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Résumeé - Abstract

Les protéines MBD2 et ZBTB4 répriment la transcription de nombreux génes méthylés.
MBD?2 est redistribuée sur ’ADN méthylé dans des modéles de transformation oncogénique.

La méthylation de I’ADN est une marque épigénétique répressive impliquée dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques. Des hyperméthylations de promoteurs sont ainsi responsables
de répressions transcriptionnelles de génes suppresseurs de tumeurs dans les cancers. La méthylation de
I’ ADN serait capable d’induire une répression transcriptionnelle par la combinaison de deux mécanismes
principaux : I’¢loignement de facteurs de transcription activateurs, et le recrutement de protéines
répressives liant spécifiquement I’ADN méthylé. MBD2 est une protéine de liaison a I’ADN méthylé
capable de recruter les complexes répresseurs NuRD et SIN3A. ZBTB4 est capable de se lier a ’ADN
méthylé in vitro et induit une répression de la transcription de plasmides méthylés lorsqu’elle est
surexprimée. Son role de répresseur transcriptionnel dépendant de la méthylation de I’ADN reste
toutefois peu documenté.

Nous avons identifiés par RNAseq les modifications du transcriptome induites par une déplétion
de MBD2 ou de ZBTB4. Les génes surexprimés apres déplétion de MBD2 ou ZBTB4 sont méthylés sur
leur promoteur, et sont aussi surexprimés apres traitement avec des agents déméthylants. Des résultats
d’immuno-précipitations de chromatine réalisées contre les deux protéines endogénes montrent que la
quasi-totalit¢ des sites de fixation de MBD2 et qu’une partie des sites de fixations de ZBTB4
correspondent a des régions méthylés. Ces résultats confirment a I’échelle du génome que MBD2
endogeéne est bien un interpréte majeur de la méthylation de I’ADN, et que ZBTB4 réprime bien la
transcription de génes méthylés. Nous avons aussi observé une redistribution importante de MBD2 sur le
génome dans des modéles de progression tumorale. Nos résultats montrent que les génes réprimés
pendant la transformation oncogénique le sont en partie par MBD2. L’expression de certains de ces génes
peut étre induite dans les lignées transformées par déplétion de MBD2 par siRNA.

Mots clefs : epigénétique, méthylation de I’ADN, répression transcriptionnelle, protéines de liaison a
I’ADN méthylés, transformation tumorale, MBD2, ZBTB4, RNAseq, ChlPseq.

MBD?2 and ZBTB4 proteins repress the transcription of numerous methylated genes.
MBD?2 is redistributed on methylated DNA in models of oncogenic transformation.

DNA methylation is an epigenetic mark that plays a role in many physiological and pathological
processes. Indeed, silencing of tumor suppressor genes in cancer is frequently caused by promoter
hypermethylations. Transcriptional repression induced by DNA methylation is likely caused by the
combination of two mechanisms: the repulsion of activator transcription factors, and the recruitment of
repressor proteins able to specifically recognize methylated DNA. MBD2 is a methyl DNA binding
protein that cans recruits NuRD or SIN3A repressor complexes. ZBTB4 is able to bind methylated DNA
in vitro, and can repress the transcription of methylated plasmids when overexpressed. Its methylation-
dependent transcriptional repressor function remains poorly documented.

By RNAseq, we have identified transcriptomic modifications induced by the depletion of either
MBD2 or ZBTB4. Genes up regulated after MBD2 or ZBTB4 depletion were methylated on their
promoter, and were also up regulated after treatment with demethylating agents. Chromatin immuno-
precipitations experiments against endogenous proteins showed that almost all MBD2 binding sites, and
that a part of ZBTB4 binding sites, correspond to methylated DNA regions. These results confirmed at
genome wide scale that endogenous MBD2 is a major reader of DNA methylation and that ZBTB4 does
repress the transcription of methylated genes. We observed an important redistribution of MBD2 on the
genome in models of tumor progression. Our results showed that MBD2 plays role in gene repressions
occurring during oncogenic transformation. Some of those repressed genes can be re-expressed in
transformed cell lines after depletion of MBD2 by siRNA.

Keywords: epigenetics, DNA methylation, transcriptional repression, methyl DNA binding proteins,
malignant transformation, MBD2, ZBTB4, RNAseq, ChlPseq.
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Introduction

I : Régulation de la transcription,

épigénétique et oncogenese

A) Organisation du génome eucaryote et

régulation transcriptionnelle

Le vivant est constitué autour de molécules d’acides désoxyribonucléiques (ADN), porteuses
d’informations et étant répliquées et distribuées également lors de la mitose. L’ensemble des molécules
d’ADN d’une cellule constitue son génome. Le génome des cellules eucaryotes est contenu dans leur
noyau, dans leurs mitochondries et dans leurs éventuels plastes (i.e. chloroplastes). Ce génome est
exprimé en différents génes qui assurent le bon fonctionnement de la cellule. Ces génes peuvent étre des
geénes ARN (acide ribonucléiques) ou protéiques. Dans ce dernier cas, ’ADN est tout de méme exprimé
sous la forme d’un ARN intermédiaire appelé ARN messager (nRNA). Ce dernier est par la suite traduit
en protéine dans le cytoplasme. La transcription désigne 1’étape de synthése d’une molécule d’ARN a
partir d’ADN. Comprendre le vivant, c’est comprendre comment ce génome est exprimé en génes et
comprendre comment ces geénes assurent les différentes fonctions physiologiques indispensables a la
survie et a la reproduction des organismes. Pour comprendre comment une molécule d’ADN linéaire est
exprimée en geénes de natures et d’abondances diverses, il est nécessaire de se pencher sur 1’organisation

des génomes.
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1) Un exemple de promoteur eucaryote : le promoteur de
CDH13, la cadhérine 13 humaine

- 47 kb -
AGJOKD 82 640 kb 82 650 kb 82 660 kb 82 670 kb
I I I I I I I I I I
[
CDH13
B "
CDH13

C |
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| | 0 n irnn | I 1
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I [ [ | 0 [ I |
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Figure 1 : Le promoteur de la cadhérine 13 humaine.

A. Localisation génomique au niveau du chromosome 16 (hg19). La fenétre totalise 47 000 paires de
base de long. B. Position de du géne CDH13. Deux transcrits alternatif sont représentés, qui se
distinguent notamment par l'inclusion optionnelle du deuxiéme exon. Trait bleu moyen : Région non
traduite en 5’ (5’UTR). Trait bleu épais : exons. Trait bleu fin : introns. Fleches : sens de la transcription.
C. En rouge, présence d’un flot CpG a proximité du site d’initiation de la transcription. D. Sites de
fixations de facteurs de transcriptions, identifiés par ChIPseq par le consortium ENCODE [1].

2) Organisation du génome humain

On compte entre 20 000 et 35 000 génes chez I’homme selon les définitions. En effet, la limite
entre géne et pseudo-gene est parfois arbitraire, et souvent historiquement temporaire. De méme, les locus
comme celui CDKN2A qui contient le code des protéines pl6INK4A et pl4ARF doivent-ils étre
dénombré comme un ou plusieurs génes ? Les multiples copies des ARN ribosomaux et des ARN de
transferts sont-ils des génes ? En pratique, on utilise donc des listes de génes produites par divers instituts
(i.e. RefSeq [2], UCSC [3], ENSEMBL [4]), comportant nécessairement une certaine dose d’arbitraire.
On peut classer les génes selon I’ARN polymérase qui les transcrits. Ainsi I’ARN polymérase I transcrit
principalement des ARN ribosomiques, ’ARN polymérase II transcrit les génes protéiques et d’autres

grands ARN, I’ARN polymérase III est responsable de la transcriptions des ARN de transferts et de
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I’ARN ribosomique 5S, et ’ARN polymérase IV transcrit les génes de I’ADN mitochondrial. Cette
distinction est cruciale d’un point de vue de la régulation, car les différentes polymérases ne seront pas
recrutées et activées par les mémes facteurs cis et trans. Les différentes polymérases ne sont donc pas

recrutées par les mémes types de promoteurs.

Les génes eucaryotes transcrits par I’ARN polymérase II sont majoritairement divisés en plusieurs
exons, qui peuvent étre inclus ou exclus par le biais de 1’épissage alternatif, et d’introns systématiquement
exclus apres transcription via le mécanisme d’épissage. Ils possédent un ou plusieurs sites d’initiation de
la transcription (TSS — Transcription Start Site) et un ou plusieurs sites de terminaison de la transcription
(TES — Transcription End Site). A un géne donné peut donc correspondre tout un répertoire de transcrits
différents. La région des ARN messagers (ARNm) contenue entre le TSS et le codon d’initiation de la
traduction est appelée 5’UTR, pour 5 untranslated region (région non traduite en 5°). Celle entre le
codon stop et le site de terminaison de la transcription est appelée 3’UTR, pour 3’ untranslated region
(région non traduite en 3”). Elles peuvent jouer des roles essentiels dans la régulation de ces ARN (cibles
de micros ARN (miRNA), zones d’interactions avec des protéines, IRES (zone interne d’entrée de
ribosome — Internal Ribosom Entry Site), etc.). En 3° du messager, on retrouve fréquemment un signal de
poly-adénylation, induisant la formation d’une queue poly-adénylé (queue polyA), qui joue des roles dans
I’export et la traduction des ARNm. Les génes sont composés a leur extrémité 3’ d’une région
promotrice, de taille mal définit (environ -1kb a +1kb pour le promoteur minimal, -10kb a +1kb pour le
promoteur étendu) pouvant contenir un flot CpG (au moins 50% des génes, [5]), un élément BRE (B
Responsive Element), une boite TATA (environ 24% des génes humains, [6])" un élément Inr (Initiator
Element, environ 46% des génes humains [6]), et de nombreux autres sites de fixations de facteurs de
transcriptions (Figure 1). Ilots CpG, éléments BRE, boites TATA et éléments Inr permettent le
recrutement direct ou indirect des protéines TBP (TATA Binding Proteins) [5], qui recruteront I’ARN
polymérase II. Ilots CpG et boites TATA ont tendance a étre mutuellement exclusif au niveau des
promoteurs [5]. Cette région promotrice contient, par définition, tous les éléments en cis nécessaire a la

régulation de la transcription du géne.

Le génome est aussi composé d’¢léments répétés, c’est a dire retrouvés a de nombreuses reprises en
divers endroits du génome sous une forme identique ou quasi-identique. Les éléments transposables en
font partie. Ces éléments sont capables (ou ont été capables), par différents mécanismes, de se dupliquer
et de se transposer dans une nouvelle région du génome. La plupart de ces séquences ne sont plus actives
car mutées ou présentes sous formes tronquées. Elles sont classées en rétro-transposons, passant par une
forme ARN (avec domaine LTR — Long Terminal Repeat comme les rétrovirus endogeénes, ou sans LTR
comme les LINE — Long I[Nterspersed Elements ou les SINE — Short INterspersed Elements), et en

transposons a ADN, transposés sans passage par un ARN. D’autres classes d’éléments répétés sont

' Notons que ilots CpG et boites TATA sont plutot mutuellement exclusifs, les promoteurs ayant 1*un n’ont
en générale pas I’autre [6], [325].
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incapables de se transposer, telles que les séquences de faible complexité ou les s€quences microsatellites.
Leur origine évolutive pourrait résulter d’accidents lors de la réplication ou de la recombinaison. Les
génes des ARN de transferts et des ARN ribosomaux, présents en de multiples copies, peuvent étre
comptés comme des éléments répétés. Ils sont ainsi présents dans les tables d’éléments répétés fournies
par RepeatMasker [7]. Ces éléments répétés constituent la majorité du génome humain en général. On les
retrouve au niveau des régions inter-géniques et des introns, mais certains peuvent se retrouver présents

au niveau d’exons, via le processus évolutif d’exonisation.

3) Composition du génome humain

Génome nucléaire Génome mitochondrial
% Taille Nombre % Taille Nombre
22 + X (+Y 1
Total - 3.1Gb X (+Y) ; 16.6Kp 1 chromosome
chromosomes circulaire
. ~ 21 000 gé 13 gé
Exons protéiques 1.1% 34.1Kb . genes 66.0% 11 Kb g’(.anes
protéiques protéiques
Gé ARN et > 6 000 gé R
cnes AR et - 4.0%  124Kb BEMES  3)0%  53Kb 24 génes ARN
séquences régulatrices ARN

Eléments transposables  45.0% 1.4 Gb - - - -
dont Line 21.0% 651 Kb > 850 000 - - -
dont Alu 10.7% 332 Kb >1 000 000 - - -

Hétérochromatine

oo 6.5% 202 Kb - - - -
constitutive

Autres séquences 44.0% 1.36 Gb - <2% <300 pb -
Tableau 1 : Composition du génome humain.
Source : Human Molecular Genetics, chapitre 9 [8].

4) Régulation transcriptionnelle et organisation de la

chromatine

Les niveaux de transcriptions du génome sont trés hétérogeénes. Ces taux de transcriptions
différents structurent 1’organisation nucléaire en définissant des domaines aux propriétés distinctes. Le
(ou les) nucléole(s) est ainsi bien visible en microscopie optique, c’est le lieu d’une transcription intense
des ARN ribosomaux. Le reste du génome est organisé¢ soit sous forme d’hétérochromatine,
principalement péri-nucléolaire et périphérique, soit sous forme d’euchromatine plus centrale. Les
niveaux de compactions de I’ADN sont différents dans chacun des trois compartiments : peu compacté
dans le nucléole, sous forme de « collier de perle », un peu plus compacté dans I’euchromatine, et avec un
haut degré de compaction dans 1’hétérochromatine, avec notamment le recrutement de la protéine histone
HI liant les octameres d’histones (deux dimers H2A H2B et un tétramere de deux H3 et deux H4) entre
eux (Figure 2). L’hétérochromatine regroupe la plupart des régions a trés faible taux de transcription

(régions inter-géniques et génes non exprimés) tandis que 1’euchromatine regroupe des régions plus
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fortement transcrites (exons et introns de génes exprimés) et leurs promoteurs. Certaines régions du
génome se retrouvent dans 1’hétérochromatine quel que soit le type cellulaire, on parle alors
d’hétérochromatine constitutive, tandis que d’autres ne sont a 1’état d’hétérochromatine que dans
certaines lignages cellulaires, on parle alors de régions d’hétérochromatines facultatives. Les nucléosomes
de DI’euchromatine et de I’hétérochromatine différent notamment au niveau de modifications post-
traductionnelles des queues d’histones (acétylations, méthylations, phosphorylations, ubiquitinations,
biotinylations, ADP-ribosylations, etc.)'. Lors de la mitose, le génome prend une forme ultra-condensée
sous forme de chromosomes métaphasiques, puis est décompacté lors de 1’anaphase, soit faiblement
(hétérochromatine), soit fortement (euchromatine et nucléole). Il est a noter que lors de la phase S du
cycle cellulaire, I’hétérochromatine réputée réfractaire aux protéines externes est tout de méme répliquée
par la machinerie du méme nom. Ainsi lors d’un cycle cellulaire complet, chaque région de I’ADN passe
par un état de compaction maximal lors de la mitose et par un état de compaction minimal lors de la phase

S.

Outre I’ADN et des protéines histones et non histones, la chromatine est aussi constituée de

polyamines et d’ARN de diverses natures et fonctions.

' Cfinfra p 18.
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Régions ouvertes, Régions fermées,

transcriptionnellement actives transcriptionnellement inactives
ADN nu Collier de Fibre de
2nm perles 30 nm
+ Octamere
d’histones + histone H1

N N

+ protéines
“d’échafaudages”

Chromosome
~ 300 nm + protéines ~ 700 nm métaphasique
“d’échafaudages”

Structures mitotiques

Figure 2 : Etats de compactions de la chromatine.

L’ADN nucléaire interphasique est sous forme d’euchromatine, correspondant a une faible compaction
de type « collier de perles », et d’"hétérochromatine plus compactée, principalement sous forme de fibre
de 30 nm, localement surenroulée en fibre de 300 nm. Les chromosomes métaphasiques sont
intégralement compactés sous forme de bras de 700 nm de larges, autour de protéines
« d’échafaudages ». Iconographie d’aprés Chromatin Structures, Richard Wheeler, Wikimedia Commons
CC BY-SA 3.0.

5) Régulation transcriptionnelle et ARN non-codant

De nombreux ARN transcrits par la cellule jouent un réle majeur dans la régulation de 1’expression
des genes [8]. Le trio ARN messager (nRNA), ARN de transferts (tRNA) et ARN ribosomaux (rRNA)
est nécessaire a la traduction des ARN messagers en protéines. D’autres ARN interviennent aprés la
transcription et la maturation des ARN messagers, en limitant leur capacité a étre traduite et/ou en
favorisant leur dégradation. C’est le cas de la plupart des siRNA, miRNA et de certains piRNA (ARN
piwi) et de IncRNA (long non-coding RNA, ARN long non codant). D’autres interviennent dans la
maturation des ARN : épissage avec des snRNA (small nuclear RNA, petit ARN nucléaire) et des
IncRNA ou modification chimique avec des snoRNA (small nucleolar RNA, petit ARN nucléolaire).

18



Enfin, de nombreux ARN participent a la régulation de la transcription des génes, en étant soit activateurs
de la transcription (miRNA, certains IncRNA, et RNAa pour RNA activation, activation par ARN), soit
plutét répresseurs (certains IncRNA) de la transcription. Les IncRNA Xist et Tsix sont en particulier
impliqués dans I’inactivation du chromosome X'. Certains IncRNA joueraient aussi un role dans la
persistance des marques épigénétiques lors de la phase S et de la mitose [9]. Chez les plantes, des siRNA
pourraient participer au ciblage de novo de la méthylation de I’ADN (méthylation de I’ADN dirigée par
des petits ARN, small RNA-directed DNA methylation) [10].

B) Information épigénétique et régulation

transcriptionnelle

1) Information génétique et information épigénétique

Lors de la mitose, la cellule mére transmet aux deux cellules filles la totalité de son génome, et
donc de son information génétique contenue dans la séquence primaire de I’ADN. Cependant, un
fibroblaste dermique se divisant donnera deux fibroblastes dermiques alors qu’il a transmis la méme
information génétique qu’un hépatocyte du méme individu. Ce dernier en se divisant donnera bien deux
hépatocytes. Il y a donc, dans ces exemples, transmission d’une information non génétique lors de la
mitose : I’identité cellulaire des cellules filles est contrainte par la cellule mére, sans altération du
génome. Une partie de cette information est extrinséque : le microenvironnement hépatique est bien
différent du microenvironnement dermique et participe au maintien de I’identité des cellules qui le
compose. Mais comme le montre la mise en culture in vitro de ces cellules, une part importante de cette
information est intrinséque aux cellules, mais non génétique : on parle d’information épigénétique.
L’information épigénétique peu étre ainsi définie : il s’agit d’une information non génétique, intrinséque a

la cellule, transmise lors de la mitose’. D’autres définitions de ’épigénétique existent [11].

' Cf infra p 21.

? Une partie de cette information est aussi transmise lors de la méiose.
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Marque épigénétique  Fonctions principales Exemples de Exemples Exemples de
q Pié g P P writers d'erasers readers
Méthylations des
histones
H3K4mel/me2/me3 Activation transcriptionnelle SET1, MLL1-5 LSD1, JARID {I'l\F/II:BZ' ING2,
H3K9mel/me2 Inhibition transcriptionnelle G9A, KMT1C :::DF';AZI LSD1,
HP1, MECP2
Inhibition transcriptionnelle SUV39H1 ’ !
H ! ! MJD2 HRF1
3K9me3 hétérochromatinisation ESET, SETDB1 M LCJD:;F , G393,
H3K27mel/me2/me3 Inhibition transcriptionnelle EZH1-2 JMID3, UTX CDY, PC, CBX7
H3K36me Activation transcriptionnelle HYBP
H3K79mel/me2/me3  Activation transcriptionnelle DOT1 53BP1
H3R2me2 Inhibition transcriptionnelle PRMT6 JMJD6, PADI4 TDRD3
Inhibiti .
HaK20me1/me2/me3 "hipition transcriptionnelle, SUV4-20H1-2 PHF20, LRWD1
réparation de I'ADN
Acétylations des histones
Activation transcriptionnelle, P300, CBP,
H2
AkSac réparation de I'ADN HAT1 HDACs
Activation transcriptionnelle,
H3K14ac réparation de I'ADN, réplication de GCNS5, P300 HDACs DPF3B
I'ADN
Activation transcriptionnelle,
. . T ATF2, P300,
H4K5ac réparation de I'ADN, réplication de HDACs BRDT
! HAT1
I'ADN
Activation transcriptionnelle,
, . e PCAF, TIP60,
H4K8ac réparation de I'ADN, réplication de A 60 HDACs BRDT
' TAF1
I'ADN
HA4K16ac Activation transcriptionnelle, MOF, TIP60  HDACs GCN5
réparation de I'ADN
Phosphorylation des histones
H3S10P Activation transcriptionnelle MSK1, AURKB GCN5
H2AXP Réparation de I'ADN ATM, ATR PP2A MDC1, BRCA1
Ubiquitination des
histones
Activation transcriptionnelle,
H2AK11 , . RING1B
AK119Ub réparation de I'ADN G
— . |
H2BK120Ub Activation transcriptionnelle, RNE20 \WDRS2

réparation de I'ADN

Tableau 2 : Exemples de modifications de queues d’histones, writers, readers et earsers associés.
Adapté d’apres les références [12]-[14].

Les bases moléculaires de cette information épigénétique sont multiples. Elles influent sur la

régulation de I’expression des geénes ou sur la capacité d’une telle régulation. On y inclut, selon les

auteurs [11], les modifications chimiques de I’ADN non répliqués par la machinerie de réplication stricto

sensu (SmC, 5ShmC, etc.), les modifications post-traductionnelles des queues d’histone (Tableau 2), les

variant d’histones intégrés a la chromatine (Tableau 3), les ARN non codant dont les miRNA, piRNA,

IncRNA et les facteurs de transcriptions capables de maintenir eux méme leur niveau d’expression (c’est

a dire impliqué dans une boucle de rétroaction positive). L’ensemble de ces bases moléculaires, en
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particulier la méthylation de ’ADN et les modifications des histones, définissent I’épigénome d’une
cellule. Si les génomes d’un fibroblaste dermique et d’un hépatocyte sont similaires, leurs épigénomes

sont eux trés différents.

Les modifications de 1’épigénome (parfois appelés épi-mutations) ont la particularité d’étre
potentiellement réversibles, contrairement aux modifications du génome (mutation). C’est en particulier

le cas lors des processus de différentiation et dé-différenciation cellulaire.

Les marques épigénétiques (modifications des bases de I’ADN et des queues d’histones) sont mises
en places par des enzymes, que les anglophones désignent epigenetic readers, sont interprétées par des
protéines (epigenetic readers) et peuvent étre enlevées par de nouvelles enzymes (epigenetic eraser)
(Tableau 2). Par définitions, ces marques épigénétiques doivent étre transmissibles lors de la mitose. C’est

notamment le cas de la méthylation de ’ADN'.
2) Epigénétique et régulation transcriptionnelle

La plupart des acteurs moléculaires épigénétiques influent sur I’expression des génes en contrélant
leur taux de transcription, I’épissage des ARNm, la stabilit¢ des ARNm et leur taux de traduction. Pour
les marques contrdlant le niveau de transcription, on distingue les marques le plus souvent associées a une
répression (marques répressives) et celles le plus souvent associées a une activation (marques
activatrices). Parmi les marques répressives, on retrouve la méthylation de I’ADN?, et la tri-méthylation
de la lysine 9 de I’histone 3 (H3K9me3). Parmi les marques activatrices, on retrouve 1’acétylation des
histones et la tri-méthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (Tableau 2). L’ensemble de ces marques
contribue a 1’établissement des domaines euchromatiniens et hétérochromatiniens, via le recrutement de
protéines interprétes, les epigenetic readers. La multiplicité de ces marques, leur possibilité de
combinaisons, et les cross-talk existant entre les différentes marques’ a fait que certains auteurs parlent de

code épigénétique [15] ou de code histone [16], en référence au code génétique.
3) Empreinte, inactivation du X, réparation de I’ADN
a) L’empreinte parentale

Le phénomene d’empreinte parentale qualifie les cas d’expression d’uniquement un des deux
alléles d’un geéne de facon systémique : soit seul 1’all¢le paternel est exprimé, soit seul 1’alléle maternel

est exprimé®. Ce phénoméne d’empreinte parental est établi lors de la gamétogenése et est maintenu

' Cf infra Figure 5.
* Cf infra p 32.
? Voir par exemple la Figure 9.

* Voir aussi p 37.
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pendant le développement embryonnaire par des mécanismes épigénétiques (méthylation de 1’ADN,
marques d’histones). Prés d’une centaine de ces génes ont été identifiés chez ’homme et chez la souris,

dont la plupart jouent un réle dans le développement embryonnaire [17].

Variant d'histones Fonctions principales Localisations Chaperonnes
Variants de H2A

Réparation des cassures double

. . . . . . . FACT,
H2AX brins, répressions des génes Diffuse + sites de cassure double brins Nucléoline
méiotiques
H2AZ Activation transcriptionnelle, Promoteurs, enhancers, insulateurs, SRCAP,
stabilité du génome régions péri-centromeriques p400/TIP60
, . i Promoteurs, télomeres, chromosome
macroH2A Répression transcriptionnelle . L, ATRX
Xinactivé
Variants de H3
Structures des centromeéres et du .. HJURP,
CENP-A ., Centromerique .
kinétochore Mis18
H3.3 Activation transcriptionnelle, Euchromatine, promoteurs, télomeres, ATRX, HIRA,
) maintient des télomeéres régions péri-centromeriques DEK

Tableau 3 : Exemples de variants d’histones.
D’apres Vardabasso et al. [18].

b) L’inactivation du X

Chez les mammiféres, les males possédent un chromosome X a I’état aploide relativement grand et
contenant de nombreux génes, et un petit chromosome Y. Les femelles possédent le chromosome X a
I’état diploide. On pourrait s’attendre a ce que les génes portés par le chromosome X soient en moyenne
deux fois plus exprimés chez les femelles, mais cela n’irait pas sans poser de problémes tant on sait que la
présence d’une copie de chromosome excédentaire peut avoir des lourdes conséquences (létalité
embryonnaire le plus souvent, trisomies 17 et 21 chez ’Homme). Il se trouve qu’il existe chez les femmes
et femelles un mécanisme de compensation aboutissant a 1’inactivation compléte d’un chromosome X. Ce
chromosome X se retrouve a [’état d’hétérochromatine, et forme une structure visualisable en
microscopie : le corpuscule de Barr. Le choix du chromosome X inactivé se fait durant le développement
embryonnaire de fagon aléatoire dans chaque cellule, mais est ensuite transmis aux cellules filles lors de
la mitose. Il en résulte des lignages complets de cellules inactivant le méme chromosome X, ce qui est
parfois visualisable lorsque ces chromosomes X portent des alleéles différents impliqué dans la

pigmentation. La répression de ce chromosome X est donc épigénétique.

Le chromosome X inactivé exprime le géne XIST, qui code pour un IncRNA. Cet ARN est retrouvé
associé a la totalité du chromosme X (en particulier au niveau des séquences LINE) et participe a sa

répression. XIST recruterait des complexes répresseurs induisant un état chromatinien répressif et
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compacté [19]. La méthylation de I’ADN, qui intervient aprés 1’inactivation originelle du chromosome

n . .. , e e 1
X, est tout de méme essentielle au maintien de 1’état réprimé au cours des divisions .

Le chromosome X non inactivé exprime un autre IncRNA, antisens a XIST, TSIX. TSLX participe a
la répression transcriptionnelle de X/ST sur le chromosome X non inactivé, il serait notamment capable

d’induire la méthylation de son promoteur en recrutant DNMT3A [20].

c) Réparation de 1’ADN

De nombreuses marques d’histones et variant d’histones marquent les zones d’ADN nécessitant
réparation. Ils servent a guider la machinerie de réparation de I’ADN et sont indispensables au maintien
de la stabilité du génome. Le variant d’histone H2AX, présent de fagon diffuse tout le long du génome,
est phosphorylé par ATM ou ATR en cas de cassure double brins (Tableau 2 et Tableau 3). Cette

phosphorylation servirai au recrutement de la machinerie de réparation, notamment via MDC1 [21].
C) Oncogenése et régulation transcriptionnelle

Sous I’appellation de cancer sont regroupées de nombreuses pathologies différentes possédant un
certain nombre de caractéristiques communes : il s’agit de maladies résultant d’un clone de cellules
acquérant des capacités de prolifération excessives, formant une tumeur, et pouvant envahir les tissus
environnants ou atteindre un caractére systémique via le développement de métastases. Une sous
classification des cancers distinguent les carcinomes, issus de cellules d’un épithélium, les sarcomes,
issus de cellules d’un tissu conjonctif, et les cancers hématopoiétiques dont les cellules sont issus d’une
lignée hématopoiétique. Les cancers sont un enjeu de santé publique majeur dans les sociétés
vieillissantes occidentales, car le risque de développer une de ces maladies augmente avec 1’age. En effet
ces maladies résultent d’une accumulation d’altérations touchant un clone de cellule’, accumulation

d’altérations conduisant aux stades pathologiques les plus avancés.

Ces altérations conferent aux cellules cancéreuses un certain nombre de caractéristiques communes
nécessaires au développement de la pathologie, et qui sont donc autant de pistes de stratégies
thérapeutiques. Pour reprendre les caractéristiques décrites par D. Hanahan et R.A. Weinberg [22] dans
un ordre arbitraire : i) signalisation cellulaire aboutissant a une prolifération soutenue, ii) échappement
aux mécanismes de limitation de la prolifération, iii) échappement a la surveillance immunitaire, iv)
capacité réplicative infinie, v) promotion d’un microenvironnement inflammatoire facilitant de
développement de la tumeur, vi) capacité d’envahir les tissus environnant et de développer des

métastases, vii) induction de I’angiogenése, viii) une instabilit¢é génomique et une accumulation de

' Cf infra p 36.

? Une unique cellule est potentiellement a 1origine de chaque cancer.
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mutations, ix) une résistance aux voies de morts cellulaires, et x) métabolisme cellulaire déréglé. Ces

caractéristiques sont acquises par des altérations du transcriptome dans les cellules cancéreuses.

Ces altérations sont de natures multiples, en lien avec les causes multifactorielles conduisant aux
développements de cancers. Elles peuvent étre d’origine génétique, soit sous formes de mutations
zygotiques associées a des cas de cancers familiaux (par exemple les mutations des génes BRCAI et
BRCA2 associés au développement de cancers du sein et de 1’ovaire), soit sous forme de mutation
somatique acquise lors de la vie de I’individu (expositions a des mutagenes : drogues ou rayonnements,
ou mutations spontanées). Elles peuvent étre d’origine épigénétique : hyperméthylation de I’ADN’,
modification des queues d’histones, miRNA, etc. Enfin elles peuvent étre d’origine micro-
environnementale : une tumeur ou métastase ne peut se développer que dans un microenvironnement
permissif (propice a ’immunosuppression et a la pro-angiogenése en particulier). Le microenvironnement
tumoral peut jouer un réle important dans le développement de la maladie, par exemple en sécrétant de
facon excessive des facteurs trophiques. Enfin, des virus sont capables d’induire le développement de
tumeur (par exemple les papillomavirus induisant le développement de cancer du col de ['utérus), et

peuvent étre porteurs d’oncogenes.

Ces altérations aboutissent pour la cellule cancéreuse a 1’activation de génes pro-oncogéniques
(oncogénes) et a la répression de génes anti-oncogéniques (suppresseurs de tumeur). Bien souvent les
altérations agissent de fagon synergiques : un all¢le de géne suppresseur de tumeur peut étre perdu par

mutation et ’autre copie par hyperméthylation de son promoteur.

Transformer expérimentalement une cellule normale en une cellule tumorale ne requiére que
relativement peu d’étapes. Par exemple, Elenbaas er al. [23] ont transformé des cellules mammaires
¢épithéliales humaines primaires (HMEC, Human Mamary Epithelial Cells) a 1’aide de seulement trois
transgenes : le géne de 1’unité catalytique de la telomérase (TERT) pour immortaliser les cellules en
supprimant la sénescence réplicative, les oncogénes viraux T/t du SV40 qui permettent notamment
I’inhibition des suppresseurs de tumeur P53 et pRb, et une forme muté de HRAS (G12V) activant
certaines voix oncogéniques. Par la suite a été montré que les oncogenes viraux T/t pouvaient étre
remplacé par des facteurs de transcription embryonnaires TWIST1, ZEB1 ou ZEB2, ou encore directement
par une inhibition de P53 par shRNA [24]. Les lignées cellulaires ainsi obtenues ont réalisée une
transition épithélio-mésenchymateuses, et sont capable de former des tumeurs lorsqu’elles sont greffées
chez des souris immunodéprimées. Il existe des modéles de transformation analogue pour d’autres types

de tissus comme le poumon [25].

' Cf infra p 37.
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II : La méthylation de I'ADN chez les
mammiferes
A) Structure, méthylation et déméthylation

1) Structure de la 5-methylCystosine et impact sur la

conformation de I'ADN

A NH, B NH, C OH NH,
H,C
DS B
Yoo \o Yo
R R R
cytosine 5-méthylcytosine 5-hydroxymeéthylcytosine
(R=H) (R=H) (R=H)
D E
O NH,
H3C )\
‘ NH N| NN
)\ k AN
N o N o
R R
thymine décitabine
(R=H) (R = désoxyribose)

Figure 3 : Structures chimiques de bases azotées.
A. Cytosine. Cytidine lorsque le radical R est un ribose. B. 5-méthylcytosine. Le 1°" atome est I'azote |ié
au radical, la numérotation se fait ici dans le sens antihoraire. C. 5-hydroxyméthylcytosine. D. Thymine.
Une oxydation-déamination de la 5 méthylcytosine au niveau du carbone 4 (le plus en haut du cycle)
peut aboutir a la formation d’une thymine. Thymidine lorsque R est un ribose. E. Décitabine, une drogue
pouvant inhiber les enzymes méthylant ’ADN. Notez la ressemblance de structure avec la cytidine. Un
analogue de cette drogue existe, 'azacytidine, ol le radical R est un ribose et non un désoxyribose.

Les quatre bases de I’ADN, Adénine (A), Cytosine (C), Guanine (G) et Thymine (T), peuvent étre
modifiées biochimiquement, ce qui peut leur conférer des propriétés particuliéres pouvant influencer
I’interaction de protéines avec I’ADN. Ces bases modifiées peuvent jouer un role physiologique

(régulation transcriptionnelle, réparation de I’ADN) ou résultent plus simplement de dégradations ou

d’oxydations spontanées, ce qui met a mal I’intégrité¢ du génome.
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La plus courante de ces modifications chez les mammiféres est la méthylation du carbone 5 des
cytosines pour donner des 5-methylcytosines (abrégé en méthylcytosine, SmC ou mC). C’est bien souvent
cette modification qui est désignée par le terme « méthylation de I’ADN », méme si des méthylations sur
d’autres carbones ou sur d’autres bases azotées sont possibles. Chez les mammiféres adultes, la SmC est
présente quasi-exclusivement au niveau des dinucléotides 5°-Cytidine-Guanosine-3’ (abrégé en CpG) de
facon symétrique sur les deux cytosines des deux brins. La présence de 5-methylcytosine dans le génome
d’un mammifére fut observée pour la premiére fois en 1948 par chromatographie sur papier d’hydrolysat

d’acides nucléiques de thymus de veau [26].

Cette méthylation de I’ADN est une marque physiologique, synthétisée a I’aide d’enzymes' et de

cofacteurs, et dont la présence ou 1’absence sur un site donné est fortement régulée.

Figure 4 : Méthylation des CpG et structure de 'ADN.

La structure d’un octamere contenant un CpG central méthylé a été obtenu par cristallisation [27] (PDB
329D). Rose: groupe méthyl des 5-méthylcytosines. Blanc: autres carbones. Bleu: azotes. Rouge:
oxygenes. Orange : phosphores. A. La méthylation de I’ADN ne modifie pas la structure globale de la
double hélice d’ADN. Le groupe méthyl est localisé dans le grand sillon. B. La méthylation de I’ADN ne
modifie pas I'appariement des cytosines et des guanines.

La présence de SmC dans la double hélice d’ADN ne modifie que marginalement ses propriétés :
elle garde une méme conformation dite de double hélice B (Figure 4). De plus, la 5-methylcytosine forme
toujours un appariement de type Watson-Crick avec la guanidine. La présence de SmC modifie cependant
la forme et la surface électrostatique du petit et (surtout) du grand sillon de I’ADN. Ainsi la méthylation

d’un site CpG sera capable d’empécher la fixation de certains facteurs de transcriptions, et recrutera

spécifiquement d’autres protéines®. L’ADN peut adopter une conformation en double hélice Z, qui différe

' Cf infra p 26.

2 Cfinfra p 42.
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de la double hélice B part ces caractéristiques (c’est notamment une hélice gauche alors que ’ADN B est
une hélice droite) [28]. In vivo, cette conformation de I’ADN ne serai présente que de fagon locale et
transitoire. Hors la méthylation des CpG diminue la stabilité de la double hélice B augment la stabilité de
la double hélice Z [29]. La méthylation de ’ADN favoriserai donc la transition vers une double hélice Z.
De méme, au moins in vitro, la méthylation de I’ADN stabiliserai la structure en double hélice de type A

[30].

La 5mC peut subir une réaction de désamination spontanée au taux estimé de 5,8x10™"° s (soit a
peu prés deux cytosines méthylées sur 100 000 tous les ans) [31], ou bien catalysé enzymatiquement [32].
Contrairement a la cytidine qui se désamine en uridine, la réaction de déamination de la 5SmC aboutit a la
formation d’une thymine (Figure 3). On comprend bien le défi que cela représente pour la machinerie de
réparation lorsqu’une telle désamination arrive dans la double hélice! La thymine étant une base
conventionnelle, la machinerie doit donc réparer un mésappariement T-G soit en C-G, soit en T-A, ce qui
s’avererait mutagéne. Cette réaction de déamination spontanée n’est donc pas sans conséquence sur

r . ’ 1
I’évolution des génomes .

La 5mC peut étre hydroxylée en 5-hydroxyméthylcytosine (hydroxyméthylcytosine, ShmC, ou

hmC) via une réaction enzymatique”.
2) Synthese

a) Mécanisme réactionnel

_ DNMT

C-G
G-C / \
me

SA-CH3 SA-H

me
—0C-G
—G-C

me

Figure 5 : Méthylation de maintenance de ’ADN.
Les sites CpG hémi-méthylés sont la cible de DNA méthyltransferases de maintenance (DNMT1
principalement), qui catalysent la réaction de méthylation. Le groupe méthyl est donné par le cofacteur
S-adénosylméthionine (SA-CH3), qui devient une S-adénosyl-L-homocystéine (SA-H). Cette réaction
explique la persistance de la méthylation des sites CpG au cours des divisions cellulaires.

La réaction de méthylation de I’ADN est catalysée par des enzymes (DNMT1 et DNMT3A/B chez
les mammiféres). Cette réaction nécessite un cofacteur : la S-adénosylméthionine (SAM). Ce métabolite

est synthétisé a partir d’ATP et de I’acide aminée méthionine a I’aide de méthionine adenosyltransferases.

Le cofacteur SAM intervient dans d’autres réactions de méthylations, dont les méthylations d’histones

' Cf infra p 39.

? Cf infra p 30.
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catalysé par les histones méthyl-transférases (HMT). Pendant la réaction, la SAM transfert un groupement

méthyle et devient une S-adénosyl-L-homocystéine (SAH), qui pourra étre recyclée par la suite.

b) Les enzymes responsables de la méthylation de

1" ADN

Les ADN méthyltransferases (DNMT) sont les enzymes catalysant la réaction de méthylation de
I’ADN. Chez I’homme les DNMT appartiennent a une famille de protéines paralogues composée de cing
membres : DNMTI, TRDMTI (ex DNMT?2), DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L. Seules les protéines
codées par DNMTI1, DNMT3A et DNMT3B sont capables de méthyler I’ADN. Elles agissent uniquement
sur le carbone 5 des cytosines et ont une forte affinité pour les cytosines incluses dans un site CpG. La
cytosine cible s’insére dans le site catalytique des DNMT et est par 1a méme extraite de I’intérieure de la
double hélice d’ADN (flip out, Figure 6) [33]-[35]. DNMT1 et les protéines DNMT3 ont aussi des
fonctions non catalytiques'. De plus, comme de nombreuses autres protéines, elles sont soumises a des
modifications post-traductionnelles pouvant modifier leurs fonctions. Enfin, les génes de la familles

DNMT sont exprimés sous la forme de divers transcrits alternatifs.

Figure 6 : Le flip-out de la cytosine par la DNA méthyl-transférase bactérienne Hhal.
La structure a été obtenue par cristallisation et diffraction au rayons X [34] (PDB 1MHT). En vert
I’enzyme Hhal.

"' Cfinfrap 27 et p 28.
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i) DNMT1

Le géne DNMT1I est localisé sur le chromosome 19 chez I’Homme (19p13.2). Deux principales
isoformes sont générées par inclusion facultative de I’exon 5 : DNMTla (avec 1’exon 5) et DNMT1b

(sans I’exon 5), ainsi qu’une variante spécifique de 1’ovaire : DNMT 1o.

DNMT]1 est I’enzyme principale assurant la maintenance de la méthylation de I’ADN sur les sites
CpG lors de la réplication. En effet, la réplication semi-conservative d’un dimeére CpG symétriquement
méthylé (mCpG/GpCm) aboutit a la synthése de deux dimers CpG hémi-méthylés (mCpG/GpC) (Figure
5). Hors, in vitro, DNMT]1 est plus active sur les sites CpG hémi-méthylés que sur les sites CpG non
méthylés [36]. De plus, il s’agit de la DNMT la plus abondamment exprimées dans la plupart des tissus
[37]. DNMTI1b est exprimé de fagcon moins abondante que DNMTla. Elle posséde une activité
catalytique similaire 8 DNMT1a mais ne catalyse, du fait de sa moindre abondance, que environ 5% des

réactions de méthylations catalysées par une DNMT1 [38].

L’invalidation de ce géne chez la souris par la technique du knock-out (KO) aboutit a une mort
embryonnaire précoce (E10.5) par apoptose, mais des cellules souches embryonnaires (ES — embryonic
stem cells) dmntl” peuvent étre mises en culture [39]. Ces cellules présentent un taux de méthylation
fortement réduit, mais non nul. D’autres DNMT jouent donc un rdle mineur dans la maintenance de la

méthylation de I’ADN.

DNMT1 peut interagir avec de nombreuses protéines, et est intégrée dans des complexes protéiques
de fonctions diverses : réplication de I’ADN [40], répression transcriptionnelle [41], réparation de I’ADN
[42], contrdle du cycle cellulaire [43]. L expression de DNMTI est cyclique au cours du cycle cellulaire,
avec un pic pendant la phase S, en lien avec sa fonction de maintenance de la méthylation pendant la

phase S [44], [45].

ii) La famille DNMT3

La famille DNMT3 est composée de trois génes paralogues, DNMT3A (2p23), DNMT3B (20q11.2)
et DNMT3L (21q22.3). Seules DNMT3A et DNMT3B sont capables de méthyler I’ADN, DNMT3L
n’ayant pas de site catalytique actif. /n vitro, DNMT3A et DNMT3B ont une méme efficacité sur les CpG
non méthylés et sur les CpG hémi-méthylés, contrairement a DNMTI1. Elles joueraient un role
préférentiel dans la méthylation de novo de I’ADN [46], méme si un réle minoritaire leur est aussi prété
dans la méthylation de maintenance. DNMT3A et DNMT3B codent pour de nombreux transcrits
alternatifs. Il en résulte des variants protéiques aux propriétés parfois différentes. Par exemple, les
variants DNMT3B3 et DNMT3B4 sont non catalytiques, contrairement aux variants DNMT3B1 et
DNMT3B2 [47].

Des mutations du géenes DNMT3B sont la cause d’un syndrome sévere : le syndrome ICF (pour

Immunodeficiency, Centromeric region instability, Facial anomalies, soit immunodéficience, instabilité
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des régions centromeériques, dysmorphies faciales) [46]. Ce n’est pas le cas de mutation de DNMT3A ;
DNMT3B posséde donc des fonctions spécifiques, notamment dans la méthylation des régions

centromeriques [46].

DNMT3L est inactive catalytiquement (elle est d’ailleurs incapable de lier le cofacteur SAM [48]),
mais joue cependant un role d’activateur des autres DNMT, en particulier d¢ DNMT3A et DNMT3B

[49], [50]. Elle joue un réle déterminant dans I’établissement de 1’empreinte parentale [51].

iii) TRDMT1 (ex DNMTZ2)

TRDMTI (10p15.1) est paralogue aux autres DNMT. Cependant elle semble incapable de catalyser
une réaction de méthylation de ’ADN in vivo, mais catalyse une réaction de méthylation d’un acide
ribonucléique de ’ARN de transfert de I’acide aspartique (abrégé D) [52]. Elle méthyle en effet le 38
acide ribonucléique de cet ARNt, qui est une cytosine. Son nouveau nom refléte cette fonction : tRNA

aspartic acid methyltransferase 1.
3) La déméthylation de I’ADN

a) Déméthylation passive
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Figure 7 : La déméthylation passive.
En absence de maintenance de la méthylation, les sites CpG bi-méthylés se retrouvent hémi-méthylés
aprés une premiere division. Une deuxieme réplication sans maintenance aboutira a la formation deux
chromatides déméthylés au niveau du site en question.

Pour la machinerie réplicative, la SmC n’est pas distinguable d’une cytosine non méthylé. De plus
il n’existe pas de désoxycytidine triphosphate pré-méthylé. Les sites CpG méthylés symétriquement se
retrouvent donc hémi-méthylé aprés réplication. Si la maintenance de la méthylation n’est pas assurée
(pour de multiple raisons possibles, pour ce site précis ou a 1’échelle du génome), une deuxi¢me

réplication dans les cellules filles entrainera la formation de deux sites entierement déméthylés et de deux
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sites hémi-méthylés. De méme, au bout de trois réplications et divisions cellulaires, on trouvera dans les
huit cellules filles six non méthylés et deux hémi-méthylés. Dans les tissus prolifératifs, il suffit donc
d’un arrét de la méthylation de maintenance, ou une baisse de ’activité de celle-ci, pour entrainer une
déméthylation de I’ADN. La déméthylation issue de ce processus est qualifiée de « passive », par
opposition a la déméthylation « active ». Cette déméthylation passive jouerait un réle important dans la

baisse du taux global de méthylation lors des premiéres divisions cellulaires des zygotes [53].

b) Déméthylation active

i) Via le mécanisme d’excision — réparation

Certains processus de réparation de I’ADN fonctionnent par excision d’un fragment d’ADN suivie
d’une resynthése de I’ADN manquant a partir du brin complémentaire ou de la chromatide sceur. Hors
lors de la synthése d’ADN, les cytosines intégrées sont non méthylées. En absence de re-méthylation, une
réparation de I’ADN a proximité d’un site CpG méthylé peut donc entrainer sa déméthylation partielle ou
totale. C’est en particulier le cas des mécanismes de réparation par excision de base (BER — Base
Excision Repair) et de réparation par excision de nucléotides (NER — Nucleotide excision repair). Ces
mécanismes peuvent étre déclenchés par une déamination catalysée des cytosines méthylées par des

désaminases (AID, APOBEC1), suivies d’une réparation du mésappariement T-G ainsi généré [54].

Ces mécanismes de déméthylation pourraient jouer un réle important dans la déméthylation de
cellules quiescentes (bloquées en G0) ou a trés faible taux de division, tels les neurones ou les cellules

musculaires. IIs participent aussi au dynamisme (furn over) de la méthylation dans les cellules.
ii) Via la 5-hydroxymethylcytosine

La 5-methylcytosine peut étre hydroxylée en 5-hydroxymethylcytosine via des enzymes de la
famille TET (Ten Eleven Translocation methylcytosine dioxygenase). Trois sont présentes chez I’homme,
codées par les génes TETI (10q21), TET2 (4q24) et TET3 (2q13.1) et semblent catalytiquement actives.
Les enzymes de la famille TET sont capables de métaboliser la ShmC en 5-formylcytosine (5fC) puis en
S-carboxycytosine (5caC), mais I’abondance et I’importance de ces réactions in vivo chez les mammiféres
reste mal caractérisée. ShmC, 5fC et 5caC pourraient &tre ensuite détectées par la machinerie de
réparation de I’ADN, en particulier par les thymine DNA gycosylases (TDG) et remplacées par des
cytosines non méthylés. Ainsi la ShmC serait un intermédiaire réactionnel de la déméthylation des
cytosines [55], [56]. Tandis que la méthylation de I’ADN serait plutét une marque répressive sur la
transcription, 1’hydroxyméthylation de ’ADN serait une marque plutdt neutre ou activatrice [57].
L’abondance de la ShmC est estimée a 1 a 5 % de celle de la mC dans les cellules humaines [58]. Les
neurones et les cellules souches embryonnaires présentent un taux de ShmC relativement élevé [58]-[60].

Des techniques sont mise au point afin de mieux identifier sa présence a 1’échelle du génome [61].
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B) Fonctions

1) Localisation de la méthylation de I’ADN sur le génome

Les profils et taux globaux de méthylation de I’ADN varient sensiblement d’un type cellulaire a
I’autre. Le taux global de méthylation des cytosines peut étre estimé depuis longtemps par des techniques
de chromatographies et des techniques de digestion & ’aide d’enzymes de restrictions sensibles a la
méthylation. Dans les tissus adultes, il est autour de 2 a 7% du nombre total de cytosines [62], [63]. Des
techniques plus raffinées et mises au point plus récemment, telle que le traitement de ’ADN au bisulfite
suivi de séquencage ciblé ou total (séquengage du génome entier apres traitement au bisulfite, WGBS —
Whole Genome Bisulfite Sequencing) ont permis de raffiner la localisation de cette méthylation dans

différents types cellulaires.

Ainsi chez ’Homme adulte, la méthylation est localisée a plus de 99% dans un contexte CpG [63].
Entre 60 et 80% des sites CpG se retrouvent méthylés chez 1’adulte, de facon symétrique. Les sites CpG
sont relativement rares dans le génome, et leur distribution est trés hétérogéne. Pour une séquence
donnée, on peut calculer son taux de C+G et en déduire un nombre de CpG attendus. Dans la plupart des
régions du génome, le taux CpG observés / CpG attendus est faible, autour de 0,2. Les sites CpG de ces
régions pauvres sont pratiquement tous méthylés. Certaines régions du génome ont un taux CpG observés
/ CpG attendus plus élevé : on les nomme ilot CpG. La définition exacte de ces ilots CpG varie selon les
espeéces et les auteurs, la définition la plus communément admise étant la suivante : ce sont des zones de
plus de 200 paires de bases, riches en G + C (supérieure a 50%) dont le taux CpG observés / CpG
théoriques est supérieur a 0,6 [64]. Une autre définition plus stringente correspond a des zones de plus de
500 paires de bases a contenu en G+C supérieure a 55 % et au taux CpG observés / CpG théoriques
supérieur a 0.65 [65]. Ces ilots sont présents a proximité des sites d’initiation de la transcription de plus
de la moitié des geénes humains, dont prés de la totalité des génes ubiquitaires. Les CpG de ces ilots sont
peu méthylés en générale, et en particulier dans les lignées germinales. Plus de la moiti¢ des promoteurs
de génes posseédent un ilot CpG, trés généralement peu méthylé sur I’ADN mais enrichie en H3K4me3, ce

qui permet entre autre de recruter le facteur du complexe de pré-initiation de la transcription TFIID [5].
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Figure 8: Méthylation moyenne des ilots CpG du génome humain (cellules mononucléaires
circulantes).

En rouge, ratio de méthylation des CpG. Ce ratio diminue fortement au niveau des ilots. En bleu, densité
en CpG (pour une base donnée, fréquence de couverture par un CpG). Cette densité augmente
fortement au niveau des filots, par définition. En vert, densité en méthylation (pour une base donnée,
fréquence d’étre dans un CpG méthylé). La densité en méthylation du cceur des flots est en moyenne
équivalente a la densité en méthylation des autres régions du génome. Ce taux de méthylation moyen
est cependant non représentatif de la diversité des profils de méthylation de ces ilots. D’aprés [63],
figure S11.

Notons toutefois que le taux de méthylation de I’ADN peut se mesurer selon deux méthodes
distinctes : pour une région de taille donnée (disons un kilobase), on peut mesurer le pourcentage de sites
CpG méthylés, ou plus simplement le nombre de cytosines méthylées (densité de méthylation). Ces deux
mesures peuvent donner des résultats sensiblement différents. En dehors des ilots CpG, le pourcentage de
CpG méthylé est supérieur a 60% tandis que la densité en méthylation est fortement corrélée a la densité
en site CpG. Au sein des 1lots CpG, le pourcentage de CpG méthylé est plus faible (inférieur a 20%), mais
du fait de la forte densité en CpG, la densité de méthylation est globalement similaire au reste du génome
(Figure 8, courbe verte). La méthylation de ces ilots CpG est cependant hétérogéne. Certains ilots peuvent
se retrouver fortement méthylés dans des lignées somatiques [66] : empreinte parentale, génes du
chromosome X inactivé, flots non associés a un géne, génes tissus spécifiques non exprimés ou encore
dans le cadre de pathologies. Les bordures (ou épaules) des ilots CpG sont d’une manicre générale plus
fortement méthylées que leurs centres [63]. De méme, la méthylation des ilots CpG dépend de leur taille :

les petits ilots ont tendance a étre plus fortement méthylés que le cceur des plus long ilots [67]. Enfin, les

ilots non associé a un promoteur de gene (ilots orphelins) sont plus fréquemment méthylés [67].

33



2) La méthylation de I’ADN, une marqgue répressive

a) Méthylation de 1’ADN et état de la chromatine
A . B C

—.D

G9a

Nucléosome ?CPG hémi- CpG bi- : H3K9me2 ‘ H3K9me3
6méthyle’ ‘methyle

Figure 9 : Réplication, méthylation de ’ADN et hétérochromatinisation.

A. Apres le passage de la fourche de réplication, DNMT1 est recruté sur les sites CpG hémi-méthylés,
possiblement via PCNA ou UHRF1. B. DNMT1 méthyle les sites CpG hémi-méthylés et recrute des
histones méthyl-transférase, dont G9a (EHMT2) et SUV39H1, qui vont respectivement B. bi- et C. tri-
méthyler les lysines 9 des histones 3 (H3K9). Ces histones méthyl-transférases peuvent aussi étre
recrutées sur des régions d’ADN méthylées via les protéines de liaisons a ’ADN méthylés. D. La protéine
HP1 est recrutée par la tri-méthylation des H3K9, et ponte les nucléosomes entre eux, induisant une
compaction de la chromatine. Adapté d’aprés Esteve et al. [68].

Un traitement modéré de noyaux a la DNAse I entraine une digestion de I’ADN facilement
accessible (sous forme d’euchromatine), mais ne digere pas I’ADN compacté (sous forme
d’hétérochromatine). Cette technique couplée a une détection de la méthylation de ’ADN permet de
mettre en évidence que la majorité de I’ADN méthylé est sous forme d’hétérochromatine [69]. La

détermination des liens causals entre méthylation de I’ADN et hétérochromatinisation est complexe, car

pouvant se faire dans les deux sens.

L’ADN génomique est décompacté entiérement pendant la réplication. Aprés réplication, les sites
CpG bi-méthylés deviennent hémi-méthylés. De plus, un nucléosome sur deux intégré a I’ADN répliqué
sera nécessairement d’origine exogéne. DNMT1 peut étre recruté sur les sites hémi-méthylés, de fagon
spontanée ou via une interaction avec PCNA [40] ou UHRF1 [70]. Les sites en question seront re-
méthylés. DNMT]1, ainsi que d’autres protéines de liaisons a I’ADN méthylés recrutent alors des histones
méthyl-transférases et des histones désacétylases, dont SUV39H1 (Suppressor of Variegation 3-9
Homolog 1) ou SETDBI1. Cette derniére va tri-méthyler les lysines 9 de I’histone 3, ce qui aboutit au
recrutement de la protéine HP1 (Histone Protein 1) [41], et donc a une compaction de chromatine. Ainsi
la méthylation de I’ADN est capable d’induire une hétérochromatinisation aprés réplication. Notons que
la méthylation de I’ADN seule n’induit pas de compaction des nucléosomes [71] : il faut nécessairement

I’action d’autres protéines.
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Les interactions protéines-protéines fonctionnent dans les deux sens. Une zone de chromatine
compactée aboutira possiblement au recrutement de DNMT1 et de DNMT3A/B via des complexes

répresseurs (dont SUV39H1), et donc a terme a sa méthylation potentielle.

b) Méthylation du promoteur et répression des genes

La méthylation du promoteur d’un géne est trés souvent associée a sa répression transcriptionnelle.
Cette corrélation a été faite sur de nombreux génes a de nombreuses reprises (voir par exemple [72]) et a
été confirmée par des études a I’échelle du génome. Quel est le lien causal reliant méthylation et

répression transcriptionnelle ?

La capacité de la méthylation de I’ADN d’induire une répression transcriptionnelle peut étre mise
en évidence par des expériences de transfection de plasmides méthylés in vifro et de mesure du taux de
transcription du géne rapporteur contenu, en le comparant au méme plasmide non méthylé. En général, le
géne contenu dans le plasmide méthylé est exprimé a des taux cent fois plus faibles que le géne du
plasmide non méthylé [72]. Il existe deux analogues de nucléosides, la 5-aza-desoxycytidine et la 5-aza-
cytidine (Figure 3) qui peuvent se lier de fagon covalente aux DNMT, qui se retrouvent piégées. Lors des
réplications suivantes, le reste du génome subit une déméthylation passive par défaut de maintenance de
la méthylation. Ces drogues sont donc capables d’induire une hypométhylation dans les cellules
proliférantes [73]. Le traitement par ces drogues entraine une réexpression des geénes méthylés [74],
démontrant une fois de plus le role causale de la méthylation dans la répression de la transcription des

genes.

Weber et al. [75] ont proposé de classifier les génes en fonction du contenu en CpG de leur
promoteur. Deux catégories non chevauchantes peuvent étre définies : les génes au promoteur riche en
CpG (HCP, High CpG Pomoters), c’est a dire a Tlot CpG, et les génes au promoteur pauvre en CpG (LCP,
Low CpG Pomoters). Une catégorie tampon a été définie, les génes au promoteur a niveau intermédiaire
de CpG (ICP, Intermediate CpG Promoters). La corrélation entre méthylation du promoteur et répression

transcriptionnelle est forte pour les HCP et ICP, mais faible, inexistante, voir inverse pour les LCP [75].

L’inhibition continue de I’expression d’un géne (par exemple par mutagenése, siRNA ou
différentiation cellulaire) peut aussi a terme entrainer son hyperméthylation [76], [77], probablement via
des mécanismes d’hétérochromatinisation et de maintenance de [’hétérochromatine. La répression

transcriptionnelle semble donc aussi capable de causer une méthylation de I’ADN.

Comment la méthylation de I’ADN induit-elle une répression transcriptionnelle ? La méthylation
de I’ADN en elle méme n’entraine pas de baisse de [’activité de I’ARN polymérase II, comme le
montrent des expériences de transcription in vitro [78], il s’agit donc d’un mécanisme indirect nécessitant
des facteurs en trans [79]. La méthylation de I’ADN peut étre qualifiée de marque épigénétique, qui doit

par la suite étre interprété par d’autres facteurs (en I’occurrence des protéines) pour avoir un effet. On

35



explique la répression de I’ADN par deux mécanismes principaux : i) de nombreux facteurs de
transcriptions activateurs ne reconnaissent plus leur site de fixation lorsque ce dernier est méthylé (c’est la
cas par exemple de CTCF [80]-[82], CREB [83], E2F1 [84], c-Myc [85], n-Myc [86], STAT1 [87] et
UBF1 [88]), ii) des protéines sont capables de se fixer spécifiquement sur I’ADN méthylé et entrainent
une répression transcriptionnelle via le recrutement de complexes répresseurs (c’est le cas des DNMT,
mais surtout des MBP'). Une synergie de ces deux mécanismes (perte de facteurs activateurs et gain de

facteurs répresseurs) expliquerait la répression transcriptionnelle induite par I’ADN méthylé.

c) Méthylation du corps des genes

Les profils de méthylation du corps des génes sont bien marqués. En particulier, les exons
apparaissent plus fortement méthylés que les introns. Le niveau de méthylation des exons est
positivement corrélé au niveau de transcription des génes [63]. De méme, pour un méme gene, les exons

inclus dans le transcrit mature sont plus méthylés que les exons non inclus [89].

Le fort taux de méthylation des exons inclus suggére que la méthylation de I’ADN joue un rdle
dans le guidage de la machinerie d’épissage. Un des mécanismes possible serait le ralentissement de la
vitesse de transcription de I’ARN polymérase II au niveau des exons inclus, induit par la méthylation de
I’ADN [90], [91], notamment via MECP2 [89]. Ce ralentissement favoriserait 1’activation de la

machinerie d’épissage.

Un autre role possible de cette méthylation intra-génique serait 1’inhibition d’éventuels promoteurs

internes alternatifs [92], notamment d’ARN anti-sens naturels.

d) Méthylation de 1’ADN et compaction des éléments

répétés

La méthylation de ’ADN touche quantitativement d’abord les séquences extra-géniques, en
particulier les éléments répétés. Cette méthylation des zones extra-géniques en général et des éléments
répétés en particulier semble jouer trois roles principaux : répression de la transcription des éléments

transposables, maintien de I’organisation nucléaire, et maintien de 1’intégrité du génome.

Certains éléments transposables de notre génome sont potentiellement actifs [93]. Pour se
transposer, les éléments de types LINE, SINE ou rétrovirus endogénes doivent d’abord étre transcrits. La

méthylation de I’ADN participe a la répression transcriptionnelle de ces éléments répétés [94].

Un grand nombre de séquences répétées qui ne sont pas des €éléments transposables sont localisées
au niveau des centromeres, sous formes de séquences satellites. Ces séquences sont méthylées et

compactées, et forment le chromocentre des chromosomes interphasiques. Un traitement de cellules a la

' Cf partie Il p 42.
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5-aza-deoxycytidine, drogue entrainant une déméthylation, entraine une désorganisation des
chromocentres [95]. De méme, le syndrome ICF, causé par des mutations de DNMT3B’, est en partie
caractérisé par une instabilité centromeérique. La méthylation de I’ADN participe au maintien de ces
régions dans I’hétérochromatine. DNMTT1 [96] et DNMT3B [97] ont aussi été impliquées dans la bonne

organisation des nucléoles.

Les éléments répétés, de par la présence de séquences proches en de multiples endroits du génome,
posent un défi pour la machinerie de recombinaison homologue. Deux €léments répétés homologues entre
eux peuvent étre localisés sur des chromosomes non homologues. La méthylation de ces séquences
permet leur maintien dans I’hétérochromatine, ce qui défavorise la recombinaison sur ces sites [98]. Ce
dernier mécanisme permet de lutter contre les ¢léments transposables a intermédiaire 8 ADN (transposons

stricto sensu, dit de classe II).
3) Méthylation et réparation de I’ADN

Le role de la méthylation de I’ADN dans la réparation reste mal compris, mais est supporté pas
plusieurs observations. DNMTT1 est recruté au niveau des sites de réparations de I’ADN [42], et semble
capable d’induire (potentiellement avec DNMT3) une hyperméthylation de ces zones [99]. Ce couplage
de I’activité de réparation de I’ADN et de méthylation de I’ADN a peut-étre pour fonction de permettre

une bonne re-méthylation des régions réparées.

4) Méthylation de I’ADN, développement et vieillissement des

organismes

a) Evolution du taux de méthylation lors de

1" embryogenese

Les profils de méthylations de I’ADN varient fortement lors de I’embryogenése précoce. Les
premieres cellules du zygote voient leur taux de méthylation diminuer fortement au cours des divisions
cellulaires. Les parts respectives des processus de déméthylations actives et passives dans ce phénoméne
sont encore soumises a controverse. Il semble que le mécanisme de déméthylation du pronucléus femelle
soit une déméthylation passive, tandis que celle du pronucléus male serai plus rapide et pourrai passer par
I’hydroxyméthylation des cytosines. Les cellules du zygote subissent ensuite une phase de re-méthylation
de leur génome, qui débute aprés I’implantation de I’embryon dans la paroi utérine [100], [101]. La re-
méthylation du génome des cellules des feuillets extra-embryonnaires est moins rapide et moins
importante que pour celle des feuillets embryonnaires. Ainsi le placenta est I’'un des tissus le moins

méthylé. Notons que les cellules embryonnaires présentent alors un faible taux de méthylation des

' Cf supra p 28.
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cytosines hors sites CpG [62], en particulier sur des sites CpA. L’origine et le réle de ces méthylations
hors site CpG sont mal compris. On peut supposer qu’elles résultent « d’accidents » de 1’activité de novo
des DNMT lors de la phase de re-méthylation. Ces méthylations seraient par la suite perdues lors des
divisions successives, la maintenance de la méthylation ayant lieu préférentiellement au niveau des sites
CpG. Ce cycle de déméthylation re-méthylation participe a 1’établissement de 1’identité cellulaire des

différents lignages générés, en permettant la répression de génes tissus spécifiques [66].

Les cellules germinales primordiales subissent spécifiquement un deuxi¢me cycle de déméthylation

re-méthylation plus tardif, qui permettrait entre autre une remise a zéro de I’empreinte parentale’.

b) Méthylation de 1’ADN et inactivation du chromosome

X

Un des mécanismes impliqué dans I’inactivation du chromosome X chez les femelles mammiféres®
est la méthylation de I’ADN. Le chromosome X inactivé est en effet fortement méthylé. Cette
méthylation intervient aux stades E4-E8 chez I’embryon de souris, aprés que [’inhibition
transcriptionnelle du chromosome X ait été établie via Xist et I’induction d’un état chromatinien restrictif.
Cette méthylation secondaire servirait de verrou et agit de fagon complémentaire aux autres mécanismes

de répressions du chromosome X [102].

Le géne Xist est bien réprimé sur le chromosome X activée. La méthylation de I’ADN participe au

maintient de cette inactivation [103].

c) Empreinte parentale

De facon tout a fait remarquable, certains génes d’un individu ne sont exprimés qu’a 1’état mono-
allélique, 1’autre copie étant inactivée par des mécanismes épigénétiques, dont la méthylation de I’ADN.
Pour un certain nombre de génes, 1’all¢le réprimé a une méme origine parentale chez tous les individus :
tantot cette méthylation et inactivation touche 1’alléle d’origine paternelle (par exemple /GF2R [104],
H19 [105] ou CDKNIC [106]), tantot elle a lieu sur ’allele d’origine maternelle (par exemple /GF2
[104]). On parle alors d’empreinte parentale. Cette empreinte semble étre établie lors de la gamétogeneése,
via le recrutement de DNMT1/3A/3B par DNMT3L [51]. Elle résisterait a la déméthylation — re-
méthylation observée ailleurs sur le génome lors des premiéres divisions cellulaires embryonnaires [107],
mais serait effacée dans les lignées germinales [54]. On estime le nombre de génes soumis a I’empreinte a

pres d’une centaine [17].

' Cf infra p 37.

2 Cf supra p 21.
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Une des théories proposées pour expliquer ce mécanisme d’empreinte aborde les relations
trophiques conflictuelles existant entre un embryon et sa mére. L’ embryon mammifére se développe en
puisant dans les ressources maternelles. Il existerait ainsi des genes « pro-trophiques » favorisant
I’absorption des ressources maternelles par ’embryon, et des génes « anti-trophiques » limitant cette
absorption. D’un point de vu évolutif, un pére a tout intérét génétique a ce que I’embryon puise le plus de
ressources possible chez la mére. Les gamétes males auront donc tendance a étre méthylés sur le
promoteur des génes « anti-trophique » afin de limiter leurs actions. D un point de vu évolutif, une mére a
tout intérét génétique a ce que I’embryon actuel ne puise pas toutes ses ressources. Les gamétes femelles
auront donc tendance a étre méthylés sur les génes « pro-trophiques » afin de limiter leurs actions. La
sélection naturelle de ces deux effets antagonistes assurerait leur bon équilibre et le développement

harmonieux de I’embryon [108].

d) Vieillissement du méthylome

Si les profils de méthylations sont assez fidélement transmis lors de la réplication et de la mitose,
ils n’en accumulent pas moins au fil du temps des altérations. Une étude comparative des profils de
méthylations de personnes jeunes et dgées a montré une hypométhylation globale avec 1’age (de 1’ordre
de 10% apres 80 ans) des lymphocytes T CD4+ circulant [109], associée a un léger gain de méthylation

dans les flots CpG. Notons qu’on retrouve ce méme genre d’altérations dans les cancers.
5) Méthylation de I’ADN et cancer

Les cellules cancéreuses ont un transcriptome profondément altéré par rapport aux cellules
normales de leurs tissus d’origine. La méthylation de I’ADN jouant un réle important lors de la régulation
de ce transcriptome, il n’est pas étonnant que ces profils de méthylations soient altérés dans les cancers.
On observe en effet une baisse du taux global de méthylation de I’ADN dans les cellules cancéreuses, de
I’ordre de 10 a 30% [110]-[112]. Cette baisse peut avoir pour conséquence une instabilité génomique, en
limitant la répression transcriptionnelle de certains éléments transposables et en désorganisant
I’hétérochromatine. De plus elle peut induire une expression ectopique de génes, par exemple des génes
qualifiés de Cancer/testis antigens (antigénes spécifiques des testicules et des cancers) ou de melanoma

associated antigens (antigénes associées au mélanome) [113].

En parall¢le de cette baisse de méthylation, des hyperméthylations locales sont observées, en
particulier sur certains promoteurs de geénes suppresseurs de tumeurs. Ces hyperméthylations de
promoteurs participent a la répression de ces génes dans les cancers, et participent donc a 1’échappement
tumoral aux mécanismes de sauvegardes de [’homéostasie cellulaire telle que I’apoptose ou la sénescence.
Ces hyperméthylations jouent un réle si déterminant dans la progression tumorale qu’elles font
maintenant partie de la définition des génes suppresseurs de tumeurs : un géne capable de réduire la

croissance ou [l’invasion tumorale et qui est spécifiquement perdu dans certains cancers par
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hyperméthylation du promoteur peut étre considéré comme suppresseur de tumeur. Notons que lorsqu’un
alléle d’un géne suppresseur de tumeurs est perdu ou altéré par mutation, I’autre copie est fréquemment
perdue par hyperméthylation dans la tumeur. C’est en partie le cas des formes familiales de cancers ou
une mutation se retrouve présente dans tout 1’organisme, mais a 1’état hétérozygote. La survenue d’un
cancer ne se déclenchera alors que si I’autre alléle est a son tour altéré (par mutation somatique, perte

d’hétérozygotie, miRNA ou hyperméthylation du promoteur) [114].

Le réle premier de I’hyperméthylation dans la perte transcriptionnelle des génes suppresseurs de
tumeurs est débattu: la méthylation pourrait n’arriver qu’une fois une répression transcriptionnelle
acquise par d’autres mécanismes répresseurs. L hyperméthylation du promoteur viendrait alors dans un

second temps verrouiller la répression de ces génes empéchant toute future réactivation [115].

Les origines de ces altérations de la méthylation de ’ADN sont multiples et mal comprises.
Comme le montre I’étude de Heyn et al. [109], les tissus normaux des personnes agées semblent en partie
affecté par ces hyperméthylations locales associées a une baisse globale du taux de méthylation de
I’ADN. Une partie des changements de méthylation observé viendrait donc du simple vieillissement et de
la simple prolifération des cellules. Cette hypothése est corroborée par la récente étude de Gordon et al.
[25] montrant que I’immortalisation d’une lignée cellulaire entrainait plus de changement du méthylome

que sa transformation oncogénique.

On peut aussi observer que la perte de méthylation de I’ADN dans les cellules cancéreuses va de
pair avec une certaine dé-différenciation cellulaire, hors les cellules embryonnaires sont généralement peu

méthylés.

Le réle majeur de I’hyperméthylation de I’ADN dans la répression des geénes suppresseurs de
tumeur a conduit au développement de thérapies ciblant ce mécanisme. Ainsi 5-aza-deoxycytidine et 5-
aza-cytydine sont actuellement utilisées comme traitement de syndromes myélodysplasiques et de
certains lymphomes [116]. De nombreux essais cliniques sont en cours sur des tumeurs solides, en
particulier dans le cadre de combinaisons de drogues. Au laboratoire, nous essayons nous aussi ce genre
de combinaison, a un niveau de recherche fondamental, en couplant 5-aza-deoxycytidine et anticorps
activant la voie des récepteurs a dépendances'. Le mécanisme d’action de ces deux molécules et
complexe : certes elles agissent en titrant les DNMT et en induisant une déméthylation passive dans les
cellules proliférantes, mais elles ont aussi un effet cytostatique important. C’est en particulier le cas de la
5-aza-cytydine qui est capable de s’intégrer aux ARN. Ces molécules ont une tres faible durée de vie dans
I’organisme, leur demi-vie sanguine étant de 1’ordre de la demi-heure. D’autres molécules inhibitrices de

la méthylations ont donc été (par exemple la Zébularine) ou sont donc activement recherchées [116].

' Cf infra p 104.
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Comme la méthylation de I’ADN joue un rdéle dans le développement des cancers, il n’est pas
surprenant de constater que les enzymes de la méthylations (DNMT et TET) sont elles aussi impliquées
dans ces pathologies. Ces implications sont toutefois complexes a déchiffrer. Par exemple, une baisse
d’expression de DNMT1 chez la souris suffit a induire la formation de lymphomes [117], tandis que sa
transfection permet une transformation de certaines lignées cellulaires [118]. Si une hausse de
I’expression de DNMT1 est détectable dans certaines tumeurs [119], ce ne semble pas étre un phénomene
généralisé, et ne permet pas d’expliquer les hypométhylations observées. Des mutations de DNMTI,

DNMT3A, DNMT3B et TET2 ont été identifié dans diverses tumeurs [120].

C) Evolution

1) Impact de la méthylation sur I'évolution des génomes
a) Ilots CpG

La désamination spontanée des cytosines méthylées conduit a la formation d’une thymine, et donc
d’une paire non mendélienne T-G. La machinerie de réparation doit prendre en charge ce mésappariement
et le réparer en paire C-G non mutagéne, ou bien en T-A mutagéne. On comprend bien alors pourquoi les
sites CpG méthylés sont considérés comme des points chauds de mutations. Si la paire C-G est & nouveau
méthylée, la méthylcytosine pourra a nouveau se désaminer. Sur le long terme évolutif, les sites CpG
méthylés ont donc tendance a disparaitre pour devenir des sites TpG. Ce mécanisme explique le trés

faible taux actuel du ratio CpG observés / CpG attendus des génomes de mammiféres (de 1’ordre de 0,2).

Comment alors expliquer la présence d’ilots CpG' dans nos génomes ? Trois explications non
mutuellement exclusives peuvent étre invoquées, ici présenté par ordre d’importance : i) ces ilots CpG
sont des régions faiblement méthylées, voir entiérement déméthylées, en particulier dans les lignées
germinales. Les CpG non méthylés ne sont pas des points chauds de mutations ; leur taux de mutation est
similaire au reste du génome. Une fois 1’équilibre atteint, les mutations de ces régions ont donc autant de
chance de détruire des sites CpG que d’en créer de nouveaux, if) ce sont des régions fortement soumises a
la sélection naturelle. En effet plus de la moitié des ilots sont localisés a proximité d’un site d’initiation de
la transcription d’un géne. Une mutation de ces régions a des chances non négligeables d’entrainer une
baisse de la fitness” des individus la portant, de les rendre stériles, ou encore d’étre létale. La sélection
naturelle pourrait donc en partie compenser le taux supérieur de mutation de ces régions, iii) certaines de
ces régions peuvent étre apparues relativement récemment dans 1’histoire de 1’évolution, par duplication

d’un autre ilot par exemple. Ainsi, certains ilots méthylés dans la lignée germinale ne seraient que

' Cf supra p 30.

? Valeur sélective d’un individu, c¢’est & dire quantification mathématique de son potentiel de survie et de
reproduction.
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transitoirement présents, en train d’accumuler progressivement des mutations les conduisant tout droit au

déclassement par un appauvrissement en CpG.

b) Méthylation de 1’ADN et conversion génique biaisée

La conversion génique biaisée (Biased Gene Conversion) est un phénomene subtil pouvant biaiser
certaines études évolutives en faisant croire faussement qu’il y a sélection naturelle entre deux alléles. La
présence d’un tel biais est fortement suspectée dans les génomes de primates [121]. Lors de la méiose, il y
a association des deux chromosomes homologues par association locale des brins d’ADN de chacun des
chromosomes. En cas de polymorphisme, il pourra y avoir mésappariement lors de cette association. Ce
mésappariement peut étre pris en charge par la machinerie de réparation. S’il on est dans le cas ou I'un
des chromosomes est porteur d’un site T-A et ’autre d’un site C-G, il y aura formation d’un
mésappariement T-G (et d’un autre C-A, mais il nous intéresse moins ici). Or la machinerie de réparation
choisit préférentiellement de réparer les mésappariement T-G en paire C-G (et ce afin de compenser
I’hyper-mutabilité des CpG méthylés'). Les principales enzymes pouvant réparer ces mésappariements
sont MBD4? et TDG [122], qu’elles réparent toute les deux en appariement C-G. A terme, I’alléle T-A
pourra donc laisser sa place a 1’allée C-G, non par sélection naturelle mais par biais de réparation de la
machinerie de réparation des mésappariements lors de la recombinaison homologue. Ces biais de
mésappariements étant en partie apparus afin de compenser 1’hyper-mutabilité des cytosines méthylés des
sites CpG, on peut donc dire que la méthylation de I’ADN est indirectement a 1’origine d’un phénomeéne

de conversion génique biaisée observé dans le génome des mammiféres.
2) Histoire évolutive de la méthylation de I’ADN

L’histoire évolutive de la méthylation de ’ADN est complexe. Chez les procaryotes (Bactéries et
Archées), on observe diverses méthylations, dont la 5-méthylCytosine, la 4-méthylCytosine et la 6-
méthylAdénosine. Ces méthylations ont divers rdle, dont la lutte contre les éléments transposables et les
bactériophages via un systéme d’enzymes de restrictions sensibles & la méthylation, qui digérent tout

ADN contenant un site de restriction non méthylé.

Chez les Eucaryotes, la présente de SmC dans le génome varie beaucoup d’un taxon a I’autre,
d’une espéce a l’autre. Ainsi la méthylation de I’ADN semble largement absente des levures
Schizosaccharomyces pombe et Saccharomyces cerevisiae. De méme, les métazoaires Drosophila
melanogaster et Caenorhabditis elegans ont un taux de SmC dans leur génome extrémement faible. On
retrouve en revanche des taux importants de SmC chez les plantes, dont Arabidopsis thaliana et certains

champignons [123] (du genre Fungi), ainsi que chez de nombreux vertébrés, mammiféres et poissons tel

' Cf supra p 24 et p 39.

? Cf infra p 46.
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Danio rerio. Une partie des enzymes méthylant I’ADN et protéines de liaisons a I’ADN méthylés sont
homologues entre plantes et vertébrés (les protéines des familles DNMT et les MBD, entre autre), ce qui
plaide pour une origine précoce de la méthylation de I’ADN chez les eucaryotes, et de multiples pertes

indépendantes dans différents taxons [124].

On peut postuler que la méthylation de I’ADN est d’abord apparue comme un moyen de réprimer
la transcription des éléments transposables afin de limiter leur envahissement du génome, puis que la
machinerie répressive mise en place a été détournée pour permettre des répressions de geénes

spécifiquement dans certains tissus chez les organismes multicellulaires.
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III : Les protéines de liaisons a I’'ADN

méthylé
A) Protéines impliquées
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Figure 10 : Les protéines de liaison a ’ADN méthylé.

mC : site d’interaction avec ’ADN méthylé. A. Famille MBD. MBD : Methyl-CpG Binding Domain. TRD :
Transcription Repression Domain. CXXC : Domaine a doigts de zinc de type CXXC. B. Protéines a doigts de
zinc. Les doigts de zinc de KAISO, ZBTB4 et ZBTB38 s’associant a 'ADN méthylé sont homologues entre
eux, mais sont différents de ceux de ZFP57 et de KLF4. BTB/POZ : BR-c, ttk and bab / Pox virus and Zing
finger. ZF : doigt de zinc (Zinc Finger). KRAB : Kriippel-associated box. C. Famille UHRF. UbL : Ubiquitin-
like domain. TTD : Tandem Tudor Domain. PHD : Plant Homeodomain. SRA : SET and RING finger
Associated domain. RING : Really Interesting New Gene finger domain. D’apres [125]-[127].

UHRF O

La premicre protéine eucaryote identifiée comme étant capable de se lier a I’ADN méthylé, au
moins in vitro, fut purifiée a partir d’extraits nucléaires de placentas humains [128]. Elle fut nommée
Methyl DNA Binding Protein, (MDBP). Il s’avérera par la suite qu’il s’agissait de RFX1 (Regulatory
Factor X 1) [129]. 1l a ensuite été mis en évidence que MDBP/RFX1 se liait avec une plus forte affinité

sur des sites non méthylés de I’ADN in vitro [130]. Enfin, la fixation in vivo de la protéine endogene sur
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de ’ADN meéthylé n’a jamais été formellement démontrée. Sa capacité a se lier in vitro sur de ’ADN
méthylé viendrait de la ressemblance entre la thymine et la méthylcytosine. Ainsi, son site de fixation
consensuel contient une séquence TpG, et elle posséde donc une faible affinité résiduelle pour certains
sites contenant un CpG méthylé. MDBP/RFX1 n’est plus aujourd’hui considérée comme une protéine de
liaison a I’ADN méthylé, mais elle est régulierement retrouvée fixée sur de I’ADN méthylé dans diverses

expériences in vitro [131].

Les protéines cabales de se fixer sur I’ADN méthylé peuvent étre regroupées sous une forme de
famille de protéines non homologues : les methyl DNA binding proteins ou MBP (protéines de liaisons a

I’ADN méthylé). A partir du contre-exemple MDBP/RFX1, on peut tenter de définir cette famille.

Une protéine fait partie des MBP si elle a une plus grande affinité pour une séquence méthylée que
pour toutes autres séquences non méthylées. Ceci est mesurable par exemple par des expériences de
retard sur gel en présence de deux sondes en compétitions. Le répertoire des séquences non méthylés
étant cependant quasi-infini, on ne peut bien siir pas le tester entiérement expérimentalement. Les

protéines décrites comme MBP par cette technique le sont donc jusqu'a preuve du contraire.

Toute protéine qui remplit cette premiére définition et dont la fixation sur de I’ADN méthylé peut
étre démontrée in vivo au niveau endogéne peut étre considérée comme une MBP bona fide. Cela peut
étre fait expérimentalement par des techniques de ChIP (Chromatin immunoprecipitation, immuno-

précipitation de chromatine) associées a des mesures de détections de la méthylation de I’ADN.

Enfin, il s’agit de définir I’aspect principal ou secondaire de I’activité de liaison a ’ADN méthylé
dans la fonction de la protéine. Cela passe par exemple par une quantification du nombre de site de
fixations dépendant de la méthylation par rapport a des sites de fixations indépendant de la méthylation,
pouvant se faire par ChIP-seq (ChIP suivi de séquencage paralléle des fragments d’ADN immuno-
précipités). Ainsi I’importance, sinon 1’existence, d’une activit¢ MBP de KAISO est aujourd’hui remise
en question [132] ; sa place dans la famille des MBP est donc actuellement reconsidérée. De méme, si les
DNMT possédent bien une capacité de MBP', cette derniére n’est que secondaire par rapport a leur

fonction enzymatique. Elles sont communément exclues de la famille des MBP.

A ce jour sont communément admises comme MBP des protéines issues de trois familles
homologues : la famille MBD (possédant un domaine MBD pour MethylDNA Binding Domain, domaine
de liaison a I’ADN méthylé), la famille UHRF (Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains), et des
protéines a domaine doigts de zinc [125]. D’autres protéines sont réguliérement identifiées comme

capable de fixer I’ADN méthyl¢, leur appartenance a la famille MBP demande a étre confirmée.

' Cf supra p 26.
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1) La famille MBD

Adrian Bird et ses collégues ont identifié deux complexes protéiques capables de se fixer
spécifiquement sur de ’ADN méthylé : les complexes MeCP1 [133] et MeCP2 [134] (methyl CpG
binding proteins). La protéine responsable de la fixation du complexe MeCP2 sur I’ADN méthylé fut
identifiée en premier et nommée du nom du complexe : MECP2. Un domaine protéique de cette protéine
fut identifié comme ayant une forte affinité pour I’ADN méthylé : le domaine MBD (methly DNA binding
domain), d’une centaine d’acides aminés [135] et dont la structure tertiaire est maintenant bien
caractérisée (Figure 11) [136]. Il interagit avec le grand sillon de la double hélice d’ADN. Par homologie
de séquence avec ce domaine MBD, d’autres protéines de cette famille furent identifiées : MBD1, MBD2,
MBD3 et MBD4 [137], puis MBDS5 et MBD6 [138]. Il se trouvera que MBD2 est en fait la protéine
responsable de la fixation du complexe MeCP1 sur ’ADN méthylé [139], [140], elle aurait donc pu
s’appeler MECPI1.

Les domaines MBD de MECP2, MBDI1 et MBD2 ont une forte affinité pour ’ADN méthylé in
vitro [137]. 1ls sont utilisés dans différents protocoles de précipitation d’ADN précipités (MeDP, Methyl
DNA Precipitation) avec une efficacité au moins égale aux anticorps utilisés pour réaliser des

immunoprécipitations d’ADN méthylé¢ (MeDIP, Methyl DNA Immuno Precipitation) [141].

a) MECP2

Le géne MECP2 est situé¢ chez I’Homme sur le chromosome X (Xq28). Il est exprimé de fagon
ubiquitaire, comme la plupart des MBP, mais son niveau d’expression varie beaucoup d’un tissu a I’autre
[142]. MECP?2 est ainsi fortement exprimé dans les neurones, a des taux proches des protéines histones.
Deux transcrits alternatifs ont été identifiés pour MECP2, MECP2A étant le plus long, MECP2B
n’intégrant pas le petit exon 2. Les protéines MECP2A et MECP2B différent donc essentiellement a leur
extrémité N terminale, sans qu’un réle spécifique de I’une des deux isoformes n’ait pu étre identifié a ce

jour.

La protéine MECP2 contient deux principaux domaines protéiques : un domaine MBD responsable
de sa fixation a ’ADN méthylé, et un domaine TRD (Trans Repressive Domain). Ce domaine TRD
permet le recrutement de complexes répresseurs, pour MECP2 essentiellement SIN3A [143]. Ce
complexe contient entre autre des enzymes modifiant les queues d’histones, HDAC et HMT. MECP?2 fait
donc le lien entre méthylation de I’ADN et désacétylation et méthylation des queues d’histones, tout

comme d’autres MBP répressives.

MECP2 est connu pour son implication dans le syndrome de Rett, syndrome de retard mental
féminin. Son origine est en effet imputée a des mutations du genes MECP2 [144]. Des souris femelles
Mecp2” développent un phénotype pouvant étre 1’équivalent murin de ce syndrome [145]. MECP2 serait

indispensable au bon développement embryonnaire chez ’homme. En effet, les embryons X" ™/ y
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seraient non viables [144]. Des duplications de MECP2 sont aussi la cause de troubles neuronaux
observés chez certains patients, hommes ou femmes. Le syndrome en question est nommé Syndrome de la

duplication du gene MECP2 (ou MECP?2 duplication syndrome) [146], [147].

In vitro, MECP2 présente une affinité préférentielle pour les sites CpG flanqués d’adénines ou de
thymines [148], ce qui pourrait expliquer une partie des spécificités de liaisons a ’ADN méthylés
observées in vivo. Dans les neurones, son abondance serait telle qu’elle perdrait sa spécificité de liaison.
Ainsi sa fixation sur le génome des neurones est principalement corrélée a la densité locale en sites CpG
[142]. MECP2 est capable d’interagir directement avec les nucléosomes, en particulier lorsqu’ils sont
méthylés au niveau H3K9 [149], et est capable d’induire directement une compaction de la chromatine
[150]. Ainsi elle pourrait jouer un role similaire a la protéine HP1 dans certains types cellulaires, dont les
neurones. MECP2 semble en particulier fortement impliqué dans le développement des neurones

GABAergique et glutamatergiques [151].

MECP?2 est entre autre capable d’interagir directement avec MBD2 [152] et la protéine Hungtintine
[153], et est capable de se dimériser [152].

b) MBD1

MBD] est chez I’homme situé sur le chromosome 18 (18q21). Au moins 14 isoformes de son ARN
messager ont été identifiées a ce jour ; il existe donc de nombreux variants de la protéine MBD1, encore

mal caractérisés, et mesurant entre 50 et 70 kDa.

En plus du domaine MBD, MBD1 posséde un domaine TRD capable de recruter des complexes
répresseurs SUV39H1 [154] et SETDBI1 [155]. Elle posséde aussi trois domaines a doigts de zinc de type
CXXC. Ces domaines permettraient a MBDI1 de se lier sur ’ADN de fagon indépendante de la
méthylation, sur des séquences CpG non méthylés [156]. Le domaine MBD de MBDI1 semble lier
préférentiellement les sites TmeCGCA ou TGmeCGCA, mais cette préférence de séquence est faible

[157].

Les souris invalidés pour MBD1 sont viables et fertiles, mais présentent des problémes de
différentiations neuronales, un comportement proche de D’autisme [158], ainsi qu’une instabilité
génomique liée a la réexpression de rétrovirus endogenes murins, les IAP (intracisternal A particle)

[159].

c) MBD2

MBD2 humain est autosomique (18q21), proche de MBDI. 1l posséde un domaine MBD a forte
affinité pour les sites CpG méthylés, mais a faible spécificité de séquences adjacentes [160]. On retrouve

dans la partie N-terminale de MBD2 des domaines de type GR repeats.
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Le géne MBD2 humain code pour au moins quatre isoformes distinctes. MBD2a, la plus longue
(414 acides aminés) se distinguerait de MBD2b en ayant potentiellement une activité activatrice de la
transcription [161]. MBD2c serait un troisiéme variant spécifique des cellules souches et participerait a
leur maintient a I’état pluripotent [162]. Enfin, un quatriéme variant est spécifique des testicules ; sa

fonction est mal caractérisée.

La cristallisation du domaine MBD de MBD2 de poulet avec un fragment d’ADN méthylé

montrerait une préférence pour les sites mCpGpG (et leurs complémentaires CpmCpG) [163].

MBD?2 posséde un TRD capable de recruter les complexes NuRD [164], [165] et SIN3A [166].

Elle est donc capable de recruter des complexes répresseurs de la transcription sur I’ADN méthylé.

Chez la souris, le KO mbd2 donne des animaux viables et fertiles [167]. Les souris présentent
cependant des anomalies de comportement (disparition de I’instinct maternel) et un certain nombre
d’expressions aberrantes de génes, notamment dans les lymphocytes T [168], [169]. Un croisement de ces

Min/+ . .
C™™" a montré que les souris

souris avec un modele de prédisposition aux tumeurs intestinales AP
Apc™* Mbd2” étaient moins susceptibles de développer des tumeurs que les souris Apc™™" Mbd2""*
[170]. Ceci suggere un role pour MBD2 dans 1’échappement tumoral : MBD2 assurerait la répression
transcriptionnelle de génes suppresseurs de tumeurs hyperméthylés lors de la transformation. C’est en
particulier le cas du geéne Lect2, de la signalisation Wnt [171]. Une invalidation de MBD2 par ARN

interférence est capable de réduire la tumorigénicité de lignées tumorales mammaires humaines, en partie

via une réexpression du géne pro-apoptotique DAPK1 [172].

MBD?2 intervient dans la différentiation cellulaire, en réprimant 1’expression de génes de manicre
tissus-spécifique. Par exemple, le géne TFF2 est méthylé dans le colon et le duodénum, mais n’est
réprimé que dans le colon, par MBD2 [173]. MBD2 participe a la répression transcriptionnelle de la
globine embryonnaire e-globin [174]. MBD2 contréle aussi la différenciation des lymphocytes TH17 en
réprimant dans ces cellules Thx21 et Hlx [175]. Les souris Mbd2 " sont d’ailleurs résistantes au modéle de

maladie auto-immune encéphalomyélite auto-immune expérimentale [175].

Il a été suggéré que MBD2 jouerait un réle dans la déméthylation active de I’ADN, voir qu’elle

posséderait une activité déméthylase, mais ces fonctions sont controversées et demandent confirmations.

Le laboratoire a publié précédemment une étude de la distribution de MBD2 endogéne sur les
promoteurs des génes des cellules HeLa par ChIP on chip, démontrant que MBD2 est globalement
associé au promoteurs de génes méthylés et non liés par ’ARN polymérase 2 [176]. Des ChlPseq dirigés

contre des protéines MBD?2 tagguées ont confirmé ce résultat [160], [177], [178].

d) MBD4
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MBD4 (3921.3 chez ’Homme) est capable de se lier a I’ADN méthylé via son domaine MBD. Il
pourrait jouer un rdéle de répresseur transcriptionnel dépendant de la méthylation, notamment des génes
codant pour les protéines pl6 [179] et p21 [180] via SIN3A. Sa fonction la mieux caractérisée est
toutefois son activité enzymatique Thymine-DNA Glycosylase, impliquée dans la réparation des
mésappariements T-G en paires mendéliennes C-G [181]. Ces mésappariements T-G sont fréquemment le

résultat d’une déamination spontanée des cytosines méthylées .

Les souris ko pour Mbd4 sont viables et fertiles, mais présentent un taux de transition des cytosines
vers les thymines anormalement élevées, en particulier au niveau des sites CpG [182]. Elles sont aussi

plus susceptibles de développer des tumeurs dans un contexte APC™™"*

, sans doute du fait de leur hyper-
mutabilitt. MBD4 serait capable de recruter FADD sur les sites de réparation de I’ADN, et

éventuellement d’activer I’apoptose en cas d’accumulation de dommages non réparés [183].

e) MBD3

MBD3 posséde un domaine homologue au MBD de MECP2, MBD1 et MBD2, mais ce dernier
n’est pas capable de lier ’ADN méthylé [184]. Ainsi, si MBD3 appartient a la famille homologue MBD,

elle n’appartient pas a la famille fonctionnelle des MBP.

MBD3 est situé chez I’Homme sur le chromosome 19 (19p13.3). Il interagit avec - ou fait partie du
- complexe répresseur NuRD [185]. Des données contradictoires existent concernant son interaction avec
MBD2 (MBD?2 interagit elle aussi avec NuRD). Le Guezennec et al. [186] présentent que MBD2 et
MBD3 sont mutuellement exclusifs au sein du complexe NuRD, d’autres articles supportent le fait que
MBD?2 et MBD3 puissent faire partie des mémes complexes protéiques [160], [167]. Le KO mbd3 chez la
souris entraine une mort embryonnaire précoce [167], qui serait associée a son role dans le complexe
NuRD. Ce dernier est en effet essentiel au bon développement embryonnaire, en assurant la correcte
répression de génes dans différents lignages. La déplétion MBD?3 serait capable de grandement augmenter
I’efficacité de I’induction a un retour a 1’état pluripotent (iPS — Induced Pluripotent Stem cells) par les

facteurs OSKM [187], sa surexpression aussi [188].

Un article a proposé que MBD3 serait capable de se fixer spécifiquement sur la 5-
hydroxyméthylCytosine [189], mais cela ne semble pas avoir été confirmé par d’autres études [177],

[190], [191].

f) MBD5, MBD6 et autres protéines a domaine MBD

D’autres protéines posseédent un domaine MBD mais ne semblent pas capables de lier ’ADN

méthylé. C’est le cas de MBD5 et MBD6 [138], deux protéines capables de recruter le complexe

' Cf supra p 24.
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Polycomb PR-DUB sur certaines régions de ’ADN [192]. MBDS5 serait le géne responsable du syndrome
rare de la micro-délétion 2q23.1 [193].

On retrouve un domaine MBD chez les protéines SETDB1 et SETDB2, des histones
méthyltransférases, et chez BAZ2A et BAZ2B, des protéines présentement dans des complexes de

remodelage de la chromatine [194].

MBD3LI1, MBD3L2, MBD2L3L (LOC729458), MBD3L3, MBD3L4 et MBD3L5 sont des génes ou

pseudogenes présentant des homologies avec MBD3 (et MBDZ2), mais ne possédent pas le domaine MBD
[195]. MBD3L1 et MBD3L2 interagissent avec le complexe NuRD [196], [197].

Figure 11 : Domaines de liaisons a ’ADN méthylé.

Vert : Domaines protéiques de liaison a ’ADN méthylé mettant en évidence les hélices alpha et feuillets
béta. La double hélice d’ADN est représentée sous forme de boules de couleurs. Rose: groupe méthyl
des 5-méthylcytosines. Blanc : autres carbones. Bleu : azotes. Rouge : oxygenes. Orange : phosphores. A.
domaine MBD de MECP2 (PDB 3C2I). B. Domaine MBD de MBD2 (PDB 2KY8). L’interaction du domaine
MBD de MBD2 avec ’ADN méthylé est grossierement similaire a celle de MECP2. C. Domaine SRA de
UHRF1 (PDB 3F8I). Le domaine SRA sort la cytosine méthylée de la double hélice. D-F. Domaines a doigt
de zinc de KAISO (D, PDB 4F6N), ZFP57 (E, PDB 4M9E) et KLF4 (F, PDB 4GZN) en contact avec de ’ADN
méthylé. La position des deux hélices vis-a-vis des cytosines méthylées differe d’'une protéine a I'autre.

2) Les MBP a doigts de zinc
a) KAISO - ZBTB33

KAISO (Xq23) fut d’abord identifié comme étant un transducteur de la voix B-caténine via son

interaction a la p120-caténine. L’interaction avec la p120-caténie empéche KAISO de se fixer sur ses
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cibles dans le noyau [198]-[200]. In vitro, cette protéine est capable de se fixer a ’ADN de fagon
bimodale : elle peut se fixer d’une part sur les sites non méthylés CTGCNA [198]; et d’autre part sur les
sites bi-méthylés "CG™CG [201]. La structure de ses doigts de zinc interagissant avec de I’ADN méthylé

ou non a été obtenue par résonnance magnétique nucléaire (RMN) [202].

KAISO contient trois domaines a doigts de zinc responsables de son interaction avec I’ADN, ainsi
qu’un domaine POZ/BTB. Elle fait partie de la grande famille de facteur de transcription ZBTB, son nom
officiel chez ’'Homme est d’ailleurs ZBTB33. Par homologie de séquence de ses domaines a doigts de
zinc, G Fillion ef al. [203] ont identifié deux autres protéines de cette famille capables de se fixer a

I’ADN méthylé : ZBTB4 et ZBTB38.

KAISO est capable de recruter le complexe répresseur N-CoR [204], et peut donc jouer un role de
répresseur transcriptionnel. Il réprimerait de nombreuses cibles de la voie Wnt [199]. Les souris KO pour
Kaiso sont viables et fertiles [205]. Elles présentent une hypertrophie de la rate, probablement due a une
surexpression de Bcl6 [206]. Tout comme les souris mbd2 KO, elles présentent une résistance a la
formation de tumeur dans le modéle de prédisposition génétique APCY™" [205]. En revanche, xKaiso
semble essentiel au bon développement du Xénope : sa délétion entraine une réexpression précoce de

nombreux genes, ce qui induit un arrét du développement dés le stade blastula [207].

Une étude [131] suggére qu’in vitro, Kaiso serait capable d’interagir a la fois avec la

méthylcytosine et I’hydroxyméthylcytosine.

Récemment, une analyse par ChIP-seq des sites de fixation réalisée par ENCODE et analysés par
A. Blatter et al. [132] n’a révélé aucune association préférentielle de KAISO sur de I’ADN méthylé in
vivo dans des cellules humaines. Cette étude l1éve donc un doute sur la réalit¢ d’une fonction MBP de
KAISO in vivo chez I’Homme, et par extension remet aussi en cause les fonctions MBP de ZBTB4 et
ZBTB38. D’autres études sont donc nécessaires pour conclure, en particulier en variant ’anticorps utilisé

pour ce ChlPseq.

b) ZBTB4

Le facteur de transcription ZBTB4 (17p13.1) est lui aussi capable de se lier a I’ADN de fagon
bimodale via ses domaines a doigts de zinc : d’une part sur des sites non méthylés C(C/T)GCCATC,
d’autre part sur des sites méthylés (C/A)"CGC(C/T)AT [130]. Il est capable d’interagir avec ZBTB38
[203] et de recruter le complexe répresseur SIN3A [208].

De méme que pour KAISO, ZBTB4 [131] semble capable d’interagir a la fois avec la

méthylcytosine et I’hydroxyméthylcytosine in vitro.

Les roles de cette protéine décrits a ce jour sont largement indépendants de son activité de liaison a

I’ADN méthylé. Il est capable de se fixer sur le promoteur de p21 (CDKN1A4) de fagon indépendante de la
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méthylation de I’ADN, et de réprimer sa transcription [208]. ZBTB4 entrerait aussi en compétition avec
les protéines Sp pour la fixation sur leurs sites de liaisons [209]. ZBTB4 voit son expression fréquemment
diminuer dans les cancers mammaires, en partie via 1’activation des microARN miR17-92 [209]. 11 aurait

un role suppresseur de tumeur.

c) ZBTB38

Le facteur de transcription ZBTB38 (3q23), aussi nommé Cibz chez la souris, se fixe in vitro sur
les sites d’ADN méthylés (C/A)"CGC(C/T)AT [130]. Des SNP (Single Nucleotide Variations) de
ZBTB38 ont été impliqués dans la régulation de la taille humaine [210] et bovine [211], mais le

mécanisme sous-jacent a cette association n’a pas encore été ¢lucidé.

ZBTB38 est capable de recruter le complexe répresseur CtBP/HDAC [212]. 1l interviendrait dans
la régulation de la réplication de ’ADN et dans la stabilité des sites fragiles [213]. Il réprime de fagon
dépendante de la méthylation la myogénine [214].

d) ZFP57

ZFP57 est une autre protéine a doigts de zinc qui est capable de se fixer sur de ’ADN méthylé
[215]. Elle reconnait en particulier les sites TGC™CGC [216]. Les oocytes des souris Zfp57" n’arrivent
pas & établir ’empreinte parentale maternelle, et les zygotes Zfp357” n’arrivent pas & maintenir I’empreinte
paternelle et maternelle [217]. ZFP57 permet en effet le maintien de ’empreinte parentale via le
recrutement de DNMT1 sur certaines régions méthylées via le complexe KAP1/TRIM28/TIF1p [218].
Des mutations de ZFP57 seraient impliquées dans certains diabétes néonataux [219], probablement en

lien avec les génes soumis a 1’empreinte /GF2 et IGF2R’.

e) KLF4

Une étude de Hu et al. [220] de screening a grande échelle d’interaction entre facteurs de
transcription et sondes d’ADN méthylés a permis d’identifier 41 facteurs capables de se fixer in vitro a
I’ADN méthylé, le plus souvent de fagon spécifique des séquences adjacentes aux CpG méthylés. Parmi
ces 41 candidats’, les auteurs se sont concentrés sur KLF4, le facteur de transcription célébre pour son
appartenance au groupe des quatre facteurs capables d’induire un retour a 1’état pluripotent « OSKM »
[221]. Ils ont validé in vivo par ChIPseq sur la protéine endogéne que pres de 25% des sites de fixations
de KLF4 dans les cellules humaines H1 étaient méthylés. KLLF4 se fixerait sur I’ADN méthylé via I’un de

ces deux domaines a doigts de zinc de type C2H2. KLF4 est donc bien selon cet article une MBP.

' Cf supra p 20.

* Cf infra p 52.
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Cette fixation de KLF4 sur ’ADN méthylé a été découverte simultanément dans une autre étude
chez la souris [131]. Dans cette dernicre, les auteurs ont identifié par spectrométrie de masse les protéines
interagissant avec les cytosines nues, les 5-méthylcytosines, les 5-hydroxyméthylcytosine, les 5-
formylcytosines et les 5-carboxyméthylcytosine a partir d’extraits de cellules souches embryonnaires
(ES), de précurseurs neuronaux, et de cerveaux. Parmi les nombreuses protéines' capables de se lier a
I’ADN méthylé, les auteurs ont identifiés KIf2, Kif4 et KIf5. Enfin, un troisi¢éme article [127] présente
une mesure de son affinité pour les sites méthylés, qui est 1égérement supérieure a celle pour ses sites non
méthylés, et a réussi a obtenir la structure de ses doigts de zinc en interaction avec de I’ADN méthylé par

cristallographie au rayons X.

3) La famille UHRF
a) UHRF1

UHRF1 (ou ICBP90 ou Np95) (19p13.3) reconnait I’ADN méthylé via son domaine SRA. Comme
le domaine DNMT, ce domaine « sort » la cytosine méthylée de la double hélice (flip out, Figure 11)
[222]. Contrairement aux DNMT qui « sortent » la cytosine non méthylée, UHRF1 « sort » la cytosine
méthylée. In vitro UHRF1 a une plus grande affinité pour les sites CpG hémi-méthylés que pour les sites
CpG bi-méthylés [70]. Elle est de plus capable d’interagir avec DNMT1 [70], [223]. Cette protéine
jouerait donc un réle dans la maintenance de la méthylation de I’ADN lors de la réplication en recrutant
DNMT]1 sur les sites hémi-méthylés. Ce réle de UHRF1 dans la maintenance de la méthylation de I’ADN
expliquerait la létalité embryonnaire précoce observée chez les souris UhrfI”" [223]. Les cellules ES
UhrfI”" présentent un taux de méthylation de I’ADN fortement diminué, et présentent une réexpression de

genes et d’¢léments répétés normalement réprimés par la méthylation de I’ADN.

UHRF1 semble aussi capable de réprimer la transcription de génes, dont Rb [224], pl/6INK4A et
pI4ARF [225], p21 [226] et BRCAI [227]. Cette répression passerait par le recrutement de 1’histone
méthyltransférase G9a et de 1’histone désacétylases HDACI. Il est cependant difficile de distinguer le
role répresseur direct du role de maintenance de la méthylation du promoteur de ces génes, un défaut de

maintenance de la méthylation pouvant conduire a leur réexpression.

Les domaines PHD et TTD d’UHRF1 seraient capables d’interagir avec les lysines 9 des histones 3
lorsqu’elles sont tri-méthylées [228], [229]. UHRF1 est donc susceptible d’étre recrutée sur des zones
d’hétérochromatines par cette marque, ce qui pourrait induire leur méthylation de novo. En effet, UHRF1

est aussi capable d’interagir avec DNMT3A / DNMT3B [230].

b) UHRF2

' Cf infra p 52.
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La protéine UHRF2 (9p24.1) ne présenterait une affinité pour la méthylation de I’ADN que lorsque
qu’elle est aussi liée a la marque K3K9me3 par son domaine TTD [231]. Son expression augmente au
cours de la différenciation cellulaire [231]. Contrairement a UHRF1, UHRF2 ne semble pas impliquée
dans la maintenance de la méthylation au cours de la réplication [232]. En revanche, le domaine SRA de
UHRF2 aurait une affinité préférentielle pour la 5-hydroxyméthylCytosine [131], [233]. Sa fonction in
vivo pourrait donc ne pas dépendre de la méthylation de I’ADN mais plutot de I’hydroxyméthylation de
I’ADN, et le statut de MBP de UHRF2 reste a confirmer. UHRF2 est recrutée sur les sites de réparation
de I’ADN dans les cellules musculaires lisses squelettiques, et participerait au recrutement et/ou a la
phosphorylation du variant d’histone H2AX [234], elle est capable d’interagir avec la protéine MPG de la
voix de réparation BER (tout comme UHRF1) [235]. Tout comme UHRF1, UHRF2 possede une activité
ubiquitine ligase de type E3, capable notamment d’ubiquitiner p53 [236]. Elle pourrait aussi jouer un role

dans la régulation du cycle cellulaire [237].
4) Et d’autres protéines

D’autres protéines de notre génome sont certainement capables de fixer I’ADN méthylé in vivo. La
famille des MBP grandit et grandira probablement au fil des années: d’ores et déja de nombreux

candidats poussent a la porte.

Le séquengage complet du génome humain et des analyses par homologie de séquence font qu’il
est peu probable que les familles homologues MBD et UHRF s’agrandissent. Des pseudogeénes
homologues a ces familles ont été identifiés, par exemple LOC728688/UHRF3 [238]. Le nombre de
protéines MBD et UHRF possédant une activitt MBP et donc probablement déja fixé, méme si

I’importance de cette activité MBP dans le réle de ces protéines peut étre remis en cause.

En revanche, les facteurs de transcriptions a doigts de zinc en général, et les protéines ZBTB en
particulier fournissent un répertoire protéique conséquent dont nous sommes loin d’avoir découvert tous
les sites de fixation possible. Le mécanisme de liaison des doigts de zinc de KAISO avec I’ADN méthylé
étant relativement « banal », il est probable que d’autres protéines a doigts de zinc se révelent capables
d’interagir spécifiquement in vivo avec ’ADN méthylé [125]. De méme, la découverte d’un nouveau

domaine d’interaction a I’ADN méthylé n’est pas a exclure.

Deux expériences récentes visant a identifier des protéines liant ’ADN méthylé par des approches
in vitro ont retenus mon attention. Dans les candidats identifiés de la premicre [220], on trouve les
protéines a doigts de zinc DIDO1, GATA3, GATA4, PPARG, RNF138, RXRA, SCAPER, ZCCHC7,
ZNF114, ZNF416, ZNF461 et ZNF695, la protéine a homeobox HOXAS, et la protéine E2F3.
L’interaction de certains de ces facteurs avec I’ADN méthylé a été vérifié in vivo en surexpression. La
réalité physiologique de ces interactions et 1’identification de leurs fonctions éventuelles demandent
cependant de nouvelles études. Une expérience préliminaire de cet article montre que HOXAS et DIDO1

sont capables d’induire la transcription de génes rapporteurs inclus dans des plasmides méthylés. Ils
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agiraient donc comme activateurs de la transcription autour de ces sites méthylés. Dans les trés nombreux
candidats de la deuxieme étude [131], réalisée chez la souris, on retrouve les protéines a doigts de zinc
Gata2a, Gata2b, Zbtb40, Zbtb44 Z{p295, Zfp597 et Zfp710, les protéines a domaine homeobox Hox1.3,
Hox2.4, Hoxb9, Nkx2.2, Pbx3, Zth4, Zfh5 et les protéines a domaine WH (winged-helix) Kansll,
Rfxank, Rfxap, Rfx3, Rfx4, Rfx5. De méme, la réalité physiologique de ces interactions demande a étre
confirmée. Notons que cette étude a identifié de nombreux facteurs interagissant spécifiquement avec la
5-hydroxymethylcytosine, et un nombre plus restreint de facteurs capables d’interagir avec plusieurs état

de modification des cytosine dans un méme contexte, soit C et mC, soit C et hmC, soit mC et hmC.

RBPJ, un facteur de transcription de la voix notch, est capable de se fixer in vitro sur de I’ADN
méthylé, d’une facon séquence spécifique [239]. La présence de RBPJ in vivo sur un site méthylé n’a

cependant pas encore été¢ mise en évidence a notre connaissance.

B) Redondances et spécificités des MBP

MBP Séquence préférentielle de , .
répressive fixation in vitro Represseurs recrutes
MECP2 "CGNn1(A/T)n2 (n15=2, n25=a) SIN3A

MBD1 T"CGCA, TG™GCA SUV39H1, SETDB1
MBD2 "CGG NuRD, SIN3A

MBD4 mésappariement TG - G™C SIN3A

KAISO ™CG™CG, CTGCNA N-CoR

ZBTB4 (C/A)™CGC(C/T)AT, C(C/T)GCCATC SIN3A

ZBTB38 (C/A)"CGC(C/T)AT, ? CtBP/HDAC

ZFP57 TGC™CGC DNMT1/KAP1
UHRF1 sites hémi-méthylés "CG - GC DNMT1, G9a

Tableau 4: Sites préférentiels de fixations des MBP répressives et répresseurs transcriptionnels
recrutés.
mC : 5-méthylCytosine. N : A, T, C ou G. Références citées dans le texte ci-dessus, II-A p 44.

1) Spécificités des MBP répressives

De nombreuses MBP sont capables d’assurer le lien entre méthylation de I’ADN et répression
transcriptionnelle : MECP2, MBD1, MBD2, MBD4, KAISO, ZBTB4, ZBTB38, ZFP57, et UHRF1'. On
peut regrouper ces protéines sous le terme de « MBP répressives ». Une grande partie de ces protéines est
exprimée de facon ubiquitaire, méme si leurs niveaux d’expressions peuvent varier d’un tissu a 1’autre.

Quelle est donc la part de redondance et de spécificité de ces protéines ?

' Cf supra p 42.
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Si toute ces MBP sont par définitions capables de lier spécifiquement ’ADN méthylé, elles n’en
ont pas moins de fonctions différentes, voir spécifiques. Ainsi, chez la souris sont observés des
phénotypes spécifiques des MBP invalidées, ce qui démontre que les MBP ne sont pas totalement
interchangeables. MBD4 est par exemple la seule MBP impliquée dans la réparation de I’ADN (plus
précisément dans la réparation des mésappariements T-G). UHRF1 est la seule a avoir été fortement
impliquée dans la maintenance de ’ADN méthylé lors de la réplication (et dans une moindre mesure,
ZFP57 au niveau des sites a empreinte parentale). Certaines MBP possédent des fonctions indépendantes

de leurs liaisons a I’ADN méthylés. Ces fonctions peuvent leur étre spécifiques.

Mais des différences significatives existent au coeur méme de [’activité de recrutement de
complexes répresseurs sur des régions méthylées du génome, que ’on peut résumer ainsi: les MBP
répressives ne se lient pas toutes aux mémes endroits, et ne recrutent pas toutes les mémes complexes
répresseurs. In vitro, les MBP répressives s’associent a I’ADN méthylé de facon plus ou moins
dépendante du contexte dans lequel le site CpG méthylé est placé (Tableau 4). Certaines présentent des
spécificités pour des séquences plutdt longues (ZBTB4, ZBTB38), d’autres pour des séquences plus
courtes (KAISO, MECP2, MBD1), d’autres enfin ne présentent que peu de spécificités in vitro (MBD2).
Méme si ces spécificités de liaisons demandent a étre confirmées in vivo (elles n’ont en tout cas pas été
retrouvées par ChIPseq sur les protéines taguées MECP2, MBD1, MBD2 et MBD4 [177]), elles laissent a
penser que les sites de fixations des MBP répressives ne sont pas strictement chevauchants. Le laboratoire
a par exemple observé qu’un locus du promoteur BRACI/NBR2 dans les cellules HeLA est 1ié par MBD2,
mais pas par MECP2 ou MBDI, et ce méme apres déplétion de MBD2 par siRNA [240]. MBD2 est
parfois spécifiquement recrutée sur des zones d’ADN pas ou peu méthylé via son interaction avec MBD3
et d’autres membres du complexe NuRD [160], [177]. Le niveau d’expression des MBP varie d’un tissu a
I’autre, ce qui peut influer sur le nombre et la spécificité de leurs sites de fixations. Ainsi MECP2 et bien
plus fortement exprimé dans certains neurones, ou elle lie plus de sites méthylés avec une spécificité de
séquences réduite [142]. Seule MBD2 a été impliquée dans la répression de Xist sur le chromosome X
actif des cellules femelles [103], tandis que MBD1 participe & I’inactivation du chromosome X inactivé

[241]. MECP?2 participerait a I’inactivation de Tsix sur le chromosome X inactivé [242].

Les MBP répressives ne recrutent pas non plus les mémes complexes répresseurs (Tableau 4). Elles
peuvent donc avoir des propriétés répressives différentes dépendant du complexe recruté (modifications

de queues d’histones spécifiques, force et étendue de la répression variable, etc.).

Ces indices suggérent donc que les MBP répressives ont bien des fonctions spécifiques, et ce méme
dans la répression transcriptionnelle liée a la méthylation de I’ADN. Ceci est corroboré par leurs
implications différentielles dans diverses maladies. Seule MECP2 a été¢ impliquée dans le syndrome de
Rett'. Dans le cancer du sein, tandis que ZBTB4 est assez largement sous-exprimée [209], MBD2 est

surexprimée dans une partie des tumeurs [243]. De méme, MBD2 seule semble étre impliquée dans la

' Cf supra p 44.
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physiologie des cellules T régulatrices, et jouerait potentiellement un réle dans I’établissement des

maladies auto-immunes'.
2) Redondances possibles au sein des MBP répressives

Si I’existence de fonctions spécifiques a chacune des MBP semble indéniable, plusieurs arguments

plaident en faveur d’un certain degré de redondance entre les MBP répressives.

Tout d’abord, les KO (knock out) des MBP répressives MECP2, MBD1, MBD2 et KAISO sont
viables et fertiles, et ne présentent que des phénotypes modérés. En revanche, les KO DNMT1 et DNMT3
sont létaux a 1’état embryonnaire, en lien avec les roles essentiels assurés par la méthylation de I’ADN
lors du développement embryonnaire. On s’attendrait a ce que les KO des interprétes principaux de la
méthylation de I’ADN aient un phénotype comparable sinon similaire a celui des enzymes établissant
cette marque épigénétique. Or ce n’est pas le cas, ce qui laisse a penser qu’en absence d’une MBP
répressive, d’autres prennent le relai. Pour essayer de démontrer cette redondance, des doubles KO
Mecp2/Kaiso et triples KO Mecp2/Mbd2/Kaiso ont été générés, donnant naissance a des individus viables
et fertiles et dont les phénotypes peuvent se résumer a la simple addition des phénotypes des KO simples
[244]. On peut émettre quatre hypothéses expliquant cette dissemblance entre phénotypes des KO Dnmt
et des KO de MPB répressives : i) les combinaisons testées en KO jusqu'a présent ne sont pas les
« bonnes ». On peut se demander ce que donnerait un KO Mecp2/Mbd1/Mbd2, ou une invalidation de
toute les MBP répressives. if) d’autres MBP répressives importantes existent et n’ont pas été décrites. #if)
I’effet de la méthylation sur la transcription passe principalement par 1’éloignement des facteurs de
transcriptions activateurs ; les MBP répressives ne joueraient qu’un rdle secondaire. iv) le phénotype
observé dans les KO Dnmt n’est pas principalement lié¢ a leur activité enzymatique sur ’ADN (hypothése

la moins vraisemblable).

La faible spécificité de séquence de MECP2, MBD1 et MBD?2 fait qu’on les retrouve fréquemment
sur les mémes régions méthylés. Cela a été démontré a 1’échelle du génome en surexprimant des MBD
taggués [177], ou bien sur les protéines endogénes sur un plus faible nombre de régions [245]. Autre
exemple, le géne CDKNIA (p21CIP1) peut étre réprimé par MBD4 [180], ZBTB4 [208] ou UHRF1
[226]. Plus artificiellement, dans des fibroblastes murins KO pour Mbd2, la répression transcriptionnelle
des plasmides méthylés est partiellement levée. Or une surexpression de Mecp2 [246], Kaiso, Zbtb4 ou
Zbtb38 [203] permet de rétablir en partie ou complétement cette répression. Dans cette expérience, certes
artificielle mais fonctionnelle, plusieurs MBP sont donc bien capables de remplacer fonctionnellement

I’absence de MBD?2.

' Cf supra p 45.
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C) MBP et cancers

Au vu du réle important joué¢ par la méthylation de ’ADN dans les cancers, les MBP ont été

intensément étudiées dans ces pathologies.

De nombreuses MBP participent a la répression de génes suppresseurs de tumeurs dans les cancers,
fréquemment suite a I’hyperméthylation de leur promoteur [245]. Cela leur conférait des propriétés pro-
oncogéniques. Ce role pro-oncogénique des MBP a été confirmé expérimentalement. Les souris Mbd2"
[170] ou Kaiso™ [205] sont ainsi plus résistantes a la formation de tumeurs dans un contexte APCM™* De
méme, une déplétion de MBD2 par shARN diminue la tumorigénicité de plusieurs lignées cellulaires
mammaires [172]. Cependant, ZBTB4 aurait lui un réle anti-oncogénique, et pourrait méme &tre un géne

suppresseur de tumeur dans les cancers du sein [209]. Cette activité suppresseur de tumeur de ZBTB4

viendrait plutdt de ses fonctions indépendantes de sa fixation sur I’ADN méthylé.

Les profils d’expressions des MBP sont parfois altérés dans les cancers. MBD2 et MECP2 sont
surexprimés dans certains cancer du sein [243], tandis que ZBTB4 est plus généralement perdu dans ces

cancers (sa perte serait en partie dii a [’activation d’un miRNA) [209].

Les propriétés pro-oncogénique de certaines MBP en font des cibles potentielles de nouvelles
épithérapies [247]. Une invalidation de MECP2, MBD1 ou MBD2 par siRNA dans des cellules
cancéreuses aboutit a la réexpression de geénes suppresseurs de tumeurs [248], [249]. Des petites
molécules inhibitrices des MBP répressives, en particulier les MBD, sont activement recherchées par
plusieurs laboratoires, dont le nétre. Deux domaines peuvent étre visés : le domaine MBD, afin d’inhiber
I’interaction ADN méthylé — MBD, et les domaines TRD afin d’inhiber le recrutement de complexe
répresseurs sur des promoteurs hyperméthylés liées pas ces MBD. Ces petites molécules pourraient
entrainer une réexpression des geénes suppresseurs de tumeurs perdus dans les cancers par
hyperméthylation du promoteur [247], [249]. Elles pourraient remplacer ou étre complémentaires aux

drogues ciblant les DNMT (Décitabine, Azacytidine).
D) Histoire évolutive

Des protéines a domaine MBD ont ét¢ identifiées dans le génome de plantes, notamment 13 dans le
génome d’Arabidopsis thaliana et 17 dans le génome du riz [250]. Parmi celles-ci atMBD4, atMBDS5,
atMBD6, atMBD7 et atMBD11 sont capables de lier I’ADN méthylé [251]. Cela suggérent donc que des
protéines a domaine MBD liaient déja I’ADN méthylé chez les eucaryotes précoces, avant la séparation

lignée verte — métazoaires.

Il en est de méme pour le domaine SRA des protéines UHRF : des protéines homologues ont été

identifiées chez Arabidopsis thaliana, dont certaines se lient sur les cytosines méthylées. Ces derniéres ne
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sont pas nécessairement situées dans un contexte CpG. atSUVH4 et atSUVHY se fixent ainsi sur ’ADN
méthylé via leurs domaines SRA, et participent a la maintenance de la méthylation sur et en dehors des
sites CpG [252], [253]. C’est aussi le cas de atVIM1, atVIM2 et atVIM3 [254]. Ainsi on peut donc
supposer que le domaine SRA de ces protéines était capable de lier ’ADN méthylé chez ’ancétre

commun aux métazoaires et a la lignée verte.

Les protéines liant I’ADN méthylé par un doigt de zinc se fixent sur ’ADN via un mécanisme
classique [255]. Si les doigts de zinc de KAISO, ZBTB4 et ZBTB38 sont proches [203], ils sont aussi
différents de ceux de KLF4 et ZFP57 que de ceux de tout autre facteur de transcription a doigts de zinc
[125]. Il semble donc y avoir eu convergence évolutive de ces domaines a doigts de zinc pour leurs
fixations sur I’ADN méthylé. Cette convergence a eu lieu au moins a trois reprises. Il existe sans doute de

nombreuses autres protéines a doigts de zinc capables de se fixer sur de I’ADN méthylé'.

' Cf supra p 52.
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Résultats

I) Dynamique de la fixation de
MBD2 sur les régions méthylées
de I'ADN lors de la
transformation maligne de
cellules épithéliales mammaires

humaines

Guillaume Devailly, Mélodie Grandin, Laury Perriaud, Pauline Mathot, Jean-Guy Delcros, Anne-

Pierre Morel, Alain Puisieux, Patrick Mehlen et Robert Dante ont participé a ce travail.
A) Preambule

Ces travaux sont I’objet d’un article scientifique dont le manuscrit peut étre trouvée ci-dessous. Ce
manuscrit a été soumis au journal a comité de lecture Nucleic Acids Research pour évaluation. Comme le

veut I’'usage, ce manuscrit est rédigé en anglais.
B) Abstract

Dynamics of MBD2 deposition across methylated DNA regions during malignant transformation

of human mammary epithelial cells.

DNA methylation is thought to induce transcriptional silencing through the combination of two
mechanisms: the repulsion of transcriptional activators unable to bind their target sites when methylated,
and the recruitment of transcriptional repressors with specific affinity for methylated DNA. The Methyl
CpG Binding Domain proteins MeCP2, MBD1 and MBD?2 belong to the latter category. However, the
exact contribution of each of these proteins to DNA methylation-dependent transcriptional repression

occurring during development and diseases remains elusive.

Here we present MBD2 ChIPseq data obtained from the endogenous MBD2 in an isogenic cellular

model of oncogenic transformation of human mammary cells. In immortalized (HMEC-hTERT) or
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transformed (HMLER) cells, MBD2 was found in a large proportion of methylated regions and associated
with transcriptional silencing. A redistribution of MBD2 on methylated DNA occurred during oncogenic
transformation, frequently independent of local DNA methylation changes. Genes downregulated during
this transformation preferentially gained MBD2 on their promoter. Furthermore, depletion of MBD2
induced upregulation of MBD2-bound genes methylated in their promoter regions, in HMLER cells. The
transcriptional MBD2-dependent downregulation occurring during oncogenic transformation was also
observed in two additional models of mammary cell transformation. Thus, the dynamics of MBD2
deposition across methylated DNA regions was associated with the oncogenic transformation of human

mammary cells.
C) Introduction

In vertebrates, DNA methylation at transcriptional start sites (TSS) is an epigenetic modification
associated with the downregulation of gene transcription [256]. This epigenetic modification has been
extensively studied during cell differentiation and neoplastic transformation, since DNA methylation
changes are associated with these biological processes and may be involved in the control of gene
expression [257]-[259]. Although DNA methylation at specific sites can impair the direct binding of
transcription factors to their targets and, in turn, may lead to transcriptional downregulation [83], [84],
[260], [261], these epigenetic signals are also interpreted by specific proteins [262]. These proteins have
been classified into three families [263]-[265] according to their methyl-DNA binding domain: the
methyl-CpG binding domain (MBD) proteins; the UHRF proteins that bind methylated DNA through
there SRA domain proteins; and several zinc finger proteins (ZBTB33, ZBTB4, ZBTB38, ZFP57, KLF4).

MeCP2, MBD1, MBD2, and MBD4 are members of the MBD protein family that recognize
methylated CpG sites independently of their surrounding sequences in vitro [184]. In human cells and
Xenopus oocytes these proteins are found associated with chromatin remodeling complexes along with
histone deacetylases and/or histone methylases [140], [143], [154], [155], [266]. The ability of these
proteins to recruit repressor complexes at methylated CpG sites has suggested a direct relationship
between DNA methylation and the establishment of a repressive chromatin architecture. However, more
recent findings suggesting that MBD proteins may also be involved in other mechanisms such as

alternative splicing and gene activation [267]-[269] have tempered this concept.

Several genome maps of MBD2 deposition have been constructed from human and mouse cells.
Analysis of MBD?2 binding sites at 25,000 promoter regions indicates that the promoter regions targeted
by the endogenous MBD2 proteins are methylated and depleted for RNA polymerase II [176].
Furthermore, parallel sequencing of chromatin immunoprecipitated fragments (ChIPseq) obtained from
human HeLa and MCF7 cells expressing tagged-MBD?2 vectors has shown that that MBD2 binding sites
are methylated and that MBD2 deposition at TSS regions is associated with genes exhibiting repressive

histone marks [160], [269]. A linear relationship between DNA methylation and MBD2 deposition is
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observed in mouse ES cells and derived neuronal cells expressing biotin-tagged MBD2 proteins from a
single copy transgene [177]. Although these studies show that a small fraction of MBD2 binding sites at
promoter regions may be unmethylated and correspond to actively transcribed genes, these genome-wide
analyses indicate that the presence of MBD2 at TSS regions is predominantly associated with methylated
genes exhibiting a low transcriptional activity. Altogether, this suggests that MBD2 acts mainly as a

methylation-dependent transcriptional repressor.

As expected from a transcriptional repressor involved in epigenetic mechanisms, MBD2 seems to
play a role in the acquisition of specific phenotypes. MBD2 can block full reprogramming of somatic to
iPS cells through direct binding to NANOG promoter elements thereby preventing transcriptional
activation [270]. In mice, MBD2 deletion alters the immune response [271], protects mice from hind-limb
ischemia [272], and greatly reduces the number of intestinal adenoma in tumor-prone APC™" mice [170],
[171], mimicking the effects of experimentally induced DNA hypomethylation [273], [274]. Detailed
gene candidate analysis indicates that MBD2 controls the expression of some exocrine pancreatic genes
in a tissue-specific manner in mice [173]. For example, TFF?2 is expressed in duodenum and silenced in
colon, while this gene is methylated in both tissues. This tissue-specific repression is correlated with the
tissue-specific presence of MBD2 at TFF2 promoter and MBD?2 deletion leads to TFF2 upregulation in
colon [173], suggesting that the dynamics of MBD2 binding has a direct effect on gene transcription.
Taken together these data suggest that the cell-specific transcriptional repression occurring during
differentiation or transformation may be associated, at least for some genes, with a redistribution of

MBD?2 proteins among methylated DNA regions.

In order to address this question we analyzed MBD2 binding sites in an isogenic cellular model of
oncogenic transformation of human mammary epithelial cells constructed from the progression model
described by Weinberg and colleagues [23]. Human mammary cells were immortalized through the
introduction of the human telomerase catalytic subunit gene (W\TERT). The resulting immortalized cell
line (HMEC-hTERT) was transformed by the introduction of the SV40 7/t antigens and oncogenic H-
RAS"” genes (HMLER cell line). In a similar model constructed from human fetal lung fibroblasts
(MRC-5 cells), it has been shown that DNA methylation changes occur predominantly during hTERT-
induced immortalization while only subtle changes are associated with the transformation by SV40 large
T-antigen and H-RAS"'? [25]. Thus, the comparison of HMEC-hTERT and HMLER cells offers the
opportunity to investigate the potential modifications of MBD2 binding site associated with the
acquisition of a specific phenotype in an isogenic background with a minor contribution of DNA

methylation changes.
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D) Materials and methods

1) Cell lines

HMEC-hTERT, HMLER, HME-ZEB1-RAS and mesenchymal HME-shP53-RAS cell lines were
kindly provided by Anne-Pierre Morel (CRCL, Lyon, France and cultured as previously described [24],
[275].

2) Treatments

Cells were seeded at 1.10° per well in six-well plates. The day after plating, cells were either
transfected  with 100 pmol of MBD2 targeting siRNA  (siMBD2; sens: 5’-
GGAGGAAGUGAUCCGAAAATAT-3’) or control siRNA (siCtrl; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
MISSION siRNA Universal Negative Controls #1) using Lipofectamine-2000 (Sigma-Aldrich) as
specified by the manufacturer’s instructions, or treated every day with 10 uM of 5-aza-2’-deoxycytidine

(Sigma-Aldrich). Cells were collected 72 h after the start of the treatments.
3) Western-blot

Around 1.0 x 10° cells were lysed in NuPage LDS Sample Buffer and Reducing Agent (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Lysates were sonicated and heated at 95°C for 10 minutes. After migration
and transfer, membranes were incubated with either anti-MBD2 (Santa Cruz, Heidelberg, Germany, sc-

9397) or anti-B-Actin (Sigma-Aldrich, A5441) antibodies.
4) RNA extraction

Total RNA was extracted using the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France)
following manufacturer's instructions. RNA purity, integrity and quantification were assessed using
agarose gel-electrophoresis and analysis on a NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE).
Pools of three to five independent extractions were sent for high throughput sequencing to MGX-
Montpellier GenomiX (library preparation with the TruSeq RNA sample preparation Kit from Illumina,
followed by single-end 50 bp sequencing on Illumina HiSeq 2000).
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Figure 12 : Endogenous MBD2 proteins bind methylated DNA regions.

A. Experimental scheme; the transformed mesenchymal HMLER cell line is derived from the
immortalized epithelial HMEC-hTERT cells by oncogenic transformation using H-RASV12 and SV40 T/t
oncogenes. Sequencings were performed on a pool of 5 independent experiments. B. Reads
visualization at a MBD2 peak present in each cell line; MBD2 reads in black, input reads in gray, MBD2
peaks in black bars. Reads matching the + and - strands are on top and bottom, respectively. C and F.
Read density of MeDPseq, MBD2 ChlIPseq and Input at each MBD2 peak. D and G. Read density of
MeDPseq, MBD2 ChIPseq and input at each MeDP peak. E and H. Read density of MeDPseq, MBD2
ChlIPseq and input at each CpG island (CGl), sorted by their size. C to E. HMLER cell line. F to H. HMEC-
hTERT cell line.
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5) Digestion of genomic DNA

Genomic DNA was extracted from cell lines using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Two hundred micrograms of DNA were digested overnight at 37°C with either
Hpall or Mspl restriction enzymes (New England BioLabs, Evry, France), and analyzed ethidium

bromide —containing agarose gels.
6) Methylated-DNA precipitation sequencing (MeDPseq)

Genomic DNA was sheared to a mean fragment length of 300-500 bp through sonication.
Methylated-DNA precipitation (MeDP) was performed using the MethylMiner Methylated DNA
Enrichment Kit with 1pg of sheared DNA. Pools of 5 independent experiments were sent for high
throughput sequencing to Beijing Genomics Institute (Hong-Kong) (library preparation and single-end 50
bp sequencing on Illumina HiSeq 2000).

7) Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

MBD2 Chromatin Immunoprecipitations (ChIP) were performed as previously described [276].
Briefly, sheared chromatin (with a mean fragment length between 300 and 500 bp) was obtained by
sonication of formaldehyde cross-linked nuclei. ChIPs were then performed with a custom-made rabbit
polyclonal antiserum obtained after immunization with peptides corresponding to the N-terminal part of
the MBD?2 protein (Covalab, Villeurbanne, Lyon) [277] using the ChIP Assay Kit (Merck Millipore,
Saint-Quentin-en-Yvelines, France) as specified by the manufacturer’s instruction. Precipitated DNA was
finally purified using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit, (Macherey-Nagel) according to the

manufacturer’s protocol “DNA clean-up of samples containing SDS”.

Input and bound fractions of DNA were dosed by fluorometry (Qubit 2.0, Life Technologies).
Pools of 5 independent experiments were sent for high throughput sequencing to ProfileXpert (Lyon,
France) (library preparation and single-end 50 bp sequencing on Illumina HiSeq 2000).

Alternatively, enrichment in the bound fraction as compared to the input was measured by qPCR
for several regions, using iQ SYBR Green supermix (BiroRad). Primer sequences and corresponding

hybridization temperatures are listed in Tableau 5.
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Figure 13 : Concordance between ChIP-qPCR and ChIP-MBD2 at various genomic locations.

A. ChIP-gPCR experiments mapping MBD2 binding sites, in HMEC-hTERT cells (green) and HMLER cells
(red). Each experiment was performed in duplicate. B-H. Genome coverage for MeDP-seq (black), ChIP-
MBD2-seq (orange) and Input-seq (gray) in HMEC-hTERT (upper tracks) and HMLER (bottom tracks) at
the 7 genomic location tested in A. Scales are in Fragments Per Million (FPM); Genes in blue, CpG islands
in red; gPCR amplicon localization in green.

8) ChIP-chip and MeDP-chip

ChIP-chip and MeDP-chip experiments were performed as previously described [176]. Briefly,

chromatin fragments were precipitated with anti-MBD?2 antibody (Covalab), and DNA fragments were
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precipitated using a Hisg-tagged recombinant protein containing 4 MBD domains cloned from MBDI1
[278]. The DNA fragments from the ChIP and MeDP experiments were amplified by random PCR. The
samples were then labeled with the GeneChip WT Double-Stranded DNA Terminal Labeling Kit and
hybridized to the human tiling arrays (Human Promoter 1.0R Arrays), which were then washed and
scanned by ProfileXpert service (Lyon, France) according to Affymetrix protocols. Microarray signals

were analyzed using aroma.affymetrix package on the hgl18 reference genome.
9) RNAseq analysis

Reads were aligned on the UCSC Homo sapiens hgl9 genome using TopHat2 [279]. Differential
expression analysis was performed as previously described in reference [280], using the Bioconductor
package edgeR [281]. Only genes with at least 1 read per million (RPM) in at least 2 of the samples were
kept for subsequent analyses. Enriched Gene Ontology terms and KEGG pathway were identified using
Gene Set Enrichment Analysis[282] with genes pre-ranked according to their fold change induced by
siMBD2.

10) ChIPseq analysis

Reads were aligned on the UCSC Homo sapiens hgl9 genome using Bowtie [283]. Duplicate reads
were filtered using SAMTools [284] to limit PCR induced biases. Preliminary peak detection was
performed using MACS [285]. Over sequenced regions were defined as 500 bp regions containing more
than 3 times the median number of reads in at least 1 of the 2 inputs. Peaks were filtered against these
over sequenced regions, as they represent suspicious false positive regions. Peaks in HMEC-hTERT and
HMLER were compared using MAnorm [286], and peaks common to both cell lines or cell line specific
peaks (p value < 0.01) were determined. Read density visualization at specific locations were drawn with
Sushi.R [287]. K-mean clusterization of peaks and subsequent visualization were performed with
seqMINER [288]. Integrative analysis of ChIPseq, RNAseq, and ChIP-chip data was performed using the
Bioconductor package Repitools [289]. Top enriched motifs in peaks were obtained using the RSAT
oligo-diff tool [290].

11) Data deposition

The ChIPseq, the RNAseq, and the microarray data from this publication have been submitted to
the GEO database as entry GSE63237.
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E) Results

1) Identification of MDB2 binding sites and methylated DNA
regions in HMEC-hTERT and HMLER cells

To identify possible modifications of MBD2 deposition profiles associated with phenotype
changes, genome-wide analyses (ChIPseq) were performed in an isogenic cellular model (Figure 12A)
constructed from immortalized HMEC cells (HMEC-hTERT cells) transformed by expressing SV40 7/t
antigen and H-RAS""?[23], [275]. In this study we focused on the endogenous protein in order to take into
account the potential changes in the regulation of MBD2 during the transformation process. In parallel,
we identified methylated DNA regions by MeDPseq experiments performed in both cell lines using the
MethylMiner kit (Invitrogen) for selecting methylated DNA regions.

Methylated DNA regions and MBD2 peaks were identified from the aligned reads (sequenced
fragments) (Figure 12B). These data were compared with ChIP on chip data obtained using an array
representing 25,500 promoter regions (Human Promoter 1.0R array, Affymetrix). Methylated regions
identified by MeDPseq were enriched in MeDP on chip experiments performed with recombinant
proteins containing 4 MBD domains from MBD1 [176], [278] (Figure 19 A and B). Similarly, MBD2
peaks identified from ChIPseq were enriched in MBD2 ChIP on chip (Figure 19 C and D). Furthermore, a
group of genomic regions sharing the same characteristics (MBD2 binding and DNA methylation) in both
cell lines was analyzed by ChIP-qPCR (Figure 13A). Data obtained indicated a good concordance
between the two methods, qPCR (Figure 13A) and determination of the distribution of MBD2 reads by
ChIPseq (Figure 13B-H). We also validated 14 cell-specific MBD2 binding sites (Figure 20). For many
of these, DNA methylation changes did not seem to be associated with the gain of MBD2 binding sites in
HMLER cells (Figure S2 regions 14q11.2, 12q11.22, 8q22.2, and 16p13.3). On these regions analyzed by
gPCR, we confirmed that depletion of MBD2 by siRNA strongly reduced ChIP efficiency (Figure 21),
confirming the specificity of the antibody.
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Figure 14 : MBD2 is a methylation-dependent transcriptional repressor in HMLER cells.

A. Immunoblot analysis of MBD2 proteins in siRNA treated HMLER cells. B. Box plots depicting the fold
changes (FC) of the transcription levels of genes upregulated upon MBD2 depletion (siMBD2) and the FC
of the same genes in 5-aza-deoxycytidine treated cells (DAC). The upregulated genes were defined as
genes exhibiting a FC > 2 with a p value < 0.01. C. Box plots depicting the FC of the transcription levels of
genes upregulated upon DAC treatments and the FC of the same genes in MBD2-depleted HMLER cells.
D. Heat maps of genes upregulated or downregulated upon siRNA targeting MBD2. Most of the genes
upregulated by MBD2 depletion were also upregulated by DAC treatments. E. Heat maps of genes
upregulated or downregulated upon DAC treatments. About 44% of the genes upregulated upon DAC
treatments were also upregulated by MBD2 depletion. F to I. Integrative analysis of ChIPseq and
RNAseq. Mean coverages at gene promoters were plotted according to their responses to MBD2 siRNA
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or DAC treatments. Genes were classified into 7 groups according to their responses to either MBD2
depletion or DNA methylation inhibition. N genes: number of genes in each group. For each gene
cluster, mean MBD2-read densities and mean MeDP-read densities at the TSS (+/- 3 kb) were
determined. F. MBD2-read density at TSS regions of genes classified by their response to siMBD2. G.
MeDP-read density at TSS regions of genes classified by their response to siMBD2. H. MBD2-read
density at TSS regions of genes classified by their response to DAC treatments. I. MeDP-read density at
TSS regions of genes classified by their response to DAC treatments.

2) Endogenous MBD?2 binding sites are methylated

Read densities at MBD2 binding sites (2.5 kb up and down of the center of each peak) were
visualized by heat maps showing read density from the MBD2 ChIPseq (MBD2-reads), the MeDPseq
(MeDP-reads) and the negative control, Input-seq (Figure 12C-H). As expected, strong signal intensities
were observed when MBD2-reads were plotted against MBD2 peaks (Figure 12 C, HMLER cells and F,
HMEC-hTERT cells). The centers of MBD2 peaks were also enriched in MeDP-reads (Figure 12 C and
F), indicating that high density in DNA methylation signals was associated with MBD2 binding sites.
However, K means clustering showed that a subset of MBD2 peaks is associated with weakly or
unmethylated DNA regions (Figure 12 C and F). Conversely, DNA methylation peaks identified by
MeDPseq were enriched in MeDP-reads (Figure 12 D and G).

The clustering of MeDP positive regions according to their MBD2 ChIPseq read densities
suggested that up to a quarter of methylated DNA regions were bound by endogenous MBD2 (Figure 12
D and G). Altogether, these data indicated that, in HMEC-hTERT and HMLER cells, the endogenous
MBD?2 proteins associated predominantly methylated DNA regions, as previously reported from ectopic
expression of tagged-MBD?2 proteins in other cellular models [160], [177], [178]. The relationship
between DNA methylation and MBD?2 binding was also observed at Alu sequences (Figure 22 B and C).
Alu sequenced are classified into 3 main groups depending on the age of the sequence (RepeatMasker
table download from UCSC). The younger sequences, AluY, were found to be more methylated than the
AlulJ (older Alu sequences). The AluS, intermediate in age, exhibited an intermediate level of DNA
methylation (Figure 22C). The distribution of MBD2 read densities on these Alu sequences was parallel
to the DNA methylation profiles (Figure 22B).

When unique CpG islands (CGls, UCSC database) were classified according to their length and
plotted against MeDP-reads, the shorter CGIs tended to exhibit an increased read density (Figure 12 E
and H). These short CGIs were also enriched in MBD2 reads (Figure 12 E and H), showing that MBD2
proteins targeted CpG-rich sequences when methylated. Identification of enriched K-mer in MBD2 peaks
using RSAT tool failed to identify any sequence specificity except the presence of CpG sites (Tableau 6).
Altogether, these data indicated that DNA methylation is the main parameter driving MBD2 deposition.
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3) MBD2 is a major DNA methylation-dependent transcriptional

repressor

Transcriptomes of HMEC-hTERT and HMLER cells were determined from RNAseq experiments.
Genes with a methylated DNA region within +/- 1 kb of their TSS showed a low transcriptional level
(Figure 23). Similarly, the transcriptional level of genes with MBD2 peaks within +/- 1 kb of their TSS
was low (Figure 23). Thus MBD?2 binding of promoter was linked to gene silencing.

The effects of MBD2 depletion and DNA methylation inhibition on gene transcription were then
assessed. RNAseqs were performed with RNA extracted from HMLER cells treated with either siMBD2
(siRNA targeting MBD?2 transcripts [276], [291]) or 5-aza-deoxycytidine (DAC). Non-specific siRNA
was used as a control. The analysis of the data was performed from duplicate RNAseq experiments.
RNAseq analysis indicated a reduction of 89.5+/-0.33% of MBD2 mRNA in siMBD2-treated HMLER
cells, while the levels of MeCP2 and MBD1 transcripts were not affected. This downregulation was also
observed at protein level as shown by western blot analysis (Figure 14A). Digestion of genomic DNA
with Hpall, a restriction enzyme inhibited by CpG methylation, indicated that 5-aza-deoxycytidine
induced DNA hypomethylation of HMLER cells (Figure 24).

A relatively large number of genes (2164) were upregulated (fold change greater than 2, and p-
value < 0.01) upon siMBD2 treatments. In line with the previous experiments showing that MBD2
associated methylated DNA regions (Figure 12), a large proportion (~ 70%) of these upregulated genes
were also found upregulated in HMLER cells treated with 5-aza-deoxycytidine (Figure 14 B and D).
Conversely, a subset of genes (~ 40%) upregulated in 5-aza-deoxycytidine-treated HMLER cells were

also upregulated upon MBD2 depletion (Figure 14 C and E).

Cross analyses of RNAseq, MBD2 ChIPseq and MeDPseq experiments were performed by plotting
MBD2-read densities and MeDP-read densities at the TSS (+/- 3 kb) of genes classified in 7 clusters
according to their responses to either MBD2 depletion or DNA methylation inhibition. These data are
summarized in Figure 14 F-I and indicated that the upregulated genes upon MBD?2 depletion (red curves)
were enriched in MBD2-reads near their TSS in untreated cells (Figure 14F). Therefore, MBD2 gene
repressions were likely due to MBD2 binding at promoter regions. As expected from the correlation
between MBD2 binding and DNA methylation, the TSS regions of these upregulated genes were also
enriched in MeDP-reads. (Figure 14G, red curve). Conversely, the genes upregulated upon
hypomethylation of HMLER cells were enriched in MBD2-reads and MeDP-reads (Figure 14 H and I,

red curves).

A similar effect of MBD2 depletion or inhibition of DNA methylation was also observed at

repeated elements. Depletion of MBD?2 or 5-aza-deoxycytidine treatments induced a small increase of the
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steady state level of transcripts corresponding to AluY elements while the transcription level of the

unmethylated and MBD2-free AluJ elements were unaffected by these treatments (Figure 22A).

These data highlighted the role of MBD2 in the DNA methylation-dependent gene repression and
indicated that, for a large subset of genes, a loss of MBD2 or a demethylation have similar effects leading
to their upregulation. Thus, we investigated the contribution of these 2 epigenetics events, MBD2
deposition and DNA methylation, on the downregulation associated with the transformation of

immortalized HMEC-hTERT cells.

4) Dynamics of MBD2 deposition during oncogenic

transformation

Differential MBD2 binding profiles between HMEC-hTERT and HMLER cells were determined
by quantitative comparison of MBD-peaks [286] identified by ChIPseq analyses. A high number (17899)
of MBD2 peaks was not affected by the transformation process (Figure 15A). However, 5326 regions
(22.9%) associated by MBD2 in HMEC-hTERT cells lost MBD2 in HMLER, while 7419 (29.3%)
regions gained MBD2 binding sites in HMLER cells when compared with MBD2 profiles in HMEC-
hTERT (Figure 15A).

DNA methylation changes were more limited in proportion as HMEC-hTERT and HMLER cells
shared 393631 DNA methylation peaks while 49995 regions (11.2%) were HMEC-hTERT specific and
65115 regions (14.1%) were HMLER specific (Figure 15B).

To investigate if MBD2 redistributions were due to local DNA methylation changes, we analyzed
changes in MeDPseq read density at MBD2 peaks shared by both cell lines, or unique to either HMEC-
hTERT or HMLER (Figure 15C). The mean values (number of HMLER MeDP-reads minus HMEC-
hTERT MeDP-reads) were near zero for all MBD2-peak categories. However, a few outliers did show a
strong decrease of DNA methylation in regions losing MBD2, and a strong increase of DNA methylation
in regions gaining MBD2. ChIP-qPCR experiments have exemplified this latter point at several
chromosomal locations such as 10q11.22, 10p15.1 and 1p36.33 (Figure 20A).

Thus, for a subset of DNA regions, that MBD2 deposition is a dynamic process that can be
independent of DNA methylation changes.
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Figure 15 : Dynamics of MBD2 distribution during oncogenic transformation.

A. Venn diagram depicting the overlap between MBD2 binding sites of HMEC-HTERT and HMLER cells; in
green: regions that significantly lose MBD2 during transformation (p value < 0.01), in red: regions that
significantly gain MBD2 during transformation (p value < 0.01), in brown: common regions. B. Venn
diagram depicting the overlap between methylated DNA regions of HMEC-HTERT and HMLER cells; in
green: regions that significantly lose DNA methylation during transformation (p value < 0.01), in red:
regions that significantly gain DNA methylation during transformation (p value < 0.01), in brown:
common methylated DNA regions. C. DNA methylation changes at MBD2 binding sites. Differences in
MeDP coverage (FPM, Fragments Per Million) at MBD2 peaks were computed for regions bound by
MBD?2 in both cell lines, losing MBD2 or gaining MBD2 in HMLER when compared with HMEC-hTERT. D
and E. Genes were classified according to their differential expression level (FC) between HMEC-HTERT
and HMLER cells. D. Genes downregulated during oncogenic transformation gain MBD2-reads near their
TSS (red curve), in contrast to unaffected (black curve) or downregulated genes (green curve). E. Genes
downregulated during oncogenic transformation exhibited gain of MeDP-reads near their TSS (red
curve), in contrast to unaffected (black curve) or downregulated genes (green curve) F. Venn diagram
depicting the overlap between genes upregulated upon MBD2 depletion, DAC treatments and genes
downregulated in HMLER cells when compared with HMEC-hTERT cells. A large proportion of genes
downregulated during oncogenic transformation was also upregulated upon MBD2 depletion and DNA
methylation inhibition in the transformed HMLER cell line.

5) MBD2 is involved in the repression of genes downregulated

in oncogenic HMER cells

Interestingly, genes downregulated during the transformation of HMEC-hTERT gained MBD2-
reads and MeDP-reads at TSS regions (Figure 15 D and E, red curves). Furthermore, more than 50%
(1168 out of 2164) of genes upregulated upon MBD2 depletion in HMLER cells that are downregulated
during the transformation process (Figure 15F). Data obtained for 7FPI2, LINC00842, OSR2, CLDN6
and TNFRSF12A4 genes illustrate this analysis (Figure 16E-I and Figure 20). MBD2 deposition near the
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TSS of these genes was increased during oncogenic transformation (Figure 20 and Figure 16A-D). These
genes were downregulated during oncogenic transformation. Depletion of MBD2 by siRNA led to an
upregulation of these genes in the transformed cell line HMLER (Figure 16E-I). These data indicated that

MBD2 participated in the establishment of transcriptomic changes induced by oncogenic transformation.

MBD2 ChIP gPCR 16p13.3, CLDN6/TNFRSF12A

A 12q13.2, TFPI2 10q11.22, LINC00842 12q13.2, OSR2 1
o
3
o
c
=
©
2 o M m i m I N I
g ps
23]
0
& & & Q?% & & & ¥ f\‘v & & ¥ \\ @ \; o
&S & & PSR O PR P A O T2 o
& £ Y &K & & S R 7 ®<<,f;<\
$ y ”
D @ & \b & ngo D & o &
RNAseq relative G |
expression level rgpp F LINC00842 OSR2 CLDN6  (3134/.57) TNFRSF12A
E 2.5 1.25 1.25 14 1.25
o
> =
ggé
c
82<
259
os
o= T M '
s = H_-1 o M e N BERmE | s mllall ,
siCtrl ¥ -+ -+ -+ R R e R R
siMBD2 - - + - - + - 4+ B T - -+ -+ -+ B A A
DAC - - - + - - - -+ - - - -+ - - - -+ - - -+ - -
< ) S A S J A x S S =~ S S L S S
& & ¥ & & & & & & & & & & & & & F ¥
L NN S < N o & N o oS N o & N 2
& X & & g X & o ¥ & &L g X & O N
W & S N < & N & S N &S © & S
R SIS R SR S & RS W ¢ R &

Figure 16 : Examples of genes repressed by MBD2 during oncogenic transformation.

A-D. MBD2 ChIP-gPCR at 4 genomic regions corresponding to 5 gene promoters in the HMEC-hTERT cell
line and the transformed HMLER, HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS cell lines. These regions exhibited
an increase of MBD2 binding during oncogenic transformation. Each experiment was performed 2 times
independently. E-l. Relative expression of 5 genes in HMEC-hTERT, HMLER treated with a control siRNA
(siCtrl), a siRNA targeting MBD2 (siMBD2) or 5-aza-deoxycytidine (DAC), HME-ZEB1-RAS treated with a
control siRNA or a siRNA targeting MBD2, and in HME-shP53-RAS treated with a control siRNA or a
siRNA targeting MBD2. Expression levels were estimated from RNA sequencing duplicates.

6) Dynamics of MBD2 deposition upon oncogenic
transformation of immortalized human mammary cells by

ZEB1 expression or p53 depletion

Transcriptomic analyses of HMLER cells treated with siMBD2 or siControl indicated that MBD2
depletion led to an upregulation of genes that are silenced upon the transformation of HMEC-hTERT
cells by expressing SV40 7/ antigens and H-RAS"'> genes. It has been shown that the expression of
SV40-derived sequences affects several other pathways in addition to pRB and P53 [292], raising the
possibility of a SV40-dependent redistribution of MBD2 proteins. Among the mechanisms able to
cooperate with the expression of mutated H-RAS during neoplastic processes, the expression of the
transcription factor ZEBI or the disruption of P53-pathways seem to play crucial roles [293], [294]. Thus,
the involvement of MBD2 in the control of gene expression was investigated in two 2 cellular models
(Figure 17A) in which SV40 T/t-antigens expression were replaced by ZEBI gene expression (HME-
ZEB1-RAS cell line) or a shRNA targeting P53 transcripts (HME-shP53-RAS cell line) [24], [275].
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When induced, both cell lines exhibited, as the HMLER cells, a mesenchymal phenotype and malignant
properties [23], [24], [275].

We induced MBD2 depletion in HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS cells by siMBD2
treatments, and differential gene expression profiles between siMBD2 and siControl treated cells were
determined from RNAseq experiments (Figure 17A). Transient transfection of siMBD2 resulted in a
reduction of 89.0 +/-0.33% and 91.3+/-0.25% of MBD2 transcripts in HME-ZEB1-RAS and HME-
shP53-RAS cells respectively, and a large decrease in MBD2 proteins was also observed from western

blot analyses (Figure 17B).

We identified 584 genes upregulated by MBD2 depletion in at least 2 cell lines (Figure 17C, fold
change > 2, p value < 0.01). A large subset of these genes were genes downregulated during oncogenic

tranformation (Figure 17D).

MBD2 ChIP-gPCR assays performed at genomic locations previously analyzed (Figure 13 and
Figure 20) indicated that MBD2 binding profiles identified in HMLER cells were frequently similar in
HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS cells (Figure 18). Notably, various losses (17q25.3, 1q21.3) or
gains (9921.12, 10p15.1, 1p36.33, 8q22.2, 16p13.3) of MBD2 binding during oncogenic transformation

were reproduced in these 2 models (Figure 18B).

Altogether, these data suggest that MBD?2 is involved in the regulation of gene expression during
the transformation of HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS cells. This role is thus likely to be

independent of the strategies involved in the abrogation of oncosuppressive barriers.

7) Genes repressed by MBD2 in transformed cell lines may

contribute to the epithelial phenotype

Genes upregulated by MBD2 depletion in HMLER, HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS were
investigated for their Gene Ontology terms and their KEGG pathways contributions by Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA). Enriched Gene Ontology terms were of various natures but include
EXTRACELLULAR _REGION, BASEMENT MEMBRANE, INTEGRIN COMPLEX (Tableau 7).
Enriched KEGG pathways included KEGG_CELL_ADHESION MOLECULES CAMS,
KEGG_FOCAL_ADHESION (Tableau 7). Although genes repressed by MBD2 in the transformed cell
lines showed a wide diversity of functions, some of them appeared to be associated with the epithelial
phenotype. Their downregulation by MBD2 may contribute to the epithelio-mesenchymal transition

induced by the oncogenic transformation of these cells.
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Figure 17 : MBD2 repressed a common set of genes during oncogenic transformation.

A. Experimental scheme of generation of 2 cell lines from HMEC-hTERT cells by oncogenic
transformation. HME-ZEB1-RAS cells were obtained by the expression of the embryonic transcription
factor ZEB1 and H-RASV12, and HME-shP53-RAS cells were obtained by the expression of a shRNA
targeting P53 and H-RASV12 genes. B. Immunoblot analysis of MBD2 protein level in HME-ZEB1-RAS and
HME-shP53-RAS upon siRNA against MBD2. C and D. Heat maps summarizing genes downregulated
(green) or upregulated (red). (C) A set of 548 genes was upregulated in MBD2 knockdown cell lines (D)
Most of these genes upregulated by siRNA against MBD2 in transformed cell lines were genes that are
downregulated during oncogenic transformation.
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Figure 18 : MBD2 ChIP-gPCR experiments from HMEC-HTERT, HMLER, HME-ZB1-RAS, and HME-shP53
cell lines.

Error bars represent SEM from 2 independent experiments. A. MBD2 binding at several positive and
negative regions. B. MBD2 redistribution in the genome during oncogenic transformation was
frequently concordant in the different transformed cell lines.

F) Discussion

It has long been known that DNA methylation patterns are altered in cancer cells [110], [295],
these modifications include global loss of 5-methylcytosines and local hypermethylations [296], [297].
Aberrant methylations at CpG islands have been extensively studied in past years since such
hypermethylations have been found at the 5° regulatory sequences of many tumor suppressor genes and
associated with their silencing [258], [298]. Although the expression level of genes in their tissue of
origin may influence their methylation status in the corresponding cancer cells [299], genome-wide
studies have shown that hundreds of genes exhibiting hypermethylated CpG island at their 5’ end were

never methylated from embryonic development onwards [258].

From the first studies using in vitro methylated gene expression vectors, accumulating evidence
indicates that the methylation of CpG rich sequences at the 5 end of a gene provides a strong signal for

maintaining/inducing gene silencing [79], [300]. In cell lines, inhibition of DNA methylation by cytosine
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analog [266] or DNMT1 knockdown [301], [302] leads to the re-expression of many methylated genes.
This relationship has been also observed in living animals. For example, conditional inactivation of

DNMT]1 causes aberrant gene expression of many genes in mouse fibroblasts [303].

Histone deacetylation, histone methylation, and chromatin compaction are major events involved in
gene repression and DNA methylation is associated with these chromatin modifications [304], [305]. The
importance of proteins associating DNA sequences was suggested many years ago by in vitro
transcription assays showing that the methylation of templates does not prevent transcription [78], while
methylated vectors are not transcribed in living cell [300], [306]. From these pioneering works, it had
been established that specific proteins from different families recognize methylated DNA. Among these
proteins, the proteins containing a methyl-CpG binding domain were the first discovered [133], [184] and
many studies have indicated that the MBD proteins are good candidates for interpreting the methylation
signals [262], [263]. In contrast with transcription factors, the sequence specificities of these proteins does
not seem to be very stringent. /n vitro assays indicate that MBDI1 has a higher affinity for meCGCA or
TGmeCGCAsites [157] , while MeCP2 preferentially associates methylated CpG followed by a run of 4
or more A/T bases [148]. However, the presence of symmetrically methylated CpGs seems to be the
major determinant of their binding since multiple methylated CpGs can override their sequence
preference at methylated sites [148], [157]. Biochemical studies of MBD2 have also indicated a
preference for a short sequence CmeCGA [163]. In line with this finding, CCG sequences are
preferentially found in many MBD2 genomic targets [163]. However, this observation might be biased by
over-representation of methylated CpG-rich sequences among the genomic targets of MBD2 [245], [276],
[307]-[310].

The intracellular concentrations of each MBD protein may also influence their targeting, for
example in neurons MeCP2 is highly expressed and tracks methyl CpG densities [142]. In HeLa cells,
clearance of MBD2 by siRNA at the BRCA1-NBR2 locus does not promote the binding of the
endogenous MeCP2 or MBD1 proteins. However, over-expression of a vector coding for MeCP2 induces
its binding at this site [276]. In mice, knockdown of the individual MBD proteins, MeCP2, MBDI1, or
MBD2 [145], [167], [311] results in the upregulation of many genes but not in global misexpression of
endogenous methylated genes. Thus, other members of the family might compensate for the absence of a
specific MBD since many cell and tissue types express multiple MBD proteins. Nevertheless, the deletion
of a specific MBD protein leads to specific phenotypes [263], indicating a functional specificity for these

proteins and gene candidate analysis has provided examples of gene specific upregulation.

Altogether, these data argue against a full redundancy between MeCP2, MBD1 and MBD2, and
suggest that the distribution of MBD proteins across the methylated regions might represent an additional
level in the interpretation of the DNA methylation marks. Indeed, our analysis of the MBD2 binding

profiles during the oncogenic transformation of immortalized human mammary cells indicates that the
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modifications of MBD2 distribution are, for a subset of genes, independent of DNA methylations

changes.

Although chromatin immuno-precipitation of endogenous MBD proteins has proven challenging
[160], [177], [178], we have performed ChIPseq against endogenous MBD2 proteins in 2 isogenic cell
lines in order to take into account the cell-specific regulation of MBD2. Despite the significant
differences in technologies, ChIPseq data correlated well with those obtained from MBD2 ChIP-chip
experiments. ChIP-qPCR on arbitrary chosen negative or positive regions also showed a good
concordance between data obtained from ChIP-qPCR and ChIPseq experiments. Furthermore, MBD2
depletion upon siRNA treatments strongly reduced MBD2 ChIP efficiency on these regions. Thus, the
data obtained from ChIPseq experiments performed from antibodies directed against the endogenous

proteins seem to be representative of the MBD2 binding profiles of the studied cell lines.

The identification of MBD2 binding sites has provided an opportunity for the search of in vivo
sequence preferences driving MBD2 deposition. In line with previous biochemical analyses, we did not
detect any over-represented sequences in the MBD2 peaks, CG sequence excepted. Nevertheless, the
proposed preference for a CCG sequence [163] may escape this analysis since this short sequence is over-

represented in CpG islands.

The lack of consensus sequence and the strong enrichment in methylated CpGs at MBD2 peaks
support a direct relationship between DNA methylation and MBD2 binding, at least in HMEC-hTERT
and HMLER cells. The method used for the mapping of methylated DNA regions was based on the
selection of methylated DNA fragments using recombinant proteins associating methylated CpGs. Thus,
selected fragments can contain additional CpGs that were not methylated, preventing a direct evaluation
of the methylated-CpG density. Nevertheless, combining the mapping of MBD2-tagged proteins with
single-base-pair resolution methylomes allow the establishment of a linear relationship between MBD2
enrichment and methylation density, in neuronal cells [177]. It should be noted that, for a minority of
MBD?2 binding sites, additional events may participate in MBD2 deposition. Indeed, we observed that
some MBD2 peaks were not associated with methylated DNA regions. In line with this observation, it has
been proposed that the NuRD complex mediates the binding of MBD2 to unmethylated DNA regions
[177]. Altogether, these data indicate that the main determinant for MBD2 binding is the methylation
status of the DNA in both HMEC-hTERT and HMLER cells. Furthermore, about 25% of the methylated
DNA regions identified from MeDPseq matched MBD2 binding sites. Although we cannot exclude that
other methyl DNA binding proteins associated the same methylated DNA regions [245], MBD2 seems to
be an important player in the epigenetic machinery in HMEC-hTERT and HMLER cells.

MBD2 knockdown experiments were also in favor of an involvement of MBD2 in the
downregulation of many methylated genes. Depletion of MBD2 by siRNA induced an upregulation of
about 2000 genes and 70% of these genes were also upregulated by a 5-aza-deoxycytidine treatments in

HMLER cells. The analysis of TSS regions of genes upregulated upon MBD2 depletion in untreated
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HMLER cells indicated that these genes were enriched in MBD2 and DNA methylation marks when
compared with genes unaffected or downregulated by MBD2 siRNA. Conversely, the TSS regions of
genes upregulated by 5-aza-deoxycytidine were enriched in MBD2 when compared with unaffected or
downregulated genes upon DNA hypomethylation. The impact of MBD2 depletion on gene expression
was globally less stringent than 5-aza-deoxycytidine treatments. DNA hypomethylation induced the
upregulation of a higher number of genes than MBD2 depletion and higher fold changes in gene
expression. It is tempting to explain these differences by the involvement of other MBD proteins and of
MBP proteins from other families in the repression of methylated genes. However, the distinct nature of
both treatments prevents a quantitative comparison, since data may be biased by differences in treatment
efficiencies and kinetics. These data also confirm that MBD2 plays an important role in the interpretation

of DNA methylation signal in HMLER cells.

In the isogenetic cellular model studied, the immortalized cells (HMECT-hTERT) and the
oncogenic cells HMLER, most of the MBD2 binding sites were shared by both cell lines. However,
oncogenic transformation was associated with a partial redistribution of MBD2 proteins, 5326 MBD2-
positive regions in HMEC-hTERT lost MBD2 binding in HMLER, while 7419 regions in in HMEC-
hTERT gained MBD2 in HMLER cells. Such redistribution may be in part explained by local DNA
methylation changes. Nevertheless, the great majority of the regions gaining or losing MBD2 in HMLER
exhibited comparable MeDPseq-read densities in both cell lines. Thus, the redistribution of MBD2
proteins occurring in HMLER cells seemed, at least for a subset of genes, independent of DNA

methylation changes.

HMLER cells were obtained by sequential introduction of hTERT, SV40 large 7/small ¢ antigens,

oncogenic H-RAS™"”

genes [23], [275] in primary cultures of human mammary epithelial cells. The
expression of SV40 sequences affects multiple pathways in human mammary cells [292], raising
questions about a SV40-dependent redistribution of MBD2 proteins. We also suppressed the
oncosuppressive barriers in HMEC-hTERT cells either by ectopic expression of the transcription factor
ZEBI or a P53 depletion. The resulting HMLER cell lines, after introduction of H-RAS"" gene, exhibited
oncogenic properties and a mesenchymal phenotype [24]. In HME-ZEB1-RAS and HME-shP53-RAS,
most of the 14 regions exhibiting a gain or loss of MBD2 in HMLER cells showed similar MBD2 binding
changes. Furthermore, hundreds of genes upregulated by MBD2 depletion in HME-ZEB1-RAS and
HME-shP53-RAS cells were also upregulated in HMLER upon ectopic expression of siRNA targeting
MBD?2. Thus, the dynamics of MBD2 deposition do seem to be independent of the strategy used for
overcoming the oncosuppresive barriers. However, we cannot exclude that a large part of the MBD2
redistributions observed are linked to the introduction of H-RAS"'’. MBD2 redistribution and its
consequences on gene expression have been investigated in experimental models. Nevertheless, it should
be noted that ZEBI reactivation is a common feature of aggressive and undifferentiated human breast
cancers, especially in the claudin-low intrinsic subtype [312], and that alterations of P53-pathways play a

crucial role in human cancers [313].
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The involvement of MBD?2 in the oncogenic process has been already suggested. For example,
MBD2 repression of Lect2 gene may participate in polyp formations via Wnt signaling pathways in mice

Min

carrying Apc”" alleles [171]. In human mammary cancer cell lines, the repression of DAPKI mediated by
MBD?2 seems to actively participate in maintenance of their aggressive phenotypes when xenografted into
immuno-deficient mice [314]. None of these genes was targeted by MBD2 during transformation in the
cellular models studied here. The role of MBD?2 in transformation is likely to be due to the repression of
multiple targets, which may differ between experimental models or pathologies. Nevertheless, the genes
downregulated during the oncogenic transformation of immortalized human mammary cells seem to be
preferential targets for MBD2. Furthermore, these genes were preferentially reactivated by MBD2
depletion and enriched in MBD2 binding sites in cell lines constructed from the disruption of
oncosuppressive barriers in immortalized cells. It has been reported that in similar cellular models, the
major methylation changes at gene promoters occur during the immortalization step, while subsequent
steps of oncogenic transformation are associated with subtle modifications of DNA methylation and gene
expression [25]. In line with these data, we only find minor modifications of the DNA methylation
patterns between the immortalized cells, HMEC-hTERT, and the oncogenic HMLER cells. Altogether,
these data emphasize, at genome-wide level, the role played by the epigenetics readers of DNA
methylation during oncogenic transformation. The reprograming of cancer cells may be due to a

redistribution of methyl-DNA binding proteins in addition to DNA methylation alterations.
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I) Supplementary material

1) Supplementary figures

DNA methylation, HMEC-hTERT DNA methylation, HMLER
0.3 0.5
S S
< <
© ©
c f=y
oo )
w01 7 @ 03 7
g g
& &
Z £
g =
-0.1 0.1
-5000 0 5000 -5000 0 5000
Distance from MeDPseq peak centers (bp) Distance from MeDPseq peak centers (bp)
C MBD2 binding, HMEC-hTERT D MBD2 binding, HMLER
0.4 0.4
S S
< <
© ©
c f=y
oo oo
w02 @ 0.2
g g
& &
oo =1
£ £
IS =
0 0
-5000 0 5000 -5000 0 5000
Distance from MBD2 ChlIPseq peak centers (bp) Distance from MBD2 ChlPseq peak centers (bp)

Figure 19 : Comparison between high-throughput sequencing and tiling array technologies.
Mean ignals from Affymetrix Human Promoter 1.0R tiling arrays were computed at peaks identified
from MeDP or MBD2 ChIP sequencing experiments. A-B. MeDP on chip signals, obtained from a
recombinant protein containing 4 MBD domains from MBD1, were compared with MeDP sequencing,
performed from Invitrogen MethylMiner, in HMEC-hTERT (A) and HMLER (B). C-D. MBD2 ChIP on chips
were compared with MBD2 ChlIPseq in HMEC-hTERT (C) and HMLER (D). A.U., Arbitrary Unit.

82



Bound / Input BHMLER g :’
0 2 4 6 8 10 o Jonem . ol I
3 1
179253 ' ol e o —
3 1
1921.3 op oJ
3 1
18923 [ o o)
°] o)
g2 | Ba, 0 0
79213 | '] M
‘ P —— & :
5q13.2 ohn7 76111 76112 Kb ohrl 153958 153959 Kb
18q23 14q11.2
12913.12 D 1 E1 5
o s sl O_l,lk P P
10p15.2 1 po 5
P 0]—* ovok il
1 15
9921.12 o] 00 -
1 15
10q11.22 0] e i e oo I
1 15
10p15.1 0} 0.0J
1 15
1p36.33 UJ O-UJ
—— ax
8g22.2 &1
1 m i :
16p13.3 chrig 77525 77526 Kb chri4 23058 23060 Kb
7921.3 G 5q13.2 12q13.12 10p15.2
1.5 1.5 15 1.5
ooL —_— e, 00} — — ea— - 400}_‘_‘ —_—— “.ooL .
15 1.5 15 1.5
O.OL———*—# 0_0]—¥‘ 0.01 i cmastiin. i, 001““
15 1.5 15 1.5
o .4 B od | .
15 w.5} 1,5} 1.5}
wL___.._.___-‘;__ RPN NI S — A ——— OO Y (R —_— e amdlle
15 1.5 15 1.5
0.0 ] 0.0 ] 0.0 ] 0.0 ]
1.5} 1.5} 15} 1.5}
0.0 0.0 0.0 0.0
| m— 4 »—» —» ——
TFPI2 OCLN KCNH3 -
4+— _.> . —_ PITRM1-A
I | .  — . — i 1 i
chr7 93520 93522Kb ohrs  gg788 68790 Kb chri2 - 49930 49932 Kb chr1o 3184 3186 Kb
1‘_;.! 9g21.12 e, 10q11.22 . 10pi5.1 M 1p36.33
] P L
0.0 0.0 0.0 0
15 1.5 1.5 5
0_0-‘ Attt O.OJ it - OYOL [P~ S N O-L*
15 15 15 5
o.oL _— — — o.ow —_— - 0.01; _ = ol—A - —_———
15 15 15 5
00) ——— el e ol s o ] e A )] cssllh,
15 1.5 1.5 5
o.oJ o.o} o,o} o}
15 15 15 5
o,o} o.oJ o.oJ oJ
PTAR1
< ¢ LINCO0842 \
__Ie _ N N ‘ ‘ [ | ‘ —
chr9 72375 72376 72377 Kb chr1047154 47152 47153 Kb chr1g 5942 5043 Kb chrt 2212 2214 Kb
8qg22.2 16p13.3
15 15
0.0 L i, 0_0-‘ J—
1.5L 1.5
0.0 el ewme . M—‘ _
15 1.5
o.oL 0.0L S
15 15
ool e o ol e
1.5} w.5}
0.0 00
15 1.5
o.oJ o.oJ
STK3 OSR2 CLDN6 TNFRSF12
i = “mmm 1
chr8 99954 99956 Kb chrt6 3068 3070 Kb

Figure 20 : Examples of MBD2 redistribution during oncogenic transformation.

A. ChIP-gPCR experiments performed with anti-MBD2 antibodies in HMEC-hTERT cells (green) and
HMLER cells (red). Each experiment was performed 2 times. B to O. Genome coverage for MeDP-seq
(black), ChlP-MBD2-seq (orange) and Input-seq (gray) in HMEC-hTERT (upper tracks) and HMLER
(bottom tracks) at 14 genomic locations tested in A. Scale is in Fragments Per Million (FPM). Blue: Gene.
Red: CpG island. Green: gPCR amplicon localization.
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Figure 21 : Depletion of MBD2 by siRNA strongly decreased MBD2 ChIP efficiency.

ChIP-gPCR experiments were performed in HMLER cells treated with a siRNA control (siCtrl) or a siRNA
targeting MBD2 (siMBD2). Each experiment was performed 2 times. A. Shown regions correspond to the
regions analyzed in Figure 13. B. Shown regions correspond to the regions analyzed in Figure 20.
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Figure 22 : Transcription at AluY element sites is repressed by MBD2 and DNA methylation.

A. Relative transcription level at AlulJ, AluS and AluY element sites in HMLER, as detected by RNA
sequencing. HMLER cells were treated with control siRNA (siCtrl), siRNA targeting MBD2 (siMBD2) or 5-
aza-deoxycytidine (DAC). Student t-test relative to siCtrl conditions. * p-value < 0.01. N.S. Non
significant. B. MB2 ChIPseq mean coverage at AluJ, AluS and AluY elements. C. MeDPseq mean coverage
at AluJ, AluS and AluY elements.
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Figure 23 : Genes exhibiting MBD2 binding sites or with DNA methylation at their TSS regions have
low transcriptional activity.

Box-plots showing gene expression levels, determined from RNA-seq, of the total number of genes,
genes with MBD2 peaks within +/- 1kb of their TSS, or genes with MeDP peaks within +/- 1kb of their
TSS in (A) HMEC-hTERT cells and (B) HMLER cells.
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Figure 24 : 5-aza-deoxycytidine treatment induce a DNA demethylation.

Digested and undigested genomic DNA was analyzed on 1% agarose gel. DAC: 5-aza-deoxycytidine. U:
undigested. H: digested with the methylation sensitive enzyme Hpall. M: digested with the methylation
insensitive enzyme Mspl.
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Figure 25 : Expression levels of genes gaining MBD2 at their TSS regions in HMLER, HME-ZEB1-RAS,
and HME-shP53-RAS cells compared with HMEC-hTERT cells.

For each gene, relative values were determined using 1 for the expression level in HMEC-hTERT cells. (A)
Green: Expression level in HMEC-hTERT. Red: Expression level in HMLER treated with a control siRNA.
Orange: Expression level in HMLER treated with siRNA against MBD2. Black: Expression level in HMLER
treated with DAC (5-aza-deoxycytidine). Error bars from duplicate RNAseq experiments. (B) Green:
Expression level in HMEC-hTERT. Blue: Expression level in HME-ZEB1-RAS treated with a control siRNA.
Purple: Expression level in HME-shP53-RAS treated with a control siRNA. Orange: Expression level in
HME-ZEB1-RAS or HME-shP53-RAS treated with a siRNA against MBD2. Error bars from duplicate
RNAseq experiments.
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2) Supplementary tables

Region name Forward primer Reverse primer Tm (°C)
16qg24.3 CATTTCTCATCCTGCGCACC CGTGTGTGTCTCCTCTGCTT 60
22913.33 GCTGCAGGAGATCGACAACT CTCGATGATCTCGCGCTTCT 60
20913.33 CTCATCCCCCAACAGCAGTG CAGCTCATCACCCCAGTGAA 60
14923.1 TGGGCCTGACTGCTATATTCT TGACGTAAGAGCAGGGAATTT 60
12924.33 CGGGTGACTATGAGTGATGTGT TCACCTGTTACACCAGACCA 60
16g23.3 GAAGGCTGCATGGAAATGAT GGATCTGGATCGGAAGGAA 61.5
2024.2 TCTGTGCTTAAGGGTCACAGG GCTGCTAATGAAGGTCTTTGC 60
17q925.3 GGGAAAGTGCCTTGTCTCCA CGCTCCTCTCTGCCCAGG 60
1921.3 TGAAGGCCTCAGAGAGGTGA TCTAGTCCCTCAACCCCTGG 60
18q23 AGGAAACCCATTTCCAGCCC AAGAAGCAGTCCTGGCCATC 60
14911.2 GCTGTCGAATGTCGTGCAAA GAACCAGGCATGCTCTTTCG 60
7921.3 TGACAACTGTGTAGCCACCAA CTCCCAAAGTGCTGGGATTA 65
5g13.2 GCCCTTAGGCAACAGGTGTA CACTTGGGAACGCCTAGTTT 60
12913.12 TGGAGAGGAAGCCTTGAACG TGACCCTAAGGAGTCGGGAG 60
10p15.2 CCTGTGAACTCGAACAGCCT ATCATGCCAGGTAGGAGGGT 60
9¢21.12 TGCGGAGCGTTTGAAGTAGT ACAGGAAATACTGGCCACTGAG 60
10911.22 GAAGACCTGGTTACCCCAGC TTGACTGAAGTGCTTGGCCC 60
10p15.1 GCGCATCTGTGATTGCTGAG AAAGCAGTTCTGAGAGCCCC 60
1p36.33 CAGAGTTCCATAGTGGGCGG AGCAAGGCTTTCCATGGGTT 60
8q22.2 AAAACCAAACGGTTCTGCAC TACGCTTCGCACTTCCTTTT 60
16p13.3 CTTGTTATATTGCCCAGGCGTC CCGGTAATCCCAGCGCAGT 60

Tableau 5 : Sequences and hybridization temperatures of primers used in gPCR experiments.

HMEC-hTERT
Kmer 2 3 4 5 6
rank seq -Log(P) seq -Log(P) sequence -Log(P) sequence -Log(P) sequence -Log(P)
1 cglcg Inf cgclgcg Inf cgca|tgcg 279.0 agcgce|gegct 158.8 agcgea|tgegct 90.7
2 acg|cgt 273.0 cacg|cgtg 213.0 cagcg|cgctg 139.6 cagcgc|gegctg 86.8
3 gee|gec 181.4 agcg|cgct 179.8 cgcac|gtgeg 127.7 cgctge|geageg 66.5
4 acgc|gcgt 156.1 gcgea|tgege 120.3 agcgec|ggegct 58.4
5 gege|gegc 146.0 cgcag|ctgeg 105.9 gcgeac| gtgege 49.9
HMLER
Kmer 2 3 4 5 6
rank seq -Log(P) seq -Log(P) sequence  -Log(P) sequence -Log(P) sequence -Log(P)
1 cglcg 157.2 acg|cgt 177.2 cgca|tgcg 158.0 agcgce|gegct 74.3 agcgcea|tgegct 54.3
2 cgclgcg 109.7 cacg|cgtg 131.5 cgcac|gtgeg 70.1 cagcgc|gegctg 38.0
3 cac|gtg 87.7 acgc|gcgt 88.9 cagcg|cgctg 64.9 acgcac|gtgcgt 28.9
4 ageg|cgct 78.4 ccgea|tgegg 64.9 agcgec|ggegct 27.9
5 cgtc|gacg 61.5 gcgea|tgege 63.9 cacacg|cgtgtg 27.8

Tableau 6 : Analysis of enriched K-mers sequences in MBD2 peaks in HMEC-hTERT and HMLER.
Genomic sequences of MBD2 peaks were analyzed using RSAT oligo-diff tools [290].
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HMLER

88

Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
Gene Ontology 1 EXTRACELLULAR_REGION 4,50 0.000 0.000
2 EXTRACELLULAR_REGION_PART 4.14  0.000 0.000
3 PROTEINACEOUS_EXTRACELLULAR_MATRIX 3.51 0.000 0.000
4 EXTRACELLULAR_MATRIX 3.39 0.000 0.000
5 COLLAGEN 2.79 0.000 0.000
6 EXTRACELLULAR_MATRIX_PART 2.75 0.000 0.000
7 EXTRACELLULAR_SPACE 2.71 0.000 0.000
8 VOLTAGE_GATED_POTASSIUM_CHANNEL_COMPLEX 2.52 0.000 0.001
9 MEMBRANE_FRACTION 2.07 0.002 0.013
10 INTEGRIN_COMPLEX 1.72 0.016 0.088
11 CELL_SURFACE 1.59 0.051 0.154
12 CELL_FRACTION 1.51 0.070 0.205
13 BASEMENT_MEMBRANE 1.48 0.067 0.217
14 INTRINSIC_TO_ENDOPLASMIC_RETICULUM_MEMBRANE 1.45 0.083 0.236
15 INTEGRAL_TO_ENDOPLASMIC_RETICULUM_MEMBRANE 1.42 0.101 0.248
HMLER
Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
KEGG pathways 1 KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION 3.57 0.000 0.000
2 KEGG_ECM_RECEPTOR_INTERACTION 3.49 0.000 0.000
3 KEGG_SYSTEMIC_LUPUS_ERYTHEMATOSUS 3.15 0.000 0.000
4 KEGG_INTESTINAL_IMMUNE_NETWORK_FOR_IGA_PRODUCTION 3.02 0.000 0.000
5 KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 2.90 0.000 0.000
6 KEGG_GRAFT_VERSUS_HOST_DISEASE 2.73  0.000 0.001
7 KEGG_AUTOIMMUNE_THYROID_DISEASE 2.69 0.000 0.001
8 KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_BIOSYNTHESIS_CHONDROITIN_SULFATE 2.62 0.000 0.001
9 KEGG_ALLOGRAFT_REJECTION 2.55 0.000 0.001
10 KEGG_FOCAL_ADHESION 2.42 0.000 0.003
11 KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION 2.31 0.000 0.006
12 KEGG_TYPE_I_DIABETES_MELLITUS 2.30 0.000 0.005
13 KEGG_BASAL_CELL_CARCINOMA 2.22 0.000 0.008
14 KEGG_CALCIUM_SIGNALING_PATHWAY 2.16 0.002 0.011
15 KEGG_COMPLEMENT_AND_COAGULATION_CASCADES 2.14  0.000 0.012
HME-ZEB1-RAS
Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
Gene Ontology 1 TRANSMEMBRANE_RECEPTOR_ACTIVITY 2.77 0.000 0.005
2 G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_PROTEIN_SIGNALING_PATHWAY 2.47 0.000 0.038
3 EXTRACELLULAR_REGION 2.35 0.000 0.060
4 CATION_TRANSPORT 2.30 0.004 0.064
5 PROTEASE_INHIBITOR_ACTIVITY 2.30 0.000 0.052
6 RECEPTOR_ACTIVITY 2.27 0.000 0.052
7 NERVOUS_SYSTEM_DEVELOPMENT 2.27 0.002 0.045
8 CYTOKINE_BINDING 2.24  0.000 0.048
9 DI___TRI_VALENT_INORGANIC_CATION_TRANSPORT 2.21 0.004 0.054
10 CELL_SURFACE_RECEPTOR_LINKED_SIGNAL_TRANSDUCTION_GO_0007166 2.20 0.000 0.050
11 LIGAND_GATED_CHANNEL_ACTIVITY 2.19 0.002 0.050
12 CELLULAR_DEFENSE_RESPONSE 2.18 0.002 0.049
13 VESICLE_MEDIATED_TRANSPORT 2.17 0.006 0.049
14 G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_ACTIVITY 2.12 0.004 0.065
15 CALCIUM_CHANNEL_ACTIVITY 2.12 0.004 0.062
HME-ZEB1-RAS
Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
KEGG pathways 1 KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION 3.33  0.000 0.000
2 KEGG_MAPK_SIGNALING_PATHWAY 2.78 0.000 0.001
3 KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 2.69  0.000 0.001
4 KEGG_GRAFT_VERSUS_HOST_DISEASE 2.26 0.002 0.016
5 KEGG_ALLOGRAFT_REJECTION 2.19 0.000 0.023
6 KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION 2.14 0.000 0.027



7 KEGG_CALCIUM_SIGNALING_PATHWAY 2.07 0.000 0.035
8 KEGG_ENDOCYTOSIS 2.07 0.004 0.031
9 KEGG_VIRAL_MYOCARDITIS 2.06 0.000 0.030
10 KEGG_ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION 2.04 0.006 0.031
11 KEGG_B_CELL_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 2.04 0.000 0.029
12 KEGG_RIG_I_LIKE_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 2.02 0.002 0.030
13 KEGG_VEGF_SIGNALING_PATHWAY 2.01 0.002 0.029
14 KEGG_AUTOIMMUNE_THYROID_DISEASE 2.01 0.008 0.027
15 KEGG_TYPE_I_DIABETES_MELLITUS 1.98 0.012 0.031
HME-shP53-RAS
Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
Gene Ontology 1 TRANSMEMBRANE_RECEPTOR_ACTIVITY 3.34 0.000 0.000
2 RECEPTOR_ACTIVITY 3.11 0.000 0.000
3 ORGAN_DEVELOPMENT 2.96 0.000 0.000
4 EXTRACELLULAR_REGION 2.90 0.000 0.001
5 EXTRACELLULAR_REGION_PART 2.78 0.000 0.001
6 TISSUE_DEVELOPMENT 2.51 0.000 0.010
7 G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_PROTEIN_SIGNALING_PATHWAY 2.45 0.000 0.014
8 G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_ACTIVITY 2.43 0.002 0.013
9 SYSTEM_PROCESS 2.30 0.000 0.028
10 CYTOKINE_BINDING 2.28 0.002 0.030
11 CELL_SURFACE_RECEPTOR_LINKED_SIGNAL_TRANSDUCTION_GO_0007166 2.27 0.000 0.028
12 POSITIVE_REGULATION_OF_HYDROLASE_ACTIVITY 2.27 0.000 0.026
13 ECTODERM_DEVELOPMENT 2.21 0.002 0.035
14 EXTRACELLULAR_SPACE 2.11 0.002 0.059
15 PROTEASE_INHIBITOR_ACTIVITY 2.11 0.000 0.057
HME-shP53-RAS
Set Rank Name NES Pvalue FDR g-val
KEGG pathways 1 KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION 2.63  0.000 0.005
2 KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 2.38 0.000 0.017
3 KEGG_AUTOIMMUNE_THYROID_DISEASE 2.14  0.006 0.064
4 KEGG_VIRAL_MYOCARDITIS 2.07 0.002 0.069
5 KEGG_ALLOGRAFT_REJECTION 1.90 0.008 0.153
6 KEGG_ECM_RECEPTOR_INTERACTION 1.87 0.004 0.144
7 KEGG_MAPK_SIGNALING_PATHWAY 1.85 0.013 0.136
8 KEGG_GRAFT_VERSUS_HOST_DISEASE 1.84 0.017 0.131
9 KEGG_LYSOSOME 1.80 0.012 0.142
10 KEGG_RIG_I_LIKE_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 1.79 0.016 0.132
11 KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION 1.75 0.018 0.150
12 KEGG_LEUKOCYTE_TRANSENDOTHELIAL_MIGRATION 1.70 0.026 0.177
13 KEGG_TYPE_I_DIABETES_MELLITUS 1.68 0.031 0.181
14 KEGG_ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION 1.62 0.043 0.227
15 KEGG_FOCAL_ADHESION 1.61 0.049 0.221

Tableau 7 : Top 15 GO terms or KEGG pathway enriched in genes up regulated by MBD2 depletion in

HMLER, HME-ZEB1-RAS or HME-shP53-RAS (GSEA analysis).
NES: Normalized Enrichment Scores. FDR: False Discovery Rate.
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I1) Etude du role de ZBTB4 dans la
répression transcriptionnelle
dépendante de la méthylation de
I’ADN

Guillaume Devailly, Mélodie Grandin, Pauline Mathot, Anne-Pierre Morel, Pierre-Antoine

Defossez et Robert Dante ont participé a ce travail.
A) Résume

La répression transcriptionnelle de I’ADN méthylé fait intervenir des protéines capables d’interagir
spécifiquement avec ’ADN méthylé et recrutant des complexes répresseurs sur ces régions. Il a été
proposé que KAISO/ZBTB33, ZBTB4 et ZBTB38 pouvaient jouer un tel role. Si les données in vitro
disponibles jusqu'a présent sont convaincantes, il n’a pas encore été clairement démontré que la protéine

ZBTB4 endogene pouvait se lier et réprimer I’ADN méthylé in vivo.

Nous avons analysés par RNAseq les modifications de transcriptome induites par une déplétion de
ZBTB4 par siRNA. Les geénes surexprimés aprés déplétion de ZBTB4 le sont aussi apres traitement a
I’agent déméthylant 5-aza-deoxycytidine ou aprés déplétion de MBD2. IIs sont de plus globalement
méthylés au niveau de leur promoteur. De plus, nous avons réalis¢é des immuno-précipitations de
chromatine contre la protéine ZBTB4 endogéne, qui semblent montrer qu’une partie des zones de fixation
de cette protéine correspond a des régions méthylées de I’ADN. Ces données semblent donc confirmer

que ZBTB4 endogéne soit capable de réprimer la transcription de génes méthylés in vivo.
B) Introduction

Chez les mammiféres, la méthylation des sites CpG localisés sur un promoteur de géne est associé
a une répression transcriptionnelle [256]. Cette répression transcriptionnelle liée a la méthylation de
I’ADN est induite par la combinaison de plusieurs mécanismes [315] : i) des facteurs de transcriptions
activateurs ne reconnaissent plus leurs sites de fixations lorsqu’ils sont méthylés. Cela peut induire une
baisse de la transcription de leurs cibles méthylés par absence d’activation. ii) des protéines interagissant
spécifiquement a I’ADN méthylé sont capables d’induire une répression transcriptionnelle en recrutant

des complexes répresseurs sur les régions méthylés.
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Filion ef al. [203] ont proposé que trois protéines a doigt de zinc homologues faisaient partie des
protéines interagissant spécifiquement a I’ADN méthylé et induisaient une répression transcriptionnelle
de cet ADN : KAISO (ZBTB33), ZBTB4 et ZBTB38. Ces protéines sont capables in vitro de lier des sites
méthylés et non méthylés d’ADN de fagon dépendante de la séquence [130]. ZBTB4 est capable de
réprimer la transcription de CDKNIA (p21CIP1) [208] et SP1, SP3 et SP4 [209]. L’expression de ZBTB4
est fréquemment diminuée dans les cancers du sein [209] et son expression est corrélée a une meilleure

survie des patients atteints de cancers de la prostate [316].

Cependant son role de répresseur transcriptionnel dépendant de I’ADN méthylé est trés largement
issu d’observations in vitro. De plus, un ChIPseq (immuno-précipitation de chromatine suivie de
séquencage haut débit des fragments d’ADN précipités) de la protéine KAISO endogéne n’a pas permis
de mettre en évidence une fixation préférentielle sur I’ADN méthylé [132]. La réalité et I’importance in
vivo d’une activité de répresseur transcriptionnel lié a la méthylation de I’ADN de ZBTB4 reste donc une

source d’interrogations.

Nous avons analysés par RNAseq les modifications de transcriptome induites par une déplétion de
ZBTB4 par siRNA. Les génes surexprimés aprés déplétion de ZBTB4 sont aussi surexprimés aprés
traitement a [’agent déméthylant 5-aza-deoxycytydine ou aprés déplétion de MBD?2. Ils sont globalement
méthylés au niveau de leur promoteur, et présentent une densité plus élevée de séquences de types Z4BS.
De plus, nous avons réalis¢ un ChIPseq de ZBTB4 endogéne dans deux lignées cellulaires. Les
enrichissements observés sont faibles mais semblent indiquer qu’une partie des sites de fixation de cette
protéine correspondent a des régions d’ADN méthylés. Ces résultats sont donc compatibles avec un role

de répresseur transcriptionnelle dépendant de la méthylation de ’ADN de ZBTB4.

C) Matériels et méthodes

Nom de région  Amorce sens Amorce anti-sens Tm (°C)

14932.11 TCACTCTGTTGGTAGGGGGT GGCCTGCTATGTGGTAGCAT 60
17g25.3 GGGAAAGTGCCTTGTCTCCA CGCTCCTCTCTGCCCAGG 60
18923 AGGAAACCCATTTCCAGCCC AAGAAGCAGTCCTGGCCATC 60
20913.12 CCTGTCTCTGTGTCACCACC ACCAGCCACGATAAATGGCA 60
9q21.12 TGCGGAGCGTTTGAAGTAGT ACAGGAAATACTGGCCACTGAG 60
149g11.2 GCTGTCGAATGTCGTGCAAA GAACCAGGCATGCTCTTTCG 60

Tableau 8 : Séquences des amorces de qPCR utilisés dans cette étude.

1) Cultures cellulaires, traitements et microscopie confocale

Les lignées cellulaires HMEC-hTERT et HMLER ont été¢ généreusement fournies par Anne-Pierre
Morel (CRCL, Lyon, France). Elles ont été cultivées selon les instructions précédemment données [23],

[275].
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Les différents traitements ont été réalisés en plaques 6 puits. Environ 1.10° cellules ont été mises en
culture dans chaque puits la veille des traitements. Le traitement déméthylant fut réalisé en traitant les
cellules tout les jours pendant trois jours avec 10 puM de 5-aza-deoxycytidine (Sigma-Aldrich). Les
transfections de siRNA ont été réalisée en utilisant 100 pMol de siRNA témoins (Mission siRNA
Universal Controls #l, Sigma-Aldrich), de siRNA ciblant ZBTB4 (5°-
GCUCAAUACACUCAAGCUCATAT-3’, Eurofins Genomics), ou de siRNA ciblant MBD2 (5°-
GGAGGAAGUGAUCCGAAAATAT-3’, Eurofins Genomics), transfectés a 1’aide de la Lipofectamine-
2000 (Life Technologies) selon les instructions du fabricant. Les cellules ont été collectées 72h apres
transfection. Les transfections de plasmides codant pour des protéines fusion MBD2-RFP et ZBTB4-
GFP, généreusement fournis par Pierre-Antoine Defossez (Paris-Diderot, Paris, France), ont été réalisées
avec 4 pg de chaque plasmides a 1’aide de la Lipofectamine-2000. Les cellules ont été cultivées
directement sur lamelles, traités au paraformaldhéhyde 4% pendant 20 minutes, et montées sur une lame
dans du milieu de montage contenant du DAPI. Les cellules ont été observées en microscopie confocale a

la plateforme CCQ (Lyon, France).
2) Immuno-blots

Environs 1.10° cellules furent lysées dans du NuPage LDS Sample Buffer contenant le Reducing
Agent (Life Technologies). Les lysats furent soumis a une sonication modérée et chauffés a 95°C durant
10 minutes. Aprés migration et transfert, les membranes furent incubées avec soit I’anticorps ciblant

ZBTB4 fournit par Pierre-Antoine Defossez, soit un anticorps ciblant I’ Actine (Sigma-Aldrich, A5441).
3) Extractions d’ARN

Des ARN totaux ont été extraits avec le NucleoSpin RNA Kit (Macherey-Nagel) en suivant les
instructions du fabricant. La pureté et 1’intégrité des ARN furent analysées sur gel d’agarose, et les ARN
ont été quantifiés a I’aide d’un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Des mélanges de cinq expériences

ont été envoyés a Montpellier GenomiX (Montpellier, France) pour séquengage haut débit (RNAseq).
4) Précipitation d’ADN méthylé et séquencage haut débit

De I’ADN génomique a été purifié en utilisant le QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen). I1 fut fragmenté
a une taille moyenne comprise entre 300 et 500 paires de bases par sonication. Les précipitations d’ADN
méthylés (MeDP) ont été réalisées en utilisant le MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit (Life
Technologies) a I’aide d’1pug d’ADN fragmenté. Des mélanges de cinq expériences indépendantes furent

envoyés pour séquengage haut débit (MeDPseq) au Beijing Genomics Institues (Hong-Kong, Chine).
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Figure 26 : Les genes surexprimés par une déplétion de ZBTB4 le sont aussi apres traitement a la 5-
aza-déoxycytidine.

A. Le siRNA dirigé contre ZBTB4 entraine une baisse du niveau de la protéine ZBTB4. B. Les 1433 génes
surexprimés plus d’une fois (fold change > 1 et p value < 0.01) sont globalement surexprimés par un
traitement a la 5-aza-deoxycytidine. FC : Fold change. DAC : 5-aza-deoxycytidine. C. Une partie des 3510
genes surexprimés apres traitement a la 5-aza-déoxycytidine I'est aussi apres déplétion de ZBTB4. D et
E. Visualisation des changements d’expressions induits aprés déplétion de ZBTB4 par siRNA ou
traitement a la 5-aza-deoxycytidine pour les génes dérégulés par une déplétion de ZBTB4 (D) ou ceux
dérégulés par un traitement a la 5-aza-deoxycytidine (E).

5) Immuno-précipitations de chromatine, gPCR et séquencage
haut débit

Les immuno-précipitations de chromatines (ChIP) dirigées contre ZBTB4 ont été réalisées comme
décrit précédemment [276]. En résumé, de la chromatine fragmentée (avec une taille moyenne de
fragment compris entre 300 et 500 paires de base) fut obtenue par sonication de noyaux de cellules
préalablement traités au formaldéhyde 1,2%. Le ChIP fut réalisé a I’aide d’un anticorps polyclonal ciblant
ZBTB4 généreusement fournis par Pierre-Antoine Defossez (ChIPseq) ou de I’anticorps polyclonal
ciblant ZBTB4 CS-142-100 (Diagenode, ChIP-qPCR), et avec le ChIP Assay Kit (Merck Millipore) selon
les instructions du fabricant. L’ADN précipité fut ensuite purifié a 1’aide du NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up kit (Machery-Nagel) en suivant les instructions du protocole DNA clean-up of samples
containing SDS du fabricant. Les fractions Bound et Input ont été dosées par fluorimétrie (Qubit 2.0, Life

Technologies). Des mélanges de cinqg expériences indépendantes furent envoyés a la plateforme

93



PorfilXpert (Lyon, France) pour séquencage haut débit (ChIPseq). Alternativement, des enrichissements
des fractions Bound relatifs aux fractions /nput furent détectés pour plusieurs régions par qPCR (iQ
SYBR Green supermix, Biorad) en utilisant des amorces dont la séquence peut étre trouvée dans le

Tableau 8.
6) Analyses bioinformatiques

Les reads issus des RNAseq furent alignés sur le génome UCSC Homo sapiens hgl9 en utilisant
TopHat2 [279]. L analyse d’expression différentielle fut réalisé comme décrit dans la référence [280], en
utilisant notamment edgeR [281]. Seuls les génes ayant une valeur RPM (reads per million) supérieure a
1 dans au moins un des échantillons furent intégrés a la suite de I’analyse. L’analyse des catégories Gene
Ontology et KEGG pathway corrélés avec les changements de transcriptome observés apres déplétion de

ZBTB4 a été réalisée en utilisant Gene Set Enrichment Analysis [282].

Les reads issus du MeDPseq et du ChIPseq furent alignés sur le génome UCSC Homo sapiens
hg19 en utilisant Bowtie [283]. Les reads présents a plusieurs reprises ont été filtrés avec SAMTools
[284] pour limiter les biais induits par les PCR. Une détection de peaks préliminaire a été faite avec
MACS [285]. Des régions sur-séquencées ont été¢ définies comme des régions de 500 paires de bases
contenant plus de trois fois le nombre médian de reads par 500 paires de bases dans au moins un des
Input-seq. Les peaks chevauchant ces régions sur-séquencées furent filtrés, car elles représentent des
zones probables de faux positifs. Les peaks identifiés dans les cellules HMEC-hTERT et HMLER furent
comparés avec MAnorm [286] et les listes finales de peaks construites comme le regroupement des peaks
communs aux deux lignées cellulaires avec les peaks spécifiques d’une des deux lignées (p value < 0.01).
La densité en reads en diverses régions du génome fut visualisée a I’aide de Sushi.R [287]. Les
regroupements de peaks par clusterisation K-mean et la visualisation de ces clusters fut réalisée avec

seqMINER [288].

Les motifs Z4BS ont été cartographiés sur le génome en utilisant Cisgenome [317]. L’analyse
intégrative des RNAseq, MeDPseq et localisation des Z4BS a été réalisée a I’aide de R/Bioconductor et
de Repitools [289].
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Figure 27 : Niveaux de méthylations moyens du promoteurs des génes dérégulés par une déplétion de
ZBTBA4.

La méthylation moyenne du promoteur des genes a été estimée par MeDPseq. En bleu : profil de
méthylation moyen de tout les genes. En rouge : profil de méthylation du promoteur des geénes
surexprimés apres déplétion de ZBTB4. En vert : profil de méthylation du promoteur des génes sous-
exprimés apres déplétion de ZBTB4. Aire bleu clair : intervalle de confiance a 97,5 %. FPM : Fragments
par millions.

D) Résultats

1) Les génes surexprimés apres une déplétion de ZBTB4 sont

des genes méthylés

Afin de savoir si ZBTB4 participe a la répression transcriptionnelle des génes méthylés sur leur
promoteur, nous avons analysé en parall¢le les modifications de transcriptome induites par une déplétion
de ZBTB4 par siRNA (Figure 26A) et par un traitement a la 5-aza-deoxycytidine (DAC) dans les cellules
HMLER. La déplétion de ZBTB4 induit une surexpression de 1433 génes d’au moins deux fois en
moyenne dans les deux réplicas, et une sous-expression de 425 génes (Figure 26B). Les génes
surexprimés apres déplétions de ZBTB4 sont trés largement aussi surexprimés apres traitement a la 5-aza-
deoxycytidine (Figure 26B et D), ce qui suggere qu’il s’agit principalement de génes réprimés par la
méthylation de I’ADN. Réciproquement, une fraction (de I’ordre de 30% en fonctions des seuils choisis)
des génes surexprimés aprés traitement a la 5-aza-deoxycytidine ’est aussi apres déplétion de ZBTB4.
Les génes sous-exprimés aprés déplétion de ZBTB4 ne sont qu’assez peu corrélés avec les génes
dérégulés par traitement a la 5-aza-deoxycytidine (Figure 26D et E), suggérant des mécanismes de

régulations plutdt indépendants.

L’analyse de la méthylation par MeDPseq du promoteur des génes surexprimés aprés déplétion de
ZBTB4 montre que ces derniers sont globalement plus méthylés que 1’ensemble des génes (Figure 27A).
Ce n’est pas le cas du promoteur des génes sous-exprimés par une déplétion de ZBTB4 (Figure 27B).
Ainsi la répression de genes par ZBTB4 est associée a une méthylation du promoteur, et I’activation de

genes par ZBTB4 ne I’est pas.
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Figure 28 : Densité en sites Z4BS autour des promoteurs des génes dérégulés par déplétion de ZBTB4.
A et B. Motifs meZ4BS et non_meZ4BS reproduits d’apres ceux identifiés par Sasai et al. [130] et
cartographiés sur le génome. C-F. Densité moyenne en sites meZ4BS (C et E) et non_meZ4BS (D et F)
autour du promoteur de tout les génes (bleu), des genes surexprimés aprés déplétion de ZBTB4 (rouge,
C et D) et des génes sous-exprimés apres déplétion de ZBTB4 (vert, E et F). Pour des raisons de lisibilité,
le comptage est effectué dans une fenétre glissante de 10 Kb. Aire bleu clair : intervalle de confiance a
97,5 %.

2) Fonctions des genes réprimés par ZBTB4

Les genes surexprimés aprés déplétions de ZBTB4 ont été analysés par Gene Set Enrichment
Analysis [282] avec des sets de génes de types Gene Ontoglogy (Tableau 9) ou KEGG pathways (Tableau
10). Les sets de geénes identifiés ont des fonctions diverses mais sont fréquemment en lien avec régions

extracellulaires ou membranaires.
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3) Les genes surexprimés apres déplétions de ZBTB4 ont

|égerement plus de sites Z4BS sur leur promoteur

Sasai et al. [130] ont identifié par SELEX des motifs de fixation de ZBTB4 sur I’ADN méthylé
(meZA4BS, Figure 28A) ou non méthylé (non_meZ4BS, Figure 28B). Afin de savoir si les génes dérégulés
aprés déplétions de ZBTB4 possédaient ces séquences sur leur promoteur, nous avons cartographié ces
consensus sur le génome humain. Les 1433 genes surexprimés apres déplétion de ZBTB4 présentent une
densité en site meZ4BS (Figure 28C) et non meZ4BS (Figure 28D) légérement plus importante que
I’ensemble des geénes analysés. Les 425 génes sous-exprimés aprés déplétion de ZBTB4 présentent un
taux de meZ4BS localement plus élevé autour du TSS que I’ensemble des genes analysés (Figure 28E).
Aucun enrichissement en sites non_meZ4BS n’a été observé concernant ces génes sous-exprimés (Figure

28F).
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Figure 29 : Un ensemble de génes réprimés conjointement par ZBTB4 et MBD2.

A. Les 1433 génes surexprimés apres déplétion de ZBTB4 sont globalement aussi surexprimés apres
déplétion de MBD2. FC: Fold change. B. Visualisation de I'impact de la déplétion de ZBTB4 ou de MBD2
sur la transcription des genes dérégulés apres déplétion de ZBTB4. C. Diagramme de Venn des génes
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surexprimés (FC = 1, p value < 0.01) aprés déplétion de ZBTB4 (bleu), déplétion de MBD2 (orange) et
traitement a la 5-aza-deoxycytidine (DAC, noir). D et E. Images de microscopie confocale de noyaux de
cellules HMEC-hTERT (D) et HMLER (E) transfectées avec des plasmides codant pour les protéines
fusions MBD2-RFP et ZBTB4-GFP. La barre blanche est longue d’1 um.

4) Un ensemble de génes réprimés conjointement par ZBTB4
et MBD2

ZBTB4 semble donc impliqué dans la répression transcriptionnelle de nombreux geénes méthylés.
Nous avons comparé nos données de modification du transcriptome aprés déplétion de ZBTB4 avec
celles précédemment obtenues aprés déplétion de MBD2'. Les génes surexprimés par déplétion de
ZBTB4 sont trés largement aussi surexprimés apres déplétion de MBD2 (Figure 29A-C). En revanche,
une moitié des génes surexprimés apres déplétion de MBD2 ne sont pas touchés par la déplétion de
ZBTB4 (Figure 29C). Ces résultats suggérent que de nombreux génes méthylés seraient réprimés a la fois

par MBD2 et ZBTB4.

Afin de savoir si MBD2 et ZBTB4 pouvaient colocaliser sur un certain nombre de régions du
génome, des cellules HMEC-hTERT et HMLER ont été transfectées avec des génes de protéines fusions
MBD2-RFP et ZBTB4-GFP (Figure 29D et E). Les deux transgénes codent pour des protéines fusions
entierement localisées dans le noyau. Ces protéines semblent éviter les nucléoles, et sont retrouvées dans
le reste du noyau soit de fagon diffuse, soit sous forme de foci. Trois types de foci peuvent étre observés :
des foci uniquement marqués par la RFP, des foci uniquement marqués par la GFP et des foci ou les
marquages RFP et GFP sont conjointement observés. MBD2-RFP et ZBTB4-GFP sont donc colocalisées
en de nombreux endroits du noyau. Cela suggére que ces deux protéines peuvent étre capables de se fixer

sur des régions proches de I’ADN.

L’ensemble de ces résultats suggére qu’un certain nombre de génes sont réprimés conjointement

par MBD2 et ZBTB4.

' Cf supra p 58.
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Figure 30 : Des régions méthylées sont enrichies par un ChlPseq ZBTB4.

A. Schéma expérimental. La lignée cellulaire transformée HMLER dérive de la lignée HMEC-hTERT par
transformation oncogénique induite par les oncogenes T/t du virus SV40 et une forme mutée de HRAS.
Tous les séquencgages réalisés I'ont été sur des ensembles de cinq expériences indépendantes. B.
Visualisation des reads sur un peak ZBTB4 présent dans les deux lignées cellulaires. Bleu : reads issus du
ChIPseq ZBTB4. Bleu foncé : peak ZBTBA4. Gris : reads issus de I'Input-seq. C-F. Densité en reads du
MeDPseq, ChIPseq ZBTB4 et de I'Input-seq, au niveau des peaks ZBTB4 (C,F), des régions méthylés (D,G),
et des flots CpG (E, H). C-E. Lignée HMLER. F-H. Lignée HMEC-hTERT.
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5) Certains sites de fixations de ZBTB4 sont méthylés

Nous avons essayé de déterminer les sites de fixations de ZBTB4 par ChIPseq dans un mod¢le
cellulaire syngénique de transformation tumoral. Des cellules épithéliales mammaires humaines ont été
immortalisées avec le géne de 1’unité catalytique de la télomérase (lignée HMEC-hTERT). Ces derniéres
ont été transformées a ’aides des oncogénes 7/ du virus SV40 et de HRAS"” (lignée HMLER, Figure
30A). Contrairement a la lignée HMEC-hTERT, la lignée HMLER est capable de former des tumeurs

lorsqu’elle est xénogreffée chez une souris immunodéprimée [23], [275].

Le ChIPseq dans ces lignées a permis 1’identification de zone de fixations potenticlles de ZBTB4
(par exemple, Figure 30B). En paralléle, nous avons estimé le méthylome de ces cellules par précipitation
d’ADN méthylé suivit de séquencage haut débit des fragments précipités (MeDPseq). Environ 30% des
zones enrichies dans le ChIPseq ZBTB4 correspondent a des régions méthylées (Figure 30C et F). Cela
suggére que ZBTB4 endogéne serait capable de se lier in vivo sur des régions du génomes méthylées ou
non méthylées, mais que quantitativement les sites de fixations non méthylés prédominent. Un peu plus
de 10% des régions méthylés identifiées en MeDPseq sont enrichies dans le ChIPseq ZBTB4 (Figure 30D
et G). En revanche, aucun enrichissement préférenticl de ZBTB4 sur des ilots CpG n’a été mis en
évidence (Figure 30E et H), laissant suggérer que les sites de fixations de ZBTB4 sont principalement

situés hors flots CpG.

Les enrichissements observés dans le ChIP ZBTB4 sont trés faibles. Nous avons essayé d’en
valider certains dans les cellules HMLER par ChIP-qPCR en utilisant un anticorps anti-ZBTB4 différent
de celui utilisé pour le ChlPseq (CS-142-100, Diagenode). Parmi les 4 régions positives testées, un
enrichissement en ChIP-qPCR fut retrouvé sur 3 régions (14q32.11, 17q25.3 et 18q23, Figure 31A-D),
mais pas sur la région 20q13.12 (Figure 31A et E). Deux régions négatives servent ici de témoins négatifs
(Figure 31A, F et G). Le ChIPseq ZBTB4 semble donc présenter un taux non négligeable de faux positifs.
Nous avons cependant confirmé la présence de ZBTB4 sur une région méthylé (17q25.3) et sur une

région non méthylé (18q23).

100



ZBTB4 ChIP-gPCR

>

6
5 4 4
Q
=
=
©
c
=}
2 2 -
S| L —E T
- e
0

14932.11 17qg25.3 18qg23 20q913.12 9q21.12 14qll.2

o 2q T14q3211 L 17q25.3 N 18923
} cotmaatat.  SSse.al e
> _‘._A
= - 0 0
ad’ : 2
< =
0 0 _ _ — o0 .
22 2 2
=
Exons,’ 0 0
Amplicons,
CGI | | | [ |
chri4 91712 Kb chr17 76112 Kb chr18  Srine 77826 Kb
E o o, 2091312 F2 9q21.12 M 14q11.2
()
2 | it asban. 4 P
0 0 0 —_
a g 3 2 2
O R o J— AR i mmie el — —
P 2 2
=]
c
= 0 0 0
Exons., PLTP DAD1 PTAR1
Amplicons,
CGl | | I = [ | [ | || [ |

. : —_—————
chr20 4540 44541 44542 Kb chrg 72375 72376 72377 Kb chria 23058 23060 Kb

Figure 31 : Validation par ChIP-qgPCR de quelques régions identifiées par ChlPseq.

A. Enrichissements observés dans la fraction Bound par ChIP-gPCR contre ZBTB4 au niveau de 6 régions
génomiques. B-G. Visualisation de la densité en reads du MeDPseq (noir), du ChiPseq ZBTB4 (bleu) et de
I'Input-seq (gris) autour des six régions génomiques étudiées en A. La localisation de I'amplicon est
indiquée en vert. Celle des flots CpG et des génes en rouge et bleu respectivement. L'unité de

couverture est en Fragments par Millions (FPM). L’ensemble des ces résultats a été obtenue dans la
lignée HMLER.
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Figure 32 : L’expression des génes de protéines impliqués dans la méthylation de 'ADN n’est que
faiblement modifiée par le traitement au siRNA ciblant ZBTBA4.

Les valeurs présentées ici sont issues de I'analyse des RNAseq. Les barres d’erreurs correspondent aux
variations observées lors d’un duplicat de séquencage. DNMT3L n’était pas assez exprimé / séquencé
pour pouvoir estimer son expression de facon fiable d’aprées nos RNAseq.

E) Discussion

Rang Nom NES Pvalue FDRg-val
1 EXTRACELLULAR_REGION 4.04 0 0
2 EXTRACELLULAR_REGION_PART 3.89 0 0
3 RECEPTOR_ACTIVITY 3.44 0 0
4 PROTEINACEOUS_EXTRACELLULAR_MATRIX 3.32 0 0
5 CELL_SURFACE_RECEPTOR_LINKED_SIGNAL_TRANSDUCTION_GO_0007166 3.30 0 0
6 TRANSMEMBRANE_RECEPTOR_ACTIVITY 3.27 0 0
7 EXTRACELLULAR_MATRIX 3.14 0 0
8 CELL_CELL_SIGNALING 2.92 0 2.54E-04
9 COLLAGEN 2.90 0 2.26E-04

10 G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_PROTEIN_SIGNALING_PATHWAY 2.89 0 2.03E-04
11 EXTRACELLULAR_MATRIX_PART 2.77 0 4.45E-04
12 NERVOUS_SYSTEM_DEVELOPMENT 2.71 0 6.57E-04
13 METAL_ION_TRANSPORT 2.69 0 6.84E-04
14 10ON_CHANNEL_ACTIVITY 2.69 0 6.35E-04
15 SYSTEM_PROCESS 2.68 0 6.57E-04

Tableau 9 : 15 premiers termes Gene Ontology enrichis dans les génes surexprimés apres déplétion de
ZBTBA4.
NES : Normalized Enrichment Score. FDR : False Discovery Rate.

Une déplétion de ZBTB4 par siRNA induit plus de surexpression de génes que de sous-
expressions. Méme si par RNAseq est observé un mélange d’effets directs et indirects de ZBTB4 sur la
transcription, cela semble indiquer une fonction de répresseur transcriptionnel de ZBTB4. Une telle
fonction a déja été proposée par d’autres études [203], [208], [209]. ZBTB4 est notamment capable de
recruter le complexe répresseur Sin3/HDAC [208].
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Les génes surexprimés apres déplétion de ZBTB4 sont globalement plus méthylés au niveau de leur
promoteur, et sont aussi majoritairement surexprimés apres traitement a 1’agent déméthylant 5-aza-
déoxycytidine. Cela suggere que les geénes réprimés par ZBTB4 le sont aussi par méthylation de I’ADN,
et est consistant avec un role de répresseur transcriptionnel dépendant de la méthylation de ZBTBA4. 11 est
cependant essentiel de reproduire ces résultats en utilisant un deuxiéme siRNA ciblant ZBTB4, d’une part
car celui utilisé ici n’est que moyennement efficace, d’autre part pour exclure un peu plus I’hypothése
d’un effet di a des cibles non voulues réprimées par ce siRNA. Notons que les niveaux de transcription
des autres génes impliqués dans la méthylation de I’ADN sont assez peu affectés par le siRNA ciblant

ZBTB4 (Figure 32).

Les genes surexprimés aprés déplétions de ZBTB4 présentent un nombre de sites meZ4BS et
non_meZ4BS au niveau de leur promoteur supérieur a celui de I’ensemble des génes. Ces séquences ont
été identifiées in vitro comme des sites de fixations de ZBTB4 [130]. Cela suggére qu’une partie des

effets que nous observons au niveau transcriptomique sont bien dii a des effets directs de ZBTB4.

La grande majorité des génes surexprimés aprés déplétion de ZBTB4 I’est aussi apres déplétion de
MBD?2. Ces deux protéines pourraient réprimer la transcription des mémes genes et pourraient jouer des
roles partiellement redondants. Ces deux protéines colocalisent dans le noyau lorsqu’elles sont
surexprimées sous forme de protéines fusions, mais n’interagissent pas directement a notre connaissance.
Leur interaction se fait peut-étre via le complexe Sin3A auquel peuvent appartenir ces deux protéines

[166], [208].

Rang Nom NES Pvalue FDR g-val
1 KEGG_ECM_RECEPTOR_INTERACTION 2.94 0 0
2 KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_BIOSYNTHESIS_CHONDROITIN_SULFATE 2.61 0 2.60E-03
3 KEGG_FOCAL_ADHESION 2.45 0 7.45E-03
4 KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION 2.45 0 5.59E-03
5 KEGG_CELL_ADHESION_MOLECULES_CAMS 2.40 0 5.30E-03
6 KEGG_CALCIUM_SIGNALING_PATHWAY 2.33 0 8.58E-03
7 KEGG_VASCULAR_SMOOTH_MUSCLE_CONTRACTION 2.30 2.11E-03 9.31E-03
8 KEGG_NOTCH_SIGNALING_PATHWAY 2.15 2.00E-03 2.35E-02
9 KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_DEGRADATION 2.10 4.10E-03 2.73E-02
10 KEGG_AXON_GUIDANCE 2.01 0 4.23E-02
11 KEGG_ARACHIDONIC_ACID_METABOLISM 1.93 8.16E-03 5.98E-02
12 KEGG_GLYCEROPHOSPHOLIPID_METABOLISM 1.92 2.18E-03 5.83E-02
13 KEGG_BASAL_CELL_CARCINOMA 1.90 1.18E-02 6.02E-02
14 KEGG_GLYCOSAMINOGLYCAN_BIOSYNTHESIS_HEPARAN_SULFATE 1.84 1.03E-02 7.81E-02
15 KEGG_DILATED_CARDIOMYOPATHY 1.82 1.61E-02 7.99E-02

Tableau 10: 15 premier KEGG pathways enrichis dans les génes surexprimés apres déplétion de
ZBTBA4.
NES : Normalized Enrichment Score. FDR : False Discovery Rate.

Les ChlIPseq réalisés ici contre la protéine endogéne ZBTB4 semblent indiquer qu’une partie des

sites de fixation de cette protéine correspondent & des régions méthylées. Cependant, les enrichissements
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observés en ChIPseq ou en ChIP-qPCR sont faibles, ce qui rend difficile a la fois I’interprétation des
résultats du ChlPseq et sa validation par ChIP-qPCR. En attendant la mise au point d’un protocole de
ChIP plus efficace ou le développement d’un anticorps anti-ZBTB4 plus performant, il est sans doute
nécessaire de changer de stratégie. On pourrait par exemple s’inspirer de I’étude de Baubec et al. [177] et
travailler sur des lignées stables exprimant des versions taguées de ZBTB4, KAISO ou ZBTB38. Les
niveaux d’expressions de ces protéines taguées ne seront certes pas nécessairement similaires a celui des
protéines endogénes, et ces dernic¢res seront toujours exprimées ce qui peut modifier les sites de fixations
de ces protéines taguées par rapport a leurs homologues endogénes, mais cela permettrai au moins
d’obtenir des enrichissement décents en ChIPseq, de comparer les sites des fixations de ces trois protéines
entre elles a niveau d’expression équivalent, et de savoir si certains de ces sites correspondent a des

régions méthylées.

Méme si les résultats du ChIPseq doivent &tre interprétés avec précaution, et si les résultats du
RNAseq apres déplétion de ZBTB4 demandent a étre reproduits a 1’aide d’un nouvel siRNA, nos données
vont dans le sens d’une confirmation de I’existence d’une fonction de répression transcriptionnelle 1ié¢ a la

méthylation de I’ADN pour ZBTB4.

Ces travaux sont en cours de finalisation. Nous attendons le résultat d’un RNAseq aprés un
deuxiéme siRNA ciblant ZBTB4 qui permettra, nous 1’espérons, de confirmer les résultats obtenus avec
le premier. Nous espérons pouvoir les publier par la suite en collaboration avec 1’équipe de Pierre-

Antoine Defossez.
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Discussion et conclusion

générale

Par quels mécanismes la méthylation de I’ADN induit-elle une répression transcriptionnelle ?

Malgré I’absence de 1étalité des knock out Mecp?2 [145], Mbdl [159] ou Mbd2 [167], les résultats
obtenus par nous et par d’autres montrent clairement qu’elles jouent un role dans cette répression. Elles
sont capables de lier I’ADN méthylé in vitro [184], et sont retrouvées liées a des régions méthylées de
I’ADN in vivo (voir par exemple [142], [176], [177] et p 46). Leur déplétion par siRNA est capable

d’induire des réexpressions de génes méthylés sur leur promoteur (voir par exemple [248] et p 46).

Cependant, ces protéines seules n’expliquent pas la totalité de la répression transcriptionnelle liée a
la méthylation de I’ADN. D’autres protéines répressives de liaisons a I’ADN méthylés jouent
probablement ce role. KAISO, ZBTB4, ZBTB38, ZFP57, MBD4, UHRF1, UHRF2, DNMT1, DNMT3A
et DNMT3B font partie de la liste des candidats les plus prometteurs. Obtenir une idée précise du rdle de
ces protéines de liaison a I’ADN méthylé dans la répression transcriptionnelle de ces régions passera soit
par la mise au point de nouveaux outils, tel que des anticorps efficaces en ChlPseq sur les protéines
endogenes ou la générations de souris knock-out pour de nouvelles combinaisons de protéines de liaisons
a ’ADN méthylé, soit sera rendu difficile devant les roles pléiotropes jouées par centaines de ces
protéines dans la synthése ou la maintenance de la méthylation de I’ADN (sont concernées en particulier

les protéines DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, UHRF1, UHRF2, ZFP57 et MBD4).

Cette étude c’est focalisée sur MBD2 et ZBTB4. MBD2 est travaillé depuis longtemps dans le
laboratoire, et a fait I’objet de précédentes publications [276], [277], [291]. Un anticorps fonctionnant en
ChIP contre la protéine MBD2 endogéne a été mis au point par le laboratoire. Un tel anticorps était une
chose rare au début de ma thése. Outre ces aspects purement techniques, le choix de travailler sur la
protéine MBD?2 a aussi été dictée par son grand intérét scientifique : il s’agit de la protéine liant I’ADN
méthylé du complexe MeCP1 (le premier complexe répresseur de 1I’ADN méthylé identifié
historiquement'), MBD2 réprime de nombreux génes répresseurs de tumeurs dans de nombreux cancers’,
et il s’agit, au moins au niveau transcriptionel, de la MBP répressive la plus abondante dans les mode¢les
cellulaires utilisés (HMEC-hTERT, HMLER, efc.). Nous voulions explorer les possibles redondances
pouvant exister entre protéines de liaisons & I’ADN méthylé de la famille MBD et de la famille de
protéines a doigt de Zinc. Des études préliminaires de ChIP dirigés contre MBD2, KAISO et ZBTB4 sur

quelques régions ont montré que ZBTB4 semblait plus souvent li¢ sur les régions fixées par MBD2 que

' Cf supra p 46.

2 Cf supra p 46 et p 57.
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KAISO. De plus, tout comme MBD2, ZBTB4 est impliqué dans le cancer du sein'. Il semblait donc
intéressant d’étudier ZBTB4 en paralléle de MBD2 dans ce mode¢le cellulaire syngénique de progression

tumorale.

D’autres protéines capables de lier ’ADN méthylé in vitro ont été* et seront certainement
identifiées en nombre par des méthodes de criblage haut débit. Parmi celles-ci se cachent peut-étre des
nouveaux répresseurs dépendants de la méthylation de I’ADN. Il reste a valider leur interaction avec
I’ADN méthylé in vivo, a quantifier I’importance et la spécificité de ces interactions, et a étudier I’impact
de ces interactions sur la transcription. Certaines seront peut-&tre des activateurs transcriptionnels

dépendants de la méthylation de I’ADN !

De nombreux facteurs de transcriptions, dont la liste est grandissante, sont chassés de leurs sites de
fixations par la méthylation de ’ADN’. Cela peut induire une baisse de la transcription de génes par

défaut de signaux activateurs.

La multiplicité des acteurs recrutés ou chassés par la méthylation de ’ADN, leurs spécificités de
séquences, et leurs niveaux d’expressions variables d’un tissus a 1’autre fait que I’interprétation des
signaux de méthylation de I’ADN passe probablement par des mécanismes complexes et souvent
spécifiques d’un promoteur donné (voir par exemple la régulation de I’expression de TERT [291]). Cela

n’empéche pas bien siir la formulation de principes généraux, mais limite leur portée.

Les niveaux de transcription des génes sont extrémement variables et sont distribués tout le long
d’un continuum. Quelques geénes ne sont pas du tout exprimés (moins de 0,1 copies par cellules, par
exemple). De nombreux geénes sont peu exprimés (entre 0,1 et 100 transcrits par cellules, par exemple).
Pour certains d’entre eux, un traitement déméthylant ou une déplétion de MBP répressives induit une
hausse de leur niveau de transcription. Le role de la méthylation de I’ADN et des MBP répressives est
alors de moduler négativement la transcription de ces génes. Ainsi, nos données® suggérent que MBD2
induit une basse modérée de la transcription de ses génes cibles, mais pas une extinction totale de leur
niveau de transcription. Sa force de répression transcriptionnelle semble d’autant plus forte que son site
de fixation est situé proche du site d’initiation de la transcription [176]. On peut aussi imaginer une force
répressive dépendant de la conformation locale de la zone régulatrice, analysable par exemple par des
techniques de chromosome conformation capture (3C). Le signal de méthylation de I’ADN et son

interprétation font donc partie d’un ensemble de mécanismes permettant une modulation fine et

' Cf supra p 50 et p 57.
2 Cf supra p 52.
3 Cf supra p 33.

* Cf supra p 58.
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spécifique du niveau de transcription des génes, qui ne peut se résumer entiérement en une distinction

dichotomique de génes exprimés ou non exprimés.

Les protéines de liaison a I’ADN méthylé sont-elles impliquées dans la régulation de 1’épissage des
geénes ? Les exons sont en effet plus méthylés [63] et plus liés par MECP2 [89] que les introns. En cas
d’épissage alternatif, les exons inclus sont plus méthylés et plus liés a MECP2 que les exons exclus [89].
Un traitement a la 5-aza-deoxycytidine ou une déplétion de MECP2 induisent des sauts d’exon optionnel
plus fréquents [89]. Une des hypothéses expliquant ces observations serait que la présence de MECP2 sur
ces exons participe au ralentissement de I’ARN polymérase II, ce qui faciliterait le travail de la
machinerie d’épissage. Ce role est-il extensible a d’autres protéines de liaisons a I’ADN méthylé ? Nous
n’avons pas réussit a le mettre en évidence pour MBD?2, principalement par manque de profondeur des
séquencages RNAseq, ce qui rend difficile 1’identification et la quantification des événements
d’épissages. Savoir si les protéines de liaisons a I’ADN méthylé sont capables de moduler 1’activité

transcriptionnelle des ARN polymérases I, III et IV est une autre question pour I’instant sans réponse.

Lors de la mitose, la chromatine est extrémement compactée en chromosomes métaphasiques. Quel
est le devenir des protéines de liaisons a I’ADN méthylé pendant cette phase ? Sont-elles détachées de
leurs sites de fixations pendant la prophase et reviennent-elles pendant la télophase, ce qui impliquerait un
certain dynamisme et des possibilités de redistributions, ou bien restent-elles solidement attachés a leurs
sites de fixation pendant toute la durée de la durée de la mitose ? Des expériences d’imageries sur cellules
vivantes exprimant des protéines fusions fluorescentes pourraient apporter une réponse a cette question.
De méme, comment les sites d’interactions des protéines de liaisons a I’ADN méthylés avec I’ADN sont-
ils répliqués lors de la phase S? MECP2 et MBD2 sont capables de s’homodimériser et de
s’hétérodimériser [152]. Cette dimérisation joue peut-&tre un rdle dans la réplication des sites de fixations

de ces protéines lors de la phase S.

L’hyperméthylation du promoteur de certains génes suppresseurs de tumeurs participe a leur
répression transcriptionnelle dans des cancers'. Abolir la cette répression transcriptionnelle dépendante de
la méthylation de ’ADN constitue une stratégie thérapeutique prometteuse. Ainsi 5-aza-deoxycytidine et
S-azacytidine sont utilisé¢ dans le traitement de syndromes myélodysplasique et de certains lymphomes
[116]. Les protéines de liaison a I’ADN méthylé possédant une activité de répresseur transcriptionnel sont
elles des cibles thérapeutiques pertinentes ? Des données précliniques le suggérent. Par exemple, une
déplétion de MBD2 réduit la tumorigénicité des lignées cancéreuses mammaires, et induit une résistance

. . \ . : \ . Min/+
a la tumorigenése induite dans le modéle murin Apc™"

. Deux domaines de MBD2 ou des protéines
MBD pourraient étre ciblés par des petites molécules disruptives : le domaine d’interaction avec ’ADN
méthylé (Methyl DNA Binding Domain, MBD), et le domaine d’interaction des MBD avec différents

complexes répresseurs (7ranscription Repression Domain, TRD). Pour MBD?2, la structure de ces deux

' Cf supra p 37.
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domaines a été caractérisée [163], [165], ce qui devrait faciliter la mise au point de ces molécules

disruptives, dans notre laboratoire et dans d’autres.
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Annexes

I) Collaborations

A) Articles publiés

1) Combiner agent chimiothérapeutique et interférence a la

Nétrine-1 potentialise la mort des cellules cancéreuses

a) Préambule

A Ligand

B
> 500
Récepteura
dépendance OOOO 0000 OO0 00000000
OO00O 0000 OO0 JOOOO0000

Prolifération Apoptose
Migration
Différentiation
Figure 33 : Le concept des récepteurs a dépendance.
A. En présence de son ligand, le récepteur transmembranaire transmet un signal positif de prolifération,

migration et/ou différentiation cellulaire. B. En absence de son ligand, le récepteur a dépendance induit
une mort cellulaire par apoptose. Iconographie : Servier.

Notre équipe est spécialisée dans les récepteurs a dépendance. Cette famille fonctionnelle de
récepteurs transmembranaires a pour caractéristique d’avoir des effets antagonistes en présence ou en
absence de leur ligand : en présence du ligand, ils sont capables d’induire une signalisation positive de
prolifération, de migration ou de différentiation. En absence du ligand ils induisent une mort cellulaire par
apoptose. Cette famille de récepteur regroupe des protéines non homologues, les signaux positifs
transduits et les mécanismes d’induction de 1’apoptose sont différents d’un récepteur a I’autre. La survie
de cellules exprimant ce genre de récepteur est donc dépendante de la quantité de ligands disponibles
dans le milieu. Ces récepteurs sont impliqués dans divers cancers, mais de fagon complexe. En effet, en

présence abondante de ligand, ils peuvent faciliter la prolifération cellulaire et ont donc un effet pro-
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oncogénique. Si le ligand n’est présent qu’en quantité limitant, ils limitent la prolifération cellulaire et ont
donc un réle suppresseur de tumeurs. On dit que ce sont des suppresseurs de tumeurs conditionnels, car ce

role est conditionné a 1’absence de ligand [318].

L’étude si dessous [319] se concentre sur le ligand Nétrine-1 et ces récepteurs DCC, UNCSA,
UNCS5B, UNC5C et UNC5D. Ces récepteurs ont été décrit comme des récepteurs a dépendance [320], ils
pourraient induire 1’apoptose en activant DAPK1 [321]. Ils se trouvent que plusieurs chimiothérapies,
dont la Doxorubicine, la Cisplatine et la 5-Fluorouracile sont capables d’induire une surexpression de
Nétrine-1 dans différentes lignées cellulaires et chez des patients (figure 1 et 2 de l’article). Cette
réexpression de Nétrine-1 permettrai une meilleure survie des cellules cancéreuses. Combiner
chimiothérapie et agent antagoniste de la Nétrine-1 (bloquant son interaction avec ses récepteurs) permet
de potentialiser la mort cellulaire en lignée (figure 4) et de ralentir la croissance tumorale en xénogreffe

(figure 5).

Comment les chimiothérapies induisent-elles une surexpression de Nétrine-1 ? Les résultats de la
figure 6 suggérent que cela passe par une activation de p53, qui viendrait se fixer sur le promoteur de la

Nétrine-1 (en particulier sur un site de fixation situé dans le 1® intron) et activer sa transcription.

J’ai réalisé les expériences conduisant au résultat de la figure 6H de I’article. Il s’agit d’immuno-
précipitations de chromatine réalisées a 1’aide d’un anticorps dirigé contre p53, suivit de détection par
gPCR des régions immuno-précipitées. Dans les cellules A549R traités a la Doxorubicine, on observe une
hausse de la fixation de p53 sur le promoteur de p21 (CDKNIA, témoin positif) et sur des régions situées
dans I’intron 1 de la Nétrine-1, mais aucun enrichissement n’est observé au niveau d’une région de 1’exon

2 de la Nétrine-1 (témoin négatif).

b) Article

Reproduit en accord avec la licence CC BY 3.0.
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Combining chemotherapeutic agents and
netrin-1 interference potentiates cancer
cell death
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The secreted factor netrin-1 is upregulated in a fraction of human cancers as a
mechanism to block apoptosis induced by netrin-1 dependence receptors
DCC and UNCSH. Targeted therapies aiming to trigger tumour cell death via
netrin-1/receptors interaction interference are under preclinical evaluation. We
show here that Doxorubicin, 5-Fluorouracil, Paclitaxel and Cisplatin treatments
trigger, in various human cancer cell lines, an increase of netrin-1 expression
which is accompanied by netrin-1 receptors increase. This netrin-1 upregulation
which appears to be p53-dependent is a survival mechanism as netrin-1
silencing by siRNA is associated with a potentiation of cancer cell death
upon Doxorubicin treatment. We show that candidate drugs interfering
with netrin-1/netrin-1 receptors interactions potentiate Doxorubicin, Cisplatin
or 5-Fluorouracil-induced cancer cell death in vitro. Moreover, in a model of
xenografted nude mice, we show that systemic Doxorubicin treatment
triggers netrin-1 upregulation in the tumour but not in normal organs,
enhancing and prolonging tumour growth inhibiting effect of a netrin-1
interfering drug. Together these data suggest that combining conventional
chemotherapies with netrin-1 interference could be a promising therapeutic
approach.
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INTRODUCTION et al, 2001; Mehlen et al, 1998; Tanikawa et al, 2003). These

dependence receptors, because of their ability to induce cell

Netrin-1, a soluble protein initially discovered as an axon
navigation cue (Serafini et al, 1994), was recently proposed to
play a crucial role in cancer progression by regulating apoptosis
(Mazelin et al, 2004; Mehlen et al, 2011). Indeed, netrin-1
receptors DCC and UNC5H,—i.e., UNC5H1, UNC5H2, UNC5H3
and UNCS5H4 also called UNC5A, UNC5B, UNC5C or UNC5D—
belong to the so-called dependence receptor family (Llambi
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death when disengaged from their ligands, create cellular states
of dependence on their respective ligands (Bredesen et al, 2005)
and, consequently, may behave as tumour suppressors as they
eliminate tumour cells that would develop in settings of ligand
unavailability (Mazelin et al, 2004; Mehlen & Puisieux, 2006).
Along these lines, mice bearing a DCC receptor inactivated for its
pro-apoptotic activity developed spontaneous colorectal cancers
and were more prone to intestinal tumour progression (Castets
et al, 2012). Similarly, inactivation of UNC5H3/C in mice in the
gastro-intestinal tract is associated with intestinal tumour
progression (Bernet et al, 2007).

Thus, according to the dependence receptor paradigm,
progression of aggressive human tumours should require
inactivation of this death pathway. There are at least three
means to achieve this survival advantage: loss of netrin-1
receptors expression, as extensively described in human

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO. This is an open access article under
the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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colorectal cancer for DCC or/and UNC5H (Bernet et al, 2007;
Fearon et al, 1990; Shin et al, 2007; Thiebault et al, 2003); loss of
downstream death signalling induced by DCC or UNC5H; or gain
of autocrine or paracrine expression of the ligand. Interestingly,
netrin-1 has been shown to be upregulated in a sizeable fraction
of metastatic breast, lung, ovary and pancreatic cancer, in
inflammatory-associated-colorectal cancer and in neuroblasto-
ma (Delloye-Bourgeois et al, 2009a; Delloye-Bourgeois et al,
2009b; Dumartin et al, 2010; Fitamant et al, 2008; Papanastasiou
et al, 2011; Paradisi et al, 2009). Proof-of concept studies,
in vitro and in mice or chicken models, have shown that the
silencing of netrin-1 by netrin-1 siRNA or interference with
netrin-1-receptors interaction are associated with tumour cell
death and with the inhibition of tumour growth and
metastases (Delloye-Bourgeois et al, 2009a; Delloye-Bourgeois
et al, 2009b; Dumartin et al, 2010; Fitamant et al, 2008; Paradisi
et al, 2009). These later studies proposed that disrupting the
netrin-1 binding to its receptors could represent an efficient anti-
cancer strategy in the large fraction of cancers where netrin-1
is expressed in an autocrine or paracrine fashion. Early
drug developments have focused on biological agents—
biologics—that mimic receptors interaction with netrin-1 (Mille
et al, 2009).

The search for the fraction of cancer patients who could be
eligible for netrin-1 interference-based treatment during early
clinical evaluation led us to examine the effects of conventional
chemotherapeutic treatments on netrin-1 and netrin-1 receptors
expression. Doxorubicin, 5-Fluorouracil (5FU), paclitaxel
(Taxol) and Cisplatin are ‘classic’ chemotherapies that are still
broadly used in the management of patients with breast, lung,
colorectal, as well as other types of solid tumours; both in
patients with localized and advanced tumours. However, despite
their efficacy, the use of conventional agents is limited by their
toxicity and the emergence of resistance. We show here that
these chemotherapeutic treatments, even though they act via
different cellular mechanisms, trigger a significant increase of
netrin-1 and its receptors. We show that this upregulation is
associated with an increased cell death induction upon
inhibition of netrin-1 in vitro. As a consequence, we show that
combination of Doxorubicin with a netrin-1 interfering drug
candidate potentiates tumour growth inhibiting effect in an
animal model.

RESULTS

Netrin-1 and its receptors are upregulated in tumour cells
upon treatment with conventional chemotherapies

Based on the screen for netrin-1 expression in human tumour
cell lines, we noticed that while a fraction of cell lines express
netrin-1 and undergo apoptosis upon netrin-1 silencing [Fig 1A
and (Delloye-Bourgeois et al, 2009a)], other cell lines failed to
show netrin-1 expression and are resistant to netrin-1 interfer-
ence (Fig 1A). Of interest, we observed that Doxorubicin
treatment, while having no effect on netrin-1 expressing H358
cells, is associated with netrin-1 over-expression in a Doxorubi-
cin resistant lung cancer cell line A549R (Fig 1B). This increase of

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.

www.embomolmed.org

mRNA was associated with a robust increase of netrin-1 protein
expression (Fig 1C and D).

Next, we analysed the level of the netrin-1 receptors DCC and
UNC5H—UNCS5A, UNC5B, UNC5C and UNC5D—in response
to Doxorubicin. As shown in Fig 1E, levels of DCC, UNCSA,
UNCS5B and UNCS5D increase concomitantly to netrin-1 levels, in
AS549R cells treated with Doxorubicin. This increase reached 44-
folds for the UNCSB receptor. To monitor whether this
upregulation of netrin-1 and its receptors is related to increased
gene transcription, A549R cells were treated with Doxorubicin in
the presence of the RNA polymerase inhibitor Actinomycin D. As
shown in Fig 1F, Actinomycin D fully prevents Doxorubicin-
mediated netrin-1 upregulation, thus supporting the view
that conventional therapeutic drugs triggers increase of
netrin-1 and its receptors via enhanced gene transcription. This
increased gene transcription is associated with increased
receptor presence at the plasma membrane as shown with
the receptor DCC by flow cytometry analysis (Supporting
Information Fig S1A).

To investigate whether upregulation of netrin-1 and its
receptors is restricted to Doxorubicin or is a general response to
chemotherapeutic agents, netrin-1 levels were analysed by
quantitative RT-PCR in a panel of 15 cancer cell lines in response
to various conventional chemotherapeutic drugs, such as
Doxorubicin, 5-Fluoruracil (5FU), paclitaxel (Taxol) and Cis-
platin. Analysis of netrin-1 level was performed upon treatment
with 3 concentrations corresponding to the determined IC; ¢, IC3¢
or ICsq of each drug for each cell lines (Supporting Information
Table S1). In cell lines which appeared to be resistant to specific
drugs (Supporting Information Table S1), a concentration
corresponding to maximal effective concentration (ICyax) was
used to monitor netrin-1 level. As shown in Fig 2A, Doxorubicin
and 5FU both triggered a significant (i.e. >2-fold over control)
increase of netrin-1 respectively in 53 and 47% of cancer cell
lines. Treatment with Taxol and Cisplatin was associated with
netrin-1 upregulation, respectively, only in 13 and 20% of cell
lines. Netrin-1 upregulation upon chemotherapeutic drugs
treatment is not tumour type specific as netrin-1 upregulation
was seen in at least one cell line of breast, lung, colon, pancreatic
and ovarian cancers, in neuroblastoma and
glioblastoma cell lines. We could not detect any correlation
between netrin-1 upregulation and chemoresistance, as netrin-1
upregulation was detected in both resistant and sensitive cell
lines, and as some resistant cell lines did not show netrin-1
upregulation (Fig 2A).

The expression of netrin-1 dependence receptors in response
to these cytotoxic agents was also investigated in the 15 cancer
cell lines (Fig 2A). Similarly to netrin-1 response, Doxorubicin
seemed to have the largest effect, as it is associated with the
upregulation of DCC, UNCS5B and UNC5D, respectively, in 80, 60
and 60% of the cell lines screened. DCC, which displays an
overall low expression in the screened cancer cell lines, is the
netrin-1 receptor showing the largest spectrum of upregulation
as DCC expression was strongly increased in 40, 40 and 53 % of
cell lines in response to, respectively, Cisplatin, SFU and Taxol.
Levels of the netrin-1 receptors UNC5A and UNCS5C remained
largely unaffected by the treatment with cytotoxic drugs in

as well as
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Figure 1. Netrin-1 and its dependence receptors are upregulated upon Doxorubicin treatment. Source data is available for this figure in the Supporting
Information.

A

Lung cancer cell lines H358 and A549R were transfected with a scramble siRNA (siCTRL) or a netrin-1 targeting siRNA (siNet). 48 h after transfection, cell death
percentage (n = 3) was evaluated by means of 4/,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) exclusion.

. Netrin-1 gene expression, normalized with Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and expressed as arbitrary units, was evaluated in H358 and

A549R cell lines, treated with 2 uM Doxorubicin for 24 h (DoxoR) or not treated (NT). Results represent mean values of five independent experiments.

. A549R cells were treated with 1 and 2 wM Doxorubicin for 48 h and netrin-1 protein levels were evaluated by western blotting. Netrin-1 protein, normalized to

B-actin, was strongly accumulated following Doxorubicin treatment.

. Netrin-1 (in green) upregulation was confirmed by immunofluorescence staining, following treatment with 2 wM Doxorubicin for 48 h. Nuclei were

counterstained with Hoescht staining (in blue). White scale bar: 40 pm.

. Netrin-1 receptors gene expression was measured in A549R cells following Doxorubicin treatment. UNC5A, UNC5B and DCC gene expression was significantly

upregulated by Doxorubicin, while UNC5C and UNC5D showed non-significant variations.

. Doxorubicin-induced netrin-1 upregulation is directly dependent by gene transcription. A549R cells were treated with 2 wM Doxorubicin and with the potent

RNA polymerases inhibitor Actinomycin D (100 pg/ml) for 24 h. Actinomycin D strongly inhibited netrin-1 upregulation following Doxorubicin treatment. In (A),
(B), (E) and (F), Mann-Whitney tests were performed, and p-value is indicated. DoxoR, Doxorubicin; Act.D, Actinomycin D; NT, not treated.
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Figure 2. Netrin-1 and its receptors expression is increased in several cancer cell lines and in ovarian tumours upon treatment with cytotoxic drugs.

A.

C.

©

Expression levels of netrin-1 (NTN1), DCC, UNC5B and UNC5D were measured by quantitative RT-PCR. Breast cancer (HBL100), lung cancer (A549R, H322,
H358), colon cancer (HCT116, HCT8), pancreatic cancer (MiaPacA-2, Panc-1), neuroblastoma (SH-Sy5y, IMR32), glioblastoma (SF767, U87MG) and ovarian
cancer (PA-1, TOV-112D, NIH-OVCAR3) cell lines were treated with classical chemotherapeutic drugs (Doxorubicin, Cisplatin, 5-Fluorouracil and Taxol), at
different drugs concentration dependent on ICs, values calculated for each cell line and drug treatment for 24 h. Netrin-1 and its receptors gene expression
was compared to control, not-treated cells, values indicate fold over control changes. Standard deviation and statistical analysis are also indicated. —, no
changes or downregulation; n.e., not expressed. Positive cell lines were determined for gene expression variations more than twofold over control. Grey boxes
represent resistant (i.e. more than 50% cell survival after treatment with maximal drugs concentrations) cancer cell lines. p53 status is indicated for each cell
line (WT, wild-type p53; MUT, mutated p53; NULL, deleted p53).

Netrin-1 is over-expressed in ovarian tumour patients after chemotherapeutic treatment. Netrin-1 level, normalized with glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene, used as housekeeping gene, was analysed in RNA extracted from ovarian biopsies of tumours from patients obtained before and
after a chemotherapeutic cycle of carboplatin/taxol treatment (n=>5 for each group). The median level of netrin-1 was calculated for each group. Mann—
Whitney test was performed, and p-value is indicated.

Immunohistochemistry staining of two representive ovarian cancer biopsies, obtained before and after the conventional treatment. Original magnification,
x20. Scale bar: 50 wm. After chemotherapy, a high (patient 1) or intermediate (patient 2) intensity of the cytoplasmic staining indicated higher levels of netrin-
1 as compared to staining obtained before treatment.

2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO. EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14
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most of the cell lines that were screened (Supporting Information
Fig S1B). Collectively, these data support the view that
upregulation of netrin-1 and its receptors frequently occurs in
response to conventional drug treatment.

To further analyse whether conventional drug treatments
trigger tumour-specific increased netrin-1 level in human
patients, we looked for pathologies where human tumours are
sampled from the same patient before and after conventional
treatments. We were then able to analyse netrin-1 and receptors
level in ovarian cancer specimens from patients before and after
being treated with carboplatin/taxol. As shown in Fig 2B, netrin-
1 mRNA was significantly upregulated after chemotherapy.
Moreover, DCC, UNCS5B, UNC5C and UNCS5D levels were also
affected by the carboplatin/taxol treatment (Supporting Infor-
mation Fig SIC-F). Netrin-1 upregulation was also confirmed at
the protein level; by netrin-1 immunohistochemistry in tissue
sections derived these biopsies (Fig 2C). Increased netrin-1
intensity was detected in 3 out of 4 analysed biopsies after
chemotherapy.

Netrin-1 interference potentiates cytotoxic drugs induced cell
death and tumour growth inhibition

The fact that both netrin-1 and its receptors are upregulated
upon conventional drug treatments suggests that the depen-
dence for survival on netrin-1 is amplified in chemotherapy-
treated cancer cells. Thus, we analysed the effect of silencing
netrin-1 by siRNA on Doxorubicin-induced cell death. A549R
cells were transfected with a netrin-1 siRNA and treated with
increasing concentration of Doxorubicin. Silencing of netrin-1
(Supporting Information Fig S2AB) was associated with a
marked potentiation of Doxorubicin-induced cell death as
shown by the measurement of loss of cell permeability
(Fig 3A), cell survival (Fig 3B), DAPI exclusion (Fig 3C), caspase
activation (Fig 3D) or DNA fragmentation (Fig 3E). To determine
whether the increased sensitivity was due to the pro-apoptotic
engagement of unbound netrin-1 dependence receptors, a
similar experiment was performed in settings of silencing of
UNCSB (Supporting Information Fig S2AB), the main netrin-1
receptor expressed upon Doxorubicin treatment in A549R cells.
As shown in Fig 3F, silencing of UNC5B is associated with the

www.embomolmed.org

inhibition of the potentiation of cell death induced by netrin-1
silencing and Doxorubicin treatment.

We thus investigated a possible similar potentiating
effect using a more therapeutically relevant way for
interfering with netrin-1. Two drug candidates, TRAP-netrin®““
and TRAP-netrin”™™“#, which are Fc-fused and stabilized
ectodomains of respectively DCC or UNC5A, have been shown
to trigger death of netrin-1 expressing tumour cells in vitro and
tumour growth inhibition in engrafted mice models (not shown).
As shown in Fig 4AB, these two candidate drugs strongly
potentiate Doxorubicin-induced cell death in AS549R cells.
Moreover, we confirmed that co-treatment with TRAP-
netrin"N°** and Doxorubicin induced DAPK dephosphorylation
(Supporting Information Fig S2C), an event associated
with cell death induced by unbound UNC5B receptor (Llambi
et al, 2005).

As netrin-1 and receptors were also upregulated upon 5FU
and Cisplatin treatment (Fig 2A), we performed similar
combination of TRAP-netrin”~** with SFU and Cisplatin. A
comparable potentiating effect on cell death was observed upon
co-treatment with SFU or Cisplatin and TRAP-netrin/N¢>#
(Fig 4CD). Similarly, in pancreatic cancer cell line MiaPacA,
where S5FU and Doxorubicin have been shown to upregulate
netrin-1 and its receptors, co-treatment of 5FU or Doxorubicin
and TRAP-netrin"™®# potentiated cell death (Fig 4EF).

We then assessed whether the in vitro effect seen above could
be translated in vivo in a therapeutic setting. A549R cells were
engrafted in nude mice and animals with established palpable
tumours were treated twice a week by i.p. injection of vehicle
or TRAP-netrin®™“** at 20mg/kg alone, or in combination
with 2mg/kg of Doxorubicin. Single agent treatment (TRAP-
netrin”~®# or Doxorubicin) according to this administration
scheme and doses were associated with detectable but weak
tumour growth inhibiting effect, which was resolved during the
time of the treatment (Fig SA). However, co-treatment of
Doxorubicin and TRAP-netrin’N®*4 was associated with a
stronger and prolonged inhibition of tumour growth. The
stronger and prolonged effect is associated with increased
tumour apoptosis. Indeed, we assessed apoptosis level in the
xenografts tumours after 48h of treatment with either

Figure 3. Netrin-1 silencing sensitizes A549R cells to Doxorubicin and induces apoptotic cell death via UNC5B receptor.

A-C. Netrin-1 silencing sensitizes tumour cells to Doxorubicin. A549R cells were transfected with either a scramble siRNA (siCTRL) or with a specific SiRNA

D,E.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.

targeting netrin-1 (siNet). 24 h after transfection, cells were treated with increasing concentrations of Doxorubicin. Cell death rate (A), measured by toxilight
kit as described in materials and methods section, and cell survival (B), was evaluated 48 h after treatment. Results were normalized to control, untreated
cells. While scramble siRNA-transfected cells showed a general resistance to Doxorubicin treatment, netrin-1 silencing strongly induced cell death and
decreased cell survival in presence of Doxorubicin. Evaluation of cell death percentage (C), measured by 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) exclusion as
described in the materials and methods section, confirmed that netrin-1 siRNA sensitized A549R cells to 0.5 and 2 uM Doxorubicin treatment.
Netrin-1 silencing triggers apoptosis in combination with Doxorubicin treatment. A549R cells were transfected as in (A-C), and treated with the indicated
Doxorubicin concentrations for 24 h. Active caspase-3 (D), normalized to untreated cells, and DNA fragmentation (E) were evaluated as described in the
materials and methods section. While Doxorubicin failed to induce apoptosis in A549R cells transfected with a scramble siRNA (siCTRL), cells silenced for
netrin-1 showed a strong increase in the apoptotic rate.

Combination of netrin-1 silencing and Doxorubicin treatment induces cell death through netrin-1 receptor UNC5B. A549R cells were transfected with
scramble siRNA (siCTRL), netrin-1-specific siRNA (siNet), UNC5B-specific siRNA (siUnc5B) and with a combination of netrin-1 and UNC5B-targeting siRNA.
24 h after transfection, cells were treated with the indicated Doxorubicin concentrations for 48 h, and cell death rate was measured by toxilight and
normalized to control, untreated cells. While netrin-1 silencing (siNet) sensitized A549R cells to Doxorubicin treatment, as compared to siCTRL-transfected
cells, the simultaneously silencing of netrin-1 and UNC5B (siNet + siUnc5B) rescued cell death induction by siNet and Doxorubicin treatment. *, p < 0.05;
**, p <0.01. DoxoR, Doxorubicin.

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14



www.embomolmed.org

3.0 1 —e—pPBS * %
25 TRAP-netrinbcC T
x 1
3 20 1 o o
£ 4 * T T
e
T 1,5 1 T | 1
()
3 i
= 10 ==y b H
8 1 I
0,5 9
0,0 T T ¥ ¥
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
DoxoR (uM)
C
120% ] A549R
100% ¢
g 80% \\H T {
s X T T
g * 1 T
S 60% A * 1 L T
@ * * %
= 40% - 1
3 * %
20% { —¢—FPBS
TRAP-netrinUNCsA
0% T T T ¥
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
5-FU (uM)
E
120% ] MiaPacA
100% ¢ —;——%\1 -3 [
< I
§ 80% 1 ( T
g | 1 L
S 60% - * * * .
(?J 1
= 40% - % %k
o
20% —¢—PBS
% TRAP-netrinUNC5A
0% T T T v
0,0 2,0 4.0 6,0 8,0
5-FU (uM)

Research Article
Andrea Paradisi et al.

B
7,0 1 —t=PBS %k %k %k
6,0 TRAP-netrinUNC5A '[
x
3 50 J
£
s 401 * %
@®
g 3,0 1 % % % I
= T 1
20 x x i
1,0 |
0,0 + . . . .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
DoxoR (uM)
D 120 ] A549R
100% ¢
§ 11 T
~ 80% A :l-c
2 1 T
> 60% + k 1
ZE * %
E’ 40% A
—e—PBS
20% 1 TRAP-netrinUNCsA
0% : : : :
0,0 5,0 10,0 150 20,0
Cisplatin (uM)
F
160% 1 MiaPacA
140% A
:\3 120% + T
g 100% I} I
S 80% { 1 $ _
B 60% 1 x * o
3 40% {
—e—PBS
20% 1 TRAP-netrinUNCsA
0% T T T
0,0 0,5 1,0 1,5
DoxoR (uM)

Figure 4. Interference to netrin-1 and its receptors interaction sensitizes tumour cells to cytotoxic drugs.
A,B. A549R cells were treated for 48 h with the indicated Doxorubicin concentrations in presence or not of 2 p.g/ml TRAP-netrin®““ (A) and TRAP-netrin“"*>* (B).
The co-treatment with Doxorubicin and the two recombinant fusion proteins increased cell death rate, measured by toxilight, as compared to Doxorubicin-

and PBS-treated cells. Results were normalized to untreated cells.

C,D. A549R cells were treated with PBS or 2 wg/ml TRAP-netrin”"“**, in presence of the indicated concentrations of 5-Fluorouracil (5-FU, C) or Cisplatin (D). 48 h
after co-treatment, cell survival was measured by MTS and normalized to untreated cells.

Unc5A

E,F. MiaPacA cells were treated with PBS or 2 pg/ml TRAP-netrin , in presence of the indicated concentrations of 5-FU (E) or Doxorubicin (F). 48 h after co-
treatment, cell survival was measured by MTS and normalized to untreated cells.

Doxorubicin, TRAP-netrin?~°** or the combination of both

agents. As shown in Fig 5B, while Doxorubicin or TRAP-
netrin"~®>2 alone failed to significantly induce caspase-3 activity
in the tumours, the combination triggers a strongly significant
caspase-3 activation. Of interest, Doxorubicin treatment (i.p.) is
associated with upregulation of netrin-1 in the xenograted

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14

tumours (Fig 5C) but not in tissues such as the heart, lung,
intestine or kidney (Fig 5D). Together, these data support the
view that Doxorubicin triggers netrin-1 upregulation specifically
in tumours and not in normal tissues; an effect that can be
used to potentiate the anti-tumour effect of netrin-1 interfering
agents.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.



Research Article
Netrin-1 interference and conventional agents

O

Relative NTN1 expression
(arbitrary units)

Figure 5.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.

www.embomolmed.org

A
300 1
== DoxoR (2 mg/kg)
050 TRAP-netrinUNCsA (20 mg/kg)
5 DoxoR (2 mg/kg) + TRAP-netrinUNC5A (20 mg/kg)
T —&—pBS
£ 200 1
£
S 150 4 T
o
>
5 &
€ 100 1
|_
50 1
15 17 19 21 23 25 27 29
Days post-xenograft
B * % ok C 4-
*
** I ]
oy S
S 9o
= 1004 @ .
3 $5°
0 SE
O = o S
wn S
© S Z 2o
Q. >, Z ©
g5 Z 3
o= 5 e}
oS >
s £ 11
© ©
€ 20 A o
2 0- 0 . '
PBS DoxoR
(2mg/kg)
151 Heart 151 Lung 0.8 Kindney 0.3+ Intestine
i
__ T
1.0 1.0+ 0.2
pu
0.5 054 J_ 0.1 J_
— 0.2
0.0 . - 0.0 : - 0.0 . . 0.0 - -
PBS3 DoxoR PBS DoxoR PBS3 DoxoR PBS3 DoxoR
(2mglkg) (2mglkg) (2mglkg) (2mglkg)

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14



www.embomolmed.org

Netrin-1 upregulation upon cytotoxic drugs is mediated by
p53

The netrin-1 upregulation, observed in various cell lines and
tumours with different cytotoxic drugs, suggests that this
upregulation is rather related to a general survival stress
response than to a specific alteration of a specific pathway. Since
cytotoxic drugs often activates the tumour suppressor p53
(Vousden & Lane, 2007) and because it was shown that UNC5A,
UNCB and UNCSD are transcriptional target of p53 (Miyamoto
et al, 2010; Tanikawa et al, 2003; Wang et al, 2008), we
investigated whether p53 could be implicated in Doxorubicin-
induced netrin-1 over-expression. AS49R cells treated with
Doxorubicin showed accumulation and activation of p53
(Supporting Information Fig S3ABCD). Interestingly, while
netrin-1 mRNA and protein were upregulated upon Doxorubicin
treatment, this upregulation was strongly inhibited when p53
was silenced by a siRNA strategy (Fig 6AB). Analysis of the
netrin-1 promoter revealed the presence of a putative p53
binding site in the internal netrin-1 promoter [Fig 6C; netrin-1
promoter B (Delloye-Bourgeois et al, 2012)]. As shown in
Fig 6DE, Doxorubicin treatment or p53 over-expression similarly
trigger transcription of a luciferase reporter gene placed under
the control of the complete netrin-1 promoter region or of the
netrin-1 promoter B but not of netrin-1 promoter A region
(Paradisi et al, 2008). Mutation of the p53 binding site in
promoter B fully abrogates p53 or Doxorubicin-induced
promoter activation (Fig 6FG). Moreover, by using chromatin-
immunoprecipitation assay, we demonstrated that upon Doxo-
rubicin treatment, p53 specifically interacts with netrin-1
promoter B (Fig 6H). Of interest, and although it remains to
be further demonstrated on a larger panel of human tumours, we
found a significant correlation between netrin-1 level before and
after chemotherapy and p53 status (monitored by measuring p53
targets) in the human specimen described in Fig 2B (Supporting
Information Fig S3EFG). The direct contribution of pS53 in
Doxorubicin-dependent-netrin-1 upregulation was further ana-
lysed in colorectal cancer cell line HCT116 either expressing
wild-type p53 (p53*/") or without p53 (p53~/7) (Bunz
et al, 1998). While HCT116 p53+/+ cells showed a strong
induction of netrin-1 and p21 gene expression following
Doxorubicin treatment, we failed to observe netrin-1 upregu-
lation in HCT116 p53~/~ cells (Supporting Information Fig
S4AB). As expected, p53 "/ cells were sensitive to co-treatment
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with Doxorubicin and TRAP-netrin"N®4, while p53~/~ cells

were not (Supporting Information Fig S4C).

Some of the p53 mutations are not loss of wild-type p53
function, but they contribute to creating mutant p53 isoforms
that possess protumoural activities. These p53 mutations are
known as ‘gain-of-functions’ (GOF) mutations and they are
selected by cancer cells to overcome p53 anti-apoptotic activity.
To test the effect of GOF mutant p53 proteins on netrin-1
expression, we transfected HCT116 p53~/~ cells with such
mutant isoforms. As shown in Supporting Information Fig S4D,
only wild-type p53 is able to activate netrin-1 promoter, while
the large majority of GOF mutants showed no effect on netrin-1
promoter activation. As p53 is not only activated by conven-
tional chemotherapeutic treatment, we finally investigated
whether other p53 inducer may also induce netrin-1 expression.
As shown in Supporting Information Fig S4EF, treatment of
AS549R cells with hydrogen peroxide (H,0,), known to induce
oxidative stress and p53 activation, is sufficient to stimulate
netrin-1 expression. All together, these data suggest that in p53
non-mutated cancer cells, netrin-1 is upregulated via p53
activation and p53-mediated netrin-1 promoter activation.

DISCUSSION

Previous works have shown that a sizeable fraction of human
cancer showed upregulation of netrin-1 as a selective mecha-
nism to block tumour cell death (Delloye-Bourgeois et al, 2009a;
Delloye-Bourgeois et al, 2009b; Fitamant et al, 2008; Paradisi
et al, 2009). This acquired selective advantage is in a sense very
similar to the mechanism of oncogene addiction. Of interest,
we describe here that the fraction of cancer that could show
dependence receptor dependent apoptosis inhibition, may
even be larger as many tumours treated with conventional
chemotherapies may potentially upregulate netrin-1. The
cytotoxic drugs tested here, which included Doxorubicin,
Cisplatin, 5FU and paclitaxel (Taxol) are commonly used in
the management of patients with non-small cell lung, breast,
colorectal and ovarian cancers; both in the adjuvant and
advanced setting. Moreover, we have shown using a panel of
human samples that primary ovarian tumours from patients
treated with Carboplatin/Taxol displays an increase in netrin-1
level compared to the same tumours before treatment. Although,

Figure 5. Tumour growth inhibiting effect of combining netrin-1 interference and Doxorubicin.

A.

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14

TRAP-netrin”"*** potentiates Doxorubicin anti-cancer effect in a preclinical animal model. A549R cells were engrafted in 7-weeks old female athymic nude
mice. Once tumours reached a 100 mm3-volume, mice were treated intraperitoneally with TRAP-netrin”N“** (20 mg/kg), Doxorubicin (2 mg/kg) or with a
combination of both drugs, twice a week for two weeks. As a control, mice were injected with PBS. Histogram represents tumour volume growth for each group
as a function of days post-xenografts. While both drugs alone were not able to reduce tumour growth, combination of TRAP-netrin®™“** and Doxorubicin
treatment significantly reduced tumour growth.

. Quantification of apoptosis by caspase-3 activity assay on xenografts lysates analysed after 2 days of treatment. Data are means of caspase-3 activities in four

xenograft tumour lysates for each condition.

. Quantification of netrin-1 expression on engrafted A549R cells from nude mice treated with PBS or Doxorubicin for 48 h. Netrin-1 expression was normalized

using hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) and TATA binding protein (TBP) genes, used as housekeeping genes. Data are means of total
RNA extracted from seven animals for each group. Median, min and max values, as well as the upper and lower quartiles, are indicated.

. Quantification of netrin-1 expression in non-tumoural tissues from nude mice treated as above. The indicated tissues were taken 48 h after treatment and total

RNA was extracted. Netrin-1 expression was normalized using 60S acidic ribosomal protein P2 (RPLP2) gene, used as housekeeping gene. *, p < 0.05;
**, p<0.01; ***, p < 0.001; DoxoR, Doxorubicin.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.
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netrin-1 upregulation in cell culture differs in kinetics and
amplitude, depending on the drug used and the cancer cell type
(Fig 2A), the fact that these drugs are known to affect different
cellular mechanisms supports the view that netrin-1 upregula-
tion is rather a general survival stress response than a specific
alteration of a specific pathway affected by a specific
chemotherapeutic drug. It is therefore interesting to speculate
that the netrin-1 upregulation may be a survival mechanism
employed by cancer cells in response to these drugs.
Although the mechanisms for this upregulation of netrin-1
remain to be further investigated, we propose here that, at least
in cancer cells in which p53 is not affected, this upregulation
may be due to p53-mediated activation of netrin-1 promoter. It is
however fair to say that probably other mechanisms may be
implicated in netrin-1/receptors upregulation. With respect to
this, NF-kB also regulates netrin-1 transcription (Paradisi
et al, 2008; Paradisi et al, 2009) and it has been shown that
Doxorubicin chemoresistance could be linked to NF-kB activa-
tion (Mi et al, 2008). However, inhibition of NF-kB is not
sufficient to inhibit Doxorubicin-dependent netrin-1 upregula-
tion, at least in A549R cell line (data not shown). If the
mechanisms for netrin-1 upregulation are probably more
complex, it may have significant therapeutic consequences.
Indeed, netrin-1 interfering drugs are currently under preclinical
development; combination of these compounds with conven-
tional cytotoxic agents may prove synergistic. We and others
have shown that netrin-1 expression is upregulated in samples
from breast, ovarian, pancreatic and non-small cell lung cancer
patients and that interfering with the netrin-1 autocrine/
paracrine loop triggers apoptosis of cancer cells in several
models. Furthermore, the data presented here suggests that large
subset of patients may benefit from netrin-1 targeting agents,
either alone or in combination with cytotoxic agents. Based on
our in vivo observation on tumour bearing mice, the combina-

Figure 6. Netrin-1 upregulation is p53-dependent.
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tion mediates superior anti-tumoural efficacy, but does not
appear to increase toxicity compared to cytotoxic agents alone.
The pre-clinical data shown here support the view that
combining conventional drugs with netrin-1 interference could
lead to superior efficacy as well as a reduction of chemotherapy
doses at increased efficacy. Together, these data support the
rationale of testing netrin-1 interference based therapy in early
clinical trials in combination with conventional chemotherapies.

MATERIALS AND METHODS

Quantitative RT-PCR

Total RNAs from cancer cell lines were extracted using NucleoSpin®
RNA Il Kit (Macherey Nagel, Diiren, Germany) according to manu-
facturer’s protocol. Total RNAs from mouse non-tumoural tissues,
xenograft tumours and human ovarian tumours were extracted by
disrupting tissues with MagNA Lyser instrument (Roche Applied
Science). RT-PCR reactions were performed with iScript® cDNA
Synthesis Kit (Biorad). One microgram total RNA was reverse-
transcribed using the following program: 25°C for 5min, 42°C for
30min and 85°C for 5min. For expression studies, the target
transcripts were amplified in LightCycler® 2.0 apparatus (Roche
Applied Science), using the LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green | Kit (Roche Applied Science). Expression of target genes was
normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), TATA bind-
ing protein (TBP) and phosphoglycerate kinase (PGK) genes, used as
housekeeping genes. The amount of target transcripts, normalized to
the housekeeping gene, was calculated using the comparative Cy
method. A validation experiment was performed, in order to
demonstrate that efficiencies of target and housekeeping genes were
approximately equal. The sequences of the primers are available upon
request.

A. A549R cells were transfected with p53 siRNA (sip53) or control siRNA (siCTRL) and treated with 2 wM Doxorubicin for 48 h. Endogenous netrin-1 protein
(green) was detected by immunofluorescence staining. Nuclei were counterstained with Hoescht staining (in blue). While Doxorubicin strongly increased
netrin-1 protein, p53 silencing was able to revert this upregulation. White scale bar: 20 um.

B. Netrin-1 expression levels in p53- and netrin-1-silenced A549R cells, treated with 2 wM Doxorubicin for 24 h, were evaluated by quantitative RT-PCR.

C. Schematic representation of the 5'-flanking netrin-1 genomic region. The 5'-flanking region, containing the netrin-1 promoter A (grey box) (Paradisi
et al, 2008), the first two exons (solid box), the first intron (open box), containing the alternative promoter B, described in(Delloye-Bourgeois et al, 2012), the
transcription start site +1, and the putative p53 binding site, are indicated. The different netrin-1 promoter A (NetPA) and B (NetPB) region, and the full
promoter region (NetP) were cloned upstream the firefly luciferase gene.

D. A549R cells were transfected with the indicated netrin-1 promoter constructs and treated with 2 wM Doxorubicin for 24 h. Netrin-1 promoter activity was
then evaluated by measuring luciferase activity, as indicated in the materials and methods section.

E. A549R cells were co-transfected with the netrin-1 promoter constructs NetP and NetPB and p53, and luciferase activity was measured 48 h later. Over-
expression of p53 was able to trans-activate both the promoter constructs.

F,G. Mutation of the putative p53 binding site abolished netrin-1 promoter trans-activation by Doxorubicin or p53 over-expression. A549R cells were transfected
with NetPB promoter construct wild-type (NetPB wt) or mutated for the p53 binding site (NetPB mut). While treatment with Doxorubicin (F) or p53 over-
expression (G) was able to trans-activate the wild-type netrin-1 promoter, abolishing p53 binding was sufficient to decrease netrin-1 promoter activation.

H.

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay was performed in A549R cells treated with 2 wM Doxorubicin for 24 h, as described in the material and
methods section. p53-co-precipitated DNA was analysed by quantitative PCR. Two different couples of primers, surrounding the p53 binding site, were used
for netrin-1 (p53-1 and p53-2). A couple of primers, able to amplify a DNA fragments corresponding to netrin-1 exon 2 (Ex.2), were used as negative control.
p21 primers, surrounding the p53 binding site -1354 contained in the p21 promoter(Macleod et al, 1995), were used as positive control for p53 activation
and binding. While in control, not treated cells p53 was not able to bind netrin-1 genomic DNA, in Doxorubicin-treated cells we observed a strong enrichment
of netrin-1 DNA surrounding the p53 binding site, but not in the netrin-1 DNA corresponding to exon 2, in the p53 co-immunoprecipitate. Grey lane
represents the threshold of enriched DNA region that co-immunoprecipitate with p53. *, p <0.05; **, p <0.01; ***, p <0.001; ns, not significant; NT, not
treated; DoxoR, Doxorubicin.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.
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The paper explained

PROBLEM:

Conventional chemotherapeutic agents such as Doxorubicin,
5-Fluorouracil, Paclitaxel (Taxol) and Cisplatin, represent the
front line of cancer treatment in most cancers. However, their
used are often associated with resistance and with toxicity.
Netrin-1, a secreted factor upregulated in different cancer
has become an interesting focus for targeted therapies.
Biologics aiming to interfere with netrin-1/receptors interaction
to trigger tumour cell death are under preclinical evaluation.
Because clinical evaluation often assays the combination of a
conventional treatment with a novel therapeutic strategy,

we assessed the rationale of combining conventional
treatment with biologics interfering with netrin-1/receptors
interaction.

Netrin-1, DCC, p53 and p21 protein quantification in human
cancer cells

For immunobloting analysis, cells were lysed by sonication in modified
RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1mM EDTA, protease inhibitor
cocktail and 5 mM DTT) and incubated 1 h at 4°C. Cellular debris were
pelletted by centrifugation (10.000g 15’ at 4°C) and protein extracts
(200 g per lane) were loaded onto 10% SDS-polyacrylamide gels
and blotted onto PVDF sheets (Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA). Filters were blocked with 10% non-fat dried milk and 5% BSA in
PBS/0.1% Tween 20 (PBS-T) over-night and then incubated for 2 h
with rabbit polyclonal a-netrin-1 (dilution 1:500, clone H104,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse monoclonal
a-p53 (1:1000, clone DO-1, Santa Cruz Biotechnologies), rabbit
polyclonal @-p21 (1:1000, clone C-19, Santa Cruz Biotechnologies) and
mouse monoclonal «-actin (1:1000, Santa Cruz Biotechnologies)
antibodies. After three washes with PBS-T, filters were incubated with
the appropriate HRP-conjugated secondary antibody (1:10000,
Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) for 1h. Detection was
performed using West Dura Chemiluminescence System (Pierce,
Rockford, IL, USA).

For immunofluorescence study, cells were detached, centrifuged on
cover slips with a cytospiner (Shandon Cytospin 3, Thermo Scientific)
and fixed for 30 min with 4% v/v paraformaldehyde. Cells were
then permeabilized for 30 minin 0.2% Triton X-100/PBS and blocked in
PBS containing 2% BSA and 2% normal donkey serum. Endogenous
netrin-1 was stained using rat monoclonal a-netrin-1 antibody (R&D
systems) and Alexa-488 Donkey anti-rat IgG (Molecular probes).
p53 protein was stained using the mouse monoclonal a-p53-DO-1
antibody. Nuclei were counterstained using Hoescht staining (Sigma—
Aldrich).

For DCC flow cytometry analysis, A549R cells were treated for 48 h
with 2 wM Doxorubicin and after detachment cells were stained with
o-DCC antibody (AF5, Abcam, Cambridge, MA, USA) diluted at 1/500 for
2 h at 4°C, following incubation for 1 h with phycoerytrin-conjugated
anti-mouse antibody, diluted at 1/1000.

© 2013 The Authors. Published by John Wiley and Sons, Ltd on behalf of EMBO.
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RESULTS:

We have observed that conventional treatments such as
Doxorubicin, 5-Fluorouracil, Paclitaxel (Taxol) and Cisplatin
treatments increased massively both netrin-1 and its receptors
in various cancer cell lines and cancer specimen. Accordingly,
we show that combining conventional treatments with
biologics interfering with netrin-1/netrin-1 receptors interaction
potentiates the effect of these conventional treatments both in
cell culture and in mice model.

IMPACT:

This manuscript supports the view that combining conventional
chemotherapies with netrin-1 interference could be a promising
therapeutic approach.

Cell death assay and conventional drug treatments

Cell death was evaluated by means of different methods. For total cell
death assays, 5 x 10° cells per well were grown in 96-well plate in
serum-poor medium and treated with Doxorubicin. 48 h later, cell
death was evaluated using the bioluminescent cytotoxicity assay
ToxilLight (Lonza, Basel, Switzerland), according to manufacturer’s
instruction. Alternatively, cell death percentage was measured by
acridine orange and DAPI staining, using the NucleoCounter NC-3000
system (ChemoMetec A/S, Allergd, Denmark). Briefly, 5 x 10* cells were
plated in 12-well plate and treated with Doxorubicin. 48 h after
treatment, floating and adherent cells were collected, suspended in PBS
and mixed with two different dyes, acridine orange, staining the entire
population of cells, and 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), staining
the non-viable cells. Cell death rate, measured as DAPI-positive cells in
total cell population, was then determined by NucleoCounter NC-
3000, following the manufacture’s application note. Cell survival was
measured by MTS assay (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega) in 96-well plates. MTS assay was
performed according to the manufacturer’s procedures on 3 x 10> cells
grown in serum-poor medium for 16 h and then treated for 48 h with
the indicated Doxorubicin concentrations in serum-free medium.
Caspase-3 activity assay was performed as previously described
(Paradisi et al, 2008) using the Caspase 3/CPP32 Fluorimetric Assay Kit
(Gentaur Biovision, Brussel, Belgium), according to the manufacturer’s
instructions. Caspase activity (activity/min/microgramme of protein)
was calculated from a 1 h kinetic cycle reading on a spectrofluorimeter
(405 nm/510 nm, Infinite F500, Tecan, Mannedorf, Switzerland).

Candidate drugs

TRAP-netrin®c and TRAP-netrin’N“** are, respectively, the fifth
fibronectin domain of DCC ectodomain and the Igl-Ig2 domains of
the UNCSA ectodomain fused to IgGl Fc portion. These two
recombinant proteins, described in, respectively, patent applications
PCT/EP2011/064733 and EU/12306099.8 were produced, respective-
ly, in 293-free-style and CHO-free-style and were provided, respec-
tively, by Roche and Netris Pharma.

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14
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Animal model

Seven-week-old (20-22 g body weight) female athymic nu/nu mice
were obtained from Charles River animal facility. The mice were housed
in sterilized filter-topped cages and maintained in a pathogen-free
animal facility. A549R cells were implanted by s.c. injection of 107 cells
in 200 wl of PBS into the right flank of the mice. Once tumours were
established (VA 100 mm?®), mice were treated with netrin-1 interfering
drugs and/or cytotoxic drugs for 2 weeks. Tumour sizes were measured
with a caliper. The tumour volume was calculated with the formula
v=05x (length x width?). Four animals for each group were
sacrificed 48 h after initial treatment, in order to evaluate caspase-3
activation in tumoural tissue and to quantify netrin-1 expression in
engrafted tumoural cells and in non-tumoural tissues.

Ethics statement

Mice were maintained in a specific pathogen-free animal facility,
AniCan, with technical help of the Laboratoire des Modéles Tumoraux
(LMT) and handled in accordance with the institutional guidelines and
protocols approved by the animal care and use committee (Comité
d’Evaluation Commun au Centre Léon Bérard, a 'Animalerie de transit
de 'ENS, au PBES et au laboratoire P4; CECCAP).

Chromatin immunoprecipitation assay

Doxorubicin-treated A549R cells were collected by enzymatic
detachment. Cells were harvested in cold RBS (10 mM Tris pH 7,4,
10 mM NaCl, 5mM MgCl2) added with protease inhibitors cocktail
(PIC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and cross-linked with 1.2%
formaldehyde (CH,0, Sigma-Aldrich). After 10 min, cross-linking
reaction was blocked by adding glycine to a final concentration of
125 mM, cells were incubated for 5 min on ice and washed three times
with cold RBS plus PIC. Chromatin was shared by sonication (Sonifier
450, Branson, 3 mm microtip), centrifuged to pellet debris, and diluted
10 times in dilution buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 0.5% NP-40, 0.2 M
NaCl, 0.5 mM EDTA). Extracts (corresponding to about 2 x 10° cells per
condition) were precleared for 1 h with 80 wl of a 50% suspension of
salmon sperm-saturated protein A (ss protein A). Immunoprecipitations
were carried out at 4°C overnight using 2 g p53 antibody (clone DO-1,
SantaCruz Biotechnology). Immune complexes were collected with ss
protein A (45 min) and washed three times (5 min each) with high salt
buffer (washing buffer: 20 mM Tris, pH 8.0, 0.1% SDS, 1% NP-40, 2 mM
EDTA, 500 mM NaCl) and three times with low salt buffer (1 x Tris/EDTA
[TE]). Immune complexes were extracted in 1x TE containing 1% SDS,
and protein—-DNA cross-links were reverted by heating at 65°C
overnight. DNA was purified using QIAquick PCR Purification kit
(Qiagen, Crawley, UK), according to the manufacturer’s protocol.
Quantitative real-time PCR analysis of regulatory sequences in input
samples and immunoprecipitates was performed using the LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | Kit in LightCycler® 2.0 apparatus
(Roche Applied Science).

Netrin-1 gene reporter analysis

Cells (10°) were plated in 12-well plates and transfected with the
different firefly luciferase reporters containing netrin-1 promoter
constructs, described before (Delloye-Bourgeois et al, 2012; Paradisi
et al, 2008), in presence or not of p53 expression vector. 24 h after
transfection, cells were treated or not with 2 wM Doxorubicin and

EMBO Mol Med (2013) 5, 1-14
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further incubated for 24 h. All transfections were performed in
duplicate and the Dual-Luciferase Reporter Assay system (Promega,
Charbonnieres, France) was carried out 48h after transfection
according to the manufacturer’s protocol, using the Luminoskan
Ascent apparatus (Thermolab System, Dreieich, Germany). As an
internal control of transfection efficiency, the renilla luciferase
encoding plasmid (pRL-CMV, Promega) was co-transfected and for
each sample firefly luciferase activity was normalized to the renilla
luciferase activity. Site-specific mutation of p53 binding site in netrin-1
promoter was performed using the QuickChange Site-directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) with mutagenic primers (GGACGGGCA-
GACCGGCTCTGCGATCCCCCTCGGGCGGC, sense and anti-sense), according
to the manufacturer’s protocol.

Immunohistochemical staining

Immunohistochemistry was performed on 4 ovarian carcinomas
specimen obtained at initial diagnosis and after chemotherapy. The
blocks containing formalin-fixed paraffin embedded tumours were
sectioned at a thickness of 4 um. After deparaffinization and
rehydratation, endogenous peroxidases were blocked by incubating
the slides in 5% hydrogen peroxide in sterile water. Heat-induced
treatment was performed with 10 mM high pH buffer (Dako, Trappes,
France) in a PTlink for 30 min. The slides were then incubated with the
goat polyclonal Netrinl antibody (R&D Systems Lille, France) in the
autostainer Dako (Trappes, France) for 60 min. The antibody was
diluted using an antibody diluent solution (Chemmate, Dako) at 1/100.
After rinsing in Phosphate Buffer Saline, the slides were incubated
polyclonal rabbit anti-goat antibody (Dako) at 1/200 for 20 min and
then with the Flex kit (Dako). Bound antibody was revealed by adding
the substrate 3,3-diamino-benzidine. Sections were counterstained
with haematoxylin.

Statistical analysis

The data reported are the mean £SD of at least three independent
determinations, each performed in triplicate. Statistical analysis was
performed by the nonparametric Mann-Whitney U test unless
indicated.
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2) La répression de PLA2R1 par c-MYC et HIF2a favorise la

croissance cancéreuse
a) Préambule

La protéine PLA2R1 (secreted phospholipase A2 receptor) est un récepteur membranaire de la
famille des récepteurs au mannose. Il reconnait divers phospholipases A2 sécrétés, divers collagénes, et
divers carbohydrates. Il est fréquemment I’antigéne d’anticorps auto-immuns impliqués dans des
néphropathies. Des précédentes études du laboratoire de David Bernard ont démontré que PLA2RI
pouvait jouer un réle suppresseur de tumeur dans divers types tumoraux [322], [323], notamment en

induisant un sénescence cellulaire.

Dans I’étude ci-dessous [324], il est montré que I’expression de PLA2R1 est fréquemment diminué
dans les carcinomes du rein a cellules claires (figure 1 de ’article). Cette perte favorise la tumorigénicité
des cellules de carcinomes rénaux ACHL, in vitro et en xénogreffe (figure 2 de ’article). Au contraire,
une réexpression de PLA2R1 entraine une diminution de cette tumorigénicité (figure 3). Les figures 4 et 5
présentent un des mécanismes possible de la perte transcriptionnelle de PLA2R1 dans ces cellules. VHL,
un géne suppresseur de tumeur fréquemment perdu dans ces cancers, est capable d’induire la transcription
de PLA2RI1 (figure 4 B et C). VHL agit principalement en diminuant la transcription des facteurs de
transcriptions HIFla et de HIF2oa et en entrainant une dégradation de HIF2a. Ces deux protéines, en
particulier HIF2a, sont capables d’induire une perte de la transcription de PLA2R1 (figure 4 D, E et F).
Comme HIF2a semble incapable de se fixer directement sur le promoteur de PLA2R1 (figure 5 B), cette
régulation semble étre indirecte. c-MYC est en revanche activé par HIF2a, et est capable d’induire une
répression de PLA2R]I (figure 5 D). De plus il est capable de se lier sur le promoteur de PLA2R] (figure
5C). Le modéle proposé ici est donc que dans les cellules de certains carcinomes du rein a cellule claire,
la perte de VHL entraine une activation du facteur de transcription HIF2a, qui a son tour activera c-
MYC, qui réprimera PLA2RI1. Cette perte de PLA2R1 participe a la tumorigénicité de ces cellules

cancéreuses.

Mon implication dans cette étude concerne la réalisation des expériences d’immuno-précipitations

de chromatine de la figure 5, dirigés contre les protéines HIF2a et c-MYC.

b) Article

Reproduit en accord avec la licence CC BY 3.0.
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ABSTRACT:

Loss of secreted phospholipase A2 receptor (PLA2R1) has recently been found to
render human primary cells more resistant to senescence whereas increased PLA2R1
expression is able to induce cell cycle arrest, cancer cell death or blockage of cancer
cell transformation in vitro, suggesting that PLA2R1 displays tumor suppressive
activities. Here we report that PLA2R1 expression strongly decreases in samples
of human renal cell carcinoma (RCC). Knockdown of PLA2R1 increases renal cancer
cell tumorigenicity supporting a role of PLA2R1 loss to promote in vivo RCC growth.
Most RCC result from Von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor loss-of-function and
subsequent gain-of-function of the oncogenic HIF-2alpha/c-MYC pathway. Here, by
genetically manipulating VHL, HIF-2alpha and c-MYC, we demonstrate that loss of
VHL, stabilization of HIF-2alpha and subsequent increased c-MYC activity, binding
and transcriptional repression, through induction of PLA2R1 DNA methylation closed
to PLA2R1 transcriptional start site, results in decreased PLA2R1 transcription.
Our results describe for the first time an oncogenic pathway leading to PLA2R1
transcriptional repression and the importance of this repression for tumor growth.
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INTRODUCTION

The secreted phospholiapse A2 receptor (PLA2R1)
belongs to the mannose receptor family. It binds several
secreted phospholipases A2 (sPLA2s) and various
collagens and carbohydrates [1-5]. We have previously
discovered that in normal human cells, loss of the
phospholipase A2 receptor (PLA2R1) delays senescence
or favors senescence escape, depending on the stress [6,
7], senescence being a tumor suppressive pathway [8-13].
In addition, PLA2R1 knockout mice are more prone to
form tumors induced by RAS [7]. These tumor suppressive
effects of PLA2R1 are at least in part mediated by
increased JAK? activity and increased ROS production
[6, 7, 14]. Together these results strongly support a
tumor-suppressive activity of PLA2R1. Nevertheless, the
mechanisms regulating PLA2R1 expression are currently
unknown.

Analysis in the Oncomine database, a cancer
microarray database allowing to perform differential
expression analyses comparing most major types of cancer
with respective normal tissues, shows that numerous
cancers display an unusually low PLA2R1 mRNA level
[7]. Amongst these cancers, kidney cancers are the one
displaying the strongest decrease. In addition, PLA2R1
has recently been described as an important protein in
kidney physiopathology [15], we have then decided to
investigate whether it might play a tumor-suppressive

role in kidney cancer. The most frequent and aggressive
renal cancer is conventional renal cancer or clear cell
Renal Cell Carcinoma (RCC). These highly vascularized
tumors, either sporadic or familial, are strongly associated
with biallelic inactivation of the Von Hippel-Lindau gene
(VHL), by point mutation, loss of heterozygosity, and/or
promoter methylation [16]. The VHL tumor suppressor
is an E3-ubiquitin ligase recognizing regulatory proteins
such as the alpha subunits of the Hypoxia Inducible
Factors (HIFs), the interaction being followed, generally,
by ubiquitination and proteasomal degradation of the
partner. Loss of VHL in RCC thus results in increased
HIFa stability. This stabilization of HIFa proteins,
particularly HIF2q, is thought to be a driving force of
RCC initiation and progression [17, 18].

We have thus investigated the possibility that
PLA2R1 might play a role in regulating kidney cell
transformation and RCC growth and have examined how
its expression might be related to the VHL pathway.

RESULTS

PLA2R1 expression is lost in clear cell renal cell
carcinoma

To examine whether PLA2R1 might exert tumor-
suppressive activity in RCC, we first analyzed transcript-
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Figure 1: PLA2R1 expression decreases in clear cell renal cell carcinoma. (A) RNAs were extracted from both normal and
cancer tissues from the same patients (n=16) and PLA2R1 transcript levels were assayed by qRT-PCR and normalized against PPIA. (B)
Photograph representative of 100% of the analyzed samples (n=27), PLA2R1 immunostaining of RCC. (C) Photograph representative of
40% of the analyzed samples (n=27), PLA2R1 immunostaining of normal renal tubules. The asterisk shows the PLA2R1 staining in some

normal renal tubules.
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level PLA2R1 expression in normal and RCC tissue
samples. Strikingly, the PLA2R1 mRNA level was
markedly lower in RCC tissue samples than in their
normal counterparts (Figure 1A). This transcript-level
down regulation led us to look at the protein level. Using
a tissue microarray comprising twenty-seven pT3 RCC
tumor tissue samples as described in [21], we found
PLA2RI1 to be undetectable in all the RCC tumor tissues
(Figure 1B). In contrast, the protein was detected in the
normal tissue in 40% of the examined samples, in the cells
from which RCC originates: cortical tubular epithelial
renal cells (Figure 1C) [25].

generated stable PLA2R1-knockdown ACHN cells, using
two different PLA2R1-targeting shRNAs (Figure 2A).
PLA2R1-knockdown ACHN cells displayed increased
transformation ability, as demonstrated by their capacity
to form more and bigger colonies than control ACHN
cells in soft agar (Figure 2B). Next, control or PLA2R1
knockdown ACHN cells were injected subcutanecously
into nude mice and tumor growth was monitored for 47
days after grafting. PLA2R1 knockdown was found to
increase tumor growth significantly, the average tumor
volume reaching about three times that of control tumors
(Figure 2C-D and Supplementary Figure S1).

We next investigated the mechanism of this

A PLA2RI1 decrease accelerates RCC growth in tumor growth acceleration by analyzing proliferation
mice and cell death in the xenograft tumors. Ki-67 staining
revealed a significant increase in proliferation in response

to PLA2R1 depletion (Figure 2E-F), whereas TUNEL

As PLA2RI levels strongly decreased in RCC, assays revealed no impact of PLA2R1 depletion on cell

we next examined whether PLA2R1 down regulation death (Figure 2G)

might influence RCC tumor growth. To this end we
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Figure 2: PLA2R1 knockdown favors RCC-derived cell tumorigenicity. The ACHN cell line was infected with a control or
PLA2R1-targeting shRNA and infected cells were puromycin selected. (A) RNAs were prepared and reverse-transcribed. Quantitative PCR
was performed to measure the relative PLA2R1 mRNA level, normalized with respect to the ACTB level, in each indicated condition. (B)
Twenty-five thousand ACHN cancer cells were seeded into agar and allowed to grow for 2 weeks. After 2 weeks, colonies were counted
for each indicated condition and representative photographs are displayed (mean+SD, 3 independent experiments). (C) Five million ACHN
cells infected with a control or PLAR1-targeting shRNA vector were grafted into the right flanks of 7-week-old nude mice. Tumor growth
was monitored with a caliper. Tumor volume was calculated as V= LxIxH/2. Statistical analysis was performed with a T-test and the results
are shown in Supplementary Figure 1. (D) Photographs show for each condition a representative picture of a tumor at necropsy. Scale
bar represents 1 cm. (E-G), Control and PLA2R1-knockdown ACHN-derived tumors were collected, fixed, and embedded. Tumor tissue
sections were used to analyze proliferation and cell death for each experimental condition. (E) Immunohistochemical detection of the Ki-67
proliferation marker. Nuclei were counterstained with hematoxylin. Ki-67-positive cells were counted in at least four independent fields per
tumor in at least three independent tumors. (F) Representative photographs are shown. (G) TUNEL assays were performed to label dying
cells. After Hoechst staining of the nuclei, the percentage of TUNEL-positive cells was calculated for each condition and normalized with
respect to the control value (at least 3 independent tumors and at least 4 independent fields/tumor were analyzed).
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Constitutive PLA2R1 expression inhibits RCC both by decreasing cell proliferation (as estimated by
growth in mice Ki-67 staining, Figure 3E-F and Supplementary Figure
S4A-B) and increasing cell death (as estimated in TUNEL

. . assays, Figure 3G-H and Supplementary Figure S4C-D).

The above observation that decreasing PLA2RI Together, these data provide the first evidence that

improves grovx'/th f’f RCC tumors led us to e;xamine the increasing the PLA2R1 level causes tumor-suppressive
effect of constitutively expressing PLA2R1 in RCC cell effects in RCC

lines (ACHN and 786-0). We first infected these cells with
a control (ctrl) or a PLA2R1 encoding retroviral vector

HL I ffi i PLAZ2RI1 levels i
and checked for constitutive PLA2R1 expression (Figure v oss of function decreases evelsin

3A and Supplementary Figure S2A). Constitutive PLA2R1 RCC
expression was found to strongly inhibit the ability of
ACHN and 786-0 cells to form clones in soft agar (Figure Having observed that PLA2R1 is lost in human
3B and Supplementary Figure S2B). 786-O-derived RCC samples and that PLA2R1 deregulation strongly
tumors grew rapidly in mice, but this tumor growth was impacts RCC tumor growth, we next investigated the
slowed down when PLA2R1 was constitutively expressed mechanism regulating PLA2R1 expression in RCC. The
(Supplementary Figure S2C-E). Importantly, the slow development of most RCCs involves inactivation of
growing ACHN derived tumors responded strongly to the VHL tumor suppressor gene by one or more of the
constitutive PLA2R1 expression: after reaching a mean following mechanisms: genetic mutation in the coding
size of 161 mm3, they were found to regress (Figure region, loss of heterozygosity, promoter hypermethylation
3C-D and Supplementary Figure S3). We conclude that [16]. As the twenty-seven RCC samples examined in the
constitutive PLA2R1 expression delays or blocks RCC TMA showed no detectable PLA2R1 protein, we next
xenograft growth, depending on the implanted cells. investigated whether PLA2R1 might be a downstream
In 786-O and ACHN derived tumors, constitutive target of VHL. First we measured PLA2R1 mRNA levels
expression of PLA2R1 was found to affect tumor growth in five characterized RCC cell lines. ACHN cancer cells
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Figure 3: PLA2R1 expression inhibits transformation and decreases tumor growth. ACHN cells were infected with a
control or PLA2R 1-encoding vector. Infected cells were next puromycin selected. (A) Ectopic expression of PLA2R1 was analyzed by
western blotting. Tubulin was used as a loading control. (B) Twenty-five thousand ACHN cells were seeded in agar and allowed to grow.
After 2 weeks, colonies were counted for each indicated condition and representative photographs are displayed (mean+SD, 3 independent
experiments). Histograms show an experiment representative of 3 independent experiments. Statistics were performed with the T-test. ***
represents a p value< 0.005. (C) Five million ACHN cells were grafted into the right flanks of 7-week-old nude mice. Tumor growth was
monitored with a caliper. Tumor volume was calculated as V= LxIxH/2. Statistical analysis was performed with a T-test and the results are
shown in Supplementary Figure 3. (D) Photographs show a picture of tumors at necropsy for each condition. Scale bar represents lcm. (E-
H) Control and PLA2R1-expressing ACHN-derived tumors were collected, fixed, and embedded. Tissue sections from tumors were then
used to analyze proliferation and cell death. (E-F) Immunohistochemistry against Ki-67 proliferation marker was performed. Nuclei were
counterstained by an hematoxylin solution. (E) Histogram representing the percentage of Ki-67 positive cells was displayed. Positive cells
were counted on at least 4 independent fields per tumor and at least 3 independent tumors. (F) Representative photographs are shown. (G-
H) TUNEL assays were performed to label dying cells. After nuclear staining with Hoechst dye, the percentage of TUNEL positive cells
was calculated (at least 3 independent tumors and at least 4 independent fields/tumor analyzed). (G) TUNEL-positive cell percentages are
presented relatively to control cells. (H) Images are shown.
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are known to express a functional VHL, whereas Caki-
2, 786-0O, RCC4, and RCCI10 cells express a mutated
nonfunctional VHL protein. Interestingly, a higher
PLA2R1 mRNA level was found in VHL functional
ACHN cells than in any of the VHL nonfunctional cancer
cell lines (Figure 4A).

Functional confirmation that PLA2R1 is positively
regulated by VHL was obtained by engineering VHL
negative RCC10 and 786-0 cells to express the VHL gene
constitutively (the resulting cells are respectively named
RCC10+VHL and 786-O+VHL cells): both engineered
RCC cell lines showed an increased PLA2R1 transcript
level (Figure 4B-C).

VHL exerts its tumor-suppressive activity by
inducing degradation of HIFa proteins, but it might
also exert HIF-independent activities [17, 18, 26]. To
determine whether HIFa protein degradation is involved
in VHL-induced PLA2R1 transcription, we examined
PLA2RI1 transcript levels in ACHN (Figure 4D),
RCC10+VHL (Figure 4E), and 786-O+VHL cells (Figure
4F) constitutively synthesizing a non-degradable form of
either HIF1a or HIF2a [20]. Constitutive expression of
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Figure 4: VHL regulates PLA2R1 expression in RCC-
derived cells. (A) PLA2R1 transcript levels were assayed by
qRT-PCR and normalized against ACTB in five RCC cell lines:
ACHN, Caki-2, RCC4, RCC10, and 786-O. VHL function
is indicated for each cell line. (B) PLA2RI transcript levels
were assayed by qRT-PCR and normalized against ACTB in
786-O and (C) RCCI10 control or constitutively expressing
VHL. Histograms show an experiment representative of three
independent experiments. (D-F) Cells were infected with a
control retroviral vector or one encoding a VHL-resistant
HIFlo mutant or a VHL-resistant HIF2a mutant. Infected cells
were puromycin-selected. RNAs were prepared and reverse
transcribed. Quantitative PCR was performed against PLA2R1
and normalized with respect to the ACTB mRNA level in (D)
ACHN cells, (E) in RCC10+VHL cells and (F) in 786-O+VHL
cells as indicated.

HIF2a strongly reduced PLA2R1 mRNA level in all three
cases. Forced HIF1a showed less marked effects (Figure
4D-F).

Together these data demonstrate that PLA2R1
expression is regulated by VHL, and that VHL loss of
function in RCC results in PLA2R1 loss of expression,
mainly through an HIF2a dependent mechanism.

An HIF20-MYC repressive pathway, downstream
of VHL loss of function, mediates PLA2RI1
repression in RCC

Even if HIF2a is generally described as a
transcriptional activator, it has also been reported to
repress transcription [27]. Chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments performed on 4 independent PLA2R1
genomic regions (Figure 5A) revealed no direct binding of
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Figure 5: An HIF20-MYC pathway represses
PLA2R1 expression. (A) Schematic representation of
the PLA2R1 genomic regions tested for HIF2a binding. (B)
Binding of HIF2a on PLA2R1 genomic regions was assayed
by chromatin immunoprecipitation. ChIP was performed on
786-O+VHL+HIF2a cells and PCR performed on the input and
bound fractions. PHD3 was used as positive control for HIF2a
binding and 4 genomic regions of PLA2R1 were assayed. (C)
Binding of ¢-MYC on PLA2R1 genomic regions was assayed
by chromatin immunoprecipitation. ChIP was performed on
786-O+VHL+HIF20 cells and PCR performed on the input
and bound fractions. Four genomic regions of PLA2R1 (PR1 to
PR4) were assayed. (D) 786-O+VHL cells were infected with a
control or a c-MYC encoding retroviral vector and puromycin
selected. Five days later, RNA were prepared and retro
transcribed. Quantitative PCR was performed against PLA2R1
and normalized with respect to the ACTB mRNA level.
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HIF2a, whereas and as expected it was found to bind
PHD3 [23], a direct HIF2a target (Figure SB).

HIF2a exerts its oncogenic activity by increasing
¢c-MYC transcriptional activities, the activating as well as
the repressing ones [28, 29]. To check whether c-MYC
might be a downstream effecter of HIF2a to repress
PLA2R1 expression, we immunoprecipitated c-MYC
DNA-bound regions in HIF2a-overexpressing cells, cells
in which PLA2R1 expression is repressed (Figure 4F).
Interestingly, c-MYC was bound to PLA2R1 genomic
regions closed to the transcriptional start site (PR1 and
PR2) and not to distal PLA2R1 genomic regions (PR3 and
PR4) (Figure 5C). Further supporting a repressive role of
¢c-MYC on PLA2R1 expression, its constitutive expression
was found to inhibit PLA2R1 expression in 786-O+VHL
cells, cells in which PLA2R1 is induced (Figure 5D).
These data demonstrate a pathway involving loss of VHL,
increased HIF2a and ¢c-MYC activity leading to PLA2R1
repression in RCC.

The VHL-HIF-MYC pathway regulate PLA2R1
expression through DNA methylation

C-MYC represses transcription by various
mechanisms including DNA methylation [30, 31].
Interestingly, PLA2R1 has recently been shown to be
repressed by DNA methylation in leukemic cells [32]
pointed out a potential mechanism by which the VHL-
HIF20-MYC pathway might regulate PLA2R1 expression
in RCC.

To know whether the expression of PLA2RI
might be regulated by DNA methylation, we treated
VHL-positive (ACHN) and -negative (RCC10 and 786-
0) derived RCC cell lines with the 5-azadeoxycytidine
(5-aza-dC) DNA methyl transferase (DNMT) inhibitor.
Both VHL-negative cell lines displayed a strong PLA2R1
induction upon DNMT inhibition by contrast to the
VHL-positive cell line (Fig. 6A). This suggests that the

repressive VHL-HIF2a-MYC pathway regulates PLA2R1
expression through DNA methylation.

We next carried out bisulphite genomic
sequencing to compare PLA2R1 methylation in ACHN
cells (VHL-positive, PLA2R1-positive), 786-O cells
(VHL-negative, PLA2R1-negative) and 786-O+VHL cells
(PLA2RI1 positive). CpG methylation were examined in
a PLA2RI region spending from -378 to +497, a region
overlapping the c-MYC binding regions as seen in the
figure 5C. CpG island hypermethylation was observed
in PLA2R 1-negative 786-O cells. By contrast, this island
was not methylated after forced VHL expression in these
cells or in VHL-positive ACHN cells further suggesting
that this repressive pathway is acting by controlling DNA
methylation on PLA2R1 promoter.

DISCUSSION

Clear cell renal cell carcinoma represents 80% of
all renal cancers and is the most aggressive and deadly
one. We show here that PLA2R1 is lost in RCC and
that this loss might be an important event increasing
RCC growth as its decrease accelerates tumor growth in
nude mice. We have also examined the effect of using
cells constitutively expressing PLA2R1 in nude-mouse
xenograft RCC models, using two different RCC-derived
cell lines (ACHN or 786-0) to generate the tumors. In
both cases the implanted cells show a reduced tumor-
promoting potential, due both to induce cell death and
slower proliferation. Most interestingly, the slow-growing
ACHN-derived tumors, after some initial tumor growth,
are regressing. This suggests that restoring this pathway
might be an effective way to trigger RCC regression.

A major step in the initiation of the RCC is the
VHL tumor-suppressor gene inactivation. PLA2R1
expression correlates with loss of VHL tumor-suppressor
function, and restoring VHL expression is sufficient to
restore PLA2R1 expression in RCC-derived cell lines.
Our observation support the view that this effect of VHL

A (bbo B
SV
& -378 > 7145 +/497
PLA2R1= \ / C00000808CCCO00000000CCCO00000000CCCOME008
ACHN ACHN ERRa0ma0an0aaaamacasaacasocmscaacescce HIF20u off
ACTB= S S S s Se e s e seassessassessessee sees
PLA2R1_ 786-O ocosccsceccsesscesseesce :_;= HIF20 on
©8808C00880000000000000 0C00C000000C000000C0000000000000C00000000
786-O+VHL  es0eeco0000800000000080 B0a0Ea0E00a0000aca0cac00ac0caccacace HIF 20 off
PLA2R1— €COS00C0088800080000808 G000000000COCA00C00C000C0000CA0000000000
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ACTB= o Unmethylated CpG

e Methylated CpG

Figure 6: The VHL-HIF20-MYC regulates PLA2R1 expression through its DNA methylation. (A) Indicated RCC-derived
cell lines were treated with or without 5-aza-dC at SuM during 24 hrs. RNA were prepared, retro-transcribed and PCR performed against
PLA2R1 or ACTB as loading control using the primers described in [7]. (B) Genomic DNA of the indicated cells were prepared and
subjected to sodium bisulphate modification. PCR was performed to amplify the indicated regions. The amplified regions were subcloned
and sublconed fragments were sequenced to determine whether or not the CpG were methylated.
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depends mainly on its ability to degrade its HIF2a target
and not HIF1a. HIF20 and HIF 1o are both down regulated
by VHL. Although it was initially thought that the two
proteins share common pro-tumor functions, recent
data suggest some specificity for each protein, in terms
of transcriptional targets and interacting proteins [33].
Importantly HIF20, unlike HIF1a, is now viewed as a key
oncogenic actor in RCC, particularly through its ability to
increase c-MYC activity [28, 29].

HIF2a is unable to bind PLA2R1 genomic regions
suggesting that HIF2o indirectly represses PLA2RI.
Transcriptional repression by c-MYC of genes blocking
tumor growth such as p21 and p27 CKIs is part of its
pro tumoral program [28]. ¢-MYC, which is known
to mediate HIF2a oncogenic effect, is thus a good
candidate to mediate HIF2a-induced PLA2R1 repression.
Confirming this hypothesis, ¢c-MYC binds PLA2RI1
genomic regions closed to PLA2R1 transcription start site
and its forced expression represses PLA2R1 expression.
C-MYC is known to repress transcription by recruiting
various repressive complexes including the DNA methyl
transferases (DNMT), the enzymes that methylate the
CpG [30, 31] and PLA2R1 has recently been found to
be methylated,[32] suggesting that c-MYC might exert
its repressive activity through induction of PLA2RI1
DNA methylation. Indeed, inhibiting the DNMT in cells
expressing low levels of PLA2RI1 is sufficient to restore
PLA2R1 expression. In addition, PLA2R1 promoter
methylation is observed when VHL is not functional;
then when the HIF2a-MYC pathway exerts its repressive
activity. By contrast, PLA2R1 CpG island methylation is
lost when VHL is functional; then when the HIF2a-MYC
pathway is off and unable to exert its repressive activity
on PLA2RI.

In conclusion, our study report novel findings
showing that PLA2R1 is repressed in RCC by the loss of
VHL tumor suppressor and the activation of the oncogenic
HIF2a-c-MYC pathway and that repression favors RCC
tumorigenecity.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

The human kidney cancer cell lines ACHN, Caki-
2, RCC4, RCC10, and 786-O were obtained from ATCC
and virus-producing GP293 cells from Clontech. VHL-
expressing RCC4, RCC10, and 786-O cells have been
described in [19]. Cell lines were cultured in DMEM
(Invitrogen) containing Glutamax and supplemented
with 10% FBS (Lonza) and 1% penicillin/streptomycin
(Invitrogen). Upon receipt, cells were thawed, amplified
and aliquots frozen. Experiments were performed from
these aliquots within a 4 months period without further

authentication of the cell lines.

Vectors

Human wild-type membrane-bound PLA2R1
(GenBank NM 007366) was generated by PCR from
the PLA2R1-encoding pSupF vector and ligated into
the pGEMTeasy vector (Promega), fully sequenced, and
subsequently subcloned in the pLPCX retroviral vector
(Clontech) between Xhol/Notl restriction sites. PLA2R1-
shRNA-encoding retroviral vectors have been described
in [6]. The following vectors were supplied by Addgene:
pBabe-VHL [19] (# 19234), pBabe-HIF-10 P402A/P564A
(#19005), pBabe-HIF20P405A/P531A (#19006) [20].

Immunohistochemistry

The RCC study was performed on 4-pm-thick
sections from a tissue microarray comprising 27 formalin-
and paraffin-embedded RCC tumor tissue samples, each
with the surrounding morphologically benign-appearing
renal parenchyma.[21] Heat antigen retrieval was done
in citrate buffer pH 6 in a pressure cooker. Endogenous
peroxidase was blocked by addition of H202. Incubation
with PLA2R1 antibody was carried out overnight at
4°C. In the negative control, the primary antibody was
omitted [15]. In the xenograft experiments, fresh tumors
were fixed for 48 h in 10% neutral buffered formalin
(Sigma). Paraffin-embedded sections were treated with
unmasking solution (VectorLABS) and exposed to H202
to block endogenous peroxidase activity. For Ki-67
staining, tumor sections were incubated with an antibody
directed against Ki-67 antigen (Dako), a biotinylated
secondary antibody (Dako), and streptavidin-HRP solution
(Dako). Nuclei were counterstained with hematoxylin
solution (Sigma) and analyzed by light microscopy. For
TUNEL assays, tumor sections were treated with 4%
PFA and 0.2% PBS-Triton and then incubated with TdT
enzyme and biotinylated dUTP (Roche) according to
the manufacturer’s instructions. Biotinylated DNA was
detected with Cy-3-coupled streptavidin (Interchim).
Nuclei were stained with Hoechst dye (Sigma). Samples
were analyzed by fluorescence microscopy.

Soft-agar and xenograft experiments

To measure anchorage-independent growth, cells
were detached with trypsin and suspended in growth
medium. Base agar was prepared with 0.75% low-
melting agarose (Lonza) in growth medium. The top
agar contained the cells suspended in 0.45% low-melting
agarose (1.25-2.5x10* cells/well in 6-well plates, for 786-
O and ACHN respectively). Plates were incubated for 1
(786-0) or 2 weeks (ACHN) and colonies were counted
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under a bright light microscope.

For the xenograft experiments, 5x10° control or
modified cells in 200 ul PBS/Matrigel (BD Biosciences)
(3/1, v/v) were injected subcutaneously into the right
flanks of 6-week-old female athymic nude mice (nu/
nu). Tumor size was measured with an electronic
caliper, weekly or at sacrifice. Tumor volume (V) was
calculated using the following formula: V=axbxc/2,
where “a” is the longest diameter, “b” is the shortest one,
and c the depth. Numbers of mice with size details and
statistics are indicated in Supplementary Figures. The
mice were housed and bred in the specific pathogen-
free animal facility AniCan at the CRCL, Lyon, France.
The experiments were performed in accordance with the
animal care guidelines of the European Union and with
French legislation and were approved by the local Animal
Ethics Evaluation Committee (CECCAPP).

Transfection and infection

To transfect GP293 cells, PEI reagent was used
according to the manufacturer’s recommendations
(Euromedex). Two days after transfection, the viral
supernatant mixed with fresh medium (1/2) and polybrene
(final concentration: 8ug/mL) was used to infect target
cells. The cells were infected for 12-24 h depending on
the cell type. Importantly, the infection protocols were
designed so that practically all the cells were infected,
as judged by the results of infection with a GFP control.
One day post-infection, cells of each cell line used
were selected with the appropriate antibiotic at the final
concentration of 500 ng/ml.

Immunoblots

Cell lysates were prepared in Laemmli buffer
(50mM Tris-HCI, pH 7.4, 250mM NacCl, 0.2% Triton
X-100, SmM EDTA) supplemented with protease and
phosphatase inhibitors (Roche). Lysates were clarified by
centrifugation at 14,000 rpm for 30 min at 4°C. Protein
concentrations were measured by means of the Bradford
protein assay (Biorad #500-0006). Cell extracts were
resolved by SDS-PAGE under non-reducing conditions
for PLA2R1 detection or reducing conditions for detection
of other proteins and transferred onto nitrocellulose
membranes. For detection, the following primary
antibodies were used: anti-PLA2R1 [15], anti-tubulin
(T6199, Sigma). After overnight incubation at 4°C with
primary antibodies, the blots were washed with PBS
containing 0.05% Tween, incubated with a peroxidase-
coupled secondary antibody, and washed again in PBS
containing 0.05% Tween. Antigen-antibody complexes
were detected by ECL (Amersham).

RNA extraction, reverse transcription, and PCR

Normal and tumoral human kidney tissues were
provided by the biobank of the CHU of Lille. Phenol-
chloroform total RNA extraction was performed with
TriReagent (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
PhaseLockGel tubes (Eppendorf, Hamburg, Germany)
were used for phase separation. cDNA was synthesized
from 3 pg total RNA with the First-Strand cDNA
Synthesis Kit (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK).
The RT reaction mixture was diluted 1/60 and used as
cDNA template for qPCR analysis. TagMan quantitative
PCR analysis was carried out on a LightCycler 2.0
System (Roche Applied Science). PCR mixtures contained
LightCycler TagMan mix, 200 nM primers, and 1.67 pl
cDNA template in a 6.67-ul reaction volume. The PPIA
or ACTB housekeeping gene, as indicated, was used in
kidney samples for normalization of PLA2R1 mRNA
expression in each sample type. Intron-spanning real-time
PCR assays were designed with the ProbeFinder software
(Roche Applied Science). All real-time PCR primers are
listed in Supplementary Table 1.

Chromatin
experiments

Immunoprecipitation (ChIP)

ChIP experiments were performed as described
in [22] using about 30 millions of 786-0+VHL+HIF2a
growing cells. HIF2a [23] or c-MYC (sc-764 X, Santa
Cruz Biotechnology) specific antibodies were used for the
immunoprecipitation. PCR primers for quantitative PCR
are listed in Supplementary Table 2.

Bisulphite genomic sequencing

Sodium bisulphite reactions were carried out as
previously described in [24]. Two regions (nt positions
—378 to +71, and nt positions +45 to +497 from the
PLA2RI transcription start site) were analyzed. PCR
amplifications were performed in 100 pl using the
HotStart 7ug DNA polymerase Kit (Qiagen) and 0.25 uM
of the primers (Supplementary Table S3), after 15 min at
95°C for Taq polymerase activation and 35 cycles (0.5
min denaturation at 94°C, 1 min annealing at 52°C, and
1.5 min extension at 72°C). To determine accurately the
proportion of methylated CpG, PCR products were cloned
into a pGEM-T vector (Promega) and random clones were
analyzed by automatic sequencing (Genomics, Beckman
Coulter).

Statistics

Graphs are presented with SD as error bars, and
Student’s t test was used to determine the p value (* p<
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0.05; ** p<0.01; *** p<(0.001) unless indicated otherwise
in the figure legends.
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B) Article en révision

1) L'inhibition de la méthylation de I’ADN favorise la sensibilité

des tumeurs a l'interférence a la nétrine-1
a) Préambule

La voix des récepteurs a dépendance’ est fréquemment altérée dans les cancers. J’ai participé a une
¢tude actuellement en cours de révisions au journal Cancer Cell. Dans cette derniére est montrée que les
génes du ligand Netrine-1 et de 1’effecteur pro-apoptotique DAPK1 sont fréquemment hyperméthylés
dans les cancers du sein. Ces hyperméthylations conduisent & une répression transcriptionnelle de ces
genes. En utilisant différents modeles cellulaires, il est montré que les cellules n’exprimant pas ces genes
sont résistantes a la mort induite par un anticorps interférant avec la Nétrine-1. Un traitement de ces
cellules a la 5-aza-deoxycytidine induit une baisse de la méthylation du promoteur des geénes de la
Nétrine-1 et de DAPKI1, induit leur réexpression, et sensibilise ces cellules a la mort induite par un
anticorps interférant avec la Nétrine-1 in vitro. Des expériences de xénogreffes chez la souris ont
confirmé ces résultats in vivo. Un traitement de ces souris avec une combinaison de 5-aza-deoxycytidine
et d’anticorps interférant avec la Nétrine-1 aboutit a un ralentissement de la croissance tumorale, ce qui

n’est pas le cas des simples traitements.

L’immense majorité des expériences de cette étude a été réalisée par Mélodie Grandin. J’ai pour
ma part participé au maintient des cellules en culture cellulaire, a la mise au point de méthodes de

détection de la méthylation de I’ADN et a quelques analyses bioinformatiques.

b) Abstract

Inhibition of DNA methylation promotes tumor sensitivity to netrin-1 interference.

M¢élodie Grandin, Guillaume Devailly, Benjamin Gibert, Nicolas Gadot, Akram Ghantous, Isabelle
Puisieux, Zdencko Herceg, Jean-Guy Delcros, Agnés Bernet, Patrick Mehlen, Robert Dante

Netrin-1 (NTN1), a secreted axon guidance cue, has recently raised interest in the cancer arena. In
a substantial part of human cancers, NTN1 is up-regulated, and through an autocrine secretion, blocks
apoptosis through its so-called dependence receptors DCC and UNCS5H and thus promotes tumor
progression. However, in other cancers, the selective inhibition of this dependence receptor death
pathway relies on the silencing of downstream pro-apoptotic effector proteins. We show here that a large

fraction of human breast tumors exhibits simultaneous DNA methylation-dependent loss of expression of

' Cf supra p 104.
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NTNI1 and of DAPKI, a serine threonine kinase known to transduce the netrin-1 dependence receptor
pro-apoptotic pathway. The inhibition of DNA methylation by drugs such as decitabine in netrin-1-low
cancer cells restores the expression of both NTN1 and DAPKI1. Consequently, the combination of
decitabine with NTN1 silencing strategies or with an anti-netrin-1 neutralizing antibody potentiates tumor
cell death and efficiently blocks tumor growth in different animal models. Thus, combining DNA

methylation inhibitors with netrin-1 neutralizing agents may be a valuable strategy for combating cancer.

II)Participations aux congres

A) Présentations orales

- Genome-wide profiling of methylated DNA binding proteins deposition in a syngenic cellular
model of breast tumor progression. (Identification a 1I’échelle du génome des sites de fixation de protéines
de liaison a I’ADN méthylé dans un modéle syngénique de progression tumoral mammaire). Journées de

la plateforme de séquencage ProfileXpert. Lyon, 9 et 10 octobre 2012.

- Genome-wide profiling of methylated DNA binding proteins deposition in a syngenic cellular
model of breast tumor progression. (Identification a 1I’échelle du génome des sites de fixation de protéines
de liaison a PADN méthylé dans un modéle syngénique de progression tumoral mammaire). 5"
Bioinformatics Workshop des centres de recherches en cancérologies CLARA — PACA — Grand-Est.
Lyon, 25 septembre 2012.

B) Posters

1) Co-deposition of MBD2 and ZBTB4 on methylated DNA in

human mammary cell lines

Co-deposition of MBD2 and ZBTB4 on methylated DNA in human mammary cell lines. (Fixation
simultanée de MBD2 et ZBTB4 sur I’ADN méthylé dans ces lignées cellulaires mammaires humaines).

Cancer Genetics & Epigenetics. Grodon Conference. Italie, 21-26 avril 2013.
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2) MBD2 and ZBTB4, two methylated DNA binding proteins belonging to
distinct families, frequently bind the same methylated regions

MBD?2 and ZBTB4, two methylated DNA binding proteins belonging to distinct families, frequently bind the
same methylated regions. (MBD2 et ZBTB4, deux protéines de liaisons a I’ADN méthylé appartenant a deux familles

distinctes, fixent fréquemment les mémes régions du génome). 1% symposium du Centre de Recherche en

Cancérologie de Lyon. Lyon, 13-15 février 2013.
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