification de nouvelles 

opportunités thérapeutiques dans le cancer bronchique non à 

petites cellules. 

Subcellular expression of ING2 protein identifies new therapeutic vulnerabilities in 
non-small cell lung cancer 

Charles Ricordel, Angela Chan, Michelle Dean, Subash Thalappilly, Nancy Nixon, Doha Itani, Jérome 
Archambeau, Benoit Desrues, Rémy Pedeux, Gwyn Bebb, Karl Riabowol 

Communication au congrès AACR–RAS-Driven Cancers, San Diego, USA, 2018 
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Résumé des résultats principaux 

Le deuxième objectif de ma thèse a porté sur l’analyse de l’expression de la protéine ING2 dans une 
cohorte de patients porteurs d’un cancer bronchique non à petites cellules. Au cours d’une mobilité 
internationale dans le laboratoire du Pr Riabowol (University of Calgary, Annie Charbonneau Cancer 

Institute, Calgary, Canada), j’ai pu coordonner la réalisation d’une analyse quantitative et automatisée 

de l’expression de la protéine ING2 sur de plus de 400 échantillons. Cette analyse a ensuite servi de 

point de départ à l’exploration d’une hypothèse de vulnérabilité thérapeutique dépendante de 
l’expression d’ING2 dans le cancer bronchique non à petites cellules. 

1- Le niveau d’expression de la protéine ING2 est hétérogène dans le cancer bronchique non à 

petite cellules et son rapport nucléo-cytoplasmique est un marqueur pronostique. 

À l’aide d’une cohorte rétrospective de 427 patients atteints d’un cancer bronchique primitif traité 

chirurgicalement entre 2003 et 2010 au Tom Baker Cancer Center de Calgary (Glans-Look lung cancer 

database), nous avons étudié le niveau d’expression de la protéine ING2. Afin de s’affranchir des biais 
liés à la quantification immunohistochimique, nous avons choisi de mener une analyse quantitative, 

automatisée et contrôlée, du niveau d’expression de la protéine ING2 sur TMA (« Tissu-Micro Array »). 

Cette méthodologie nous a aussi permis de dissocier l’expression stromale ou tumorale, mais aussi 
nucléaire ou cytoplasmique de notre protéine d’intérêt. Comme attendu, l’expression de la protéine 
ING2 est à prédominance nucléaire dans les cellules tumorales ou adjacentes. Un signal d’expression 
cytoplasmique était fréquemment observé et son intensité positivement corrélée au niveau d’expression 
nucléaire. Une variabilité importante inter-tumorale de l’expression de la protéine ING2 a été constatée. 

Enfin, nous avons pu définir une valeur seuil du ratio nucléo-cytoplasmique de l’expression de ING2 au 
sein des cellules tumorales comme facteur pronostique potentiel. En effet, un rapport 

nucléo-cytoplasmique tumoral de l’expression de ING2 faible était associé à une plus courte survie 
globale (HR=1,34, p=0.034). La réciproque n’a pas été observée lorsque l’analyse de ce ratio était 
menée sur les cellules stromales. L’analyse en régression logistique a démontré que le sexe masculin 

et la survie globale <36 mois étaient significativement associés à un rapport nucléo-cytoplasmique 

faible de l’expression tumorale de ING2. 
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2- Le niveau d’expression de la protéine ING2 impacte la sensibilité à l’inhibition de WEE1 dans 

les lignées de cancers bronchiques. 

Le Projet Achille est un criblage de vulnérabilité génétique dans les lignées tumorales humaines mené 

par le Broad Institute. Une partie de ce travail se base sur une technologie d’ARN interférence à 

l’échelle du génome entier par l’utilisation des petits ARN « en épingle à cheveux » (shRNA). À l’aide de 
l’une des bases de données issue de ce projet, nous avons pu identifier le gène WEE1 comme l’un des 
gènes impactant significativement la prolifération cellulaire des lignées avec une faible expression 

d’ING2. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons sélectionné un panel de quatre lignées de 

cancers bronchiques non à petites cellules (A549, H322, H460 et H23) présentant différents niveaux 

d’expression d’ING2. L’effet antiprolifératif du MK-1775 (inhibiteur spécifique de l’activité kinase de 
WEE1) était inversement corrélé à l’expression d’ING2. De plus, par des approches fonctionnelles, nous 

avons démontré qu’une induction de l’expression d’ING2 diminuait la sensibilité des lignées au MK-

1775. Inversement, l’inhibition de l’expression d’ING2 augmentait la sensibilité des lignées au MK-1775, 

corroborant l’hypothèse initiale. 

3- La combinaison d’un inhibiteur de HDAC et d’un inhibiteur de WEE1 a un effet antiprolifératif 
synergique dans les lignées de cancer bronchiques. 

L’inhibiteur d’histone déacetylase SAHA (vorinostat) inhibe l’interaction entre ING2 et les partenaires du 

complexe mSin3A/HDAC. Pour aller plus loin sur la compréhension du mécanisme par lequel la 

protéine ING2 module l’impact de l’inhibition de WEE1, nous avons formulé l’hypothèse qu’une 
inhibition de l’activité épigénétique d’ING2 par le SAHA potentialiserait l’effet antiprolifératif du MK-1775. 

En effet, nous avons pu observer dans chaque lignée testée un effet synergique entre le traitement par 

le SAHA et par le MK-1775 (modélisation in silico Compusyn). Ces données pharmacologiques 

suggèrent que l’impact d’une inhibition de WEE1 dépend de l’activité épigénétique de la protéine ING2. 
Nous avons montré que la combinaison thérapeutique SAHA et MK-1775 induit une augmentation du 

nombre de cellules en phase G1 et en phase S ainsi qu’une majoration du nombre de cellules dont le 

contenu ADN est supérieur à 2n. Enfin, nous avons montré que l’expression du gène CHEK1, codant la 

protéine CHK1, principal activateur de WEE1, était sous le contrôle transcriptionnel d’ING2. L’inhibition 
pharmacologique de l’activité épigénétique d’ING2 ou la diminution expérimentale de son expression 
dans les lignées, induit une  diminution l’expression protéique de CHK1. Une corrélation entre la 

transcription du gène ING2 et CHEK1 a été confirmée dans les bases de données indépendantes de la 

Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE). 
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4- Proposition d’un nouveau modèle de vulnérabilité thérapeutique dépendant de l’expression de 
ING2 

Au final, nous proposons pour la première fois un modèle de vulnérabilité thérapeutique dans des 

lignées cancéreuses dépendant de l’un des membres de la famille ING. Selon notre hypothèse, l’activité 
épigénétique d’ING2 régule l’expression du gène CHEK1 à l’échelle transcriptionnelle. La perte de 
l’expression d’ING2 ou son inactivation par le SAHA, aboutit à une perte de l’expression de la protéine 
CHK1. Cela potentialise l’effet antiprolifératif de l’inhibiteur de WEE1 MK-1775. Sur le plan 

phénotypique, cette double inhibition induit une progression inadaptée des cellules tumorales dans le 

cycle cellulaire vers la catastrophe mitotique. Nos travaux révèlent donc une opportunité thérapeutique 

à explorer dans le cancer bronchique primitif, basée sur l’expression de la protéine suppressive de 
tumeur ING2.  



  Résultats 

111 

 

Subcellular expression of ING2 protein identifies new therapeutic 

vulnerabilities in non-small cell lung cancer 

Charles RICORDEL1,2, Angela MY CHAN3, Michelle L DEAN3, Subash THALAPPILLY4, 

Nancy NIXON5, Doha ITANI6, Jérome ARCHAMBEAU2, Benoit DESRUES1,2, Rémy 

PEDEUX2, Gwyn BEBB4,5, Karl RIABOWOL4,5 

1 Department of Pulmonary Medecine, CHU Pontchaillou, Université de Rennes 1, Rennes, 

France. 

2 INSERM U1242, Chemistry Oncogenesis Stress and Signaling, CLCC Eugène Marquis, 

Université de Rennes 1, Rennes, France 

3 Precision Oncology Hub, Tom Baker Cancer Center, Calgary, Alberta, Canada. 

4 Arnie Charbonneau Cancer Institute, Department of Biochemistry and Molecular Biology, 

University of Calgary, Calgary, Alberta, Canada T2N 4N1. 

5 Department of Oncology, University of Calgary, Calgary, Alberta, Canada. 

6 Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of Calgary, Calgary, Alberta, 

Canada 

 

Corresponding author:  Charles Ricordel, Service de Pneumologie, Hôpital Pontchaillou 

2 Rue Henri Le Guilloux, 35033 RENNES, France 

Phone: +33 (0)2 99 28 37 38 

Fax: +33 (0)2 99 28 24 80 

Mail: charles.ricordel@chu-rennes.fr 

ORCID ID: 0000-0001-6160-2732  

 

 

  



  Résultats 

112 

 

ABSTRACT 

A number of studies have reported decreased expression levels of the ING2 epigenetic 

regulator in non-small cell lung cancer (NSCLC).  Since ING2 mRNA levels do not represent 

protein levels accurately, we screened a large cohort of early resected NSCLC cases using a 

wide range of expression controls, to quantitate the nuclear and cytoplasmic expression of 

ING2 protein in all samples.  Coherently with prior studies we find that NSCLC patients show 

a wide range of ING2 protein levels.  Samples with high nucleo-cytoplasmic ratio of ING2 

expression correlated positively with survival and served as an independent prognostic factor.  

Interrogation of the Project Achilles database identified the WEE1 protein kinase as an ING2-

related genetic vulnerability. Co-inhibition and knockdown experiments in independent 

NSCLC cell lines confirmed that inhibition of ING2 acted synergistically with inhibition of 

WEE1 to reduce proliferation of cancer cell, but not primary fibroblast cell growth. ING2 

controls CHK1 expression at the transcriptional level and might sensitizes tumors cells to 

WEE1 inhibition. Altogether, these results support the idea that the tumor suppressor protein 

ING2 is a potential new prognostic and therapeutic biomarker for NSCLC. 

Keywords: ING2, non-small cell lung cancer, WEE1, CHK1, genetic dependencies 
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INTRODUCTION 

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of cancer-related death in 

occidental countries (1). Despite recent therapeutic breakthroughs such as the approval of 

targeted therapies and immune checkpoint inhibitors, late stage NSCLC remains a disease 

with very poor prognosis (2,3). Beyond the inhibition of oncoproteins, recent preclinical 

studies have uncovered new therapeutic opportunities in NSCLC, based on the expression of 

tumor suppressor gene. For instance, deficiency in the SMARCA4 tumor suppressor gene that 

encodes a mSWI/SNF complex subunit, predicts sensitivity to EZH2 inhibitor in multiple 

models of NSCLC (4). Similarly, KEAP1 tumor suppressor gene deficiency has been shown 

to induce a metabolic dependency on glutaminolysis in KRAS-mutated NSCLC that can be 

targeted by specific inhibitors (5). These two examples emphasize the critical importance of 

further investigating tumor cell vulnerabilities based on tumor suppressor gene expression in a 

clinical setting where there is still unmet therapeutic needs. 

The ING (INhibitor of Growth) gene family is comprised of five members (ING1-5) 

that have been extensively studied regarding their tumor suppressive functions over the last 

decades (6). The two first members of this family, ING1 and ING2 are core members of the 

mSIN3A/HDAC deacetylase complex and are recognized as chromatin-reader proteins (7). 

ING2 has been implicated in type I and type II tumor suppressor functions, for its gatekeeper 

and caretaker roles in cell biology (8). Initially, ING2 was reported to control the transcription 

of genes involved in critical cellular functions such as senescence and apoptosis, through 

chromatin acetylation remodeling (7,9). Moreover, ING2 regulates expression of genes 

involved in cell cycle control (e.g. p21), controls the recruitment of PCNA to the replication 

fork and is therefore a critical regulator of genome stability (10,11). Several studies have 

suggested that localization of ING protein is important and that its translocation into the 

cytoplasm promotes tumorigenesis (12–14). As the ING2 sequence contains the same REASP 

amino-acid motif that is responsible for ING1 nucleocytoplasmic translocation (15), we 

hypothesized that a similar import mechanism could be deregulated in tumor cells. Previous 

studies have shown that ING2 expression is mainly lost in cancer, notably in NSCLC (16). 

However, these studies were often based on less rigorously controlled immunohistochemistry 

performed on small cohorts. Furthermore, these studies did not explore the subcellular 

localization of the protein and usually did not restrict the analysis to the tumor cells included 

in the samples (17,18). Consequently, our first goal was to investigate the levels of ING2 

subcellular localization in a reproducible and unbiased manner using a large cohort of NSCLC 
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samples. Secondly, we sought to examine the genomic vulnerabilities induced by the variation 

of ING2 tumor suppressor protein expression in NSCLC, prioritizing clinically actionable 

biological targets. 

Herein, using an automated quantitative immunohistochemistry analysis, we 

demonstrate that ING2 expression is highly variable in a large cohort of NSCLC samples . A 

clear impact of ING2 nuclear and cytoplasmic localization was observed on survival. We 

show that the ING2 nucleocytoplasmic ratio is a prognostic factor in early stage NSCLC. 

Next, we identified the WEE1 gene that encodes a protein kinase that regulates the G2/M cell 

cycle transition, as a candidate gene inducing genetic dependency in cancer cell lines with low 

ING2 expression. We confirmed, using multiple functional approaches that sensitivity to 

WEE1 inhibition was modulated by ING2 expression in NSCLC cell lines with various 

genomic backgrounds. Pharmacological inhibition of ING2 chromatin remodeling abilities 

using HDAC inhibition promoted sensitivity to the WEE1 kinase inhibitor MK-1775. 

Mechanistically, we confirmed that ING2 controls the expression of the CHK1 protein, a 

protein kinase that directly controls WEE1 phosphorylation. This regulation occurs at the 

transcriptional level. Therefore, we have shown that ING2 down-regulation or its 

pharmacological inhibition, leads to an early transition into G2/M cell cycle phase, a mitotic 

defect that ultimately reduces tumor cell proliferation. Altogether, these results support the 

idea that the tumor suppressor protein ING2 is a potential new prognostic and therapeutic 

biomarker for NSCLC. 
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RESULTS 

 

NSCLC Samples 

A total of 436 patients were identified from the Glans Look database of whom 427 (98%) had 

sufficient and usable tissue for ING2 expression analysis.  The characteristics of the patients 

are presented in Table 1. The cohort was composed of patients with a median age of 65 years-

old, mainly smokers (82.4%) with predominantly adenocarcinoma histology (55.3%) and 

mostly were at TNM stage I-II disease (84.5%). As expected, a large majority of patients 

underwent surgical resection of the thoracic malignancy with a curative intent (92.3%).  

39.8% and  34.2% of the total cohort, received adjuvant chemotherapy and radiotherapy 

respectively. 

ING2 expression in the NSCLC cohort 

To confirm the specificity of the primary anti-ING2 antibody used in this study, we created 

FFPE blocks from cells that overexpressed ING2 using a PCI-ING2 plasmid or decreased 

levels using a stealth siRNA for ING2 in the A549 lung cancer cell line (Supplemental Fig1).  

We confirmed that  ING2 expression in A549 cells decreased with the amount of stealth 

siING2 transfected and increased with the amount of PCI-ING2 plasmid transfected 

(Supplemental Fig1A and 1B). ING2 localization in NSCLC samples (Figure 1A) was 

predominantly nuclear, however, a clear cytoplasmic localization was also detected in the 

high expressing samples suggesting that when there is high ING2 expression, ING2 levels 

increased in the entire cell (Figure 1B). Interestingly, a linear correlation between ING2 

nuclear and cytoplasmic levels was observed in tumor cells but also in surrounding stromal 

cells (Supplemental Fig1C), suggesting that subcellular localization in adjacent, but different 

cell types might be mechanistically linked. This was not an artefact of staining since internal 

control slides were included in all slides examined.  Previous reports have shown that ING1 

protein can translocate from the nucleus to the cytoplasm through an interaction with the 14-

3-3η protein on its specific REASP motif (19). As this specific motif is conserved in the ING2 

amino acid sequence (15), we speculate that the same mechanism could facilitate ING2 

nucleocytoplasmic translocation.  Mean levels of expression in tumor cells were significantly 

higher than in stromal cells identified by vimentin staining (Figure1C). Altogether, these 

results demonstrate that ING2 expression shows a high variability among tumors cells and 

that nuclear and cytoplasmic localization of ING2 are tightly correlated. 

Prognostic value of ING2 subcellular localization  
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According to previous studies in NSCLC (17), the overall expression level of ING2 in tumor 

samples was not associated with prognosis.  Consistent with this, Kaplan-Meier analysis 

shows that the total level of ING2 expression in tumor cells does not correlate with survival in 

our cohort (Supplemental Fig2A). However, recent studies have identified potential new 

ING2 cytosolic tumor suppressor functions (8) and we observed a strong cytoplasmic 

localization of ING2 in the NSCLC samples. Since digital image analysis allows us to 

reproducibly quantify cytoplasmic and nuclear localization of a protein, we explored the 

prognostic value of ING2 in relation to its subcellular localization. A low ING2 

nucleocytoplasmic ratio was associated with shorter overall survival (HR=1.34; 95% CI 

[1.02-1.76], p=0.034) (Figure 2A).  This result did not translate into a benefit in progression-

free-survival (HR=1.18; 95% CI [0.85-1.63]; p=0.32) (Figure 2B).  ING2 localization impact 

on OS was specific to tumor cells, as a low ING2 nucleocytoplasmic ratio in stromal cells was 

not associated with a shorter survival (HR=1.12, 95% CI [0.85-1.47]; p=0.40) (Supplemental 

Fig2B). In order to investigate clinical characteristics associated with low ING2 

nucleocytoplasmic ratio in our cohort, we performed logistic regression analysis (Table 2).  

We found a significant association with male gender, tumor size >3cm (T1 according TNM 

8th edition) and overall survival of <36 months, according to univariate analysis.  Male gender 

(HR=1.60; 95% CI [1.02-2.51], p=0.039) and overall survival <36 months (HR=2.32; 95% IC 

[1.33-4.04], p=0.002) remains statistically associated with a low ING2 nucleocytoplasmic 

ratio, in multivariate analysis.  Interestingly, other historical prognostic factors associated 

with poor survival (age, lymph node involvement or relapse) were not associated with low 

tumoral ING2 nucleocytoplasmic ratio suggesting that ING2 localization may be an 

independent prognostic variable. 

ING2 expression modulates sensitivity to WEE1 inhibition in NSCLC cells 

Next, we sought to identify genomic vulnerabilities associated with ING2 expression in 

tumors. Exploiting the Achilles genome-wide pooled shRNA screen (20), we identified 

several genes inducing a dependency in cancer cell lines with low ING2 expression (Figure 

3A, top panel). Interestingly, among the top ranked genes we found WEE1 that encodes a 

critical cell cycle checkpoint kinase (Figure 3A, lower panel).  As a protein with kinase 

activity, WEE1 shows a highly actionable profile and many specific inhibitors have been 

already tested in early stage clinical trials including in lung cancers (21,22). Our team had 

previously shown that  ING2 is involved in the G1-S phase transition by controlling p21 

expression in cancer cell lines (10). In light of these findings, we postulated that ING2 
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expression could influence sensitivity of NSCLC cell lines to WEE1 inhibitors. Among a 

panel of lung cancer cell lines, we observed that low ING2 expression was correlated with a 

higher sensitivity to the WEE1 inhibitor MK1775 (previously known as AZD1775) with 

increased cell death being observed in the Alamar blue assay (Figure 3B).  As expected, 

colony formation assays confirmed this result (Figure 3C).  Plasmid-mediated induction of 

ING2 expression revealed a protective effect upon WEE1 inhibition (Figure 3D and 

Supplemental Fig 3A).  In contrast, ING2 down-regulation with stealth-RNA tend to sensitize 

cells to WEE1 inhibitor (Figure 3E and Supplemental Fig3B). To check the robustness of 

these functional results, we reproduced the experiment using a different proliferation assay 

and in cell lines with different genomic backgrounds (Supplemental Figure 3C).  Of note, p53 

expression levels did not influence sensitivity to MK1775 in p53 doxycycline-inducible 

H1299 cells (Supplemental Fig3D). Taken together, these results demonstrate that lung 

NSCLC cell line proliferation and clonogenicity on WEE1 inhibition are influenced by the 

level of ING2 expression, independently of p53. 

HDAC and WEE1 inhibitions show synergistic anti-proliferative effects in NSCLC cell 

lines 

To further examine the mechanisms by which ING2 regulates sensitivity to WEE1 inhibition 

in NSCLC, we used a pharmacological approach with suberoyl anilide hydroxamic acid 

(SAHA), also known as Vorinostat. This HDAC inhibitor is known to disrupt ING2 

interaction with the mSIN3A/HDAC complex, abrogating its chromatin reading abilities and 

disrupting the specificity of histone deacetylation (23). We hypothesized that if ING2 

epigenetic functions were involved, SAHA treatment would synergistically impair cell 

proliferation when associated with the WEE1 inhibitor.  Indeed, we observed a clear decrease 

of cell proliferation in vitro upon HDAC1 and WEE1 dual inhibition in all NSCLC cell lines 

examined (Figure 4A). Interestingly, this effect was observed at the same magnitude in cell 

lines expressing high levels of ING2 that previously showed a more resistant phenotype to a 

WEE1 inhibition used as a single agent. Moreover, combinatory HDAC1 and WEE1 

inhibition did not significantly decrease cell proliferation compared to single agent treatment 

in normal human lung fibroblasts, suggesting that normal lung tissue could be spared from 

drug-induced toxicities. Compusyn analysis categorized almost all the drug interactions as 

synergistic upon increasing concentrations of both inhibitors (Figure 4B), confirming our 

initial hypothesis. As expected from previous publications, HDAC inhibition induced a cell 

cycle arrest in G1 phase whereas WEE1 inhibition leads to a slippage of cells into G2 phase 
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(24). However, dual inhibition recapitulating both phenotypes was also associated with an 

increase in the number of cells with aberrant DNA amount (> than 4n) (Supplementary 

Fig4A).  A recent study revealed a link between HDAC1/2 and the activity of the cell cycle 

kinase CHK1 through the regulation of PP2A phosphatase (24). Therefore, as ING2 is a core 

component of the mSIN3A/HDAC complex, we next wanted to explore the impact of SAHA 

treatment and ING2 down-regulation on CHEK1 gene expression. SAHA treatment induced a 

decrease of both ING2 and CHK1 protein levels in a concentration-dependent manner (Figure 

4C).  This phenotype was also observed to an even greater degree upon ING2 down-

regulation using stealth-RNA or Gapmer technology (Figure 4D). Interestingly, interrogation 

of the CCLE database analysis confirms the correlation between ING2 and CHEK1 mRNA, 

especially in lung cancer cell lines (Supplementary Figure 4B).  The next step was to assess 

the relation between ING2 and CHK1 expression.  Under our experimental conditions, SAHA 

treatment or ING2 down-regulation induced a decrease of CHEK1 mRNA (Figure 4E and 

Figure 4F, respectively), demonstrating that ING2 controls CHK1 protein expression at the 

transcriptional level.   

Based upon these observations we propose that ING2 down-regulation or its disruption from 

the mSIN3A/HDAC complex by SAHA, decreases transcription of the CHEK1 gene in tumor 

cells and therefore compromises its inhibitory effect on the G2/M cell cycle transition. We 

speculate that treating ING2-deficient cells with a WEE1 inhibitor induces a double inhibition 

of the G2/M checkpoint inhibitory pathway leading to early cell cycle progression, mitotic 

catastrophe and ultimately reduces cell proliferation, in accordance with the model of 

synthetic lethality presented in Figure 5.  
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DISCUSSION 

Previous studies, including work from our team, have reported that ING2 tumor 

suppressor gene expression is mainly lost in NSCLC (16,25). However, these studies were 

based on limited numbers of samples, lacked robust immunohistochemistry controls and used 

subjective visual staining quantification by investigators (17,18).  To determine ING2 levels 

more accurately, in this study we imbedded a graded series of expression controls in slides 

examined using fluorescence immunohistochemistry and digital image analysis in a blind 

experimental protocol to measure ING2 expression in a NSCLC TMA.  This allowed us to 

objectively and reproducibly quantify protein expression from different tissue and cellular 

compartments. Using the largest clinical cohort published to date, we report that ING2 tumor 

suppressor protein levels are highly variable among NSCLC samples. This recapitulates what 

we observed in vitro with NSCLC cell lines where a high variability of ING2 protein level 

was noted. We also demonstrate an association between ING2 nucleocytoplasmic localization 

and overall survival (Figure 2A). In multivariate analysis, classical prognosis factors 

associated with worst survival in early stage NSCLC did not correlate with low ING2 

nucleocytoplasmic ratio, suggesting that the link between ING2 expression and survival is an 

independent prognostic factor. These results support the biological importance of subcellular 

distribution of ING2 tumor suppressor in NSCLC aggressiveness.  Of note, biological 

mechanisms altering ING2 expression in cancer remain unknown (26) as genomic alterations 

of the ING2 gene are rare events (17).  

Many studies have reported deregulation of nucleocytoplasmic translocation of 

proteins in cancers.  For example, the oncogenic transcriptional activator β-catenin illustrates 

the potential impact of such a disruption in cancer cells (27).  In that case the tumor 

suppressor protein APC represses tumor progression by promoting nuclear export and 

degradation of  β-catenin. In the case of ING2, a predominantly nuclear protein, we predict 

that a phosphorylation-dependent 14-3-3η–mediated mechanism regulates the 

nuclear:cytoplasmic ratio as it does for ING1 (19). Supporting this hypothesis, the specific 

REASP motif necessary for the 14-3-3η chaperone to bind ING1 is also present in the ING2 

sequence (15). With regards to the nuclear import mechanism, previous studies revealed that 

karyopherins α2 and β1 promote nuclear import through this specific region (28). Although 

ING2 interaction with karyopherins has not been demonstrated so far, many studies have 

connected karyopherins and cancer (29) and thus represent a plausible link to investigate.  

Moreover, the largely linear correlation between ING2 nuclear and cytoplasmic localization 
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in tumor cells observed in our work also support the existence of a deregulation of ING2 

protein degradation, as the total level of the protein is impacted. This hypothesis was not 

addressed in this study, as we prioritized our efforts regarding the translational therapeutic 

applications, and so should be investigated further. 

 By exploring the publicly available genome-wide shRNA screen from Project Achilles 

(20), we identified a genomic dependency to WEE1 gene in cancer cell lines with low ING2 

expression. This was validated using functional approaches in multiple NSCLC cell lines with 

different genomic backgrounds and using complementary experimental procedures with the 

WEE1 inhibitor MK-1775. We previously reported that inhibition of ING2 expression 

accelerates the progression of cancer cells from G1/S phase, and is associated with a decrease 

of p21 expression independently of p53 (10).  Moreover, another report showed that 

replication rate was markedly reduced due to a prolonged S-phase in cancer cells down-

regulating ING2 (11). In this publication, endoreplication and increased sister chromatid 

exchange were proposed to result from replication stress induced by ING2 down-regulation.  

Consistent with an ING2-WEE1 linkage, a recent study indicated that S-phase functions of 

p21 contribute to MK-1775 resistance in cells (30). Thus, the role of ING2 in inhibiting the 

cell cycle by p21 induction might, at least partially, explain WEE1 sensitivity in tumor cells. 

However, our data also imply a role for ING2 in the G2/M phase transition of the cell cycle, 

since ING2 regulates transcription of the CHEK1 gene. Querying of independent databases 

confirmed the correlation between ING2 and CHEK1 gene expression. Linking these 

observations, a functional ATR-CHK1-WEE1 pathway was shown to be critical for triggering 

cell cycle arrest in response to replication stress or DNA damage (31). Lowering cell cycle 

checkpoint thresholds may allow unrepaired or incompletely replicated DNA to be 

inappropriately carried forward in replicating cells, eventually leading to mitotic catastrophe 

and cell death.  Consistent with this we find that inhibition of ING2 epigenetic activity with 

SAHA combined with WEE1 inhibition leads to an increase of cells with a >2N quantity of 

DNA. Interestingly, this phenotype has also been described in vivo, as testis cells from ING2-/- 

mice show an increased abnormal DNA content (31). 

 Sensitivity of cancer cells to WEE1 was reported to be dependent on the expression of 

the nuclear NAD-dependent deacetylase protein SIRT1 (32) and the p53 tumor suppressor 

(33).  ING2 was also known to interact with SIRT1 and this interaction is critical to counter-

balance repression activity of the mSIN3A/HDAC complex on specific target genes (34). 

Therefore, to investigate if WEE1-sensitivity mediated by ING2 is dependent on its SIRT1 
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interaction warrants further investigation.  We did not observe any difference in sensitivity to 

MK-1775 in a p53-dependent manner.  However, it is worth mentioning that our experimental 

design did not include cytotoxic agents, in contrast to most previously published studies 

(35,36) so WEE1-sensitivity modulated by ING2 appears to be independent of p53 in the 

absence of DNA damaging treatment. Finally, the histone mark H3K36me3 has been reported 

as a potential predictive biomarker of WEE1 inhibition activity in cancer cells (37). ING2 is 

known to bind with high affinity to the H3K4me3 histone mark that is classically associated 

with highly active transcription start sites, and induce a repressive local chromatin state 

through histone deacetylation mediated by the recruitment of the mSIN3A/HDAC complex 

(38,39). To date, no genome-wide epigenetic study has been conducted in relation to ING2 

expression in tumors cells, and consequently very little is known about the effect of ING2 

down-regulation on global histone acetylation or methylation.  If the H3K36me3 histone mark 

is enriched in ING2-deficient tumors, this could help explain the link we have found between 

ING2 levels and the impact of WEE1 inhibition. Using the HDAC inhibitor SAHA as a 

pharmacological complementary approach to inhibit ING2 epigenetic activity (23), we were 

able to reproduce the increased WEE1 inhibition sensitivity obtained in initial knock-down 

experiments. In addition, the anti-proliferative effects of dual HDAC and WEE1 inhibition 

was highly synergistic, notably in cells with high ING2 expression that are constitutively 

resistant to MK-1775.  Consistent with this study, the synergistic effect of these two drugs has 

already been described in various malignancies (40–42) although our work is the first 

evidence of synergy in NSCLC.  Both of these drugs have already been tested in early stage 

human clinical trials but have shown limited efficacy when used as single agents (21,43).  

 In summary this study in the largest NSCLC cohort published to date has identified the 

ING2 tumor suppressor protein as a new independent prognostic biomarker based on its 

subcellular localization. We also show a functional connection between ING2 expression 

levels and WEE1 sensitivity in human NSCLC cell lines. Beyond the known role of ING2 in 

the cell cycle, our data reveal that ING2 influences the ATR-CHK1-WEE1 pathway through 

transcriptional regulation of the CHEK1 gene.  Based on these observations we propose the  

model where WEE1 sensitivity is modulated by ING2 expression and show that this 

vulnerability could be exploited using HDAC and WEE1 synergistic dual inhibition with 

already clinically available inhibitors in NSCLC. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

NSCLC patient samples 

This study was approved by the Health Research Ethics Board of Alberta. Resected samples 

from NSCLC patients  diagnosed at the Tom Baker Cancer Centre in Calgary, between 2003-

2010 were included (44). Staging, clinical pathological details and follow up data were 

collected by retrospective chart review, and abstracted into the Glans-Look Research 

Database. All patients were staged using the 7th edition TNM classifications. 

Cell culture and drug treatments  

H322, H23, A549 and H460 human non small cell lung cancer cell lines were cultured in 

DMEM or RPMI medium (Thermo Scientific, MS, USA) supplemented with 10% fetal 

bovine serum and antibiotics (penicillin/streptomycin, Thermo Scientific), according 

manufacturers instructions. Cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere, 5% 

CO2. MK-1775 (#S1525; SelleckChem) and SAHA (#S1047; SelleckChem) treatments were 

done by applying the drug directly in the culture medium over 3 days (Viability assay) or 5 

days (colony formation assay) period, in order to reach final indicated concentration. 

Reference cell lines and TMA establishment 

Cell lines with a range of ING2 expression levels were created, confirmed by western 

blotting, then embedded into histogel to serve as immunohistochemistry quantitation controls. 

A549 human lung carcinoma cells were obtained from the American Type Culture Collection 

(Manassas, VA) and were used within ten passages of the source stock. They were grown in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) with 

10% fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific), and maintained at 37°C and 5% CO2. To 

knock-down the expression of ING2 in A549 cells, cells were seeded at a starting density of 5 

× 105 cells/flask in T75 flasks. A previously validated custom stealth siRNA (Invitrogen; 

Carlsbad, CA, USA) was used for the ING2 downregulations (10). Stealth siRNA (Invitrogen) 

sequence targeting the coding region of ING2 mRNA (si-ING2) is: 5'-CAA-AUG-GAG-

UUA-CAC-UCA-CAG-UGU-U-3’. To induce expression of ING2 in A549 cells, PCI-ING2 

plasmids were transfected with Lipofectamine 2000 (#11668027, ThermoFisher, MS, USA) 

according to the manufacturer’s instructions. To produce cell blocks used for 

immunohistochemistry controls, cells were dissociated from the tissue culture flasks using a 
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trypsin-EDTA dissociation reagent (Thermo Fisher Scientific), washed twice with phosphate-

buffered saline and fixed for 30 minutes in cold formalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). The cells were washed again and embedded in molten Histogel (Thermo Fisher 

Scientific) to a final density of 1 × 107 cells/100 μl Histogel. The resultant histogel blocks 

were maintained in 70% ethanol overnight before processing and embedding as formalin-

fixed, paraffin-embedded (FFPE) blocks. 

Tissue microarray construction 

Construction of the early-stage NSCLC TMA used was performed as described previously 

(45). Each patient specimen was represented in triplicate on the TMA.  A549 cell lines 

expressing a range of ING2 levels were created as described above and were similarly built 

into a mini TMA, with all cell blocks sampled in triplicate.  The cell line TMA and patient 

TMAs were sectioned at 4 μm thickness and co-mounted onto the same slide.  The co-

mounted slides were dewaxed and rehydrated prior to treatment for fluorescence 

immunohistochemistry. The cell lines not only serve as on-slide controls, but the ING2 

expression for each patient was normalized to the cell line TMA standard curve to correct for 

slight differences in staining across multiple TMAs.  The normalization was performed using 

R (version 3.4.4) with the package dplyr (version 0.8.0.1) and magrittr (version 1.5).  

Immunofluorescence and immunohistochemistry 

TMA sections were prepared for immunofluorescence analyses as described previously (45).  

Briefly, heat-induced epitope retrieval was performed by incubating slides in a citrate-based 

target-retrieval solution (Dako, Mississauga, Canada) and heating to 121°C for six minutes in 

a decloaking chamber (Biocare Medical, Concord, CA, USA). Antibodies used were against 

ING2 (Rabbit monoclonal, clone EPR4597, 1 :10000, Abcam, Cambridge, MA, USA);  

Vimentin (mouse monoclonal, clone V9, 1:5000, DAKO, Mississauga, Canada) and pan-

cytokeratin (guinea pig polyclonal, 1:100, Acris, San Diego, CA, USA). Isotype control 

antibodies were used at concentrations matched to those of the respective primary antibodies.  

Immunohistochemistry was performed on an Dako Autostainer Link 48; antibodies were 

diluted with SignalStain protein blocking reagent, and incubated with the tissue samples at 

room temperature for 30 minutes. Secondary antibodies were anti-rabbit EnVision+ (DAKO), 

anti-mouse Envision+ (DAKO) and an Alexa 488-conjugated anti-guinea pig antibody (1:200, 

Thermo Fisher Scientific).  ING2 and Vimentin staining were visualized with TSA-Plus Cy3 
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and TSA-Plus Cy5 signal amplification reagent, respectively (Perkin Elmer, Waltham, MA, 

USA), and nuclei were visualized with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher 

Scientific).  After immunostaining, slides were coverslipped using ProLong Gold anti-fade 

mounting medium (Thermo Fisher Scientific), and stored at 4°C until they were scanned.  For 

ING2 A549 cells expressing different levels of ING2 previously quantitated by western 

blotting and normal tissue specimens (lung epithelium, tonsil and placenta) were used to 

optimize the staining conditions. 

Quantitative image analyses 

Immunostained slides were digitized using an Aperio ScanScope FL.  Identical image 

acquisition parameters were applied to all stained slides.  To determine mean staining 

intensity of ING2 positive cells, an algorithm was designed within the HALO image analysis 

software platform (version 2.0.1145.14, Indica Labs).  Briefly, a tumor-specific mask was 

generated to distinguish lung cancer cells from surrounding stromal tissue by thresholding on 

the pan-cytokeratin images.  The stromal tissues were thresholded by vimentin images. 

Thresholding levels were verified and adjusted, if necessary, by spot-checking a small sample 

of images to determine an optimal threshold value.  All images were then processed using this 

optimal threshold value and all subsequent image manipulations involved only images of the 

masked area.  Unusable areas such as folded or necrotic tissue were manually cropped out.  

TMA cores were included in the analysis if 1) at least half of the image was usable and 2) 

>100 cells per TMA core were present.  For calculation of mean staining intensity, the 

maximum intensity value of cores in control sections stained with an isotype control was 

subtracted from all results.  

Querying the Project Achilles Database 

Project Achilles (www.broadinstitute.org/achilles) is a genome-scale lentivirally-delivered 

short hairpin RNA (shRNA) screens across ~216 independent cancer cell lines (Achilles 

2.20.2). ATARiS gene dependency scores were used to estimate the effect of shRNA-induced 

gene suppression on cell viability (46) and gene expression from cells lines were obtained 

from CCLE database (https://sites.broadinstitute.org/ccle/datasets). The feature matrix was 

used as input for PARIS (Probability Analysis by Ranked Information Score), which has been 

implemented as part of Project Achilles 

(https://portals.broadinstitute.org/achilles/resources/paris). PARIS uses a mutual information-

based metric (RNMI score: range -0.1 to 0.1) to rank features (in this case ING2 expression) 

https://sites.broadinstitute.org/ccle/datasets
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which is then used to determine most significant associations with the target profile (in this 

case cell viability). RNMI score by ranked gene are obtained as an heatmap and were been 

plotted on a Volcano plot using Graphpad Prism 7.0a software. 

Colony formation assay 

Transfected or untransfected NSCLC cell lines were exposed to MK-1775 (500nM) for 7 days 

under culture basal condition (37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2) to allow colony 

formation. Then, cells were fixed with PFA 2% for 10 minutes then exposed to Cristal Violet 

for 15 minutes to allow colony count (colonies with 50 cells or more were considered for 

counting). Plating efficiency calculation for each cell lines was used to normalize the 

surviving fraction, as previously described (47). 

Western blot 

Whole cell protein extracts were prepared for immunoblotting by cell lysis with RIPA buffer 

in combination with a protease inhibitor cocktail (#5871, Cell Signaling, MA, USA). Protein 

samples were then subjected to electrophoresis. The antibodies used for western blot 

application in this study were: ING2 (ab244387) and CHK1 (ab40866) from Abcam; α-

Tubulin (sc-5286), p21 (sc-6246) and p53 (sc-393031) from SantaCruz;  β-actin (A5441) from 

Sigma Aldrich. 

Alamar blue assay 

The Alamar Blue assay (#DAL1025; Invitrogen ) was used to assess proliferation as described 

previously. Briefly, 10 000 to 1000 cells of each condition were seeded in triplicate wells of 

96-well plastic plates in 100 μl of culture medium supplemented with 10% fetal bovine 

serum. After 24h, the plates were incubated for 4 days with indicated concentration of MK-

1775 and/or SAHA or vehicule (DMSO 0.1%) at 37°C during 4 days. Alamar Blue was added 

in a volume of 10 μl (10% of total volume) to the cells and incubated with protection from 

direct light. After 4 hours, the plate was read on a microplate reader (absorbance at 460nm- 

absorbance at 600nm). Averages of the absorbance values were normalized on controls cells.  

Compusyn analysis 

MTT assay was used to assess cellular viability. Briefly, 10 000 to 1000 cells of each 

condition were seeded in triplicate wells of 96-well plastic plates in 100 μl of culture medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum. After 24h, the plates were incubated for 4 days 
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with a decreasing concentration of MK-1775 and/or SAHA or vehicule (DMSO 0.1%) at 

37°C during 4 days. The MTT tetrazolium salt was then added to each well (50 μL; Sigma) 

for 5 h, after which 150 μL of DMSO was added per well and absorbance at 490 nm was 

assessed via microplate reader. In order to determine the nature of MK-1775 and SAHA drugs 

interaction (synergy, additivity, or antagonism) for eight various combinations, CompuSyn 

software was used to calculate combination indexes (CIs) as described elsewhere (48). 

QPCR 

Total RNA was isolated from H322 and H460 cells using Trizol according previous 

publications (49) and then reversely transcribed into cDNA using High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). cDNA was analyzed with B‐R SYBR 

Green SuperMix (Quanta Biosciences, Berverly, MA, USA) in StepOnePlus™ system 

(Applied Biosystems). Relative quantification in qPCR was performed using 2−ΔΔCT 

(threshold cycle value) for calculation of fold change with U6 as control. The primers used in 

this study wer : ING2-Fwd: CGT-GCC-CTC-TCG-AGC-GGC-TGC-GGG-GTC; ING2-Rev: 

CAA-AGT-ACA-ACA-ACT-TTT-AAT-ACA-CC; CHEK1-Fwd: GTG-TCA-GAG-TCT-

CCC-AGT-GGA-T; CHEK1-Rev: GTT-CTG-GCT-GAG-AAC-TGG-AGT-AC; U6-Fwd: 

CTC-GCT-TCG-GCA-GCA-CA; U6-Rev: AAC-GCT-TCA-CGA-ATT-TGC-GT; 

Cell cyle analysis 

Cell cycle profiles of A549 cells treated during 28h with indicated concentration of MK-1775 

and/or SAHA or vehicle were generated by propidium iodide (PI) and bromodeoxyuridine 

(BrdU) staining. Briefly, BrdU at final concentration of 30µM was added in the medium of 

growing cells of each experimental condition for 1h. Cells were washed in PBS and fixed 

with etanol 100%. Cells were then permeabilised with 1% Triton X-100 and incubated with 

1 μg ml−1 RNaseA and PI followed by analysis using a BD FACScan, as described 

previously (50). 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 7.0a software (GraphPad 

software, San Diego, CA, USA) using the Student’s unpaired, two-tailed t test for quantitative 

variable or Chi2 unpaired, two-tailed test for variable parameters.  
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TABLES  

Table 1: cohort demographics 

  Total Low ING2 

N/C ratio 

High ING2 N/C 

ratio 

  n = 427 n=145 
(34%) 

n=282 (66%) p 

      

Age Median  65 65 66 0.79 

 (min;max) (86;33) (41;86) (33;85)  

      

Gender Female 222 (52%) 65 (44.8%) 157 (55.7%) 0.04 

 Male 205 (48%) 80 (55.2%) 125 (44.3%) 

      

Smoking Status Ever 352 
(82.4%) 

129 
(88.9%) 

223 (79.1%) 0.03 

 Never 40 (9.4%) 10 (6.9%) 30 (10.6%) 

 Unknown 35 (8.2%) 6 (4.2%) 29 (10.3%) 

      

Pack-Years Median  25 40.5 12.5 0.40 

 (min;max) (4.5;82.5) (4.5;82.5) (4.5;37.5)  

      

Pathology Adenocarcinoma 236 
(55.3%) 

80 (55.2%) 156 (55.3%) 0.89 

 Squamous cell carcinoma 131 
(30.7%) 

46 (31.7%) 85 (30.1%) 

 Other 60 (14%) 19 (13.1%) 41 (14.6%) 

      

TNM Stage I 243 
(56.9%) 

77 (53.1%) 166 (58.9%) 0.38 

 II 118 
(27.6%) 

46 (31.7%) 72 (25.5%) 

 III 66 
(15.5%) 

22(15.2%) 44 (15.6%) 

      

Recurrence Yes 173 
(40.5%) 

58 (40%) 115 (40.8%) 0.91 

 No 254 
(59.5%) 

87 (60%) 167 (59.2%) 

      

Surgical resection Yes 394 
(92.3%) 

130 
(89.7%) 

264 (93.6%) 0.17 

 No 33 (7.7%) 15 (10.3%) 18 (6.4%)  

      

Radiation therapy No 281 
(65.8%) 

92 (63.4%) 189 (67%) 0.51 

 Yes 146 
(34.2%) 

53 (36.6%) 93 (33%)  

      

Chemotherapy No 257 
(60.2%) 

77 (53.1%) 180 (63.8%) 0.03 

 Yes 170 
(39.8%) 

68 (46.9%) 102 (36.2%) 
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Table 2: Factors associated with low ING2 nucleocytoplasmic ratio according univariate and 

multivariate analysis  

  Univariate Multivariate adjusted OR 95% CI 

      

Gender (Male) 0.034 0.039  1.60 [1.02-
2.51] 

      

Age >65  0.88 - - - 

      

Ever smoker 0.15 - - - 

      

Adenocarcinoma 0.98 - - - 

      

>T1 status 0.003 0.076 1.48 [0.96-
2.3] 

      

N positive Status 0.86 - - - 

      

TNM status 0.25 - - - 

      

Relapse  0.87 - - - 

      

Survival <36 mois 0.006 0.0027 2.32 [1.33-
4.04] 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: ING2 protein quantitation in NSCLC TMA samples.  

(A) Representative examples of endogenous ING2 levels in NSCLC TMA samples: low 

expression (upper panels), medium expression (middle panels 2), and high expression (lower 

panels). Primary images are presented in grayscale, whereas merged images are pseudo-

colored as follows: DAPI-stained nuclei in blue (first column), PCK-stained epithelial/tumor 

cells in green (second column), vimentin-stained stroma in red (third column) and ING2 

protein expression in white (fourth column). PCK, pan-cytokeratin; DAPI, diamidino-2-

phenylindole.  

(B) Histograms showing distribution of the mean ING2 pixel intensity according to 

subcellular localization and nuclear/cytoplasmic ratio in tumor cells (upper panels; n=428) or 

in stromal cells (lower panels, n=418). Red line shows cut-off value for low/high 

nucleocytoplasmic ratio.  

(C) Level of ING2 expression (mean pixel intensity) in paired tumor cells and stromal cells 

on TMA samples (n=418). (*** : p<0.001) 

 

Figure 2: Prognostic value of ING2 nucleocytoplasmic ratio in NSCLC.  

(A) Kaplan-Meier plot of overall survival in patients with high or low ING2 

nucleocytoplasmic ratio in tumors cells (cut-off value: 2.27).  

(B) Kaplan-Meier plot of recurrence-free survival in patients with high or low ING2 

nucleocytoplasmic ratio in tumors cells 

 

Figure 3: ING2 expression affects sensitivity to the WEE1 inhibitor MK-1775 in NSCLC 

cell lines.   

(A) Analysis of RNA interference screens from the Project Achilles database. Heat map 

showing the top 4 genes showing survival dependence on levels of ING2 gene expression in 

CCLE cell lines (upper panel). Volcano plot showing statistically significant genes (p<0,01 

and false discovery rate (FDR) >0,25) inducing a dependency according to rescaled 
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normalized mutual information (RNMI) score low ING2 expressing (blue circle) and high 

ING2 expressing (red circle) CCLE cell lines.  

(B) Western blot analysis of whole cell extracts from NSCLC cell lines probed with the 

indicated antibody (upper panel). Viability of NSCLC cell lines determined by Alamar Blue 

reduction relative to untreated control. Cells were treated with MK-1775 for 72 hours at the 

indicated concentrations. Data are presented as mean ± SD of experimental triplicate from a 

representative experiment (n=3). 

(C) Colony formation assays performed on NSCLC cell lines intreated or treated with MK-

1775 at the indicated concentration for 5 days. The graph shows the average surviving 

fraction from three independent experiments. Bar graphs show the means ± SD (n=3).   

(D) Proliferation of H322 cells transfected with PCI-ING2 or PCI-empty vector, determined 

by Alamar Blue reduction relative to untreated control. Cells were treated with MK-1775 for 

72 hours at the indicated concentrations. Data are presented as mean ± SD of experimental 

triplicates from a representative experiment (n=3) (left and middle panel). Western blot 

analysis of whole cell extracts from H322 cell lines transfected with PCI-ING2 or PCI-empty 

vector and probed with the indicated antibodies (right panel). (** : p<0.01) 

(E) Proliferation of H460 cells transfected with si-ING2 or si-CT stealth-RNA, determined by 

Alamar Blue reduction relative to untreated control. Cells were treated with MK-1775 for 72 

hours at the indicated concentrations. Data are presented as means ± SD of experimental 

triplicates from a representative experiment (n=3) (left and middle panel). Western blot 

analysis of whole cell extracts from H322 cell lines transfected with PCI-ING2 or PCI-empty 

vector and probed with the indicated antibodies (right panel). (**p<0.01) 

 

Figure 4: ING2 expression modulates sensitivity to WEE1 inhibitor MK-1775 in NSCLC 

cell lines.   

(A) Proliferation of NSCLC cell lines and WI38 human fibroblasts as estimated by Alamar 

Blue reduction relative to untreated control. Cells were treated with SAHA and or MK-1775 

for 72 hours at the indicated concentrations.  Bar graphs represent means ± SD of 

experimental triplicates from a representative experiment (n=3). (ns=non-significant; 

**p<0.01)   



  Résultats 

131 

 

(B) Compusyn interaction analysis in NSCLC cell lines. Combination indexes <1 represent 

synergistic effects of the combination treatment.   

(C) Western blot analysis of whole cell extracts from A549 cells treated with increasing 

concentrations of SAHA for 72 hours and probed with the indicated antibodies.   

(D) Western blot analysis of whole cell extracts from H322 and H460 cells transfected 

respectively with si-CT/si-ING2 stealth-RNA or Gapmer-CT/Gapmer-ING2 and probed with 

the indicated antibodies.   

(E) qPCR results of ING2 and CHEK1 gene expression in SAHA treated A549 cells. Bars 

represent mean ±SD. (ns=non significant; ***p<0.001).   

(F) qPCR results of ING2 and CHEK1 gene expression in H322 and H460 cells treated with 

si-ING2 stealth-RNA relative to si-CT treated cells.  Bars represent means ±SD. (ns=non 

significant; **p<0.01; ***p<0.001) 

 

 

Figure 5: Working model of ING2-induced vulnerability to WEE1 inhibition in NSCLC.  

(A) In basal conditions, ING2 protein promotes the transcription of CHEK1 and consequently 

induces an inhibition of the CDK1/CyclinA-B dependent G2/M transition through WEE1 

phosphorylation.   

(B) Upon SAHA treatment or ING2 down-regulation, CHEK1 gene transcription decreases, 

reducing the level of CHK1 protein. Adding MK-1775 reinforces inhibition of WEE1 kinase 

activity and therefore promotes cell transition to M phase through the release of the inhibition 

of CDK1/CyclinA-B. This early progression into G2/M leads to mitotic catastrophe and 

ultimately to tumor cell death. 
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SUPPEMENTARY INFORMATION 

Supplemental Figure Legends 

Supplemental Figure 1: (A) Western blot analysis of whole cell extracts from A549 cells, 

24h after transfection of PCI-ING2 vector (+ = 5ug, ++ = 10ug) or 48h after transfection of si-

ING2 (+ = 10nM, ++ = 20nM). Nitrocellulose membrane was probed with the indicated 

antibodies. (B) Control of the ING2 expression (mean pixel intensity scores) in A549 cells 

modified from samples (A) on TMA samples. The linear regression curve and Pearson 

correlation coefficient (R²) are shown. (C) Levels of ING2 expression (mean pixel intensity 

scores) in the nucleus and cytoplasm for each TMA sample.  Linear regression curves (in red) 

and Pearson correlation coefficients (R²) are shown. 

Supplemental Figure 2: (A) Kaplan-Meier plot of overall survival according to high or low 

ING2 tumor cell pixel intensity scores (cytoplasm + nucleus signal). (B) Kaplan-Meier plot of 

overall survival according to high or low ING2 nucleocytoplasmic ratio in stromal cells (cut-

off value : 2.27). 

Supplemental Figure 3: (A) Colony formation assays performed on H23 cells transfected 

with PCI-ING2 or PCI-empty vector and treated with MK-1775 at the indicated concentration 

for 5 days (left panel). Graph shows the average surviving fraction of three independent 

experiments performed. Bar graphs represent means ± SD (n=3). (B) Colony formation assays 

performed on H460 cells treated with Stealth-RNA CT or ING2 and treated with MK-1775 at 

the indicated concentration for 5 days (left panel). Graph shows the average surviving fraction 

in three independent experiments. Bar graphs represent mean ± SD (n=3).  (C) The left graph 

shows proliferation of U2OS cells transfected with si-ING2 or si-CT stealth-RNA estimated 

by Alamar Blue reduction relative to untreated controls. Cells were treated with MK-1775 for 

72 hours at the indicated concentration. Data are presented as mean ± SD of experimental 

triplicates from a representative experiment (n=3).  The right graph shows proliferation of 

H1975 cells transfected with PCI-ING2 or PCI-empty vector as estimated by Alamar Blue 

reduction relative to untreated controls.  Cells were treated with MK-1775 for 72 hours at the 

indicated concentration. Data are presented as means ± SD of experimental triplicates from a 

representative experiment (n=3).  (D) The left graph shows proliferation of p53-inducible 

H1299 cells estimated by Alamar Blue reduction relative to untreated controls.  Cells were 

treated with doxycycline and or MK-1775 for 72 hours at the indicated concentrations with 

bar graphs representing means ± SD of experimental triplicates from a representative 
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experiment (n=3). Western blots of whole cell extracts from p53-inducible H1299 cells 

treated with doxycycline at the indicated concentration and probed with the indicated 

antibodies.  

 

Supplemental Figure 4:  (A) A549 cells were treated with SAHA and/or MK-1775 for 28h at 

the indicated concentrations. Cells were stained with BrDU and PI and then analysed using 

flow cytometry.  The bar graph shows cell cycle distribution derived from the representative 

histograms of flow cytometry.  (B) CCLE database analysis. Expression (normalized gene-

centric RMA) of the CHEK1 gene and ING2 gene in all CCLE cell lines (left panel) and 

restricted to lung cancer cell lines (right panel). 
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TABLES  

Table 1: cohort demographics 

  Total Low ING2 

N/C ratio 

High ING2 N/C 

ratio 

  n = 427 n=145 
(34%) 

n=282 (66%) p 

      

Age Median  65 65 66 0.79 

 (min;max) (86;33) (41;86) (33;85)  

      

Gender Female 222 (52%) 65 (44.8%) 157 (55.7%) 0.04 

 Male 205 (48%) 80 (55.2%) 125 (44.3%) 

      

Smoking Status Ever 352 
(82.4%) 

129 
(88.9%) 

223 (79.1%) 0.03 

 Never 40 (9.4%) 10 (6.9%) 30 (10.6%) 

 Unknown 35 (8.2%) 6 (4.2%) 29 (10.3%) 

      

Pack-Years Median  25 40.5 12.5 0.40 

 (min;max) (4.5;82.5) (4.5;82.5) (4.5;37.5)  

      

Pathology Adenocarcinoma 236 
(55.3%) 

80 (55.2%) 156 (55.3%) 0.89 

 Squamous cell carcinoma 131 
(30.7%) 

46 (31.7%) 85 (30.1%) 

 Other 60 (14%) 19 (13.1%) 41 (14.6%) 

      

TNM Stage I 243 
(56.9%) 

77 (53.1%) 166 (58.9%) 0.38 

 II 118 
(27.6%) 

46 (31.7%) 72 (25.5%) 

 III 66 
(15.5%) 

22(15.2%) 44 (15.6%) 

      

Recurrence Yes 173 
(40.5%) 

58 (40%) 115 (40.8%) 0.91 

 No 254 
(59.5%) 

87 (60%) 167 (59.2%) 

      

Surgical resection Yes 394 
(92.3%) 

130 
(89.7%) 

264 (93.6%) 0.17 

 No 33 (7.7%) 15 (10.3%) 18 (6.4%)  

      

Radiation therapy No 281 
(65.8%) 

92 (63.4%) 189 (67%) 0.51 

 Yes 146 
(34.2%) 

53 (36.6%) 93 (33%)  

      

Chemotherapy No 257 
(60.2%) 

77 (53.1%) 180 (63.8%) 0.03 

 Yes 170 
(39.8%) 

68 (46.9%) 102 (36.2%) 
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Table 2: Factors associated with low ING2 nucleocytoplasmic ratio according univariate and 

multivariate analysis  

  Univariate Multivariate adjusted OR 95% CI 

      

Gender (Male) 0.034 0.039  1.60 [1.02-
2.51] 

      

Age >65  0.88 - - - 

      

Ever smoker 0.15 - - - 

      

Adenocarcinoma 0.98 - - - 

      

>T1 status 0.003 0.076 1.48 [0.96-
2.3] 

      

N positive Status 0.86 - - - 

      

TNM status 0.25 - - - 

      

Relapse  0.87 - - - 

      

Survival <36 mois 0.006 0.0027 2.32 [1.33-
4.04] 
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Identification des fonctions oncogéniques de la protéine ING3 à 
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Human ex vivo prostate tissue model system identifies ING3 as an oncoprotein 
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Résumé des résultats principaux 

Le dernier objectif de ma thèse a été d’identifier de nouvelles fonctions pour la protéine ING3. 

Antérieurement décrite comme un partenaire constitutif du complexe hNuA4/TIP60, notre équipe s’est 
intéressée à l’impact de l’expression de la protéine ING3 sur la transcription du génome dans les 
cancers solides. Par le biais d’une collaboration internationale, en partant de l’observation que la 

fonction acetyl-transférase de TIP60 favorisait l’activité transcriptionnelle des récepteurs aux 

androgènes, nous avons étudié l’impact de l’expression du gène ING3 dans les cancers solides et plus 

particulièrement dans le contexte spécifique du cancer de la prostate. 

1- Identification des propriétés oncogéniques de la protéine ING3. 

À l’aide d’un modèle de culture ex vivo d’échantillons prostatiques et un vecteur lentiviral permettant 
l’expression inductible de ING3, nous avons pu démontrer que l’expression exogène de la protéine 
FLAG-ING3 était associée à une augmentation significative du marquage P-H3S10 (témoin de l’activité 
mitotique) en comparaison aux conditions contrôles. De manière cohérente, nous avons montré que 

l’expression exogène de la protéine ING3 dans des fibroblastes humains et murins favorise la 

croissance et la formation de colonies en conditions de culture cellulaire standards. 

2- L’expression tumorale de ING3 est un marqueur de mauvais pronostic. 

Nous avons ensuite évalué le niveau d’expression de la protéine ING3 en immunohistochimie sur 81 
échantillons de cancers prostatiques comparés à 41 échantillons d’hypertrophies bénignes de prostate. 

Nous avons alors observé une augmentation de l’expression de la protéine ING3 dans les tissus 

tumoraux prostatiques, et de manière plus marquée dans les tumeurs hormono-résistantes. Enfin, un 

score immunohistochimique élevé pour ING3 était statistiquement associé à une survie globale plus 

courte qu’un score immnohistochimique faible. 

3- Impact de l’expression de la protéine ING3 sur l’activité transcriptionnelle et le cycle cellulaire. 

Dans un premier temps, par le biais d’une analyse transcriptionnelle par technique microarray, nous 
avons pu identifier des variations de l’expression de gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire 

et la voie de signalisation EGFR dans un modèle de lignée humaine de cancer de prostate dont 

l’expression d’ING3 avait été réduite par approche si-ARN. Les gènes identifiés ont été validés par une 
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analyse indépendante qPCR. Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’impact de la perte 

d’expression d’ING3 dans un panel de lignées tumorales humaines. De manière cohérente avec les 

résultats précédents, celle-ci était associée à une diminution de la prolifération cellulaire. L’analyse 
complémentaire du cycle cellulaire par cytométrie de flux a démontré l’existence d’une augmentation de 
la proportion de cellules en phase G0/G1 et du ratio G1/S dans différentes lignées tumorales (origine 

prostatique, mammaire et ovarienne) dont l’expression d’ING3 a été diminuée expérimentalement. 

4- ING3 régule l’expression de gêne sensible aux androgènes et de gène de réponse à p53. 

L’analyse par microarray a aussi permis d’identifier 15 gènes décrits comme sensibles aux androgènes 

et dont l’expression variait selon le niveau d’expression de la protéine ING3 dans notre modèle 
expérimental. La variation d’expression de ces gènes a été validée de manière indépendante. De plus, 
selon le même processus, l’expression de 20 gènes impliqués dans la réponse à p53 était influencée 

par le niveau d’expression de la protéine ING3 (validation indépendante par approche qPCR). Parmi 
ces gènes, on notera l’augmentation de l’expression du gène BAX ou encore la diminution de 

l’expression de CDKN1A. 

5- Le domaine PHD de ING3 est essentiel à l’interaction avec l’histone H3K4. 

Afin de décrire précisément les mécanismes moléculaires par lesquels ING3 contrôle la transcription 

génique, nous avons créé des vecteurs codant des protéines ING3 porteuses de mutations concernant 

les acides aminés situés dans le domaine PHD (W385 et Y362) prédits pour interagir avec les histones 

selon une analyse in silico. En utilisant ces vecteurs, et par le biais de plusieurs méthodes 

d’immunoprécipitation protéique, nous avons pu montrer que l’acide aminé W385 est important pour 
l’interaction entre ING3 et l’histone H3. Comme cela avait été décrit pour ING1 et ING2, l’affinité d’ING3 

pour l’histone H3 augmente selon l’ajout de groupe méthyle sur sa lysine en position 4. 

6- ING3 s’associe au site d’initiation de la transcription de CDKN1A. 

Puisque la marque histone H3K4me3 est classiquement associée aux sites de départ de la transcription 

(TSS), nous avons vérifié par méthode de CHIP, l’enrichissement protéique d’ING3 sur le TSS de 

certains gènes cibles. Nous avons montré que la protéine ING3 s’associe spécifiquement au TSS du 
gène CDKN1A, mais aussi CCDN1 et PCNA grâce à l’interaction avec H3K4me3 via son domaine PHD. 

À l’opposé, nous n’avons pas identifié la protéine ING3 au niveau des ARE des gènes impliqués dans la 

réponse aux androgènes, suggérant dans ce cas précis un mécanisme de régulation indirect. Au-delà 
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du travail de rédaction sur le manuscrit, les expériences de CHIP ont été ma principale contribution à la 

partie expérimentale à ce travail. 

En conclusion, ces travaux révèlent pour la première fois un rôle oncogénique à la protéine ING3. 

L’augmentation de l’expression de la protéine ING3 est corrélée à une majoration de la prolifération 

cellulaire selon notre modèle expérimental et à un moins bon pronostic du cancer de la prostate en 

clinique. ING3 contrôle un réseau transcriptionnel complexe intéressant notamment des gènes 

impliqués dans le cycle cellulaire et des gènes impliqués dans la réponse à p53 et aux androgènes. Ce 

contrôle s’exerce de manière directe via l’interaction du domaine PHD de la protéine ING3 avec 
l’histone H3K4 au niveau des sites d’initiation de la transcription en ce qui concernent certains gènes 
cibles contrôlant le cycle cellulaire. En revanche, l’impact semble plus indirect concernant les gènes 
impliqués dans la réponse aux androgènes. 

À la lumière de ces résultats originaux, concordant avec d’autres observations de la littérature, nous 
avons proposé de modifier le nom original de la protein ING3 « INhibitor of Growth 3 » au profit de 

l’appellation « INducer of Growth 3 ». 

  



Human ex vivo prostate tissue model system
identifies ING3 as an oncoprotein
Urszula L McClurg1,6, Arash Nabbi2,3,6, Charles Ricordel4,6, Svitlana Korolchuk1, Stuart McCracken1,
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Background: Although the founding members of the INhibitor of Growth (ING) family of histone mark readers, ING1 and ING2,

were defined as tumour suppressors in animal models, the role of other ING proteins in cellular proliferation and cancer

progression is unclear.

Methods: We transduced ex vivo benign prostate hyperplasia tissues with inducible lentiviral particles to express ING proteins.

Proliferation was assessed by H3S10phos immunohistochemistry (IHC). The expression of ING3 was assessed by IHC on a human

prostate cancer tissue microarray (TMA). Gene expression was measured by DNA microarray and validated by real-time qPCR.

Results: We found that ING3 stimulates cellular proliferation in ex vivo tissues, suggesting that ING3 could be oncogenic. Indeed,

ING3 overexpression transformed normal human dermal fibroblasts. We observed elevated levels of ING3 in prostate cancer

samples, which correlated with poorer patient survival. Consistent with an oncogenic role, gene-silencing experiments revealed

that ING3 is required for the proliferation of breast, ovarian, and prostate cancer cells. Finally, ING3 controls the expression of an

intricate network of cell cycle genes by associating with chromatin modifiers and the H3K4me3 mark at transcriptional start sites.

Conclusions: Our investigations create a shift in the prevailing view that ING proteins are tumour suppressors and redefine ING3

as an oncoprotein.

In 2012, it was estimated that 41 million men were diagnosed
with prostate cancer (PC) and 307 000 died from it world-
wide, placing PC as the fifth leading cause of death from
cancer in men (excluding non-melanoma skin cancers) (Ferlay
et al, 2015). PC initiation and progression depend on androgens
and the androgen receptor (AR) (Wong et al, 2014; Ferraldeschi
et al, 2015). Although androgen-deprivation-based therapies
(termed chemical castration) initially benefit most patients, PC
inevitably recurs but in a castrate-resistant and invariably
fatal form. Current PC diagnosis incorporates assessment of
prostate-specific antigen (PSA) levels in patient sera with

trans-rectal ultrasound-guided prostate biopsies. However, PSA
thresholds are unreliable and biopsies are misdiagnosed in
about 30–50% of cases. Although the recently developed urinary
PCA3 (PC gene 3) and PSA-based prostate health index blood
tests offer alternative assessment methods and multiparametric
magnetic resonance imaging improves tumour detection, novel,
more reliable prognostic biomarkers are still required. Thus a
better understanding of the molecular mechanisms driving PC is
vital.

The INhibitor of Growth (ING) family of chromatin readers was
established over 20 years ago with the identification of the tumour-
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suppressor ING1 (Garkavtsev et al, 1996). ING proteins regulate
access to genetic information in part through associating with the
histone H3 trimethylated on lysine 4 (H3K4me3) active gene
expression mark and tethering enzymatic activities to facilitate (e.g.
ING4 via the acetyltransferase HBO1; Hung et al, 2009) or to
restrict (e.g. ING2 via the deacetylase HDAC1; Shi et al, 2006)
access to genetic information. The interaction with H3K4me3 is
mediated via a plant homeodomain (PHD) located at the carboxy
terminus of each ING protein. Although ING1 and ING2 associate
with the mSIN3A/HDAC1 histone deacetylase complex, ING3,
ING4, and ING5 associate with either TIP60, HBO1, or MOZ
histone acetyltransferase complexes (Doyon et al, 2006). Of note,
ING3 is required along with EPC1 for full TIP60 histone
acetyltransferase activity on nucleosomes (Doyon et al, 2004). In
addition, ING3 is part of the ANP32E histone exchange complex
(Obri et al, 2014), which is similar to the core ING3/TIP60
complex (Doyon et al, 2004, 2006). Given that ING1 and ING2
associate with histone deacetylases (HDACs), they are believed to
principally function as transcriptional repressors, while ING3-5
would function as transcriptional activators (Bua and Binda, 2009).

Initially identified as a transcriptional co-activator that
associates with the Tat transactivating factor from human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1) (Kamine et al, 1996), TIP60
(Tat interactive protein, 60 kDa) was rapidly found to have histone
acetyltransferase (HAT) activity (Yamamoto and Horikoshi, 1997)
and to potentiate the transcriptional activity of AR (Brady et al,
1999). As an integral part of the TIP60 complex, we hypothesised
that ING proteins could have an unsuspected role in AR signalling,
potentially regulating a transcriptional network and cellular
proliferation. We thus established an inducible expression system
to screen ING proteins for proliferative potential in an ex vivo
human prostate tissue model and identified ING3 as an inducer of
growth. Then, we measured ING3 levels in benign tissues
compared with matched cancer samples and found that elevated
ING3 levels correlate with treatment resistance and poor survival,
corroborating in vitro assays suggesting that ING3 has oncogenic
properties. Indeed, ING3 expression was sufficient to transform
normal human cells as assessed by anchorage-independent growth.
Gene expression profiling identified several cell cycle regulatory
genes as well as AR- and p53-responsive genes, whose expression
was altered in the absence of ING3. The silencing of ING3 in breast
cancer, ovarian cancer, and PC cell line models led to inhibition of
proliferation characterised by a G1/S arrest accompanied by an
induction of apoptosis. Mechanistically, ING3 associates with
chromatin modifiers and H3K4me3 at the transcriptional start site
(TSS) of cell cycle genes to regulate gene expression. Collectively,
we show that ING3 associates with gene promoters to regulate a
transcriptional network that is required for cellular proliferation.
Importantly, ING3 elevated copy number and protein levels in
cancer patients, particularly in treatment-resistant patients,
designate ING3 as a novel marker of poor survival for cancer
patients and an unsuspected oncoprotein. We thus propose to
rename the INhibitor of Growth 3 the INducer of Growth 3 to
retain the gene name while highlighting the potential of ING3 to
promote cellular proliferation.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies and plasmids. The cDNA of human ING3 was cloned
by PCR from total RNA extracted from the MCF7 cell line using
forward 50-GGCCAGATCTTTGTACCTAGAAGACTATCTGGA-30

and reverse 50-AGGACTCGAGTTATTTGTGTCTGCTGCCTCT-30

primers, inserted in pCMV-3Tag-1A (Stratagene, Agilent, CA,
USA) in frame with the 3xFLAG tag. The 3xFLAG-tagged ING3
cDNA was also inserted in the pLVX Lenti-X Tet-One inducible

expression system (Clontech, Takara, France) using the In-Fusion
HD enzyme (Clontech). The mouse monoclonal a-ING3 antibody
was previously described and extensively characterised (Nabbi
et al, 2015). The anti-a-tubulin and a-FLAG antibodies, as well as
a-FLAG M2-agarose were purchased from Sigma (Gillingham,
UK). The HRP-conjugated a-GST (ab3416), a-H3 (ab1791), a-
H3K4me3 (ab8580), and a-TIP49A (ab133513) antibodies were
purchased from Abcam (Cambridge, UK).

Cell culture, transfections, and lentiviral transductions. LNCaP,
CWR22Rv1, MCF7, and PC3 cells were obtained from American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA), while MX-1, PEO1,
and PEO4 cells were obtained from the Northern Institute for
Cancer Research authenticated cell bank. Cells were maintained in
RPMI 1640 media supplemented with 2mM L-glutamine (Invitro-
gen, Paisley, UK) and 10% (v/v) foetal calf serum (FCS) at 37 1C in
5% CO2. LNCaP-AI variant cell line was derived in-house by
culturing LNCaP cells in steroid-depleted media to allow for the
development of androgen independence (Lu et al, 1999). Cell lines
were maintained for up to 30 passages or a maximum of 2 months
of continuous culturing. As per institutional policy, cell lines were
tested for mycoplasma on a tri-monthly basis. For p53 ChIP
experiments, U2OS were maintained in modified McCoy’s 5A
medium supplemented with GlutaMAX and 10% FCS. Prolifera-
tion was measured by live cell imaging four times a day with the
Incucyte system for 114 h postsilencing. Lentiviral particles were
generated by co-transfecting HEK293T with pLVX-3xFLAG-ING3
(ING3WT, ING3Y362A, or ING3W385A), pMD2.G, and psPAX2
(latter two were gifts from Didier Trono; Addgene (Cambridge,
UK) 12260 and 12259, respectively) and used as described
previously (O’Neill et al, 2014). The expression of FLAG-ING3
was induced using doxycycline at 10 ngml� 1.

Ex vivo culture. Benign prostatic hyperplasia (BPH) samples were
obtained from cancer-free patients as established by the Pathology
Department at the Freeman Hospital (Newcastle upon Tyne, UK).
The tissue samples were obtained with full ethical approval from
Newcastle & North Tyneside 1 NHS Strategic Health Authority
Local Research Ethics Committee (reference 15/NE/0400). All
methods were performed in accordance with the relevant guide-
lines and regulations. BPH samples were removed surgically
following patient’s written informed consent and placed in ice-cold
culture media. Within 48 h from the surgery, tissues were dissected
to 1mm3 pieces and cultured in duplicates on gelatin sponges
(Spongostan, Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ, USA)
presoaked in culture media supplemented with 1� antimycotic
solution (Sigma), 10mgml� 1 hydrocortisone, and 10 mgml� 1

insulin solution from bovine pancreas (Sigma) as previously
described (Centenera et al, 2012). Ex vivo explants were transduced
with empty vector (pLVX) or FLAG-ING3 lentiviral particles in
media supplemented with 10 ngml� 1 of doxycycline and tissues
were cultured for 72 h. At the termination of the experiments,
samples were immediately placed in 4% formalin for 1 h followed
by processing in ethanol then xylene and finally paraffin
embedding. Formalin-fixed paraffin-embedded tissues were
stained as indicated and scored automatically using the Aperio
imaging system (Milton Keynes, UK). Error bars represent s.e.m. of
three independent patient samples.

Anchorage-independent growth. Normal human dermal fibro-
blasts (NHDF) were isolated from juvenile foreskin (PromoCell
C-12300, Heidelberg, Germany) and maintained in fibroblast
growth medium (PromoCell C-23010). NHDF were transduced
with lentiviral particles, ING3 expression was induced with
doxycycline (10 ngml� 1), and 48 h later cultured in fibroblast
media containing 0.56% methylcellulose. Fibroblasts were seeded at
a density of 2500 cells per well in a 24-well plate and incubated at
37 1C in 5% CO2 for 14 days followed by imaging with IncuCyte
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and automated colony counting. Transformation assays with 3T3-
L1 murine fibroblasts were performed essentially as with NHDF
but were seeded at 250 cells per well in a 24-well plate.

siRNA gene silencing and gene expression analysis. The ING3
targeting siRNA sequences were (no.1) CAAUCACCAUGCU-
CAUUCA[dTdT] and (no.2) CUAUAGAAUGGUUCCAUUA
[dTdT]. Cells were transfected with siRNA using RNAiMax
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions and
incubated in culture media for 96 h prior to cell lysis and analysis
by immunoblotting or real-time qPCR using specific primers
(sequences available in Supplementary Table S1). For real-time
qPCR, total RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen, 15596-
026), RNA quality and yields were assessed using a NanoDrop
2000 (NanoDrop, UK), 1 mg of total RNA was reverse transcribed
using SuperScript VILO (Invitrogen, 11755-050), and qPCR was
performed using QuantiTect SYBR Green (QIAGEN, 204143,
Manchester, UK) on an ABI PRISM 7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Data were
tested for parametric distribution. Parametric data were analysed
using appropriate t-tests or ANOVA with Bonferroni’s comparison
test for multiple group comparisons. Non-parametric data were
analysed using Wilcoxon signed-rank test. By convention, P-values
are marked as follows; ***Po0.001, **Po0.01, and *Po0.05.

Microarray. LNCaP cells were transfected with siRNA and
cultured in steroid-depleted media for 72 h followed by 24 h
stimulation with 10 nM dihydrotestosterone (DHT). Total RNA
was extracted (RNeasy Plus, QIAGEN) and its purity confirmed
both using the NanoDrop and Bioanalyser. Samples were
processed on the Illumina Human HT-12 platform by High
Throughput Genomics (The Wellcome Trust Centre for Human
Genetics, University of Oxford, Oxford, UK) and analysed using
the GenomeStudio software (Illumina, Cambridge, UK). Experi-
ments consisted of four independent biological repeats of
scrambled control-, siRNA no.1-, or siRNA no.2-treated samples.
Analysis was performed by comparing ING3 siRNA to scrambled
siRNA and results compiled.

Immunohistochemistry. Tissue microarrays (TMA) containing
0.6mm cores of benign prostatic hyperplasia (BPH) (n¼ 41), PC
(n¼ 81), and control tissues, including breast, kidney, placenta,
ovary, and liver, were used (Coffey et al, 2013). These samples were
obtained with full ethical approval from the Northumberland,
Tyne, and Wear NHS Strategic Health Authority Local Research
Ethics Committee (reference 2003/11). Antigens were retrieved by
pressure cooking the TMA in 10mM citrate pH 6.0 followed by
staining the tissues with an extensively validated (Nabbi et al, 2015)
mouse monoclonal a-ING3 antibody. The TMA were indepen-
dently scored by 2 individuals using the 0–300 H-score method
(Kirkegaard et al, 2006). Briefly, percentage and intensity of
staining for positive cells was estimated (0, 1, 2, 3) using the
following equation H-score¼ (% of cells with low-level
positivity)þ 2� (% of cells with medium-level positivity)þ 3� (%
of cells with high-level positivity).

Flow cytometry. Cell cycle profiles were generated by propidium
iodide (PI) staining; cells were permeabilised with 1% Triton X-100
and incubated with 1 mgml� 1 RNaseA and PI followed by analysis
using a BD FACScan, as described previously (Burska et al, 2013).
Levels of apoptosis were analysed after 96 h of gene silencing by
Annexin V assay (BD, Oxford, UK) according to the manufac-
turer’s instructions and analysed using a BD FACScan. Cells were
stained for both Annexin V and PI positivity and, during analysis,
divided into quarters representing normal cells, necrotic cells, and
apoptotic cells.

Chromatin immunoprecipitation. LNCaP cells were maintained
in steroid-depleted media for 72 h followed by stimulation with

10 nM DHT for 120min. Then ChIP were performed as described
previously (Gaughan et al, 2002). To quantify the binding of AR or
ING3 at ARE or TSS, we performed real-time qPCR on ChIPed
DNA using specific primers (sequences available in Supplementary
Table S2). Data are represented as percentage of input fold change
(% input¼ 100� 2(CTinput�CTChIP)); CT refers to cycle threshold.

RESULTS

ING3 functions as an oncoprotein. By maintaining native tissue
architecture, including epithelia and stroma, ex vivo 3D culture of
intact tissues is a more representative and robust disease model of
cancer than cell line or animal xenograft models (Centenera et al,
2012; Centenera et al, 2013). To evaluate the proliferative role of
ING proteins, we used a doxycycline-inducible lentiviral system
composed of a minimal CMV promoter regulated by tetracycline-
response elements (TRE). Ex vivo tissue cultures of benign prostate
hyperplasia (BPH) tissues isolated from three different cancer-free
patients were transduced with lentiviral particles and exposed to
doxycycline to induce the expression of full-length wild-type
FLAG-tagged ING proteins or FLAG-p53, as a known tumour-
suppressor control. The expression of INGs and proliferation
(mitosis) marker H3S10phos were assessed by IHC. In agreement
with ING1b being a tumour suppressor, H3S10phos levels were
decreased similarly to p53 compared with the empty vector control
(Figure 1A). Interestingly, samples expressing ING4 had increased
levels of H3S10phos, while H3S10phos was lower in ING5 samples
(Figure 1A). These results confirm the tumour-suppressive
functions of ING1b and suggest that ING4 may have pleiotropic
roles (i.e., reported to be a tumour suppressor but appears to
stimulate proliferation in prostate tissues).

Strikingly, ING3-transduced tissues had high levels of
H3S10phos (not shown) thus, as ING3 associates with the AR co-
activator TIP60, we extended our investigations and transduced
ING3 in ex vivo tissues from three additional patients and
confirmed that ING3 expression enhances H3S10phos levels
(Figure 1B), suggesting that ING3 has oncogenic properties. To
test the hypothesis that ING3 may be an oncoprotein, we expressed
ING3 in NHDF in a classical anchorage-independent growth assay.
In agreement with these observations, ING3 expression in NHDF
was sufficient to stimulate anchorage-independent growth
(Figure 1C), suggesting cellular transformation and further
supporting the notion that ING3 is an oncoprotein. To further
validate ING3 oncogenic properties, transformation assays were
also performed in 3T3-L1 murine fibroblasts using p53 as an
established tumour-suppressor control and RASV12 as an
established oncoprotein control. As expected, p53-expressing cells
did not form colonies, while RASV12-expressing cells formed
colonies (Figure 1D). Importantly, ING3 expression also led to
colony formation (Figure 1D), confirming that ING3 expression
does transform cells.

Elevated ING3 expression is a marker of poor prognosis in
cancer patients. Analysis of various cancer databases (Cerami
et al, 2012; Gao et al, 2013) showed a significant increase in the
copy number of ING3 in breast cancer, melanoma cancer, ovarian
cancer, and PC patients. A more thorough analysis of The Cancer
Genome Atlas (TCGA) database showed that an increased copy
number of ING3 correlates with development of prostate
adenocarcinoma (Supplementary Figure S1A). These results
suggest that ING3 may have a role in PC initiation or progression.
We thus compared ING3 copy number with the disease outcome
and observed that patients with increased ING3 copy number were
less likely to undergo remission (Supplementary Figure S1B) and
relapsed earlier (Supplementary Figure S1C). These results imply a
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correlation between the amplification of ING3 and poor outcome
for PC patients and a potential application of ING3 as a biomarker.

To further investigate the expression of ING3 in PC tissues, we
used an extensively characterised and validated ING3 antibody,
which was also optimised for IHC (Nabbi et al, 2015). Specifically,
we examined ING3 protein levels by IHC analysis of a TMA
(described previously; Coffey et al, 2013) from BPH and PC
specimens (Figure 2A) and observed elevated protein levels of
ING3 in PC when compared with BPH samples (Figure 2B). In

addition, ING3 levels were found to be elevated in treatment-
resistant compared with castration-sensitive PC patients
(Figure 2C). Elevated ING3 protein levels also correlated with
decreased overall survival (Figure 2D). Finally, we observed that
ING3 levels in the TMA samples correlate with an increase in
proliferation markers MCM2, Ki-67, and Geminin (Supplementary
Figures S1D–F). Together, our data indicate that ING3 copy
number and ING3 protein levels correlate with cellular prolifera-
tion and that ING3 could be used as a biomarker of poor prognosis
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in PC. Our data strikingly indicate that ING3 does not behave as a
tumour suppressor but rather as an oncoprotein.

Identification of an ING3 transcriptional network. As ING3
associates with methylated histones and chromatin-modifying
enzymatic complexes and to understand how ING3 may function
as an oncoprotein, we performed a microarray gene expression
analysis. Given that ING3 is a potential AR co-regulator, we
addressed the question whether ING3 was required for AR-
dependent transcription upon androgen stimulation. Following the
rationale that DHT would have a minimal impact on AR-
independent transcription, the microarray survey was performed
on androgen-stimulated LNCaP cells. To validate the specificity of
the siRNAs used, the microarray data for each gene was plotted
and the overlay of both siING3 no.1 and siING3 no.2 showed
nearly identical gene expression profiles (Supplementary Figure
S2). Upon silencing the expression of ING3 in the LNCaP PC cell
line, we identified a number of genes that were either upregulated
or downregulated (see Supplementary Table S3 for complete list).
Among the top 25 downregulated genes, cell cycle regulators
CCNA2, CCNB2, CDC2, CDC20, and AURKA were identified
(Figure 3A). The silencing of ING3 was confirmed by immuno-
blotting using an extensively validated antibody (Nabbi et al, 2015)
(Figure 3B) and real-time qPCR (Figure 3C). Importantly, only a
single band appeared on immunoblots and decreased upon ING3
silencing (Figure 3B). Interestingly, the expression of MELK highly
correlates with cell cycle genes AURKB, CCNB2, TOP2A, and
UBE2C, which are upregulated in high-grade PC (Kuner et al,
2013) and appear to form a transcriptional network whose
expression requires ING3 (Figure 3A), suggesting that ING3
regulates this pathway. Similarly, the expression of several genes
from the EGFR inside-out pathway (CCNB2-HMMR-KIF11-
NUSAP1-PRC1-SLC2A1-UBE2C) (Zhou et al, 2015) require the
expression of ING3 (Figure 3A). The requirement of ING3 for the
expression of these genes was validated by real-time qPCR (Figures
3D–J). Although ING3 associates with histone acetyltransferase
activity and thus should mainly function as a transcriptional

activator, we observed that a number of genes were upregulated in
the absence of ING3, including CAMK2N1 (Figure 3A and D), a
gene that inhibits proliferation of PC cells (Wang et al, 2014a, b),
the cyclin-dependent kinase inhibitor CDKN1A (p21CIP1/WAF1),
and the antiproliferative gene BTG1 (Figure 3A). Together, these
results demonstrate that ING3 directly or indirectly regulates genes
involved in cell cycle progression and cell survival.

Silencing of ING3 expression regulates genes associated with cell
cycle progression and slows cellular proliferation. In agreement
with ING3-stimulating cellular proliferation (Figure 2E), close to
half of the genes found to be affected by the depletion of ING3 are
involved in cell cycle progression, including cyclin A (CCNA2)
(Figure 3A and 4A). Also, about a quarter are DNA-binding
factors, and a small, but significant, portion of genes regulate cell
death. We validated by real-time qPCR the increased expression of
CDKN1A (Figure 4B) and CDKN1B (Figure 4C) in PC and breast
cancer cells.

Although the exogenous expression of ING3 in various cell lines
presumably induces proliferation defects (Nagashima et al, 2003;
Chen et al, 2010), little is known about the roles of ING3 in the
control of cellular proliferation and the molecular mechanisms
underlying its functions. To determine the potential role of ING3
in regulating cellular proliferation, we silenced the expression of
ING3. Consistent with ex vivo experiments (Figure 1B), silencing
the expression of ING3 reproducibly led to severe proliferation
defects in PC cells. Specifically, LNCaP (DHT sensitive (DHTs))
cells treated with either siING3 no.1 or no.2 barely proliferated
over a 5-day period (Figure 4D). Interestingly, silencing of ING3
expression had comparable consequences on the proliferation of
the androgen-independent LNCaP-AI (DHTi) isogenic cell line
(Supplementary Figure S3). Similarly, the proliferation of PC
(CWR22Rv1 and PC3), breast cancer (MCF7 and MX-1), and
ovarian cancer (PEO1 and PEO4) cell lines (see Supplementary
Table S4 for characteristics) were also affected by silencing of ING3
(Supplementary Figure S3). To further investigate the potential
causes of cellular proliferation defects induced by the silencing of
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ING3, we performed cell cycle analysis of the LNCaP cell line. In
agreement with slower proliferation rates (Figure 4D), ING3-
silenced cells had a marked increase in the G0/G1 phase population
accompanied by lower S and G2/M populations (Figure 4E). The
increased G0/G1 population translates into an increase in G1/S ratio
(Figure 4F), a hallmark of cell cycle arrest. Furthermore, we
observed a small but consistent increase in the subG1 population
(Figure 4E), suggesting that the silencing of ING3 may induce
apoptosis. Indeed, Annexin V staining of ING3-silenced cells

showed a threefold increase in apoptotic cells (Figure 4G),
consistent with severely reduced proliferation as well as accumula-
tion of G1/S and subG1 populations (Figures 4D–F). These results
demonstrate that ING3 is essential for the proliferation of a broad
range of cancer cell types, further demonstrating the oncogenic
properties of ING3.

ING3 regulates the expression of androgen-responsive genes.
Hypothetically, ING3 could regulate AR-dependent transcription
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Figure 3. Identification of an ING3 transcriptional network. (A) The expression of ING3 was silenced in the LNCaP cell line using two different
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via the acetyltransferase TIP60 (Brady et al, 1999; Doyon et al,
2004, 2006), which regulates cellular proliferation and the
expression of cell cycle genes. We thus performed an extensive
survey of known AR-regulated genes from the ING3 transcrip-
tional network. We identified three genes requiring the expre-
ssion of ING3 for normal expression and a dozen that were
stimulated in the absence of ING3 (Figure 5A). To assess
whether androgens affect ING3-regulated genes, all validation
experiments were performed with and without DHT. Interestingly,
through validation of the microarray analysis, we identified
a novel androgen-responsive gene, KIF20A, which is stimulated
by DHT, but requires ING3 for expression (Figure 5B). Reduced
levels of ING3 (Figure 5C) did not affect the expression of the AR
itself (Figure 5C) but nonetheless appeared to further stimulate the
DHT-induced expression of androgen-responsive genes such as
PSA (KLK3), TMPRSS2, and KLK2 (only with siING3 no.1)

(Figure 5C), while having inconclusive effects on the expression of
other androgen-responsive genes, such as NKX3.1 (Figure 5C).

ING3 regulates the expression of a subset of p53-responsive
genes. Given the potential role of ING3 in the regulation of p53-
dependent transcription (Nagashima et al, 2003), which also
regulates the expression of cell cycle genes, proliferation, and
apoptosis, we compared known p53-responsive genes (Riley et al,
2008) to the list of genes identified in the ING3 transcriptional
network (highlighted in Supplementary Figure S4). Out of the 129
known p53-responsive genes (Riley et al, 2008), 7 were down-
regulated (5%) and 13 upregulated (10%) following the silencing of
ING3 expression (Figure 5D). The increased expression of BAX
(Figure 5D) was validated by real-time qPCR in both LNCaP and
breast cancer MCF7 cell lines (Figure 5E). Notably, the induced
expression of CDKN1A (Figure 5D) had already been validated in
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Figure 4. ING3 regulates genes associated with cell cycle progression. (A) Gene ontology analysis of downregulated genes upon silencing of
ING3. A major fraction of genes requiring ING3 for expression is involved in cell cycle regulation. For instance, the expression of cyclin A (CCNA2)
is impaired in the absence of ING3. (B) The expression of CDKN1A assessed by real-time qPCR on reverse transcribed total RNA isolated from
control (Scramble) or ING3-silenced (siING3) prostate (LNCaP) and breast (MCF7) cells. (C) As in (B) but for CDKN1B. (D) Proliferation of control
(Scramble siRNA) or ING3-silenced (siING3 no.1 and siING3 no.2) LNCaP cells was monitored for 5 consecutive days by IncuCyte. Data were
analysed using Wilcoxon signed-rank test. (E) Flow cytometric analysis of control (Scramble siRNA) or ING3-silenced (siING3 no.1 and siING3 no.2)
LNCaP cells was conducted and (F) G1/S ratio was calculated. (G) Control (Scramble siRNA) or ING3-silenced (siING3 no.1 and siING3 no.2) LNCaP
cells were stained for Annexin V and analysed by flow cytometry. By convention, *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001, and NS indicates not
significant, as calculated by t-test. When not indicated, P-values are not significant.
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LNCaP and MCF7 (Figure 4B). The expression of other p53-
regulated genes not identified in the microarray analysis was also
investigated. In particular, we found that the transcription of
FOXO3, PML, and NOXA was activated by the silencing of ING3
in LNCaP (Figure 5F), whereas only PML was induced in MCF7
(Figure 5F). These results, alongside published work (Nagashima
et al, 2003), suggest that ING3 functions as a p53 co-factor for a
subset of genes.

Characterisation of ING3 interaction with H3K4me3. As the
PHD of ING proteins has a central role in controlling proliferation,
survival, and other cellular functions, we investigated this key
region within ING3. The PHD of ING3 (ING3PHD) shares
extensive primary amino-acid sequence similarity with other
family members (Figure 6A). Specifically, tyrosine 362 (Y362),
serine 369 (S369), and tryptophan 385 (W385) (Figure 6A, red
boxes) are perfectly conserved with amino acids that form an
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Figure 5. ING3 regulates a subset of AR-responsive genes and p53-responsive genes. (A) The microarray gene expression analysis identified a
number of AR-target genes that are regulated by ING3. (B) A novel androgen-responsive gene KIF20A was found to be regulated by ING3. (C) The
silencing of ING3 in the absence (DHT� ) or presence (DHTþ ) of androgen stimulation was assessed by real-time qPCR. The expression of AR was
measured in ING3-depleted cells. Validation by real-time qPCR of the effect of ING3 depletion on the expression of known AR-responsive genes.
(D) The microarray gene expression analysis identified a number of ING3-regulated genes that are known p53-responsive genes. (E) The
expression of p53-responsive gene BAX was assessed from LNCaP and MCF7 cells by real-time qPCR. (F) Validation by real-time qPCR of the
effect of ING3 depletion on the expression of known p53-responsive genes in LNCaP and MCF7 cells. All experiments were conducted three times
(n¼3 biological replicates) in triplicate (technical replicates). The values represent the average of n¼ 3 with s.e.m. as error bars. By convention,
*Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001, and NS indicates not significant, as calculated by t-test. When not indicated, P-values are not significant.
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H3K4me3-binding aromatic cage in other ING proteins (Shi et al,
2006; Hung et al, 2009). Thus we predicted the structure of
ING3PHD using Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009) and super-
imposed it with the structure of ING4PHD-bound to H3K4me3

using CCP4mg (McNicholas et al, 2011) (Figure 6B). The overlay
of ING3PHD and ING4PHD suggests that Y362, S369, and W385 of

ING3 would indeed form an aromatic cage similar to ING4 and
thus mediate interactions with H3K4me3. To confirm their role in
H3 binding, the Y362 and W385 sites were converted to alanine
(A) and used to investigate the interaction between ING3PHD and
histones purified from calf thymus. This experiment confirmed
that the PHD of ING3 does bind to histone H3 (Figure 6C).
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In addition, the failure of ING3PHD[W385A] to bind to H3
(Figure 6C) suggests that the aromatic amino-acid residue is
responsible for interactions with H3K4me3, as predicted (Figures
6A and B). However, ING3PHD[Y362A] retained wild-type H3-
binding capacity (Figure 6C). The interaction between ING3PHD

and H3 was further investigated using synthetic H3 peptides
harboring mono-, di-, or tri-methyl groups at K4 or K9, as well as
unmodified or tri-methylated H3K36. As expected, ING3PHD

specifically bound the methylated H3K4 forms, with an affinity
increasing (H3unmod

ooH3K4me1
oH3K4me2

oH3K4me3) conco-
mitantly with the methylation state of K4 (Figure 6D). Interest-
ingly, both ING3PHD and ING3PHD[Y362A] associated more stably
with H3K4me2/3, while the ING3PHD[W385A] mutant completely
failed to interact with any histone modifications assessed
(Figure 6E). Similar interaction results were obtained between
ING3 and nucleosomes, where ING3Y362A retained wild-type
binding to H3, whereas ING3W385A failed to associate with H3
(Figure 6F). For subsequent gene expression and chromatin
immunoprecipitation (ChIP) experiments, it is worth mentioning
that both ING3Y362A and ING3W385A forms retain wild-type
capacity to associate with subunits of the TIP60 complex, such as
TIP49A (Figure 6G). Together, these results establish that the
PHD of ING3 associates with methylated H3K4 and requires
conserved amino-acid residues that, based on sequence similarities
to other ING protein and structure prediction, form an aromatic
cage.

ING3 associates with the TSS of cell cycle genes. We have so far
demonstrated that ING3 is required for the expression of an
intricate transcriptional network involved in regulating the
proliferation of cancer cells. However, ING3 may directly or
indirectly regulate the expression of these genes. We thus
performed ChIP experiments to investigate the association of
ING3 with genes that were identified in our gene expression survey
(Figure 3). Also, as the PHD of ING3 binds H3K4me3 (Figure 6), a
modification marking the TSS of most genes (Barski et al, 2007),
and a similar molecular mechanism for the regulation of gene
expression was described for ING2 (Shi et al, 2006) and ING4
(Hung et al, 2009), we investigated that region in particular. Upon
induction of ING3 expression (Figures 7A and B), the expression
of BAX, KLK2, TMPRSS2, and CDKN1A (genes induced in ING3-
silenced cells) was repressed (Figures 7C–F). Interestingly, ING3WT

and ING3Y362A were found at the TSS of CDKN1A, while the
H3K4me3-defective mutant ING3W385A was absent from this region
(Figure 7G). Importantly, all ING3 forms were absent from a
control region situated approximately 500 base pairs upstream
(� 500 bp) of the TSS (Figure 7H). In agreement with ING3
repressing the expression of CDKN1A, inhibition of HDAC activity
with trichostatin A (TSA) completely relieved ING3-mediated
transcriptional repression of CDKN1A (Figure 7I). An HDAC-
dependent and TSA-sensitive transcriptional repression mechan-
ism was further explored, and we found that ING3 associates with
HDAC1 (Figure 7J). Given that ING proteins often cooperate with
p53, we investigated whether p53 and ING3 could occupy the same
sites on the CDKN1A promoter in U2OS human osteosarcoma
cells (wild-type p53). Interestingly, ChIP experiments revealed that
both p53 and ING3 occupied the TSS of CDKN1A (Figure 7K).
Moreover, in response to DNA damage induced by doxorubicin,
p53 vacated the TSS while ING3 bound more avidly (Figure 7K).
Despite this dynamic occupancy at the TSS, ING3 did not occupy
the p53-binding site upstream of CDKN1A (Figure 7K).

In addition, further supporting the role of ING3 in regulating
the expression of cell cycle genes, ING3 was also found at the TSS
of CCND1 and PCNA but remained undetectable at both the
androgen response element (ARE) AREIII of PSA and the ARE of
KLK2 (Supplementary Figure S5). Interestingly, the presence of AR
at the ARE of KLK2 was reduced when ING3 was expressed

(Supplementary Figure S5), potentially explaining the increased
KLK2 expression observed in ING3-silenced cells (Figure 5C).
These results suggest that ING3 indirectly regulates the expression
of AR-regulated genes (e.g., KLK2 and PSA). However, ING3 also
appears to use a direct mechanism to regulate gene expression
involving the binding to H3K4me3 at the TSS of cell cycle genes
(e.g. CDKN1A) to regulate their expression. Taken together with
the histone interaction studies (Figure 6), these results demonstrate
that ING3 associates with H3K4me3 at the TSS of cell cycle genes
via its PHD to regulate gene expression.

In conclusion, ING3 associates with TSSs to regulate the
expression of an intricate transcriptional network involving cell
cycle genes as well as AR- and p53-dependent genes to control the
proliferation of cancer cells. Elevated levels of ING3 correlate with
increased cellular proliferation and lower survival of PC patients
and, as such, represents a novel marker of poor prognosis for PC
patients and herein redefined as an oncoprotein.

DISCUSSION

Genetic deletion of the Ing1 locus in a mouse model leads to early
onset and increased incidence of lymphomas (Kichina et al, 2006).
The Ing1� /� animals also harbour increased sensitivity to
g-radiation (Kichina et al, 2006). Deletion of the p37Ing1 isoform
in a mouse model causes spontaneous development of follicular
B-cell lymphomas (Coles et al, 2007). Similarly, the Ing2� /�

animals have a threefold higher incidence of soft-tissue sarcomas
(Saito et al, 2010), providing concrete evidence that at least Ing1
and Ing2 are bona fide tumour suppressors. However, the evidence
that ING3-5 are tumour suppressors is minimal and largely based
on adenovirus delivery and supraphysiological overexpression or
correlative expression studies. Indeed, silencing of ING4 prevents
the transition from the G2/M phase to G1 phase of the cell cycle,
while silencing of ING5 results in S-phase blockade (Doyon et al,
2006). Moreover, the Ing4� /� mouse model does not develop
cancer under reported experimental conditions (Coles et al, 2010),
suggesting that these proteins are not tumour suppressors, or have
complex yet unidentified cellular functions. Indeed, as recently
reported by one of our groups, ING3 is expressed preferentially in
proliferating cells (Nabbi et al, 2015), suggesting that ING3 may
not inhibit growth but rather drive cellular proliferation. In
agreement, we have found elevated levels of ING3 in various
cancers and using an ex vivo human tissue explant model
demonstrated that ING3 does have oncogenic properties by
stimulating cellular proliferation. Precisely, our data demonstrate
that (i) ING3 levels are elevated in PC patients and correlate with
poor outcome; (ii) ING3 is required for the proliferation of breast
cancer, ovarian cancer, and PC cell lines; and (iii) ING3 expression
is sufficient to elicit anchorage-independent growth. Together,
these results strongly suggest that ING3 functions as an
oncoprotein.

Herein we have identified ING3 as a cellular proliferation-
regulating factor. Interestingly, loss of ING3 expression led to
decreased expression of MELK, UBE2C, TOP2A, CCNB2, and
AURKB. These genes have been reported to be highly expressed in
high-grade PC patients (Kuner et al, 2013), while CAMK2N1 forms
a transcriptional network with NUSAP, UBE2C, and HMMR whose
expression regulates proliferation of treatment-resistant cancer
cells (Wang et al, 2014a). In addition, the silencing of ING3
expression led to proliferation defects in a wide array of cancer cell
models, including treatment-sensitive and -resistant PC cell lines,
suggesting that inactivation of ING3 functions could be a viable
therapeutic avenue to eliminate cancer cells in early as well as in
advanced cases.
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Notably, silencing of ING3 resulted in decreased AURKA and
AURKB expression (Supplementary Table S3), two H3S10 kinases,
in agreement with increased H3S10phos in cells expressing ING3
(Figure 1B).

Consistent with previous studies (Kim et al, 2016) showing that
the ING3PHD[Y362A]-H3K4me3 interaction has a Kd of 46 mM,
compared with 0.9 mM for ING3PHD-H3K4me3, 3.0mM for
ING3PHD-H3K4me2, and 23 mM for ING3PHD-H3K4me1, we found
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Figure 7. ING3 associates with H3K4me3 at TSSs. (A) A tetracycline-inducible system was used to express FLAG-tagged ING3 (predicted molecular
weight of B50 kDa) forms in LNCaP cells. (B) The expression of ING3, (C) BAX, (D) KLK2, (E) TMPRSS2, and (F) CDKN1A was assessed by real-
time qPCR from total RNA isolated from ING3-expressing LNCaP cells. (G) ChIP experiments of FLAG-ING3 at the TSS of CDKN1A using a
FLAG antibody. (H) As in (G), but real-time qPCR assay was performed at a control region about 500 base pairs (� 500bp) from the TSS of
CDKN1A (**Po0.01, ***Po0.001, and NS indicates not significant, as calculated by t-test). (I) FLAG-ING3 was expressed as in (B–F), but in the
absence (TSA� ) or presence (TSAþ ) of the histone deacetylase Trichostatin A (TSA), then the expression of CDKN1A was assessed by real-time
qPCR. (J) FLAG-ING3 and YFP-HDAC1 were co-expressed in HEK293T cells, immunoprecipitated with a-FLAG M2 agarose, and analysed by
immunoblotting using a-GFP antibody (recognises all GFP variants). (K) ChIP experiments were conducted in U2OS cells in the absence (DOX� ) or
presence (DOXþ ) of doxorubicin. By convention, *Po0.05, **Po0.01, ***Po0.001, and NS indicates not significant, as calculated by t-test. When
not indicated, P-values are not significant. ING¼ INhibitor of Growth; TSS¼ transcriptional start site.
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that ING3PHD[Y362A] retains H3K4me3-binding capacity (Figures
6C, E, and F). Interestingly, the ING3PHD[S369A]–H3K4me3

interaction, with a Kd of 1.5 mM, also retains binding capacity
(Kim et al, 2016). Although highly conserved, Y362 is dispensable
for the ING3PHD–H3K4me3 interaction, unlike the corresponding
Y198 in ING4PHD (Hung et al, 2009) or Y214 in ING2PHD (Shi
et al, 2006). The Phyre2-predicted structures of ING3PHD suggest
that Y362 may be positioned away from the aromatic cage
(Figure 6B and Supplementary Figure S6), leaving the binding
burden on W385 and a different mode of interaction to methyl-
lysine. Interestingly, the structure predictions including or
excluding PNEPR peptide preceding Y362 suggest that the
sequence located on the amino side of the PHD may be flexible
and thus may fold upon binding to H3K4me3. Further structural
biology investigations will be required to elucidate the precise
mode of interaction between ING3PHD and H3K4me3 and how it
differs from other INGs.

The importance of the role played by ING3 in tightly controlling
cellular proliferation of cancer cells is also highlighted by the loss of
expression of several cyclin genes (CCNA2, CCNB1, CCNB2, and
CCND1) and gain of cell cycle inhibitors (CDKN1A and CDKN1B)
as well as apoptotic genes (BAX) concomitant with the silencing of
ING3. Importantly, ChIP analysis located ING3 at the TSS of genes
upregulated (i.e., CDKN1A) and downregulated (e.g., CCND1) in
the absence of ING3, demonstrating that ING3 has a direct role in
controlling the expression of genes associated with cellular
proliferation. However, as ING3-regulated genes can be either
negatively or positively regulated in the absence of ING3, there
would be more than one transcriptional mechanism involved.
Potentially, ING3 may positively regulate gene expression via
TIP60 histone acetyltransferase activity (Doyon et al, 2004) and
negatively regulate transcription via an ANP32E histone exchange
mechanism (Obri et al, 2014) or via HDAC1, which we found in
association with ING3 (Figure 7J). Indeed, the ING3-mediated
transcriptional repression of CDKN1A was completely relieved by
the deacetylase inhibitor Trichostatin A (Figures 7I), demonstrat-
ing that ING3 can silence gene expression via histone deacetyla-
tion. Future investigations should address the acetylation state of
histones at ING3-bound chromatin sites as well as the presence of
histone variants deposited by ANP32E. Interestingly, according to
the TCGA database and in agreement with our microarray
analysis, the expression of several cell cycle genes correlated in a
similar way with the expression of ING3 in human PC
(Supplementary Figure S7). Although ING3 was previously
reported to activate the p53-responsive gene CDKN1A using a
transient luciferase reporter assays in colon carcinoma cells
(Nagashima et al, 2003; Doyon et al, 2006), we observed that
silencing of ING3 induced the expression of CDKN1A in breast
cancer and PC cells (Figure 4B), whereas exogenous expression of
ING3 driven by a doxycycline-inducible system repressed the
expression of CDKN1A (Figures 7F and I). We can only speculate
on the causes of these discrepancies, but they are most likely due to
the different cell lines or systems used. Although several ING
proteins have been reported to associate with p53, we failed to
observe any interactions between p53 and ING3 in LNCaP cells
under mild immunoprecipitation conditions. In ChIP experiments
at CDKN1A, we found p53 at the p53-binding site, but ING3 was
not detected. In addition, p53 could be detected at the TSS, while
ING3 levels were low, but under stressed conditions, p53 was
released and ING3 occupied the TSS more avidly (Figure 7K).
Together, these results suggest that p53 and ING3 do not occupy
chromatin regions at the same time in agreement with the
observation that the two factors do not seem to interact.

Although ING3 associates with TIP60 (Doyon et al, 2006) and
AR (Nabbi et al, 2017), this interaction occurs in the cytoplasm
and regulates acetylation-dependent AR shuttling (Nabbi et al,
2017). Moreover, although AR was present at the ARE of KLK2

and KLK3 (PSA), ChIP experiments did not detect enrichment of
ING3 at these sites (Supplementary Figure S5), suggesting that
ING3 is not recruited via AR. Indeed, ING3 associates with the TSS
(H3K4me3 marked region) of genes while AR binds the ARE
regions, thus suggesting that ING3 can also regulate AR-responsive
transcription independently of AR. Indeed, our silencing experi-
ments (Figures 4D–G and Supplementary Figure S3) clearly show
that ING3 is required for the proliferation of both ARþ (e.g.,
LNCaP) and AR� (e.g., PC3) cells, demonstrating that ING3,
although able to regulate some AR-responsive genes, regulates cell
proliferation through AR-independent pathways. Indeed, ING3
regulates the expression of p53-responsive genes (Figures 5D–F) as
well as several cell cycle genes (Figure 4A).

Although the ING3 siRNAs had consistent effects on most AR-
responsive genes (e.g., KIF20A, PSA, TMPRSS2), they had different
effects on KLK2. Interestingly, KLK2 and KLK3 (PSA) are located
B12 kb apart on chromosome 19. However, the chromatin
landscape seems highly divergent. Specifically, a clear TSS
(H3K4me3 double peak) is found at KLK2, whereas no such
regulatory element is found in the ENCODE project data at KLK3
and very few transcription factors bind the KLK3 locus compared
with KLK2. We hypothesise that the difference in KLK2 and KLK3
response to ING3 siRNAs may be a reflection of different
mechanisms regulating these genes.

In agreement with ING4 and ING5 being required for normal
cell cycle progression (Doyon et al, 2006), we observed that ING3
is also required for cellular proliferation of cancer cells.
Importantly, our ING3-dependent proliferation results are in line
with a recent publication showing that ING3 protein levels
correlate with the proliferation status of cells (Nabbi et al, 2015).
Our data from cell line models showing the requirement of ING3
for the proliferation of cancer cells are also in agreement with the
elevated levels of ING3 in a subset of tumours in cancer patients.
The requirement of ING3 for the proliferation of breast cancer,
ovarian cancer, and PC cells and its elevated levels in prostate
tumours, which also correlate with poor survival, define ING3 as a
novel marker of poor prognosis and a potential therapeutic target.
Overexpression-based studies and sequence similarities to the
tumour-suppressor ING1 led to the hypothesis that ING3 may be a
tumour suppressor. However, our investigations using a more
physiologically relevant ex vivo explant model define ING3 as an
oncoprotein, which is supported by transformation and prolifera-
tion assays.

Although mutations of ING proteins are rarely reported
(Cerami et al, 2012; Gao et al, 2013), there are many cases of
either amplification or deletion (Supplementary Figure S8). In
agreement with our observations that ING3 levels are elevated in
PC compared with BPH patient samples, most PC databases report
ING3 amplification (Supplementary Figure S8). Interestingly, one
case of mutation could be found in a PC patient, a nonsense
mutation at E125, which likely results in a truncated form lacking
the PHD and 70% of the protein.

Together, our data demonstrate that ING3 is required for
proliferation of cancer cells via an intricate transcriptional network
involving cell cycle regulators, androgen, and p53 signalling
pathways. Importantly, elevated ING3 expression in cancer
patients and correlation with poor survival support ING3 as a
biomarker and potentially a therapeutic target in both early and
advanced treatment-resistant cancer patients. Our results redefine
ING3 as an INducer of Growth (ING) and an oncoprotein.
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Ces travaux de thèse nous ont permis de rapporter de nouvelles fonctions biologiques originales à 

propos de deux membres de la famille de gènes ING : les protéines ING2 et ING3. Principalement 

reconnues pour leurs fonctions suppressives de tumeur en lien avec leur activité de lecture du code 

histone (« gatekeeper ») ou leurs actions sur les processus de réplication ou réparation de l’ADN 
nucléaire (« caretaker »), nos résultats démontrent l’existence d’un rôle direct pour ING2 dans le 
compartiment mitochondrial en relation avec le métabolisme cellulaire et un rôle oncogénique inattendu 

pour ING3 dans le contexte spécifique du cancer de la prostate. Enfin, dans un objectif de recherche 

appliquée « du laboratoire au chevet du patient », nous avons exploré l’impact de l’expression de la 
protéine ING2 en tant que biomarqueur prédictif de réponse à une thérapie ciblée dans le cancer 

bronchique primitif. 

ING2 en relation avec le compartiment mitochondrial 

La découverte des protéines ING dans la mitochondrie est à créditer à l’équipe du Pr Riabowol qui a 

démontré que, en cas de stress génotoxique, la protéine ING1 était importée dans le compartiment 

mitochondrial de lignées de tumeurs humaines (Bose et al. 2013). Nos travaux ont quant à eux 

démontré qu’à l’état basal, une partie du pool cytoplasmique de la protéine ING2 était présente dans la 

mitochondrie au sein de cellules tumorales mais aussi de cellules non-tumorales transformées. À l’instar 
de la protéine ING1, un stress génotoxique (etoposide) majore la translocation de la protéine ING2 dans 

le compartiment mitochondrial. 

Nos travaux sont les seuls, à ce jour, qui apportent des indices sur les mécanismes moléculaires précis 

responsables de l’import mitochondrial de la protéine ING2. Les protéines ING1 et ING2 ne présentent 

pas dans leur structure de séquence d’adressage à la mitochondrie. Le système de relais par ponts 

disulfures est un mécanisme d’import protéique dans la mitochondrie de découverte récente et 
concerne, de par sa nature, les protéines capables de former des ponts disulfures intramoléculaires 

(Chatzi, Manganas, et Tokatlidis 2016). D’après des analyses in silico, la protéine ING2 posséderait 

cette propriété, et nous avons donc émis l’hypothèse d’une prise en charge par ce système d’import. 
Nos résultats, fondés sur une inhibition pharmacologique du relais de ponts disulfures, soutiennent 

celle-ci. En revanche, nos expériences n’expliquent que partiellement la localisation de la protéine 

ING2, précisément située dans la matrice mitochondriale selon nos données de sous-fractionnement 

d’organites. En effet, le système d’import par relais de ponts disulfures aboutit à la présence de la 

protéine cible dans l’espace inter-membranaire. Ainsi, les mécanismes de franchissement de la 

membrane mitochondriale interne par ING2 restent inconnus. Un transfert vers la matrice 
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mitochondriale dépendante d’une protéine partenaire est une hypothèse à privilégier. Un argument en 
ce sens est la présence dans la mitochondrie de certains isoformes de la protéine cargo 14-3-3 

(Abdrabou, Brandwein, et Wang 2020; Miyamoto et al. 2012). Or, une interaction directe entre la 

protéine ING1 et la protéine 14-3-3η est déjà décrite (Gong et al. 2006) et celle-ci est rendue possible 

par la séquence d’acides aminés REASP que partagent les protéines ING1 et ING2. À la lumière de 

cette observation, il est licite de formuler l’hypothèse que la translocation de la protéine ING2 de 

l’espace inter-membranaire vers la matrice mitochondriale pourrait être dépendante d’une interaction 
avec la protéine 14-3-3η. Nos travaux apportent un argument indirect en faveur, puisque l’augmentation 
de l’expression de 14-3-3η augmente la quantité d’ING2 observée dans la mitochondrie. 

ING1 et ING2 partagent une forte homologie de séquence et leur présence commune dans le 

compartiment mitochondrial apparait cohérente. En revanche, la séquence des autres protéines de la 

famille ING diffère significativement, notamment au niveau de la région C-terminale. Ainsi, affirmer ou 

infirmer la présence des potéines ING3, ING4 ou ING5 dans le compartiment mitochondrial pourrait 

guider l’identification de la séquence « critique » facilitant l’import dans la mitochondrie. De manière 
intéressante, les données disponibles dans la littérature suggèrent que la fonction des protéines ING1 

et ING2 dans le compartiment mitochondrial n’est pas redondante. En effet, ING1 a été impliqué dans le 
contrôle du processus d’apoptose mitochondriale grâce à l’indentification d’une séquence BH3-like et 

une interaction avec la protéine pro-apoptotique BAX. Cette séquence n’est pas partagée par ING2 et 

nos travaux ont mis en évidence un lien entre la protéine ING2 et l’ADN mitochondrial. En référence à la 
classification de l’équipe de G. Kroemer à propos de la protéine suppressive de tumeur p53 (Galluzzi et 

al. 2011), ING1 semble donc impliquée dans les fonctions létales de la mitochondrie, à la différence de 

ING2 orientée vers les fonctions vitales de la mitochondrie. L’hypothèse d’un équilibre compétitif au sein 
du compartiment mitochondrial entre les deux protéines mériterait donc d’être explorée plus avant. 

Nos travaux ont permis d’identifier le rôle fonctionnel de la protéine ING2 dans la mitochondrie mais 

sans que les processus moléculaires sous-jacents aient pu clairement être élucidés. En effet, malgré le 

lien proche établi entre ING2 et l’ADN mitochondrial par l’intermédiaire de TFAM, nos résultats 

n’expliquent pas comment la perte de l’expression d’ING2 aboutit à une perturbation de l’ultrastructure 
mitochondriale. Ce phénotype est classiquement rapporté en cas de dégradation de l’ADN 
mitochondrial. Cependant, la quantité d’ADN mitochondrial, son activité transcriptionnelle ou sa 

maintenance n’apparaissent pas impactées par la diminution de l’expression de la protéine ING2 dans 

nos modèles expérimentaux. Le potentiel de membrane est lui aussi inchangé quel que soit le niveau 

d’expression de ING2. En revanche, la production de ROS mitochondriaux diminuée et une plus faible 
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respiration mitochondriale suggèrent un impact négatif sur l’activité de la chaine respiratoire 
mitochondriale. Cela est corroboré par une plus faible sensibilité aux inhibiteurs de la chaine de 

transport d’électrons dans nos modèles de cellules sans expression de la protéine ING2. Cela suggére 

que les cellules déficientes pour ING2 seraient moins dépendantes de l’activité de la phosphorylation 
oxydative pour leur survie. Cependant, nos travaux n’explicitent pas les mécanismes existant entre 

ING2, en relation avec l’ADN mitochondrial, et l’activité de la chaine respiratoire mitochondriale. La 
littérature abonde d’exemples illustrant le lien entre la transcription des protéines codées par l’ADN 
mitochondrial et l’activité de la chaine respiratoire (Hebert, Lanza, et Nair 2010). Nos travaux n’ont pu 
montrer d’impact quantitatif de l’expression d’ING2 sur l’ADN mitochondrial ou sur les membres du 

complexe de la chaine respiratoire. Cette question reste donc encore en suspens à ce jour. Enfin, dans 

quelle mesure il s’agit d’une conséquence ou d’une cause des modifications structurelles 
mitochondriales que nous avons observées, des travaux complémentaires sont là aussi nécessaires 

pour pouvoir répondre. 

Enfin, l’impact de la protéine ING2 sur les grandes voies métaboliques telles que la synthèse de la 

glutamine, la synthèse des lipides ou des acides nucléiques restent encore à explorer. Les données 

d’expression génique disponibles dans la littérature tendent à écarter l’hypothèse d’un contrôle 

transcriptionnel de la protéine ING2 sur l’expression de gènes impactant directement le métabolisme 

cellulaire (D. Ythier et al. 2010). Une étude publiée récemment a démontré l’existence d’une induction 
de l’expression d’ING2 en cas de culture de cellules HK-2 en milieu enrichi en glucose, ce qui se traduit 

par un arrêt du cycle cellulaire (Ma et al. 2020). De manière intéressante, la suppression de l’expression 
de la protéine ING2 entraine dans ce modèle, une réversion de l’impact de l’hyperglycémie sur le cycle 

cellulaire. Même si ce travail démontre l’existence d’un lien entre l’accès au glucose et l’expression de 

la protéine ING2, les mécanismes sous-jacents restent mal compris. Par ailleurs, on rappellera que des 

travaux antérieurs de l’équipe ont démontré l’existence d’un lien entre ING1 et la dégradation de la 
protéine HIF1α (Bigot et al. 2015), principal médiateur intracellulaire de la réponse à l’hypoxie. Ainsi, 

analyser l’impact de l’expression des gènes ING1 et ING2 en condition d’hypoxie ou de privation en 

nutriments serait une approche pertinente pour aller plus loin dans la compréhension de l’implication 

des INGs dans le métabolisme cellulaire. 

Une perspective de travail de recherche translationnelle pourrait consister en la conduite d’une étude 

interventionnelle avec prélèvements de tumeurs guidés par les données du TEP-scanner. En effet, cette 

imagerie à la fois morphologique et métabolique permet d’identifier les zones hypermétaboliques ou 

hypométaboliques d’une même tumeur humaine et ainsi d’orienter des prélèvements ciblés. Une 
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analyse du niveau d’expression protéique d’ING1 et ING2 en zones hypermétaboliques en comparaison 

aux zones hypométaboliques serait une approche intéressante pour vérifier l’hypothèse d’une 
adaptation métabolique dépendante de l’expression de nos protéines d’intérêt. 

La figure 28 récapitule les résultats obtenus et les questions non résolues concernant le rôle de la 

protéine ING2 dans la mitochondrie. 

  

Figure 28. Représentation schématique des résultats et questions non résolues à propos du rôle d’ING2 dans la mitochondrie. La 
partie gauche du schéma représente une cellule normale en situation basale, dans laquelle ING2 est importée dans la mitochondrie par le 
système d’import par relais de ponts disulfures (acteur principal CHCHD4). Les mécanismes permettant le transfert à travers la membrane 
mitochondriale interne restent à élucider. Un rôle potentiel de la protéine cargo 14-3-3η dans ce processus est possible. ING2 interagit avec 
TFAM et est en relation étroite avec l’ADN mitochondrial. La partie droite du schéma représente une cellule déficiente pour ING2. La perte 
d’expression d’ING2 aboutit à une perturbation sévère de l’ultrastructure mitochondriale et impacte négativement la production de ROS 
mitochondriaux sans que les mécanismes sous-jacents ne soient élucidés. En effet, le lien entre la protéine ING2 dans le compartiment 
mitochondrial et l’activité de la chaine respiratoire est à ce jour inconnu. CTE : chaine de transport d’électrons ; ROS : espèces réactives de 
l’oxygène. 
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ING2 potentiel biomarqueur thérapeutique 

Le statut de la protéine ING2 dans les tumeurs humaines fait l’objet de débat à ce jour. Les preuves 
scientifiques actuellement disponibles plaident pour une perte d’expression fréquente dans les cellules 
tumorales et notamment dans le cancer bronchique non à petites cellules. Les causes précises de cette 

perte d’expression sont mal connues. Cependant, de plus en plus de preuves dans la littérature 

suggèrent l’existence d’une régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes INGs et 

notamment de ING2 (Gournay et al. 2019). 

Par l’analyse d’une cohorte rétrospective de patients, nous avons étudié le niveau d’expression d’ING2 
dans le contexte précis du cancer bronchique non à petites cellules de stade précoce. Notre travail s’est 
attaché à établir une estimation fiable, reproductible et objective de l’expression protéique d’ING2 à 

l’aide d’une méthodologie robuste. Il s’agit à ce jour de la seule étude portant sur cette protéine d’intérêt 
ayant utilisé la technologie de « tissue micro-array ». Cette méthode permet une coloration homogène 

et contrôlée sur une même lame histologique d’environ 100 échantillons, s’affranchissant ainsi des 
variabilités techniques inter-échantillons. De plus, l’analyse quantitative a été automatisée par approche 
informatique, limitant de ce fait une autre source de variabilité qui est l’interprétation de 
l’expérimentateur. L’avantage est aussi celui d’une mesure quantitative précise pour chaque cas. Grâce 
à ce travail, nous avons donc déterminé le niveau d’expression de la protéine ING2 au sein des cellules 

tumorales du tissu du microenvironnement, et même à l’échelle intracellulaire, dans le compartiment 

cytoplasmique ou nucléaire. Nos résultats démontrent qu’il existe une répartition quasi-gaussienne de 

l’expression protéique d’ING2 dans les cancers bronchiques non à petites cellules, quantitativement 

plus importante dans les cellules tumorales que les cellules stromales. Comment expliquer l’apparente 
discordance avec les principales études publiées ? 

Premièrement, il est important de souligner que les échantillons de notre cohorte sont issus uniquement 

de tumeurs de stade précoce. On peut supposer que l’évènement oncogénique aboutissant à la perte 
d’expression de la protéine ING2 survient plus tard dans le processus de carcinogénèse. Des travaux 

antérieurs de l’équipe tendraient à écarter cette hypothèse, dans la mesure où une perte d’expression 
de ING2 a été observée en proportion équivalente dans des stade précoces et métastatiques (Damien 

Ythier et al. 2010). Deuxièmement, les anticorps utilisés en immunohistochimie pour les principaux 

travaux publiés sur ING2 sont très hétérogènes. Dans notre travail, nous avons utilisé un anticorps 

commercial ING2 (ab244387 - Abcam®) dont la sensibilité a été préalablement validée sur des modèles 

de surexpression ou de perte d’expression d’ING2. En effet, l’épitope reconnu par cet anticorps est situé 
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sur la partie N-terminale (acides aminés  1 à 100), limitant en conséquence le risque de réactivité 

croisée avec les autres protéines de la famille ING. Troisièmement, l’analyse standardisée, automatisée 

et quantitative que nous avons menée renforce la validité externe de notre approche par opposition aux 

études déjà publiées. En effet, les deux autres études principales analysant ING2 dans le cancer 

bronchique non à petites cellules reposent sur une analyse semi-quantitative, sujette à l’interprétation 

de l’investigateur, et non contrôlée (Damien Ythier et al. 2010; Pan et al. 2014, 2). En conséquence, 

nous remettons donc en question la fréquence de cette perte d’expression dans les cancers 
bronchiques qu’on estime rare d’après nos travaux, contre une incidence évaluée à environ 30% 

d’après la littérature. 

Par ailleurs, nous n’avons pas observé dans notre cohorte de variations de l’expression nucléaire et 
cytoplasmique d’ING2. Une relation linéaire a même été observée entre l’expression nucléaire et 
cytoplasmique et ce, pour les cellules du microenvironnement ou les cellules tumorales. Plusieurs 

travaux ont rapporté dans de rares cas, une perte de l’expression d’ING2 spécifique au compartiment 
nucléaire des cellules tumorales (Shuang Zhao et al. 2016; X.-R. Han et al. 2014). Nous n’avons pas 
observé ce phénotype dans notre cohorte. Cependant, nous avons pu établir une corrélation entre le 

ratio nucléo-cytoplasmique de l’expression de ING2 et le pronostic des patients. En effet, un rapport 

entre l’expression nucléaire et cytoplasmique diminué au sein des cellules tumorales était associé à une 
plus faible survie globale. Cette observation n’a pas été confirmée pour les cellules stromales. Ces 

données suggèrent donc qu’un déséquilibre en faveur de l’expression cytoplasmique de ING2 impacte 

l’agressivité de la cellule tumorale. Explorer cette hypothèse en construisant un modèle cellulaire 
d’expression compartimentale de la protéine ING2 est une perspective intéressante. Par la construction 

d’un plasmide codant une protéine ING2 recombinante, porteuse d’une délétion de sa séquence 

REASP, nous serions en mesure d’évaluer l’impact d’une expression principalement nucléaire de ING2 

sur le phénotype cellulaire (prolifération, migration, résistance aux cytotoxiques…). Selon le même 
concept, l’expression exogène d’une protéine ING2 recombinante tronquée pour la séquence NLS 
constituerait un modèle intéressant, car il permettrait une expression cytoplasmique exclusive d’ING2. 

En outre, notre travail a aussi permis de révéler une opportunité thérapeutique dans le contexte 

spécifique du cancer bronchique. Nous avons vérifié par plusieurs approches complémentaires 

l’existence d’une sensibilité accrue des cellules déficientes pour ING2 vis-à-vis d’une inhibition de 
l’activité kinase de la protéine WEE1, point de contrôle de la transition G2/M du cycle cellulaire. Sur le 

plan mécanistique, le modèle que nous proposons se base sur les connaissances de la littérature 

impliquant ING2 dans le cycle cellulaire. Selon ce modèle, la perte d’expression d’ING2 favorise l’entrée 
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des cellules vers la phase S dont la progression est ensuite ralentie par défaut de progression de la 

fourche de réplication (Larrieu et al. 2009; 2010). L’inhibition de WEE1 force les cellules à entrer en 

mitose de manière prématurée, ce qui aboutit à une catastrophe mitotique et promeut la mort cellulaire. 

Dans notre modèle, nous avons reproduit ces résultats par l’utilisation d’un inhibiteur d’HDAC 
(vorinostat) utilisé en qualité d’inhibiteur de l’interaction d’ING2 avec le complexe Sin3A/HDAC (Smith et 

al. 2010). De manière cohérente avec nos résultats, plusieurs publications ont rapporté une synergie 

entre les traitements par inhibiteurs d’HDAC et inhibiteurs de WEE1 dans de nombreux modèles 

tumoraux (Tanaka et al. 2017; Hanmod et al. 2015). Sur le plan mécanistique nous apportons des 

arguments en faveur d’un contrôle transcriptionnel d’ING2 sur le gène CHEK1, codant la protéine 

CHK1, principal activateur de WEE1. Une publication récente apporte des éléments complémentaires 

sur le lien existant entre les protéines HDAC et l’activité de la protéine CHK1 (Göder et al. 2018, 130). 

Selon ce travail, l’expression de HDAC1 et de HDAC2 permet le maintien de l’activité de CHK1 et 
WEE1 par inhibition de la sous-unité PR130 de la phosphatase PP2A. En cas d’inhibition de l’activité 
HDAC1 et HDAC2, l’activité de cette phosphatase augmente au détriment de la phosphorylation de 

CHK1. À la lumière de ces données, vérifier dans notre modèle si la variation d’expression de ING2 

modifie l’activité de PP2A et in fine la phosphorylation de CHK1 serait une approche pertinente. En 

résumé, l’effet synergique constaté entre les inhibiteurs d’HDAC et les inhibiteurs de WEE1 pourrait 
reposer, au moins en partie, sur l’inactivation de la voie ING2/HDAC/CHK1, ce qui aurait pour effet de 

renforcer l’inhibition de WEE1. 

D’autres hypothèses mériteraient d’être explorées plus précisément pour affiner notre compréhension 

du lien existant entre ING2 et WEE1. La sensibilité des cellules tumorales aux inhibiteurs de WEE1 a 

été rapportée comme dépendant de l’expression de SIRT1 (G. Chen et al. 2017). Or, ING2 interagit 

avec SIRT1 et cette interaction est importante pour contrôler l’activité du complexe Sin3A/HDAC sur les 

gènes cibles. Par ailleurs, le niveau d’expression de la marque d’histone H3K36me3 semble prédictif de 

la sensibilité aux inhibiteurs de WEE1 dans les cellules tumorales (Pfister et al. 2015). Cette marque 

d’histone prévient les transcriptions aberrantes au niveau des exons par le recrutement des HDAC. 

Ainsi, on peut supposer qu’une accumulation de cette marque d’histone soit la conséquence d’une 
inhibition de l’activité HDAC. Auquel cas, il serait intéressant de vérifier si la perte d’expression d’ING2 
se traduit effectivement par l’enrichissement en cette modification épigénétique. 

Enfin, nous souhaitons valider cette cible thérapeutique par la conduite d’expériences in vivo dans 

plusieurs modèles murins. Les lignées de CBNPC rendues déficientes pour le gène ING2 par 

technologie CRISPR-Cas9, constituent un premier modèle de xénogreffe sur modèle murin. Nous 
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mettons au point une méthodologie d’inactivation in situ, c’est-à-dire directement dans la xénogreffe 

murine, de la traduction de l’ARNm de ING2 par injection d’oligonucléotides antisens de conformation 

GapmeR® (Figure 29). Par ces deux approches, nous serons en mesure d’affirmer ou non la 
transposition in vivo des résultats obtenus sur lignées tumorales. À terme, une validation clinique 

pourrait être envisagée par la conduite d’un essai thérapeutique de phase 2. En effet, les inhibiteurs 

d’HDAC et les inhibiteurs de WEE1 ont déjà été testés en clinique et leur profil de toxicité est bien 

décrit, y compris en association. En revanche, évaluer le niveau d’expression du gène ING2 dans la 

population cible nécessitera une validation préalable de la méthode diagnostique pour ce potentiel 

biomarqueur compagnon. 

 

Figure 29. Schémas expérimentaux retenus pour la conduite des expériences in vivo. A. À l’aide d’une inhibition in situ de la 
traduction de l’ARNm de ING2 par technologie GapmeR® dans un modèle de xénogreffes de tumeurs humaines sur souris 
immunodéficientes, nous testerons la sensibilité in vivo au MK-1775 en fonction de l’expression d’ING2. B. Un deuxième modèle de 
tumeur pulmonaire humaine déficient pour ING2, généré par la technologie CRISPR-Cas9, nous permettra de confirmer par une deuxième 
méthode l’hypothèse initiale. Les critères de jugement principaux seront la perte de poids de la souris et le temps jusqu’à sacrifice dans les 
deux expériences. 
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L’oncogène ING3 dans le cancer de la prostate 

Le dernier axe de mon travail de thèse a porté sur l’identification de nouvelles fonctions pour la protéine 

ING3. Ce travail présente une originalité méthodologique qui a rendu l’approche scientifique innovante. 
En effet, nous avons tiré parti d’un modèle de culture ex vivo de tumeurs prostatiques humaines, déjà 

mis en place dans le laboratoire de recherche collaborateur. L’avantage d’un tel modèle tient avant tout 
à la transposabilité des résultats vers l’in vivo, du fait de la préservation du microenvironnement tumoral 

(pièce de tissu d’environ 1mm3 en culture). Les principaux inconvénients sont l’impossibilité de culture 
sur le long terme et le caractère peu reproductible à grande échelle d’une telle procédure, du fait des 
contraintes mécaniques, des variations d’oxygène ou de température que peut subir le matériel 

expérimental. L’expression exogène du gène ING3 dans ce modèle nous a apporté des résultats 

inattendus, puisque celui-ci était associé à une majoration des marqueurs de mitose, suggérant donc un 

rôle prolifératif. Ce phénotype a pu être reproduit sur des lignées non transformées de fibroblastes 

humains. Contrairement aux données de la littérature portant sur d’autres types de cancers, nous 
n’avons pas détecté de diminution de l’expression de la protéine ING3 dans notre cohorte de cancers 

de la prostate. Au contraire, les tumeurs prostatiques hormono-résistantes présentaient un niveau 

supérieur d’expression associé à un pronostic plus réservé. L’hypothèse la plus recevable pour 
expliquer cette apparente contradiction est sans doute l’existence d’un rôle tissu-spécifique de ING3 

dans le contexte des cellules prostatiques. 

Sur le plan mécanistique, nous avons démontré que la protéine ING3 régulait la transcription de gènes 

impliqués dans le cycle cellulaire et la réponse aux androgènes. Notamment, ING3 se lie au site 

d’initiation de la transcription du gène CDKNA1 et régule ainsi négativement son activité 

transcriptionnelle. En revanche, nous n’avons pas identifié la protéine ING3 au niveau des sites de 

réponse aux androgènes, suggérant un mécanisme de régulation indirect. Concernant le cas du gène 

CDKN1A, des travaux précédents suggéraient un impact transcriptionnel inverse d’ING3 dans un 

modèle de cancer du côlon (Makoto Nagashima et al. 2003). Il est important de rappeler que ING3 peut 

positivement, par l’intermédiaire du complexe NuA4/TIP60, ou négativement, par le recrutement de 

l’histone chaperone ANP32E (Obri et al. 2014), réguler l’expression des gènes lorsqu’elle est associée 

à la chromatine. Nos données et celles de la littérature soutiennent l’existence d’une dépendance à p53 
au cours de ces processus. En conséquence, une des hypothèses à avancer pour expliquer ces 

différences observées selon les lignées tumorales est l’impact du statut p53. En effet, dans notre lignée 

de cancer prostatique LNCaP, le gène TP53 n’est pas altéré et p53 entre en compétition avec la 

protéine ING3 pour la fixation sur le TSS du gène CDKN1A. Ainsi, ce mécanisme n’est peut-être pas 
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opérant dans les lignées p53 mutées expliquant ainsi la différence phénotypique observée. De plus, 

ING3 peut aussi inhiber la progression dans le cycle cellulaire, indépendamment de p53, par une 

diminution de l’expression du gène CyclinD1, secondairement à une inactivation du complexe PI3K/AKT 

(Song Zhao et al. 2018). Ainsi, le statut d’activation de la voie PI3K/AKT, qui diffère selon les lignées 

tumorales, est peut-être en mesure d’expliquer une partie des différences observées. Cette hypothèse 

reste une piste à explorer. 

Il est aujourd’hui parfaitement établi que les fonctions oncogéniques potentielles d’une protéine diffèrent 
d’un tissu à l’autre, du fait de facteurs génétiques, cellulaires ou environnementaux (Schneider et al. 

2017). L’organisation de la chromatine et la conformation de l’ADN ont été récemment proposées par 

les études de séquençage à haut débit comme des éléments déterminant la spécificité tissulaire d’un 
oncogène (Schuster-Böckler et Lehner 2012; Lawrence et al. 2013). ING3 étant une protéine capable 

de lire le code histone, il est licite de supposer que sa fonction puisse fortement varier en fonction du 

profil épigénétique d’une cellule. On pourrait postuler qu’un statut épigénétique particulier prédispose à 

une modification des propriétés suppressives de tumeur d’ING3. En d’autres termes, il serait intéressant 

de déterminer s’il existe un lien entre l’organisation de la chromatine dans les tumeurs prostatiques 

hormono-résistantes et la fonction de la protéine ING3. 

Nos résultats remettent en question le fait que les protéines INGs ne soient associées qu’à des 
fonctions suppressives de tumeur. Il existe dans la littérature des exemples de gènes suppresseurs de 

tumeur qui, de manière spécifique à certains contextes tissulaires ou génétiques, présentent des 

fonctions oncogéniques. On peut citer l’exemple édifiant de la protéine p53. En effet, cette protéine 

reconnue comme l’exemple type de la protéine suppressive de tumeur, présente des fonctions 

oncogéniques lorsqu’elle acquiert certaines mutations (Soussi et Wiman 2015). Les mutations dites 

« gain-de-fonction » de p53 observées dans les tumeurs humaines ont été impliquées dans l’activation 

des processus de tumorigénèse, d’invasion tissulaire, de résistance aux thérapies et d’instabilité 
génomique (Oren et Rotter 2010). De même, on peut citer le gène RB1 dont certaines altérations sont 

possiblement pro-oncogéniques (Kontic et al. 2006). En ce qui concerne la protéine ING3, la littérature 

fait état d’une fréquence rare de mutation de son gène dans les tumeurs humaines (<10% d’après la 

base de données TCGA). Puisque certaines fonctions suppressives de tumeur d’ING3 sont 
dépendantes de p53, on peut supposer que celles-ci seront modifiées en présence d’une protéine p53 
porteuse d’une mutation « gain-de-fonction ». Mener des expériences explorant ce concept serait une 

perspective de recherche intéressante pour la compréhension de l’apparente ambivalence fonctionnelle 

de la protéine ING3. 
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Abstract: Non-small cell lung cancer (NSCLC) has been the leading cause of cancer-related death

worldwide, over the last few decades. Survival remains extremely poor in the metastatic setting and,

consequently, innovative therapeutic strategies are urgently needed. Inhibitor of Growth Gene 2

(ING2) is a core component of the mSin3A/Histone deacetylases complex (HDAC), which controls

the chromatin acetylation status and modulates gene transcription. This gene has been characterized

as a tumor suppressor gene and its status in cancer has been scarcely explored. In this review, we

focused on ING2 and other mSin3A/HDAC member statuses in NSCLC. Taking advantage of existing

public databases and known pharmacological properties of HDAC inhibitors, finally, we proposed a

therapeutic model based on an ING2 biomarker-guided strategy.

Keywords: ING2; ING1; ING3; ING4; ING5; non-small cell lung cancer; NSCLC; mSin3A/HDAC

complex; chromatin remodeling; HDAC inhibitors; therapeutic approach

1. Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death worldwide. Among the different

subtypes of lung cancer, non-small cell lung cancer (NSCLC) is the prevailing subtype, accounting for

about 80% to 85% of cases. The prognosis of NSCLC is poor with a 5-year survival rate of 15% [1].

Although great therapeutic advances have been made during the last decades, patients are often

diagnosed with advanced stage disease, where only palliative chemotherapy or immunotherapy is

recommended. In this context, deciphering biological relevance of tumor suppressor genes in cancer,

such as the inhibitor of growth gene (ING) family, is an attractive approach to develop new therapeutic

breakthrough. Among this protein family of chromatin readers, ING2 and ING1 allow the recruitment

of mSin3A/HDAC chromatin remodeling complex on Histone H3 trimethylated on lysine 4 marks

(H3K4me3) [2–4]. Histone deacetylases enzymes could promote adjacent histones deacetylation that

would in turn result in chromatin remodeling and regulation of gene transcription, mainly inducing

transcription repression [5]. In addition, as part of the p53 pathway, ING2 is involved in diverse cellular

processes that are recognized as hallmarks of cancer [6–8] and its deletion in mice led to spontaneous

soft tissue sarcomas formation [9]. ING2 is now characterized as a tumor suppressor gene and as

such, its expression is frequently altered in human tumors. In this review, we assess literature and

public databases to evaluate ING2 and other mSin3A/HDAC member statuses in NSCLC, in an effort

to uncover new therapeutic opportunities.

Cancers 2019, 11, 1601; doi:10.3390/cancers11101601 www.mdpi.com/journal/cancers
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2. ING2 Modulates Transcriptional Activity Through Chromatin Remodeling

The first member of the inhibitor of growth gene (ING) family, ING1, was initially discovered

through an in vivo screen based on subtractive hybridization that aimed to identify tumor suppressor

genes [10]. Subsequently, an in silico sequence homology search with ING1 allowed the identification

of four other members of the ING family—ING2 [11,12], ING3 [13], ING4 and ING5 [14].

ING genes are made up of multiple exons, resulting in numerous transcribed variants, thanks

to alternative mRNA splicing. The ING2 gene is composed of three exons (1a, 1b, and 2) that can

be alternatively spliced, thus, leading to two isoforms—ING2a and ING2b [15]. Using quantitative

polymerase chain reaction (qPCR) to examine ING2a and ING2b expression level in different tissues,

Unoki and colleagues found that both isoforms were ubiquitously expressed, albeit ING2a isoform

expression was predominant. Moreover, as ING2b expression has only been detected at the RNA level

and was never detected at the protein level, we focused this review on ING2a, which is thereafter

referred to as ING2.

The nucleosome, which is the fundamental chromatin subunit, consists of two pairs of each

histones H2A, H2B, H3, and H4 with DNA wrapped around this octamer. The N-terminal tail of each

histones, which emerges between the gyres of the DNA superhelix [16], contains highly conserved

lysine residues that are the sites for various covalent modifications, including methylation [17]. These

lysine methylations form binding sites for transcriptional regulator proteins [18]. More specifically,

histone H3 trimethylated on lysine 4 (H3K4me3) has been reported to be exclusively associated

with active transcription, while H3K4 dimethylated (H3K4me2) occurs at both inactive and active

genes [19,20]. ING2 is able to bind to these marks of active transcription, with more affinity for

H3K4me3 than for H3K4me2 [2].

The biological roles of ING2 are related to its various domains (Figure 1, panel A) and more

particularly, to its plant homeodomain (PHD), which is characterized by a Cys4-His-Cys3 zinc-binding

motif that allows ING2 stabilization at active chromatin, through the binding to H3K4me3 [2,3]. The

PHD motif of ING2 acts as a dual-specificity module that binds to phosphatidylinositol 5-phosphate

(PI(5)P) [21], in addition to H3K4me3. PI(5)P also requires the polybasic region (PBR) that is located

immediately after the PHD domain (Figure 1, panel A) to bind efficiently to ING2 [22] and this

binding is suggested to change the ING2 sub-nuclear distribution, in order to localize it at target

gene promoters [23]. This targeting is crucial for recruiting ING2-associated HDAC activity to

target gene promoters. Indeed, ING2 is part of the mSin3A-HDAC complex [4], thanks to its

interaction with SAP30, mSin3A, and HDAC1 [24]. This interaction is due to its 40–140 N-terminal

motif [25], which is involved in chromatin remodeling. Depicting all the mSin3A/HDAC complex

members illustrates this mechanism (Figure 1, panel B). Indeed, this multiprotein complex with

mSin3A being its core component, is associated with HDAC 1 and 2 [26], that constitutes the major

catalytic subunits. An additional core mSin3A/HDAC protein, AT-rich interactive domain-containing

protein 4B (ARID4B), is believed to function as a linker between the mSin3A/HDAC complex and the

nucleosome, thus, stabilizing their interaction [27]. Some other members of the complex are involved

in the recruitment of the HDAC activity, such as BRMS1/L or SAP30/L [28,29], whereas factors as

SIN3A Corepressor Complex Component (SUDS3) [30] and O-linked N-acetylglucosamine transferase

(OGT) [31] specifically stabilizes HDAC within the complex, while Sin3A Associated Protein 18

(SAP18) [26] and SIN3-HDAC Complex Associated Factor (SINHCAF) [32] help tethering the complex

to the target gene promoter, thereby allowing HDAC to regulate gene transcription (Figure 1, panel

C). Finally, SAP130 enables the modulation of mSin3A/HDAC transcriptional repression activity

by binding a coactivator [33]. Of note, it has been shown that the sumoylation of ING2 at Lysine

195 enhances ING2 association with the mSin3A/HDAC complex [25]. As this lysine residue belongs to

a phosphorylation-dependent SUMO modification (PDSM) consensus sequence, some authors suggest

phosphorylation could modulate this interaction [25], but it remains to be demonstrated experimentally.
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Figure 1. ING2 regulation of gene transcription through its interaction with H3K4me3 and the

transcriptional regulator complex mSin3A/HDAC. (A) Protein structure of Human ING2. LZL—leucine

zipper-like region; NCR—novel conserved region; NLS—nuclear localization signal, *within the NLS

three short regions act as a nucleolar targeting signal (NTS); REASP—binding motif; PHD—plant

homeodomain; PBR—polybasic region. ING2 structure was built according to UniProtKB ING2_Human

(Q9H160). (B) Mammalian Sin3A/HDAC complex members. The core Sin3A subunits are depicted in

green, the Sin3A associated proteins are depicted in blue, and the transcription factors are depicted

in red. The names given for each complex member is the one approved by the HUGO Gene

Nomenclature Committee (HGNC). (C) Schematic representation of ING2/H3K4me3/Sin3A formation

regulating gene transcription. ING2 PHD domain recognizes trimethylated H3K4 (H3K4me3) as

well as phosphatidylinositol 5-phosphate (PI(5)P) while the ING2 N-terminal part is detected by the

transcriptional regulator complex mSin3-histone deacetylase. The ING2 sumoylation at Lysine 195

increases its association with this complex. An elevation in PI(5)P nuclear level triggers ING2/mSin3A

complex relocalization to novel chromatin sites to regulate the transcription of target genes.

Altogether, mSin3A/HDAC chromatin remodeling complex has been originally reported to

massively repress the transcription of a number of genes [5,24,34,35]. Nevertheless, the same complex

was recently shown to activate some genes [5,24,36], although this capacity seems limited to a small

number of genes. Indeed, in a study based on the comparison of gene expression levels in wild-type

versus SIN3-deficient cells in Drosophila using full-genome oligonucleotide microarrays, a 10-fold

difference was found between the number of activated and repressed genes [5]. Hence, ING2 functions

as a bridge to link mSin3A/HDAC complex to H3K4me3, thereby, promoting the deacetylation of

adjacent acetylated histone residues, which in turn allows chromatin remodeling and regulation of gene

transcription (Figure 1, panel C). Of note, ING1 and ING2 are mutually exclusive in the mSin3A/HDAC

complex [37] and the binding affinity for H3K4me3 is greater for ING2 compared to the one of ING1 [3].

Another key role for ING2 involves the p53 pathway as ING2 promoter contains two p53 binding

sites [38]. Furthermore, the expression of ING2 results in p53 acetylation at Lysine 382 through

the histone acetyltransferase p300 [12]. This enhanced acetylation led to p53 activation, ultimately

preventing cell proliferation through induction of either senescence [39], apoptosis [40,41], or cell-cycle

arrest in G1 [42]. Hence, ING2 is involved in multiple cellular processes, most of which are recognized

hallmarks of tumorigenesis (cell-cycle regulation, replicative senescence [7], DNA repair [8], and DNA
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replication [6]). Moreover, a study conducted on ING2 knockout mice indicates that ING2 deficiency

spontaneously increases soft tissue sarcoma formation [9].

All of these facts highlight ING2 as a tumor suppressor gene, playing a critical role against

tumor development and cancer, notably through the regulation of mSin3A/HDAC-mediated

epigenetic functions.

3. ING2 Status in Human Tumors

3.1. ING2 Alterations in Human Tumors

As a tumor suppressor gene, several studies have explored ING2 gene status in different types of

human tumors, whether at the genomic, transcriptomic or protein level. Using immunohistochemistry

assay, it has been reported that ING2 protein expression was decreased in patients with,

melanoma, breast cancer, hepatocellular carcinoma (16/29 and 44/84) and osteosarcoma [43–45].

This downregulation was correlated with tumor size, histological and pathological classification,

alpha-fetoprotein serum level, and the overall survival in hepatocellular carcinoma [44], whereas it only

correlated with the overall survival in patients with osteosarcoma [46]. Conversely, overexpression of

the ING2 protein was found in patients with endometrial carcinoma and hepatocellular carcinoma

(40/84) [44,45]. Moreover, studies on tumor cell lines also found that ING2 was overexpressed in cervical

carcinoma, colon cancer, and acute lymphoblastic leukemia (ALL) cell lines [36,45,47]. However, the

precise mechanism by which ING2 expression is altered was not fully elucidated in most studies.

Nevertheless, some authors found that miR-153-3p represses ING2 expression in ALL cells by binding to

the 3′-UTR site, and that miR-153-3p is downregulated in ALL cells [47], leading to ING2 overexpression.

Additionally, NF-kB can bind to the ING2 promoter region and activate ING2 transcription in colon

cancer. Finally, other authors have suggested that activation of NF-kB lead to the upregulation of

ING2 [36].

At the transcriptomic level, studies found that ING2 mRNA was downregulated in several tumor

types including basal cell carcinoma (75/75), hepatocellular carcinoma and osteosarcoma [44,46,48].

ING2 downregulation has also been reported in breast, lung, ovarian, pancreatic, and prostate cancer

cell lines [49,50]. On one hand, ING2 upregulation at the mRNA level was reported in patients with

colon cancer (18/34) [36], even if the underlying mechanism was not investigated in this study. On

the other hand, one publication suggested that the ING2 gene could be targeted on its 3′-UTR site by

miR-8084, which showed tumor-promoting properties in breast cancer [51]. This post-translational

regulation of the ING2 gene expression might explain the discrepancies observed in many publications

between ING2 mRNA level and ING2 protein expression [52].

Finally, at the genomic level, loss of heterozygosity (LOH) of the ING2 chromosomal region has

been reported in ameloblastoma (14/28), head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) (30/55)

(4q35.1), hepatocellular carcinoma (41.2%) (4q34–35.2), and basal cell carcinoma (3/11) (4q32-35) [53–57].

Moreover, LOH of the 4q35.1 region in HNSCC was correlated with tumor stage and disease-free

survival but not with node status or overall survival [54], whereas no correlation has been found in

hepatocellular carcinoma [55]. Additionally, deletion of the chromosomic region 4q34–35.2 containing

the ING2 gene has also been reported in uterine leiomyosarcoma (3/6) [58], and hypermethylation

of the seven CpG sites in multiple intronic regions of the ING2 gene has been shown in patients

with esophageal squamous cell carcinoma. This was also observed in matched plasma cell-free DNA

samples [59], even if the biological consequence of this intronic methylation on ING2 expression

remains unknown.

To explore further ING2 status in cancer, we used The Cancer Genome Atlas database [60,61] to

analyze alterations of the ING2 gene and the members of the mSin3A/HDAC complex. This analysis

revealed that 221 out of 9,892 (2.23%) human cancer samples included in the TCGA Pancancer study

presented an alteration of ING2 gene and 161 of these 221 (73%) alterations were deletions. Moreover,

2,384 out of 9,892 (24.1%) tumor samples presented an alteration in in at least one member of the Sin3a
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HDAC complex. Interestingly, one of the tumor types with the most frequent alteration in ING2 was

the lung squamous cell carcinoma, comprising 5.54% of the tumors involved (Figure 2, panel A).

 

Figure 2. Despite ING2 being rarely altered at the genomic level in cancers, genomic alteration of at least

one member of the mSin3A/HDAC complex is frequent. (A) Bar graph showing the alteration frequency

according to pathology (from the TCGA database). Blue represents gene deletion, red represents gene

amplification, and green represents gene mutation. (B) Heatmap representing genomic alterations of

mSin3A/HDAC members, according to NSCLC subtype (adenocarcinoma or squamous cell carcinoma)

(from the TCGA database). First line is a pool of all mSin3A/HDAC member genomic alterations.

Of note, specimens without any genomic alteration concerning the mSin3A/HDAC members are not

depicted in the figure.

3.2. ING2 Alterations in Non-Small Cell Lung Cancer

ING2 has also been reported to be altered in NSCLC at the protein, transcriptomic, and genomic

level. Indeed, two independent studies showed that ING2 expression levels were decreased at the

protein level (independent of the p53 status). A study observed the loss of ING2 expression in 70 out

of 120 (58.3%) NSCLC [62] (Table 1), and was more frequent in adenocarcinoma than in squamous

cell carcinoma (68% and 45%, respectively). However, no correlation was observed between ING2

expression in NSCLC and age, gender, disease stage, or patient survival [62]. Another study, conducted

on Chinese patient specimens, showed that the ING2 expression was lost in 21 of 64 (32.8%) NSCLC

and more frequently in ADK than in SCC (45.8% and 26.3%, respectively) (Table 1). ING2 loss was
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correlated with lymph node metastasis status and TNM stage in squamous cell carcinoma, but not

in adenocarcinome [63]. Whether these discrepancies between these two studies are due to antibody

specificity or ethnic disparities (notably, oncogenic driver mutational status was unknown in both

studies), remains to be elucidated.

Table 1. ING2a status in human lung cancer.

Tissue Type Origin
Mutation

Type/Expression
Change

Methods Position Coding Frequency Ref.

Lung cancer Cell lines Downregulation RT-QPCR 7/8 [49]
Patient Substitution PCR-SSCP,

Sequencing
LZL (13) Ala -> Ala 6/31

Patient Substitution PCR-SSCP,
Sequencing

6bp
downstream
exon 1

6/31

Lung cancer Cell lines Downregulation Q-PCR 2/2 [50]
Lung cancer Patient Downregulation IHC 70/120 [62]

Patient No LOH MM 0/12
Patient Substitution Sequencing 39 Ala -> Ala 21/22
Patient Downregulation Q-PCR 15/22

No change Q-PCR 6/22
Upregulation Q-PCR 1/22

NSCLC Patient Downregulation,
aberrantly
localization

IHC,
RT-PCR,
WB

21/64
(32.8%)

[63]

Adenocarcinoma Patient Downregulation,
aberrantly
localization

IHC,
RT-PCR,
WB

11/24
(45.8%)

Squamous cell
carcinoma

Patient Downregulation,
aberrantly
localization

IHC,
RT-PCR,
WB

10/38
(26.3%)

NSCLC Patient Chromosomal
deletion

cDNA
Microarray

4q34.2–q35.1 2/10 (20%) [64]

Abbreviations: IHC—Immunohistochemistry; LOH—Loss of Heterozygosity; LZL—Leucine Zipper Like
domain; MM—Microsatellite Marker; NSCLC—Non Small Cell Lung Carcinoma; PCR–SSCP—Polymerase Chain
Reaction–Single Strand Conformation Polymorphism; RT–PCR—Retro transcription–Polymerase Chain Reaction;
Q-PCR—Quantitative-Polymerase Chain Reaction; and WB—Western Blot.

Moreover, some study supports a transcriptional control of ING2 expression in NSCLC showing

a correlation with ING2 mRNA decrease and low protein expression [62]. Consistently, studies also

reported that ING2 was downregulated at the mRNA level in lung cancer cell lines [49,50]. Nevertheless,

contradictory results have been found when analyzing TCGA and The Human Protein Atlas (THPA)

databases, as the authors did not find any correlation between INGs mRNA and protein expression [52].

It is worth noticing that ING2 degradation has been shown to be mediated by Smad 1 ubiquitination

regulatory factor 1 (Smurf 1) [65], a protein highly expressed in lung cancer [66]. Therefore, this

mechanism could participate to the contradictory observation made between ING2 mRNA level and

protein expression in lung cancer.

Another alteration frequently occurring in NSCLC is the chromosomal deletion of the 4q35.1

region, which includes ING2 gene. Indeed, it has been reported that the chromosomal region 4q34.2–35.1

was deleted in 2 out of 10 patients with NSCLC [64] (Table 1). However, further investigations on larger

samples of patients need to be performed to confirm this observation. Additionally, this chromosomal

region contains not only ING2 gene but also many other genes such as SAP30 and micro-RNAs

(miR-6082; miR-548T; miR-4276; miR-1305; miR-3945; and miR-4455). Therefore, it is still unclear if the

deletion of ING2 alone or the whole chromosomic region is implicated in promoting tumorigenesis.

Concerning ING2 mutations, only silent ones have been found in NSCLC. As an example, a study

reported a substitution (C to T) in exon 1 at codon 13 in 6 out of 31 lung cancer (without any change of

the encoded amino acid (Alanine) [49]) was likely to be a polymorphism (Table 1).
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Interestingly, the analysis of the mSin3A/HDAC complex member alterations in NSCLC via the

TCGA database revealed that ING2 was altered in 20 out of 408 (4.9%) NSCLC and was found to be

higher in squamous cell carcinoma than in adenocarcinoma (6.7% and 2.6%, respectively) (Figure 2,

panel A). Moreover, the ING2 gene deep deletion was the most frequent alteration with 17 out of

408 (3.54%) NSCLC and was found to be higher in squamous cell carcinoma than in adenocarcinoma

(6.18% and 2.61%, respectively). Only one missense mutation (E204Q) of ING2 of unknown significance

was reported out of the 408 NSCLC samples. Focusing on all members of the mSin3A/HDAC complex,

data revealed that 152 of the 408 (37.3%) NSCLC presented an alteration in at least one member of

the mSin3A/HDAC complex, occurring in 38.8% of squamous cell carcinoma specimens and 36.1% of

adenocarcinoma specimens (Figure 2, panel B). Notably, we found that patients presenting an alteration

in at least one member of the mSin3A/HDAC complex had a higher probability of prolonged overall

survival, in comparison with patients without any alteration of the complex in lung squamous cell

carcinoma (p = 0.0451) (data not shown).

In summary, the tumor suppressor protein ING2 was found to be altered in human tumors,

especially in NSCLC, mainly at the protein level (varying from 32.8% to 58.3% according to different

studies). ING2 gene alterations in NSCLC are predominantly deletion, but still remain a rare event

(less than 3%). Strikingly, genomic alteration of at least one component of the mSin3A/HDAC complex

appears to be relatively common in human cancers and NSCLC (24.1% and 33%, respectively) (Figure 2,

panel B).

4. Potential Role of the ING2 Epigenetic Modulation in Lung Cancer Treatment

NSCLC is a deadly disease and the leading cause of cancer-related death worldwide. Even if

great advances in the field have been made during the last decade, notably thanks to the emergence

of targeted therapies and immunotherapies, survival remains poor in the metastatic setting. In this

context, developing new therapeutic approaches based on predictive biomarkers is still an active

area of research [67]. As discussed above, ING2 genomic alterations are rare in non-small cell lung

cancer, and loss at the protein level has been reported within a large proportion range. Even though

the number of studies that investigate the expression of ING2 protein are limited in lung cancer, its

potential use as a diagnosis biomarker has been suggested by some authors [68].

4.1. Exploring ING2 Dependencies in Cancer Cells

Recently, lot of great efforts have been made to uncover genetic vulnerabilities in cancer, notably

taking advantage of the emergent CrispR-screening methods. The Cancer Dependency Map project,

led by the Broad Institute, is a systematic high-throughput screening of genotype-specific cancer

vulnerabilities in tumor cell lines [69]. According to the latest dataset (CrispR AVANA public 19Q2),

many mSin3A/HDAC members are found among the top ING2 gene co-dependencies in cancer cell lines

(Figure 3, panel A). These results suggest that many tumor cells lines are dependent on a functionally

active mSin3A/HDAC complex for proliferation. Consequently, we speculate that it could be utilized

as an “Achilles’ heel”, potentially leading to a biomarker-guided therapeutic model (Figure 3, panel B).

Moreover, multiple studies support the important biological role of the mSin3A-HDAC complex in

tumors. Of note, it was originally shown that mSin3A/B recruitment was necessary to antagonize c-MYC

induced transcriptional activation [70]. SIN3A-knockout studies using multiples physiological models

demonstrate that a reduction of the mSin3A levels correlates with a loss of proliferative abilities [71,72].

Interestingly, mSin3A loss of expression in mouse foregut endoderm lead to severe defect in lung

morphogenesis and development [73], underlying its biological role in lung epithelial cells. In cancer

cells, whether the mSin3A/HDAC complex as a whole show more tumor suppressive or oncogenic

properties, is still under debate [74]. However, the relative high frequencies of genomic alteration

concerning at least one member of the mSin3A/HDAC complex in NSCLC TCGA samples, notably gene

amplification (23.6% of adenocarcinoma and 17.53% of squamous cell carcinoma) (Figure 2, Panel B),

clearly pledges for a “gain-of-function” phenotype predisposing tumors cells to a selective advantage.
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Additionally, small molecule inhibitors targeting Paired Amphipathic Helix 2 (PAH2) domain of

mSin3A was shown to induce transcriptional reprogramming, impairment of clonogenic abilities,

inhibition of proliferation, and metastasis in triple negative breast cancer models [75]. Coherently, the

Cancer Dependency Map project database characterizes SIN3A gene as a “common essential” gene in a

vast majority of cancer cell lines. It is of note that SIN3A-knockout mice embryos stop developing after

6.5 weeks [76]. Consequently, targeting mSin3A itself, or specific partners of the complex, appears to

be an attractive therapeutic strategy in cancer. Conversely, it is hard to conciliate the fact that ING2

is a recognized tumor suppressor protein belonging to a multi-protein complex that tends to proffer

oncogenic properties in cancer cells. However, some could argue that many non-epigenetic functions

of ING2 favor its tumor suppressive activity (DNA repair, DNA replication, cell cycle progression, etc.)

but it still remains an unresolved issue to date.

 

Figure 3. Co-dependency between ING2 and mSin3A/HDAC complex members in tumor cell lines.

(A) Graph depicting ranked Pearson correlation score between the CERES dependency score for each

tested gene in the Cancer Dependency Map Project and the ING2 CERES dependency score. (B) Working

model for a ING2 biomarker-based therapeutic strategy in NSCLC. Tumors expressing ING2 are more

likely to depend on the oncogenic properties of mSin3A/HDAC for survival and could be targeted

by suberoyl anilide hydroxamic acid (SAHA). Tumors that lose ING2 expression cannot be treated by

SAHA, but can be treated by mSin3A direct inhibitors (mSin3Ai) or HDAC1/2 inhibitors (s.HDACi).

4.2. Targeting SIN3A-Mediated ING2 Functions in Cancer Cells

Suberoyl anilide hydroxamic acid (SAHA), also called vorinostat, a class I, II, and IV HDAC

inhibitor (HDACi), was described as a potent inhibitor of the mSin3A/HDAC complex-mediated

functions [37]. More precisely, ING2 protein interaction with the mSin3A-HDAC complex was abrogated

in HEK 293T cells treated with SAHA [77]. Interestingly, HDAC inhibitor induced dissociation of

ING2 with the mSin3A/HDAC complex was independent from the PHD domain of ING2, suggesting

that this drug effect was not dependent on the ING2 chromatin fixation. Similar observations were
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made with other HDACi molecules (trichostatin A and apicidin). Notably, ING2 and mSin3A/HDAC

complex occupancy on the tumor suppressor p21 promoter was reduced in SAHA treated HEK 293T.

Consequently, authors hypothesized that ING2 disruption lead to the induction of p21 transcription,

as it was observed, upon HDACi treatment [78]. Conversely, an independent study showed that

p21 expression was reduced in ING2-downregulated U2OS cells, leading to cell cycle progression,

in a p53-independent manner [79]. These contradictory findings might be explained by the broader

cellular effects of SAHA, a pan-HDAC inhibitor [80], or by the potential impact of SAHA on ING2

post-translational modification. Notably, as already mentioned above, ING2 sumoylation on Lysine 195

has been described to enhance its interaction with mSin3A [25]. Therefore, whether ING2 disruption

induced by SAHA is dependent on its sumoylation status is an interesting question that needs to be

explored. Nevertheless, the use of SAHA represents an attractive approach to target ING2-mediated

mSin3A/HDAC epigenetic functions.

Interestingly, the Cancer Dependency Map also uncovered a co-dependency between ING1 and

ING2 in multiple cancer cell lines (data not shown) suggesting a potential crosstalk between the

protein’s functions. Coherently, these two members of the ING family share an important structural

homology, except for the N-terminal part, and are both stable and exclusive components of the

mSin3A/HDAC complex. However, the subscription of ING1 and ING2 to this complex is highly

conserved throughout evolution [81], suggesting that some ING1 and ING2 mSin3A/HDAC-mediated

functions are biologically important but not redundant. In line with this hypothesis, ING1 and ING2

double knock-out mice show embryonic lethality (not published), but not their single knock-out

counterparts, which shows distinct phenotypes [9,82]. In terms of therapeutic approach, HDAC

inhibitors do not disturb ING1 interaction to mSin3A/HDAC [77], and it is, therefore, unknown if

HDAC inhibitors could impact ING1 epigenetic functions. Finally, to our knowledge no study to

date has concomitantly explored the status of ING1 and ING2 proteins in human cancers. Altogether,

more experimental data are needed to precisely decipher the potential redundant or exclusive

mSin3A/HDAC-mediated roles relying on ING1 and ING2.

During the last two decades, many HDAC inhibitors have been developed and were tested in

clinical trials due to their pleiotropic antineoplastic properties [83]. Indeed, in various types of cancer,

histone deacetylation was found to deeply impact cellular fate [84]. Of note, studies claiming to

inactivate mSin3A as a therapeutic target in leukemia are limited to the use of non-selective HDAC

inhibitors that do not target mSin3A directly. To date, HDAC inhibitors have only been approved

for T cell-lymphoma (vorinostat, romidepsin, and belinostat) and multiple myeloma (panobinostat),

but many clinical trials are ongoing in solid tumors [85]. As the specificity of HDAC inhibitors have

greatly improved over the last decades, deciphering the biological consequences of these treatments

on ING2 epigenetic function is of prime interest in order to explore new therapeutic strategies.

Altogether, these findings lead us to hypothesize a biomarker-based therapeutic strategy, involving

ING2 as a tumor predictive factor for SAHA sensitivity in NSCLC (Figure 3, Panel B). In light of the

observation of a high frequency of mSin3A/HDAC complex-alteration in cancer, determining if such

genomic alteration could make ING2-expressing cells more prone to HDAC inhibitors efficacy is a

very interesting hypothesis to elucidate. Conversely, in ING2-non-expressing cells, as this “target”

could not be disrupted by SAHA, small molecules that directly inhibit mSin3A or more specific HDAC

inhibitors, could represent a more convenient way to circumvent this issue. Experimental studies are

actually ongoing to explore this working hypothesis.

5. Conclusions

ING2 protein is a chromatin reader and a stable component of the mSin3A/HDAC complex. Several

tumor suppressive functions have been described for ING2 in cancer cell lines, and in accordance with

these observations, ING2 expression is lost in many cancer subtypes. Interestingly, genomic alterations

of mSin3A/HDAC members occur frequently in NSCLC, mainly through gene amplification. Recent

experimental data have revealed that a vast majority of tumor cell lines depend on a functionally
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active mSin3A/HDAC complex to proliferate. As ING2 can be pharmacologically disrupted from the

mSin3A/HDAC complex by SAHA, we built a model based on an ING2 biomarker-guided therapeutic

hypothesis. Further research is still warranted to confirm the predictive value of ING2 in clinical

practice of NSCLC.
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Les protéines ING2 et ING3 : identification de nouvelles fonctions et implication en cancérologie 

Mots clés : ING2 – ING3 –suppresseur de tumeur – oncogène – mitochondrie 

Résumé : Les protéines ING2 et ING3 sont des 
protéines suppressives de tumeurs appartenant à la 
famille des INGs (INhibitor of Growth). Cette famille 
comprend cinq membres, dont les rôles 
suppresseurs de tumeur sont de mieux en mieux 
décrits depuis leur découverte. Le travail de ma thèse 
a porté sur l’identification de nouvelles fonctions pour 
les protéines ING2 et ING3. Le premier axe de 
recherche était centré sur la compréhension du rôle 
de la protéine ING2 dans le compartiment 
mitochondrial. Nous avons démontré que la protéine 
ING2 était importée dans la fraction interne de la 
mitochondrie et que le système d’import par relais de 
ponts disulfures était impliqué. Nous avons identifié 
une interaction entre ING2 et TFAM en relation avec 
l’ADN mitochondrial. La perte de l’expression d’ING2 
modifie l’ultrastructure mitochondriale et protège les 
cellules tumorales d’une inhibition de la 
phosphorylation oxydative. En conséquence, nous 
proposons une nouvelle fonction suppressive de 
tumeur « gatekeeper » pour ING2, en lien avec 
l’adaptation métabolique de la cellule tumorale. 

Le deuxième axe de mon travail s’est concentré sur 
l’établissement du statut d’expression d’ING2 dans 
les cancers bronchiques. Nous avons pu démontrer  
l’importance pronostique de l’expression de la 
protéine ING2 dans les différents compartiments 
cellulaires. Puis nous avons démontré que la perte 
d’expression de ING2 entrainait une sensibilité à 
l’inhibition de WEE1. Nos résultats suggèrent 
l’existence d’un contrôle transcriptionnel de ING2 sur 
la protéine CHK1, activateur principal de la kinase 
WEE1. Nous établissons donc pour la première fois 
l’existence d’une vulnérabilité thérapeutique 
dépendante de l’expression d’une protéine ING dans 
un modèle tumoral. Le dernier axe de ma thèse 
s’articulait autour de la meilleure compréhension du 
rôle de ING3 dans le contexte spécifique du cancer 
prostatique. Nos travaux confèrent un rôle 
oncogénique à la protéine ING3 dont l’origine est liée 
au contrôle d’un réseau transcriptionnel complexe 
intéressant des gènes impliqués dans le cycle 
cellulaire et la réponse aux androgènes. Ainsi, nous 
proposons de modifier le nom de la protéine ING3 au 
profit de l’appellation « INducer of Growth 3 ». 

Keywords : ING2 – ING3 – tumor suppressor – oncogene – mitochondria 

Abstract : ING2 and ING3 are tumor suppressor 
proteins belonging to the ING (INhibitor of Growth) 
family. Tumor suppressor roles have been extensively 
described since the discovery of its five different 
members. My thesis focused on the identification of 
new functions for ING2 and ING3 proteins. The first 
objective was to understand the role of ING2 protein 
in the mitochondrial compartment. We demonstrated 
that ING2 protein is imported into the internal 
mitochondrial fraction, and that the disulfide relay 
system was involved in this process. We identified an 
interaction between ING2 and TFAM in relation with 
mitochondrial DNA. Loss of ING2 expression alters 
the mitochondrial ultrastructure, and protects tumor 
cells from  oxidative phosphorylation inhibition. We 
proposed a new « gatekeeper » tumor suppressive 
function for ING2, in connection with the metabolic 
adaptation of tumor cells. 

The second part of my work was dedicated to the 
description of ING2 expression status in lung cancer. 
We demonstrated the prognosis significance of ING2 
expression in the different cell compartments. We 
then shown that loss of ING2 expression resulted in 
susceptibility to WEE1 inhibition. Our results suggest 
a transcriptional control of ING2 on the CHK1 
protein, main activator of WEE1 kinase. We 
therefore establish for the first time a therapeutic 
vulnerability dependent on the expression of an ING 
protein in a tumor model. The last objective of my 
thesis was to explore the role of ING3 in the specific 
context of prostate cancer. Our results confers a new 
oncogenic role for ING3. Its origin is due to a 
complex transcriptional network depedent on ING3, 
involving genes that regulates the cell cycle and the 
response to androgens. We therefore propose to 
modify the initial name of the ING3 protein in favor of 
"INducer of Growth 3". 
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