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Pré-inroduction : Pourquoi explorer CARM1 et PRMT1 dans le
cancer du poumon ?

Les modifications épigénétiques sont des modifications héritables qui n’affectent pas
la séquence d’ADN. Les modifications épigénétiques les plus étudiées sont, la
meéthylation de I'ADN et les modifications des histones. L'ensemble de ces 2
modifications constitue ce qu’on appelle le code épigénétique. Le code épigénétique
change d'une cellule a l'autre ou d'un tissu a l'autre, et est influencé par les
conditions environnementales.

Le cancer du poumon est la premiere cause de mort par cancer dans le monde
entier. Le nombre des cas continue a augmenter chaque jour.

Actuellement, le cancer du poumon touche les femmes de moins de 50 ans a une
fréequence plus élevée que les hommes, méme si ces femmes ne sont pas des
« fumeuses ». Les raisons de cette augmentation ne sont pas tres connues. Il existe
des facteurs appelés facteurs étiologiques comme le tabagisme passif, I'exposition a
lamiante, au radon et aux métaux lourds. En plus, certains facteurs génétiques
(génes qui participent aux mécanismes de carcinogenése, de contrble de la
croissance cellulaire, et de la réparation d’ADN), et les hormones comme l'estrogéene
(chez les femmes) peuvent contribuer au développement de ce type du cancer. Ces
facteurs seront discutés dans une partie a part.

Le cancer du poumon a un mauvais pronostic di aux difficultés d’établir un
diagnostic a un stade précoce de la maladie. L’identification des marqueurs
géneétiques et épigénétiques devient un outil important pour I'oncologie moléculaire et
le traitement personnaliseé.

Des modifications épigénétiques aberrantes, comme la méthylation d’ADN, les
modifications des histones ainsi que la dérégulation des microRNAs, ont été
détectés dans le cancer du poumon, dans les stades précoces et tardifs de la
maladie. Puisque les modifications épigénétiques sont réversibles, leur correction
constitue un élément prometteur dans la thérapie du cancer.

Une des modifications épigénétiques les plus observées et les plus étudiées dans les
cellules tumorales, est la méthylation aberrante des ilots CpG de [I'ADN.
L’hypométhylation globale des ilots CpG est un marqueur dans divers types de

cancers, y compris le cancer du poumon.




Généralement, la déméthylation globale s’effectue pendant [linitiation et Ila
progression de la carcinogenése. L’hypométhylation des « LINE-1» induit une
instabilité du génome et par la suite une progression du cancer. Dans le cancer du
poumon, une hypométhylation de LINE-1 a été détectée. Une hypométhylation du
promoteur de P73 a été détectée aussi dans les cancers du poumon a cellules
squameuses. L’hyperméthylation de I'ADN est surtout liée aux génes suppresseurs
de tumeurs (Brzezianska et al., 2013).

Plusieurs études ont suggéré que I'’hyperméthylation de certains genes était un
marqueur prédictif dans le cancer du poumon. Kwon et al 2012 ont décrit 'implication
de la méthylation de 6 genes (CCDC37, CYTL1, CDD1, SLIT2, LMO3 et SERPINB5)
dans le cancer du poumon a cellules squameuses. Cortese et al 2008 ont suggéré
gue la méthylation de MEOX2, FGF3 MDK, RASSF1A, P16 était impliquée dans le
cancer du poumon non a petites cellules.

L’examen de I'hyperméthylation des promoteurs de RASSF1A chez des patients
atteints de cancer du poumon a non petites cellules représente une sensibilité de
83.36% et une spécificité de 74% (Brzezianska et al., 2013).

Une relation entre la méthylation de 'ADN et la fumée de tabac a été observée dans
plusieurs études. CDKN2A, DAPK1 et APC sont hyperméthylés chez les fumeurs et
les non fumeurs. RASSF1A et CCND2 sont hyperméthylés seulement chez les
fumeurs.

Dans le cancer du poumon, I'hyperméthylation de 'ADN est souvent associé a des
modifications des histones comme la déacétylation de H3 et H4, la perte de
H3K4me2, le gain de H3K9me3 et H3K27me2. Une acétylation excessive de H4K3
et H4K8 et une perte de H4K20me3 a été détectée dans les cancers du poumon a
non petites cellules (Brzezianska et al., 2013).

Les modifications des histones sont liées a une dérégulation des HATs et des
HDACSs. L'attention est actuellement focalisée sur les inhibiteurs des HDACs comme
cible thérapeutique dans le cancer du poumon. L’inhibition des HDACs induit une
augmentation de I'acétylation et par voie de conséguence une activation des genes
impliqués dans l'apoptose et la différenciation ainsi qu’une activation des genes
suppresseurs de tumeur comme TGFBR2, et DAPK (Brzezianska et al., 2013).

Song et al (2012) ont identifié H3K9ac, H3K9me3 et H4K16ac comme marqueurs
prédictifs dans le cancer du poumon. Barlési et al 2007 ont conclu que les

modifications H3K4me2, H3K9ac et H2AK5Ac permettaient de prédire le pronostic

10 |



des tumeurs réséquées chez des patients atteints de cancer du poumon non a
petites cellules. lls suggerent que l'intérét de ces modifications est surtout important
dans les stades précoces du cancer et qu’elles peuvent faire partie d'un algorithme
permettant de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier d'un traitement
associant chimiothérapie et molécules interférant avec les modifications des
histones. Les modifications des histones pourraient constituer des marqueurs
prédictifs des cancers en général. Seligson et al 2009 ont décrit que les profils de
modifications globales des histones permettent de prédire le risque de récurrence
des cancers de la prostate. Certaines modifications changent en fonction de la
progression de la maladie. Par exemple, le niveau de H4K20me3 diminue avec la
progression de la maladie (Chervona et Costa 2012).

Alors que la méthylation de 'ADN et les modifications des histones au niveau de la
lysine sont largement étudiées dans le domaine du cancer, les modifications des
arginines sont peu documentées. Les arginines des histones sont méthylées par les
Protein Arginines MéthylTransférases (PRMT). CARM1 (PRMT4) est connue comme
coactivateur transcriptionnel des récepteurs nucléaires et interagit avec une autre
PRMT, PRMTL1. Elle joue un rdle important dans la différenciation de certains types
cellulaires mais semble aussi impliquée dans la prolifération tumorale. L’expression
de CARML1 est hétérogene dans les cancers et son rble est tissu et contexte
dépendant. (Al Dhaheri et al., 2011). D’autre part, la méthylation des arginines est
nécessaire au maintien de la pluripotence et a l'inhibition de la différenciation dans
les cellules souches embryonnaires et dans I'embryon de souris (Torres padilla et al.,
2007).

CARML1 est impliquée dans le développement pulmonaire. Les souris CARM1-/- sont
des souris de petite taille et meurent 20 minutes aprés la naissance par insuffisance
respiratoire ce qui montre que CARM1 a un réle vital dans le développement du
poumon. Chez les souris CARM1-/-, les pneumocytes AT2 ne se différencient plus
en pneumocytes AT1 ce qui cause une accumulation de surfactant et une
hyperprolifération des cellules AT2. Donc, au cours du développement pulmonaire,
CARM1 est indispensable pour inhiber la prolifération et induire la différenciation
(O’Brien et al., 2010).

L'expression de CARM1 a été étudiée dans divers types de cancers, le cancer du

sein, de la prostate, du colon, et du cerveau, mais son expression dans les cancers
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du poumon n’a pas été étudiée malgré son role important et vital au cours du
développement pulmonaire. Dans ce travail nous avons exploré le role de CARML1 et
PRMT1 dans le cancer du poumon.
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A- L'arbre respiratoire :

1- Organisation générale :

L'arbre respiratoire (figure 1) se divise en deux parties, la partie aérienne extra
pulmonaire composée des fosses nasales, naso-pharynx, larynx, trachée et début des
bronches souches et la partie intra pulmonaire composée des bronches souches, des
extensions bronchiques, des bronchioles et des alvéoles.

La partie aérienne extra-pulmonaire est tapissée par un épithélium pseudo-stratifié
cylindrique cilié de type respiratoire mélé a quelques cellules muco-sécrétantes au
niveau des bronches (la muqueuse bronchique). La muqueuse bronchique contient aussi
guelques cellules neuroendocriniennes porteuses de granules neuro-sécrétoires.

Les parois alvéolaires sont constituées de plusieurs éléments; I'endothélium capillaire, la

membrane basale, le tissu conjonctif et I'épithélium alvéolaire.

Mez

Bouche . -Pharynx
= | arriére gorge
L ( gorge)
i I'.
Trachée ——— = :
Plevre —/_ 4 3 —— Alvéoles
Muscles - s Bronche
bronchiques Bronchioles

|
POUMON DROIT | POUMON GAUCHE

Figure 1: Représentation de I'arbre respiratoire

2- L’épithélium alvéolaire :
L'épithélium alvéolaire est formé d’'une couche continue de cellules, de deux principaux
types : les pneumocytes de type | (AT | ou pneumocytes membraneux ou cellules de
Clara), aplatis, tapissant 95% de la surface alvéolaire et les pneumocytes de type Il (AT
Il) responsables de la synthése de surfactant. Les cellules progénitrices pulmonaires se
différencient au cours du développement de I'arbre distal sous I'influence de différentes

hormones et facteurs de transcription, en cellules de Clara ou en cellules AT IlI.
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2-1- Pneumocyte de type | :  (figure 2)

Les pneumocytes membraneux ou de type | possedent de nombreux prolongements trés
fins recouvrant la majorité (90%) des alvéoles. Ces prolongements contiennent des
microvésicules de transfert ainsi que de nombreux replis indiquant une cellule adaptée
aux échanges. Les AT | bordent la barriere air-sang, et sont strictement jointifs (tight
junctions) donc imperméables aux échanges hydriques. lls coordonnent les échanges
gazeux dans les capillaires distaux et ne se divisent pas. Les AT Il, qui recouvrent 5 %
de la surface alvéolaire (O'Brien et al., 2010), se différencient en AT I. Ainsi le
renouvellement des AT | est-il assuré par les nombreux AT Il enchassés dans leurs
prolongements cytoplasmiques. La desquamation des AT 1, en cas d’agression, rend

hasardeux le remplacement de I'épithélium.

2-2- Pneumocyte de type Il ;.  (figure 2)

Les pneumocytes granuleux ou de type Il ne possédent pas de prolongement
cytoplasmique. lls sont nombreux puisqu’ils représentent 90% des cellules de
I'épithélium alvéolaire mais recouvrent uniquement 5% de la surface alvéolaire. lls
subissent la mitose. Les pneumocytes de type Il reposent par une large base
d'implantation sur la lame basale. lls sont véritablement enchassés dans les voiles
cytoplasmiques des pneumocytes de type |, et ne dépassent que de trés peu le niveau
de la surface épithéliale. lls sont riches en organites de synthése (REL, REG, appareil de

Golgi, mitochondries...).
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Figure 2 : Alvéole pulmonaire . Présentation des pneumocytes de type | et Il

2-3 Le systeme surfactant du poumon :  (figure 3)

Les substances actives de surface garantissent un collapsus alvéolaire limité lors de la
phase expiratoire et une expansion correcte des alvéoles au cours de l'inspiration.

La capacité réactionnelle de ce systéme est d'autant plus importante que toutes les
structures de l'arbre respiratoire, tant bronchiques qu’alvéolaires, sont sans cesse
exposees aux influences de multiples facteurs exogenes transportés dans lair. Le
substrat morphologique de ces agents actifs de surface est encore appelé ‘surfactant’
(de ‘surface active agent’). Les cellules échangent leur surfactant au niveau des pores de
Kohn.

Le surfactant bouge : par sa structure bipolaire cette substance possede d’'importantes

propriétés tensioactives de surface ; il se contracte ou s’étale en fonction de l'arrivée
d’air, ce qui permet de diminuer la tension nécessaire a I'ouverture des alvéoles. Dans le
poumon adulte, 'augmentation du volume respiratoire minute s’accompagne d’une

augmentation de la production de surfactant alvéolaire.
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Le surfactant possede deux phases : I'épiphase, la partie superficielle du surfactant en
contact avec l'air, et I'hypophase, la partie profonde du surfactant en contact avec les
cellules. Prés de 85% des précurseurs du surfactant sont réutilisés.

La quantité totale de surfactant dans le poumon est trés faible : 3% environ de la barriere
air-sang est composée de surfactant qui occupe une couche de 500A d’épaisseur. Il y a
prés de 50 mm3 de surfactant par m? de surface alvéolaire.

La biosynthése du surfactant a été étudiée sur du matériel de lavage broncho-alvéolaire.
Le surfactant n’est pas une substance chimique pure mais un mélange (une émulsion)
de lipides (90%), notamment de phospholipides, de protéines (10%) et d’hydrates de
carbone. La lécithine entre pour 65% dans la constitution des lipides pulmonaires
(phosphatidylcholine).

Alwveolar Alveolar type I cell

o ’

s O
= Surfactant layer \"’ Ty

tr

Alveolar macrophage

Figure 3 : Synthése du surfactant . Les précurseurs du surfactant sont apportés aux
cellules épithéliales par l'intermédiaire du systeme vasculaire par diffusion a travers
'endothélium capillaire. Aprés un passage par le complexe golgien, la synthese a lieu,
par étapes successives, dans le réticulum endoplasmique du pneumocyte de type Il. Le
surfactant est produit par les corps lamellaires osmiophiles et est excrété dans la lumiére

alvéolaire sur le mode mérocrine.
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Figure 4 : Barriére air-sang alvéolaire . Les alvéoles sont tapissées par une couche
continue de pneumocytes de type Il. La barriere des échanges gazeux est constituée de
la lumiére alvéolaire, de pneumocytes membraneux, des deux membranes basales

epithéliale et capillaire fusionnées, de I'endothélium et de la lumiére vasculaire.

B- Cancer du poumon : selon 'OMS

Définition :

Le cancer du poumon, appelé aussi cancer bronchique, est une des maladies des
cellules des bronches ou, plus rarement, des cellules qui tapissent les alvéoles
pulmonaires. Il se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se transforme,
sous l'effet d’agressions comme le tabac, le radon, 'amiante, les rayonnements, les

produits chimiques et les virus, et se multiplie de fagon anarchique.

Epidémiologie :

Avec plus de 1,1 millions de déceés par an dans le monde, le cancer du poumon est la
premiere cause de déces par cancer en France et dans le monde. Chez la femme, il est
en progression constante : son incidence a triplé ces 20 dernieres années, vue
'augmentation du nombre de femmes qui fument. Le tabac est de loin le premier facteur
de risque de cette pathologie. Une décroissance de lincidence chez 'homme a été
observée. En 2010, le nombre de nouveaux cas estimés de cancer du poumon est de 37
000 (27 000 hommes et 10 000 femmes), avec un taux d’incidence standardisé dans le
monde de 51,9 pour 100 000 hommes et 17,8 pour 100 000 femmes. Le nombre de
décés par cancer du poumon estimé en 2010 est égal a 28 700 (21 000 hommes et 7
700 femmes) et celui estimé en 2012 est égal a 32000. Le taux de
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mortalité (standardisée monde) estimé en 2010 est égal a 38,6 pour 100 000 hommes et

12,1 pour 100 000 femmes.
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Erain, nervous system

Brain, nervous system

M Incidence M Incidence
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Figure 5: Les cancers les plus fréquents dans le monde en 2005
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issues du cancer de poumon par rapport
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3- Etiologie :

Si le cancer du poumon peut avoir différentes origines, le tabagisme reste le principal
responsable.

» Tabac : L’exposition a la fumée de tabac est responsable d'environ 85 % des cancers du
poumon. Ce risque concerne non seulement les fumeurs, mais aussi leur entourage
proche (tabagisme passif). L'usage régulier de cannabis est également un facteur de
risque. La fumée de Cannabis contient quatre fois plus de goudrons que celle du tabac et
renferme davantage de cancérigenes. L’arrét du tabac diminue significativement le
risque d’avoir un cancer du poumon contrairement a la réduction de la consommation. La
durée de l'exposition au tabac est quatre fois plus déterminante que la quantité des
cigarettes fumées.

» Exposition professionnelle : Les travailleurs exposés, régulierement et sur le long terme,

a des substances cancérigenes telles que I'amiante, le radon, l'arsenic, le nickel, le
chrome, les goudrons... présentent un risque accru de développer un cancer du
poumon.

» Facteurs environnementaux : Des études sont menées sur un éventuel impact de la

pollution atmosphérique sur l'apparition de cancers du poumon. Pour I'heure, aucun
rapprochement n'a été observé. L'existence de genes de « protection» ou de
prédisposition au cancer du poumon est également envisagée, mais non démontrée a ce
jour.

> Autres évenements impligués: Differents événements interviennent dans la

cancérogénese pulmonaire, notamment les pertes alléliques (LOH), les instabilités et
déséquilibres chromosomiques, les mutations d’'oncogénes et génes suppresseurs de
tumeur, les modifications épigénétigues comme I'hyperméthylation de 'ADN ou les
modifications des histones et I'expression aberrante de génes impliqués dans la
prolifération cellulaire (Travis 2004). Dans ce cadre, 'oncogéne KRAS est muté dans
30% des cas. MYC, Cycline D1 et EGFR sont amplifiés et hyper-exprimés dans 2,5 a
10%, 5% et 6% des CBNPC (cancer bronchique non a petites cellules), respectivement.
L’hyper-expression de c-erbB2 (Her-2/neu) ou BCL2 est impliguée dans 25% des cas.
Les mutations de BRAF sont présentes dans 2% des adénocarcinomes ne présentant
pas de mutations KRAS. Les mutations de I'EGFR sont détectées dans 10% des
adénocarcinomes et ce statut mutationnel va influencer la réponse clinique au traitement
par les inhibiteurs de la tyrosine kinase. Parmi les adénocarcinomes, 3-4% expriment un

transcrit de fusion EML4-ALK. Les genes suppresseurs de tumeur impliqués dans le
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cancer du poumon sont p53, pl16, RB et recemment p34. La transcription anormale du

géene FHIT est rapportée dans 40% des CBNPC et sa fonction est liée a un signal
proapoptotique (Risch et Plass., 2008).

Pronostic :

Le pronostic du cancer du poumon est toujours aussi sévére avec un taux de survie a 5
ans de 10 % dans la plupart des pays. La mortalité élevée est due au diagnostic tardif,
au deépistage précoce inexistant et a I'échec des thérapeutiques cytotoxiques

conventionnelles.

Classification des tumeurs de poumons :
Les cancers du poumon se divisent en deux grandes familles, différenciées en fonction
de la nature des cellules tumorales.
Les cancers « a petites cellules » représentent 20% des cancers du poumon. Ces
cancers sont dits « agressifs » : les cellules malades se multiplient rapidement. Il existe
un risque de métastases. Pour définir I'étendue du cancer, différents examens
permettent de constater :
I'étendue du cancer dans les poumons ;
I'atteinte ou non des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses ;
I'atteinte ou non des structures voisines ;
la présence ou non de métastases en dehors du thorax.
Pour les cancers a petites cellules localisés la chimiothérapie et la radiothérapie sont les
traitements de référence. Pour les cancers a petites cellules métastatiques, la
chimiothérapie est le principal traitement.
Les cancers « non a petites cellules » représentent 80% des cancers du poumon et
regroupent trois grands types de tumeurs :
L’adénocarcinome bronchique (40%)
Le carcinome épidermoide (40%)
Le carcinome a grandes cellules (20%).
Pour définir I'étendue du cancer, différents examens permettent de constater :
la taille de la tumeur ;
I'atteinte ou non des ganglions lymphatiques par des cellules cancéreuses ;
I'atteinte ou non des structures voisines ;

la présence ou non de métastases a distance.
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Le traitement des cancers « non a petites cellules » varie en fonction de leur stade
d'évolution au moment du diagnostic. Mais la chirurgie constitue le traitement de

référence des cancers bronchiques non a petites cellules précoces.

5-1 L'adénocarcinome bronchique :

Il s’agit d'une tumeur épithéliale maligne avec différenciation glandulaire ou
mucosécrétante, présentant une architecture lépidique, acineuse, papillaire,
micropapillaire ou solide. Ces tumeurs peuvent étre uniques ou multiples et sont
variables en taille. Souvent, il s’agit d’'une tumeur localisée en périphérie et naissant a
partir des pneumocytes des bronchioles et alvéoles. Macroscopiquement, elle est lobulée
ou mal limitée, spiculée, d’aspect gris, blanchéatre avec une cicatrice centrale (voir figure
7)

L'adénocarcinome bronchique représente environ 40% de l'ensemble des CBNPC.
Jusqu'a présent, cette forme de cancer bronchique était le plus souvent observée chez
les non-fumeurs et les femmes. Aujourd'hui, les fumeurs sont de plus en plus souvent
atteints par cette forme de cancer bronchique. Selon les dernieres observations
épidémiologiques, cette augmentation serait en lien avec une amélioration de leur
détection et des habitudes tabagiques en évolution, comme la consommation de
cigarettes « light » sur lesquelles les fumeurs « tirent » plus fortement. Ces cigarettes
engendrent des Iésions situées plutét en périphérie du poumon, qui ont donc une

topographie différente de celles observées jusqu'a présent.

Figure 7 : Macroscopie de la tumeur pulmonaire  (Adénocarcinome pulmonaire)
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6- Diagnostic :
A ce jour, il n'existe pas de moyens pour dépister précocement les cancers du poumon.
L'introduction de nouvelles techniques d’imagerie et de tests biologiques et/ou
géneétiques pourrait faire évoluer cette situation dans les années a venir.
Le diagnostic du cancer du poumon se réalise en deux étapes :

» Le bilan diagnostique

> Le bilan d’extension

6-1 Le bilan diagnostique s'articule autour d'un examen clinique et d'une imagerie
pulmonaire (radiographie, scanner, IRM). Le premier permet de déterminer I'état général
du patient et la seconde de repérer une éventuelle tumeur. Les progres de I'imagerie
permettent actuellement une grande précision.
La confirmation de la présence d'une tumeur cancéreuse se fait par le biais de
prélevements (biopsie) réalisés au cours d'une fibroscopie bronchique. Les biopsies
permettent de prélever un fragment de la tumeur dont I'examen microscopique est
indispensable pour affirmer le diagnostic et obtenir des indications sur le type de cancer
(cancer « a petites cellules » ou « non a petites cellules »).

D'autres prélévements et examens peuvent étre réalisés si les premiers ne suffisent pas

a poser un diagnostic précis.

6-2 Le bilan d'extension permet d'évaluer I'extension du cancer aux organes proches
et/ou lointains, afin de déterminer les possibilités chirurgicales éventuelles et les
traitements médicaux complémentaires les plus adaptés. Les principaux examens
réalisés sont :

» la médiastinoscopie, pour déterminer le stade du cancer et l'atteinte des ganglions
médiastinaux ;

> le scanner thoracique, pour repérer la taille et la localisation des anomalies ou nodules,
méme de tres petite taille (inférieure ou égale a 3 millimetres) ;

» I'échographie hépatique, a la recherche de métastases dans le foie ;

» la scintigraphie osseuse, a la recherche de métastases dans les os ;

» I'échographie endo-oesophagienne pour apprécier I'extension du cancer a I'oesophage et
aux vaisseaux du ceeur ;

» l'angiographie pour vérifier la connexion de la tumeur avec l'aorte et les vaisseaux

pulmonaires ;
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un PETscan (scanner + scintigraphie) pour déceler d’éventuels micro-nodules. Cet

examen se pratique si une intervention chirurgicale est envisagée.

Traitement :

Trois types de traitements sont utilisés pour traiter les cancers du poumon :

La chirurgie

La radiothérapie

Les traitements médicamenteux (chimiothérapie, thérapies ciblées).

Ces traitements peuvent étre utilisés seuls ou associés les uns aux autres. Le choix des
traitements dépend des caractéristigues du cancer et de son degré d’extension. Ces
caractéristiqgues sont déterminées grace aux examens du bilan diagnostique, ainsi que
'age, les antécédents médicaux et chirurgicaux, et I'état de santé global.

Pour les cancers bronchigues non a petites cellules précoces (stades | et Il), la chirurgie
constitue le traitement de référence. Si la chirurgie n’est pas possible (compte tenu de
'emplacement de la tumeur ou de votre état de santé, par exemple), une radiothérapie
pourra étre proposée. Le recours a une radiothérapie, en complément du traitement
chirurgical, est également discuté en cas d’atteinte de la paroi du poumon ou lorsque le
chirurgien n’a pas pu enlever l'intégralité de la tumeur (on parle d’exérese incompléte).
Selon les cas, une chimiothérapie postopératoire peut étre proposée. Pour les cancers
bronchiques non a petites cellules localement avancés (stade lll), la faisabilité¢ d’'une
chirurgie est toujours évaluée. Si une chirurgie est réalisée, elle peut étre complétée par
une radiothérapie. Si la chirurgie n’est pas réalisable, le traitement local reposera sur une
radiothérapie. Dans tous les cas, une chimiothérapie est faite pour compléter le
traitement local.

Pour les cancers bronchiques non a petites cellules présentant des métastases (stade
IV), une chimiothérapie et/ou une thérapie ciblée constituent le traitement de référence.
Plusieurs types de médicaments anticancéreux sont utilisés pour traiter les cancers du
poumon, les chimiothérapies et thérapies ciblées. La chimiothérapie et les thérapies
ciblées n'ont pas le méme mode d’action.

Les médicaments de chimiothérapie agissent sur les mécanismes de la division
cellulaire, alors que les thérapies ciblées bloguent des mécanismes spécifiques des
cellules cancéreuses.

Une chimiothérapie peut comporter un seul médicament (monothérapie) ou plusieurs

meédicaments (polythérapie). Une association de plusieurs médicaments de

23 |



chimiothérapie correspond a ce qu'on appelle un schéma ou un protocole de
chimiothérapie.

Le schéma de chimiothérapie le plus utilisé pour traiter un cancer bronchique est a base
de platine. Administrés par perfusion intraveineuse, le cisplatine ou le carboplatine sont
habituellement associés a I'un des agents chimiothérapeutiques suivants: étoposide (en
perfusion intraveineuse (IV) ou en capsules); paclitaxel (1V); docétaxel (IV); gemcitabine
(IV); vinorelbine (IV ou en capsules) et pemetrexed (1V).

Les molécules de thérapies ciblées actuellement utilisées sont les suivantes: erlotinib (en
comprimés); bévacizumab (en perfusion intraveineuse); gefitinib (en comprimés).

Les médicaments employés, les doses administrées ainsi que le rythme des cures
varient d'une personne a l'autre, en fonction des caractéristiques du cancer et de la
tolérance au traitement. C’est pourquoi le plan de traitement est déterminé au cas par

cas.

C- Les modifications épigénétiques :

1- Structure de la chromatine :
Le génome humain se présente sous la forme d’une double hélice d’ADN dont la taille a
'état déroulé est de deux metres. La fibre d’ADN est organisée sous forme d’une
structure appelée chromatine. Cette chromatine est composée d’ADN associé a des
protéines. On distingue deux types des protéines liées a I'ADN : les histones et les
protéines chromosomiques non histones. Les histones sont les protéines les plus
abondantes de la chromatine. Elles possédent une masse moléculaire comprise entre 10
et 24 kDa. Elles sont tres basiques et riches en résidus lysine et arginine. Les histones
sont retrouvées uniquement chez les eucaryotes. Il en existe 5 types qui se répartissent
en deux familles: les histones nucléosomiques (H2A, H2B, H3 et H4) qui sont
responsable de I'enroulement de I’ADN dans les nucléosomes et les histones H1 qui sont
des histones internucléosomiques. Dans le noyau, la chromatine est formée d'une
répétition de sous—unités appelés nucléosomes. Le nucléosome est constitué de 146 pb
d’ADN enroulées deux fois autour d'un octamére d’histones. Chaque octameére
comprend deux exemplaires des histones H2A, H2B, H3 et H4. Deux nucléosomes sont
sépareés I'un de l'autre par une cinquantaine de paires de bases d’ADN nu et par I'histone

internucléosomique H1. Les nucléosomes vont ensuite étre assemblés en des structures
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de plus en plus complexes pour atteindre le niveau d’organisation maximale : le
chromosome (figure 8). Il existe deux types de chromatine: I'euchromatine et
’hétérochromatine. L’euchromatine correspond a la chromatine a I'état relaché et
I’hétérochromatine correspond a la chromatine a I'état condensé donc inaccessible aux

facteurs de transcription (Vandermeers et al., 2008).

Nucléosomes (contenant huit sous-unités :

deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4)

Mucléosomes
enroulés

30 nm
Histone HI

aidant 4 la
compaction

Boucles de
chromatine

Chromatine

condensée
.Y,

e sous forme de

700 nm chromosome

700 nm™

Figure 8 : Structure de la chromatine . Organisation de l'information génétique sous

forme de chromatine. (http://monde.ccdmd.qgc.cal/ressource/?id=55483&demande=desc)

2- Geénéralités :

Les modifications épigénétiques peuvent étre définies comme étant des changements
dans I'expression des génes qui sont réversibles et héritables lors de la mitose et/ou de
la méiose, et qui ne résultent pas de modifications de la séquence d’ADN (Waterland et
al., 2007).

La mémoire épigénétique est établie en trois étapes, la premiére consiste en des
combinaisons transitoires de facteurs de transcription qui initient le profil d’expression
spatio-temporel des genes cibles, la deuxieme est une étape de transition dans laquelle
les facteurs de transcription disparaissent et la mémoire épigénétique est établie. La

derniere étape est I'étape de maintenance pour garder les modifications épigénétiques a
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travers les divisions cellulaires successives, cette étape est réalisée par le systeme
polycomb/trithorax.

Les mécanismes épigénétiques les plus étudiés sont notamment la méthylation de
I’ADN, les modifications post-traductionnelles des queues des histones et I'interférence a
I’ARN (Figure 9). D’autres mécanismes existent comme le systéme trithorax/polycomb et

le systeme de remodelage de la chromatine.

DNA Methylation Histone Modifications Noncoding RNAs Gene Expression

MNH RNA Polymerase Il Transcription factor

| | mRMNA m
[[H /’Lo L‘Wﬁ“‘ = f?J—X—O /\\/? :: Y
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N/fL‘\_,/CH:\
PO, =
|
Figure 9: (a) Les mécanismes épigénétiques chez les eucaryotes. La méthylation

d’ADN, les modifications des queues des histones et les ARN non codants. (b) L’effet
des modifications épigénétiques sur I'expression des genes. Les fleches bleues
indiquent le cross talk entre la méthylation de 'ADN et les modifications des histones
(Yang et Schwartz., 2011).
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3- Les modifications post-traductionnelles des queues des histones :
Les histones (H2A, H2B, H3 et H4) partagent une structure similaire (Hadnagy et al.,
2008). L'extrémité N- terminale des histones subit plusieurs modifications comme la
meéthylation, I'acétylation, la phosphorylation, la sumoylation, et I'ubiquitination (Biancotto
et al.,, 2010) (figure 10 et figure 11), ainsi que d’autres modifications encore comme
I’ADP ribosylation, la déimination, I'isomérisation de la proline et la propionylation (Swan
et Herceg., 2010). Les modifications sur les queues des histones sont des modifications
covalentes (Swan et Herceg., 2010) qui donnent lieu au code des histones. Ce code est
lu par un ensemble de protéines qui le traduisent en état actif ou répressif (Kouzarides.,
2002). L'acétylation des histones est liée a un relachement de la chromatine alors que la

déacétylation est liee a une condensation de la chromatine (Biancotto et al., 2010).

HH — DORASINE
T o F f.f":' L"' D5 TAL

Figure 10 : Représentation des histones
(http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/23265/ch01.html
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Figure 11: Le nucléosome. L’ADN est enroulé autour d'un octamére a partir des 4 «
coeurs » d’histones H2A, H2B, H3 et H4. L’histone H1 effectue la liaison en se liant a
'ADN entre chaque nucléosome. Différents acides aminés constituant les « queues »
des histones sont représentés avec leurs différentes modifications covalentes
spécifiques. Les marques actives sont indiquées sur le pannel du haut et les marques
répressives sur celui du bas. K : lysine, R : arginine, S : sérine, T : thréonine (modifié

d’aprés Sawan et Herceg., 2010).
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3-1 L’acétylation des histones :

Dans les histones H3 et H4, l'acétylation concerne les résidus lysine (Minucci et Pelici
., 2006 ; Swan et Herceg., 2010). Elle est contrélée par deux familles d’enzymes. Les
histones acétyltransférases (HATS) utilisent un acétyl coA pour transférer un groupement
acétyle sur le groupement amine-epsilon. Cette réaction est réversible grace a la famille
des histones déacétylases (HDACs) (Waterland et al., 2007).

Les résidus lysine des histones sont chargés positivement ce qui leur permet d’interagir
avec I'ADN chargé négativement (Luger et Richmond., 1998). L'acétylation des histones
permet de neutraliser la charge positive et affaiblit I'interaction entre histones et ADN
induisant ainsi un changement de conformation de la chromatine. Ce changement de
conformation rend la chromatine plus accessible aux facteurs de transcription.
L’hyperacétylation de la chromatine est un signe d’activation de la transcription, alors que
'hypoacétylation mene a la répression de la transcription des génes (Swan et Herceg
.,2010).

Des modifications aberrantes de I'acétylation des histones sont impliguées dans divers
maladies y compris le cancer (Yang et Schwartz., 2011). Une augmentation de
'expression des HDACs a été détectée dans le cancer des poumons non a petites
cellules chez les patients au stade Ill et IV (Bowman et al., 2006). Une diminution de
H4K16Ac et H4K20me3 et une augmentation de H3K27me3 sont des caractéristiques de
la progression du cancer du poumon (Yang et Schwartz., 2011).

Des changements globaux dans les modifications des histones ont été également
observés dans le cancer hépatique induit par un déficit en groupements méthyles. Ce
cancer présente une perte de H4K20me3, H3K9ac et H4K16ac et une augmentation
remarquable de H3K9me3 (Pogribny et al., 2007).

La perte de la marque H4K16Ac serait une marque universelle de la tumorigenése
(Fraga et al., 2005). De plus, cette acétylation déstabilise le nucléosome et serait
corrélée a une décondensation de certaines régions de la chromatine, ce qui pourrait
réguler 'acces des facteurs de transcription ainsi que le remodelage de la chromatine
(Shogren-Knaak et al., 2006).

3-2 La méthylation des histones :
Une des modifications que subissent les queues des histones, notamment I'histone 3 et
I'histone 4, est la méthylation sur leurs résidus lysine ou arginine (Lee et Stallcup., 2005).

Cette méthylation est réalisée grace aux enzymes histone lysine méthyle transférases
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(HKMTs) qui méthylent les lysines et aux protéines arginine méthyltransférases (PRMTS)
qui méthylent les arginines. Ces enzymes permettent de transférer les groupements
méthyles de la S-adénosyl méthionine sur les substrats. Une activité anormale de ces
enzymes est rencontrée dans diverses maladies y compris dans les cancers (Biancotto
et al., 2010).

3-3 La méthylation des lysines :

Les lysines peuvent étre mono, di ou tri méthylées. La méthylation des lysines a des
conséquences diverses selon la lysine méthylée. Par exemple les méthylations des
lysines 9 et 27 de I'histone 3 et de la lysine 20 de I'histone 4 sont impliquées dans la
formation de I'hétérochromatine. A I'oppose, les méthylations des lysines 4, 36 et 79 de
'histone 3 sont corrélées avec la formation de l'euchromatine. Un équilibre est
nécessaire entre la méthylation de H3K4 (marqueur d’activation) et celle de H3K27
(marqueur de répression) pour maintenir la pluripotence dans les cellules souches
(Bernsteinl et al., 2006). Pendant longtemps, la méthylation des lysines a été considérée
comme irréversible jusqu’a la découverte de la premiere lysine déméthylase (LSD1) (Shi
et al., 2004).

3-4 La méthylation des arginines :

L’arginine est un acide aminé chargé positivement. Le nitrogene de la chaine latérale de
larginine peut étre modifié post-traductionellement par I'addition d’'un groupement
méthyle, cette réaction est la méthylation des arginines (Bedford et Richard., 2005).

La famille PRMT est une famille conservée parmi les espéces incluant les champignons
les plantes et les étres humains (Kleinshmidt et Bauer., 2008). Le nombre des membres
de cette famille est différent selon I'espece. Cette famille a été découverte il y a plus de
40 ans maintenant dans des extraits nucléaires de thymus. Jusqu’a présent, 11 PRMTs
ont été identifiées (figure 12). La majorité d’'entre elles présentent une activité
meéthyltransférase sauf PRMT2, 10 et PRMT11. Les PRMT sont impliquées dans divers
processus comme le remodelage de la chromatine, la traduction des protéines, le
transport nucléocytosolique, la transcription des genes, la réparation de I'ADN, et
I'épissage des ARNs (Wolf., 2009).
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Figure 12: La famille PRMT chez I'humain . Onze membres de la famille PRMTs ont
eté identifiés, leur taille est différente d’'un membre a l'autre. Toutes les PRMTs ont au
moins un domaine catalytique conservé (en gris) et des domaines non conservés
(vert) :SH3, ZnF (doigt de zinc), Myr (myristoylation) F-Box, TPR (tétratricopeptide) et

NosD (protéine accessoire nitrous oxidase) (Wolf., 2009).

La méthylation des arginines peut générer une mono-méthyl arginine (MMA) ou une
diméthylarginine (DMA). La diméthyl arginine peut étre symétrique (sDMA) ou
assymétrique (aDMA). Les PRMTs sont classées en plusieurs types, les PRMTs type I,
catalysent la formation de MMA et de aDMA, et les PRMTs type Il, catalysent la
formation de MMA et sDMA. Les PRMTs type | sont PRMT1, PRMT3, PRMT4 (CARM1),
PRMT6 et PRMTS8, les PRMTs type Il sont PRMT5, PRMT7 et PRMT9.

La fonction des PRMTSs est liee a une activation de la transcription, cependant PRMT5
est impliguée dans la répression des genes cibles de c-myc et la répression du
promoteur de la cycline E (Lee et Stallcup., 2005). Les PRMTs peuvent étre localisées
dans le cytoplasme, dans le noyau ou méme dans la membrane cellulaire.

Pendant de longues années la méthylation des arginines était considérée comme une
réaction non réversible. Récemment, certaines déemeéthylases ont été identifiées,
notamment JMJD6. Ces résultats montrent que la méthylation des arginines, comme les

autres modifications, est une modification réversible (Wolf., 2009).
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La déimination est une réaction qui permet de convertir une arginine en citrulline. PADI4
(peptidyl arginine deiminase 4) empéche la méthylation des arginines effectuée par
CARML1 sur I'histone 3. PADI4 peut agir sur des résidus arginines non méthylés ou
monomeéthylés mais pas diméthylés. Donc PADI4 a été identifiée comme antagoniste de
'activation de la transcription meédiée par la méthylation des arginines par CARM1
(Cuthebert et Kouzarides., 2004) (figure 13).
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Figure 13: Métabolisme des protéines arginine méthyltransférases . La méthylation

des arginines est catalysée par une famille d’enzymes appelée protéines arginine
méthyle transférases (PRMT), les protéines N®-mono-methylées sont métabolisées par
au moins trois réactions: (1) laddition d'un deuxieme groupement méthyle en
configuration asymétrique par une PRMT type |, (2) I'addition d’un deuxiéme groupement
méthyle en configuration symétrique par une PRMT type II, (3) la déimination de N°®-
mono-methylarginine en citrulline. (Aletta et Hu., 2008).
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4- Roles principaux des PRMTs :
La réqulation de la transcription: La méthylation des arginines affecte des protéines qui

sont impliquées dans divers processus de la régulation cellulaire, le transport nucléo-
cytoplasmique, la transduction du signal, I'activation de la transcription. Certaines « DNA
binding proteins » nécessitent d’étre méthylées pour pouvoir se lier a I'ADN et ensuite
recruter d’autres protéines qui activent et recrutent a leur tour I'ARN polymérase Il et la
machinerie basale de la transcription. L’activateur transcriptionnel P53 recrute P300,
CARM1 et PRMTL1 sur le promoteur de ses génes cibles. L’activité de ces enzymes est

indispensable pour la fonction de P53.

La transduction du signal : Comme pour la phosphorylation, la méthylation des protéines

est impliqguée dans les mécanismes de signalisation. La méthylation de certaines
protéines affecte leur forme et leur stabilité. Cette méthylation permet d’établir une
interaction ou une dissociation intermoléculaire. Par exemple, PRMT1 se fixe sur le
domaine cytoplasmique du récepteur de l'interféron a/f. Les cellules qui ne contiennent

pas PRMT1 sont plus résistantes a l'inhibition de la croissance par les interférons.

PRMT1 recrutée par I'interféron activé méthyle stat 1 (Lee et Stallcup., 2005).

4-1 PRMT1:

C’est la premiere PRMT identifiée chez les mammiféeres (Scott et al., 1998). C'est la
PRMT de type | la plus abondante dans la cellule. Elle est présente dans tous les types
des cellules (Wolf., 2009). L’activité de PRMT1 dans la cellule représente 85% de
l'activité meéthyltransférase totale (Lorenzo et Bedford., 2010) et elle a une double
localisation, nucléaire et cytoplasmique (Wolf., 2009).

Il existe plusieurs variants de PRMT. Cependant, dans le sein, I'épissage n’est pas le
méme dans les cellules normales et les cellules cancéreuses. Cet épissage différentiel
pourrait constituer un marqueur essentiel dans le diagnostic du cancer du sein. Sept
isoformes de PRMT1 existent et présentent une localisation et une expression
différentes. Les isoformes 4-7 sont exprimés dans le cceur, muscle, et pancréas. Les
isoformes 1-3 sont ubiquitaires, les isoformes 1 et 7 sont localisés dans le noyau,
I'isoforme 2 dans le cytosol et les isoformes 3 et 6 dans le noyau et le cytosol. Quarante
substrats ont été identifiés pour PRMT1 (Wolf., 2009).

PRMT1 méthyle préférentiellement l'arginine présente dans un motif riche en arginine et

glycine (GAR motifs) (Bedford et Clarke., 2008). L’analyse de la structure
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tridimensionnelle montre que PRMT1 est active sous forme d’homodiméres (Lorenzo et
Bedford., 2010).

PRMT1 est impliquée dans la réparation de 'ADN (Kleinshmidt et Bauer., 2008), la
transcription des genes et la transduction du signal. P53 interagit directement avec
PRMTL1 : le recrutement de PRMTL1 sur le promoteur du gene GADDA45 in vivo est corréle
a la méthylation de I'arginine 3 de 'histone 4 (An et al., 2004). PRMT1 méthyle aussi des
protéines impliquées dans le processing des ARN, comme les Poly(A) Binding Proteins,
et dans I'élongation de la traduction comme par exemple le facteur de I'élongation SPT5.
PRMT1 méthyle aussi SAM68 (kinase adaptor protein) ce qui indique son réle dans la
régulation cellulaire. Récemment, il a été démontré que PRMT1 joue un rdle dans la voie
de signalisation d’ERa, en méthylant des résidus arginine dans ERa dans des cellules du
sein. PRMT1 est aussi impliguée dans la régulation de la voie de signalisation de
l'interféron. En plus, PRMT1 peut interagir avec d’autres PRMTs (Wolf., 2009).

PRMT1 joue un role essentiel dans le développement. Les souris avec PRMT1 invalidée
meurent a un stade précoce juste avant I'implantation a E6.5 (Bedford et Richard., 2005).
La méthylation de larginine 3 de l'histone 4 par PRMT1 prédispose a d'autres

modifications covalentes (Lorenzo et Bedford., 2010).

4-2 CARM1 (PRMTA4):

4-2-1 Quelques généralités :

PRMT4 a été décrite pour la premiere fois dans le laboratoire de M. Stallcup et identifiée
comme une nouvelle protéine interagissant avec GRIPI (membre de la famille des
protéines P160) qui augmente l'activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires. Un
seul variant a été isolé codant une protéine de 608 acides aminés. Son géne est exprimé
dans tous les tissus mais présente un niveau plus élevé dans le cceur, les reins, et les
testicules. Elle pourrait interagir avec d’autres PRMT comme PRMT1 (Wolf., 2009).
CARML1 est localisée dans le noyau (Wolf., 2009) et méthyle préférentiellement les motifs
PGM (proline-glycine-méthionine) (Bedford et Clarke., 2008).

L'invalidation de CARM1 chez les embryons de souris entraine un blocage du
développement des thymocytes, une altération du métabolisme lipidiqgue et une mort
rapide, juste aprés la naissance (Bedford et Clarke., 2008) (Figure 14).
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Figure 14 : Invalidation de CARM1 chez la souris.  Photos d’embryons de souris
sauvage (+/+) et mutant CARM1 (-/-) au stade E18.5 (Yadav et al., 2003)

4-2-2 CARML1 est un co-activateur transcriptionnel :

Les récepteurs nucléaires des hormones sont des facteurs de transcription qui régulent
I'expression des genes apres liaison avec le ligand. La plupart des récepteurs nucléaires
contiennent trois domaines : un domaine d’activation en N-terminal (AD1), un domaine
de liaison a 'ADN et un domaine C-terminal responsable de la liaison avec les
hormones.

Les récepteurs nucléaires comprennent notamment les récepteurs des androgénes, des
estrogénes, des stéroides, des glucocorticoides et des hormones thyroidiennes. lls
recrutent SRC/P160, CBP/P300 (histone acétyltransférase) et CARM1 (coactivateur
associated arginine méthyltransférase) sur les génes cibles. CARM1 est donc un co-
activateur secondaire des récepteurs nucléaires. Par exemple, les fibroblastes issus des
embryons de souris qui ne contiennent pas de CARM1 présentent une diminution de
l'activité des récepteurs des estrogénes (Feng et al., 2009).

La famille P160 est une famille qui contient 3 co-activateurs transcriptionnels qui sont
capables de se lier directement aux récepteurs nucléaires, et peuvent aussi recruter
d’autres co-activateurs secondaires. CARML1 interagit avec P160 puis méthyle CBP/P300
pour amplifier I'activité transcriptionnelle médiée par les récepteurs nucléaires (Wolf.,
20009).
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4-2-3 Cibles de CARML1 :

CARM1 méthyle l'arginine 17 et I'arginine 26 de I'histone 3. CARM1 méthyle aussi des
facteurs d'épissage comme CA150, SAP49, SmB et U1C (O'Brien et al., 2010) et des
facteurs de croissance comme E2F1 et cycline E1 (Feng et al., 2009).

De nombreux genes actifs ont des promoteurs enrichis en H3R17 comme PS2, CITED2
et les genes de pluripotence SOX2 et OCT-4...... et en H3R26 comme CCNEL. (Wolf.,
2009). CARM1 méthyle aussi HUR (Li et al., 2002) et HuD (Fujiwara et al., 2006) qui sont
des protéines qui stabilisent I'ARN, ce qui indique son rdle dans la régulation post-
transcriptionnelle des genes (Wolf., 2009).

CARM1 régule la fonction de plusieurs co-activateurs transcriptionnels en méthylant un
ou plusieurs résidus arginine. CARML1 est impliguée dans la régulation des génes cibles
de STAT 5 et NF-kB et dans la modulation de l'activation transcriptionnelle initié par
P53, (Wolf., 2009), wnt/béta caténine (Ou et al., 2011), NF-kB, c-Fos et LEF1/TCF4
(O’Brien et al., 2010).

4-2-4 Activité enzymatique de CARML :

Les voies de signalisation physiologiques impliguées dans la régulation de l'activité
enzymatique de CARM1 ne sont pas trés étudiées. Il a été démontré que la
phosphorylation de CARM1 sur la serine 229 chez la souris ou le rat et la serine 228
chez 'homme inhibe son activité enzymatique (Higashimito et al., 2007). CARM1 peut
aussi étre phosphorylée sur la sérine 217: cette phosphorylation, détectée surtout
pendant la mitose, induit son inactivation enzymatique et sa translocation dans le
cytoplasme. Ainsi la phosphorylation de CARM1 apparait comme un switch moléculaire

qui contrdle l'activité enzymatique (Feng et al., 2009).

4-2-5 Un double réle pour CARML1 dans la prolifération et la différenciation :

CARML1 joue un rdle pléiotropique dans la prolifération et la survie cellulaire. CARM1 est
surexprimée dans les cancers du sein grade 11l (El Messaoudi et al., 2006), dans certains
adénocarcinomes de la prostate (Hong et al., 2004), et dans le cancer du colon (Kim et
al., 2010). D’'une facon imprévue, CARML1 peut étre sous exprimée dans le cancer du
sein, certains cancers de la prostate, de l'ovaire et du cerveau. Ces résultats sont
inattendus vu que CARML1 est un co-activateur des récepteurs des hormones (Kim et al.,
2010).
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CARML1 est importante pour la différenciation des adipocytes (O’Brien et al., 2008), des
myocytes (Chen et al.,, 2002) et des thymocytes (Kim et al., 2004). CARM1 est
surexprimée dans les cellules souches embryonnaires et joue un rble essentiel dans le

maintien de la pluripotence (Wu et al., 2009).

4-2-6 CARML et pluripotence :

Les cellules souches embryonnaires dérivent de I'ICM (Inner cell mass). Dans I'ICM,
CARML1 est surexprimée et cette surexpression est accompagnée d’'une augmentation
de SOX2 et NANOG. La délétion de CARML1 dans les cellules souches embryonnaires
entraine la différenciation cellulaire ainsi qu’'une diminution de I'expression de SOX2,
NANOG et OCT-4 (Wu et al., 2009).

La surexpression forcée de CARML1 dans les blastoméres (stade 2 cellules) favorise
'orientation des cellules vers I'ICM. Chez I'embryon de souris et dans les cellules
souches embryonnaires, CARML1 est requise pour le maintien de la pluripotence (Torres-
Padilla et al., 2007).

4-2-7 CARM1 et poumon :

CARM1 est exprimée dans les cellules épithéliales pulmonaires. La perte de CARM1
chez I'embryon de souris induit une hyperprolifération des cellules AT Il immatures et
une absence de formation des cellules AT I. Il a été suggéeré que CARML1 inhibe la
prolifération des cellules pulmonaires et facilite leur différenciation. CARML1 joue un role
crucial dans le développement, la croissance et la fonction des poumons (O’Brien et al.,
2010).

4-2-8 CARML1 et P53 :

P53 est une protéine formée de plusieurs domaines: un domaine d’activation (AD1 et
AD2), un domaine de liaison a I'ADN (DBD), un signal de localisation nucléaire, un
domaine de tétramérisation et un domaine basique. Chaque domaine joue un rdle
important dans sa fonction. La protéine P53 contient 27 arginines qui sont
majoritairement présentes dans le DBD. P53 présente des mutations sur ces arginines
dans certains cancers. P53 se lie a PRMTL1 par son AD1 et a CARM1 par son DBD. Ces
2 PRMTs agissent comme des co-activateurs de P53. Il n'est pas connu si P53 est

meéthylée par ces PRMTs (Scoumane et Chen., 2008).
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4-3 Cross talk entre CARM1 et PRMT1 et acétylation des histones :

CARM1 et PRMT1 ont été identifites comme des co-activateurs individuels de certains
genes. CARML1 potentialise I'activité transcriptionnelle de NF-kB, MEF2 et béta Caténine
alors que PRMT1 potentialise I'activité d’YY1. CARM1 et PRMTL1 interagissent ensemble
(et recrutent des aceétyltransférases) pour réguler la transcription induite par les
récepteurs nucléaires (figure 15) et P53. CARM1 et PRMT1 interagissent pour méthyler
CBP/P300, SRC-3 (membre de la famille P160), PGC-1, NIP45 et RIP140. Cette
meéthylation module les interactions de ces protéines avec des protéines partenaires,
augmentent I'hydrophobicité de larginine et altére les interactions intra et inter-
moléculaires.

Aucun géne ne présente une expression significativement modifiée suite a une
invalidation individuelle de CARM1 ou PRMTL1 dans les cellules Hela. Cependant, la
double invalidation de CARM1 et PRMTL1 change I'expression de 46 genes (Kleinschmidt
et Bauer., 2008).
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Figure 15: Role de CARM1 et PRMT1 dans l'activation transcriptionnelle des génes

hormones-récepteurs nucléaires dépendants. (A) Recrutement du ligand qui active
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les récepteurs nucléaires (NR) sur I'élément de réponse de I'hormone (HRE). (A)
L’'association du premier co-activateur P160 avec le NR induit un co-recrutement de
P300 et PRMT1. La méthylation de H4R3 par PRMT1 (cercle bleu) stimule I'activité
acétyltransférase de P300 (cercle vert) mais l'acétylation de H4 par P300 inhibe la
meéthylation par PRMTL1. (C) I'acétylation de I'histone 3 par P300 (cercle vert) potentialise
la méthylation de H3R17 par CARML1 (cercle rouge). L’association de CARM1 avec le
complexe brgl/hBrm stimule l'activité ATPase. Les queues des histones méthylées
peuvent servir aussi comme une plateforme pour d’autres effecteurs. (D) I'assemblage
de complexe de co-activation sur HRE, les modifications des histones et le remodelage
de la chromatine induit une activation de la transcription des génes hormones-récepteurs

nucléaires dépendants (Wysocka et al., 2006).

Donneurs de méthyle, méthylation d’ADN et métabolisme des mono-carbones :

Le groupement méthyle est essentiel pour I'établissement et la maintenance de la
méthylation. Il est fourni par I'alimentation. Dans la cellule, il provient de la S-adénosyl-
méthionine (SAM), qui est un produit final du métabolisme des mono-carbones. Les
folates sont les donneurs de méthyles primaires et des médiateurs essentiels du
métabolisme des mono-carbones. Les autres donneurs de méthyles sont la choline et la
vitamine B12. Le 5,10-methylene-THF (tetrahydrofolate) est réduit en 5-méthyle THF par
'enzyme méthyléne-THF réductase (MTHFR). En cédant un groupement méthyle, le
meéthyle-THF entraine la production de tétrahydrofolates et la conversion de
’homocystéine en méthionine. La méthionine sera ensuite activée en SAM par la
méthionine adénosyltransférase. SAM est le principal donneur de méthyles dans toutes
les cellules. La réaction de méthylation s’accompagne de la conversion de SAM en S-
adénosylhomocystéine. Le SAH est un inhibiteur potentiel de la méthylation. La
perturbation du ratio SAM/SAH, suite a une augmentation de SAH ou une diminution de
SAM, induit une inhibition de la réaction de méthylation. Ainsi, les folates provenant de
lalimentation sont requis comme co-facteurs pour les réactions impliguées dans le
meétabolisme des mono-carbones (Figure 16) Une diminution de lI'apport alimentaire en
folates induit une diminution des concentrations de SAM ce qui, par voie de
conséquence, cause une hypométhylation de 'ADN (Poirier., 1994). Une étude analysant
des échantillons de sang, 35 et 79 ans avant le diagnostic de cancer du poumon, a
démontré que le risque d’avoir un cancer du poumon diminue avec 'augmentation des

concentrations de vitamine B6 et méthionine (Vineis et al., 2011). Ces observations
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montrent que les vitamines B pourraient avoir des effets préventifs potentiels chez les
populations qui ont un risque d’avoir un cancer du poumon. Ces données sont
concordantes avec des études récentes qui ont montré que l'apport en folates et
'administration de multivitamines offrent une protection significative contre la méthylation
aberrante de I'ADN dans les cellules exfoliées du carrefour aéro- digestif (Herceg et
Vaissiére., 2011).

l Deoxyuridylate

[, ) o (dUMP)
SAM Dihydrofolate

Purine
9 [ \ synthesis
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SAH
Homocysteine [-'s,':-;"j methylene THF il Deoxythymidylate
(dTMP)
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— [Cyuathionme] [:‘;-l'rar‘-'-llwl 'I’I-I!-']
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Figure 16 : Les donneurs de méthyles dans le métabolisme des mono-carbones .La

méthionine interagit avec I'ATP pour former la S-adénosylméthionine (SAM), qui est le
donneur de méthyle pour la méthylation de I'ADN. Les folates sous forme de THF
participent aux réactions de transfert des mono-carbones. Trois des dérives des THF
sont associés avec des voies métaboliques cruciales : 5-méthyl THF requis pour la
synthese de la méthionine, 5,10-methylene-THFessentiel pour la synthése de
déoxythymidylate et le 10-formyl THF qui est un facteur de synthese de la purine. La
Vitamine B12 agit comme un coenzyme essentiel dans le transfert du groupement
méthyle de 5-methyle THF en méthionine. La Vitamine B6 sert comme un coenzyme
pour les autres réactions. TS : thymidine synthase, MS : méthionine synthase (Herceg et
Vaissiére., 2011).

5-1 La méthylation d’ADN :
La méthylation d’ADN est une modification covalente, héritable et réversible importante
dans plusieurs processus biologiques. Elle est essentielle au développement normal et

est associée a un certain nombre de processus clés, dont I'empreinte génomique,
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l'inactivation du chromosome X, la suppression d'éléments répétitifs, et la cancérogenese
(Jair et al., 2006 : Herceg et Vaissiére., 2011).

La méthylation de I'ADN consiste a transférer un groupement méthyle de la S-
adénosylméthionine sur la position 5 d’'une cytosine dans un doublet CG (Robertson.,
2001) (figurel?7). Cependant des études récentes ont montré que les cytosines
méthylées pourraient étre dans une configuration autre que les ilots CpG (Herceg et
Vaissiére., 2011). Les dinucléotides CpG sont répartis de facon non uniforme dans le
génome, avec une sous-représentation générale, mais un enrichissement dans de
courtes régions, appelées ilots CpG, positionnées au niveau du promoteur et/ou du
premier exon dans plus de 60% des genes humains (45000 ilots CpG) (Deltour., 2005 et
Robertson., 2001).

C M NE ,CO0H C HNE COOH

5 ol g

ADN m ethyitranst érases

(ONMT)

Crtosine sSmelfiyl cytosine

Figurel?7: La réaction chimique de méthylation de I'ADN . Des enzymes (ADN
meéthyltransférases ou DNMT) assurent I'addition d'un groupement méthyl-CH3 a partir
d'un donneur, la S-adénosyl-méthionine (SAM). Les produits de la réaction sont une
cytosine méthylée et une molécule de S-adénosyl-homocystéine (SAH) (Torrisani et al.,
2008).
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5-2 Les DNA méthyltransférases :

La méthylation de I'ADN se fait par une famille d’enzymes, les ADN méthyltransférases
(DNMTs) (Jair et al., 2006). Les ADN méthyltransférases sont classés en plusieurs
catégories (figure2), DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B. DNMT2 n’a pas de domaine
catalytigue (Robertson., 2001). Elle est impliguée dans la méthylation des ARNt
(Pfeifer et Rauch., 2009) (figure 18).
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Figure 18: Représentation schématique des différentes ADN

méthyltransférases .Les DNMT présentent globalement une partie N-terminale
d'interaction avec I'ADN et d'autres protéines et une partie C-terminale portant l'activité
catalytiqgue. La séquence NLS (nuclear localization signal) permet le ciblage au noyau, la
localisation a la fourche de réplication se fait par la protéine PCNA (proliferating cellular
nuclear antigen). On trouve une séquence d'association avec un co-répresseur
transcriptionnel DMAP1 (DNMT associated protein 1) et un domaine riche en cystéine —
CxxC- pour le recrutement des HDAC (histone déacétylases). I, I, IV...: motifs

caractéristiques des DNMT procaryotes et eucaryotes (Torrisani., 2008).

5-2-1 DNMT1 :
C’est la méthyltransférase la plus abondante dans les cellules somatiques. Elle méthyle

’ADN hémiméthylé. Elle est responsable de la transmission du profil de méthylation de la
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cellule mére aux cellules filles au cours de la réplication de 'ADN. Elle est appelée DNA
méthyltransferase de maintien (Robertson., 2001).

DNMT1 est une enzyme de 193.5 KDa composée d’un domaine catalytique C-terminal et
d’'un domaine N-terminal régulateur impliqué dans la réplication de la méthylation
pendant la division. Les souris dnmtl knock out représentent une réduction du taux de
méthylation d’ADN globale, une léthalité embryonnaire (Herceg et Vaissiere., 2011) et
une empreinte anormale (Robertson., 2005).

5-2-2 DNMT3 :

Les DNMT3 peuvent méthyler des ADN hémiméthylés et non méthylés on les appelle
DNA méthyltransferases de novo (Robertson., 2001). Mais elles sont aussi
indispensables au maintien de la méthylation (Pfeifer et Rauch., 2009). Cette famille est
divisée en 2 types : DNMT3A et DNMT3B. DNMT3A et DNMT3B sont exprimées dans le
ceeur, les reins, le foie, le placenta, les muscles squelettiques et dans le thymus pendant
la vie foetale (Robertson., 2001; Galetzka et al., 2006).

Les souris DNMT3A knock out meurent 4 semaines apres la naissance (Robertson.,
2001) alors que les souris DNMT3B knock out meurent a la naisance (Herceg et
Vaissiére., 2011). DNMT3A et 3B sont fortement exprimées dans les cellules souches
embryonnaires. Leur expression diminue lors de la différenciation ainsi que dans les
tissus somatiques adultes (Okano et al., 1999).

Au niveau structural, DNMT3A et 3B ont la méme organisation, avec trois domaines
conservés : une région N-terminale qui contient un domaine PWWP, un domaine a doigt
de Zinc riche en cystéines qui interagit avec les répresseurs de la transcription (histones
déacétylases et histones méthyltransférases) et un domaine C-terminal. L’activité
meéthyltransférase de DNMT3A et DNMT3B est tres faible par rapport a celle de DNMT1
(Yu Li et al., 2009) par contre, DNMT3A est légerement plus active que DNMT3B
(Robertson., 2001).

DNMT3A et DNMT3B sont impliqguées dans la méthylation des promoteurs de NANOG et
OCT-4 au cours de la différenciation chez I'embryon de souris (Yu Li et al., 2009).
DNMT3A et 3B sont majoritairement exprimées pendant le développement
embryonnaire, DNMT3A maintient I'empreinte génomique pendant la gametogenése et
DNMT3B méthyle les séquences répétitives (Herceg et Vaissiere., 2011).
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5-3 Comment la méthylation de I’ADN inhibe la transcription ? (figure 19)

Le groupement 5-méthyle de la cytosine dépasse le grand sillon de la double hélice. I
est possible que la cytosine modifiée interfere avec les facteurs de transcription. Une
étude a montré que les facteurs de transcription se lient moins efficacement a 'ADN
guand celui-ci est méthylé. Un mécanisme alternatif stipule que des protéines se fixent
aux promoteurs méthylés en lieu et place des facteurs transcriptionnels empéchant ainsi

I'activation des génes.

Deux protéines, MDBP-1 et MDBP-2, se lient spécifiguement a la séquence d’ADN
méthylé. Une autre classe de protéines, les MeCPs, présentent une grande affinité pour
les CpG hautement méthylés. Les MeCPs sont des répresseurs de la transcription. Le
motif reconnu par MeCP1 contient 12 CpGs méthylés alors que celui reconnu par
MeCP2 continet un seul site CpG méthylée.

MeCP2 interagit avec les histones déacétylases ce qui met en évidence I'existence d’'une
coopération entre la méthylation de I'’ADN et les modifications des histones (Monparler et
Bovenzi., 2000).

La méthylation des ilots CpG est souvent considérée comme une marque répressive
associée aux marques de chromatine inactive comme les histones H3 et H4 déacétylés,
et les H3K9 et H3K27 méthylés (Pfeiferet Rauch., 2009). Par contre, une
hypométhylation des ilots CpG est associée a une méthylation de la lysine 4 de I'histone

3 qui est une marque d’activation de la chromatine (Pfeifer et Rauch., 2009).
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Figure 19. Mécanismes de répression de la transcription
transcription peut étre due a une absence de recrutement des complexes de transcription
gui ne reconnaissent pas 'ADN méthylé par les DNMT (A), au recrutement direct (B) ou
indirect (C et D) des HDAC entrainant la compaction de la chromatine et I'impossibilité
pour les complexes de transcription d'accéder aux promoteurs des genes.Ac : acétyl ; M :
DNMT : ADN méthyltransférase ; HDAC : histone déacétylase ; MBD : méthyl

meéthyl ;

CpG-binding domain.
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5-4 Méthylation d’ADN et cancérogenese :

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par la perte de la méthylation globale du
génome et par une hyperméthylation des promoteurs de certains genes (figure 20)
(Hadnagy et al., 2008). Une dérégulation de I'expression des DNMTs a été détectée
dans divers types des cancers comme le cancer hépatique, le cancer du sein, le cancer
de la prostate, du colon (Denis et al., 2011).

Le taux global de la méthylation dans les cellules tumorales est beaucoup plus bas que
dans les cellules normales. Cette hypométhylation est impliquée dans la progression de
la tumeur. Une hyperméthylation des ilots CpG a été détectée dans les cancers du colon
consécutivement a la surexpression des DNA methyltransférases. P16 est un géne qui
code un inhibiteur de la cycline kinase. Il est méthylé dans 48% des cancers du poumon
et dans 26% des cancers du poumon non a petites cellules. L’ E-cadherine antagonise le
caractere invasif des cellules tumorales. Dans des lignées cellulaires de cancer de la
prostate et du sein, la E-cadhérine est inhibée par hyperméthylation du promoteur
favorisant ainsi les métastases cellulaires. Les récepteurs des estrogénes sont
hyperméthylés dans les cancers du sein et du colon. Le récepteur de 'acide rétinoique
est aussi hyperméthylé dans le cancer du sein. La « Thrombospondin-1 » qui est un
inhibietur de l'angiogenése est aussi hyperméthylé dans le cancer du cerveau
(Monparler et Bovenzi., 2000).

L’hyperméthylation des promoteurs est un mécanisme d’inactivation de certains génes
dans les cancers humains, surtout les génes impliqgués dans la suppression des tumeurs
(Jair et al., 2006).

Il existe plusieurs genes dont la méthylation est aberrante dans le cancer de poumon. La
meéthylation de 'ADN a été décrite comme un événement précoce dans la tumorigenese
pulmonaire. Les génes P16, E-cadhérine, DAPK1 et RASSF1A ont des promoteurs

hyperméthylés dans les cancers du poumon (Risch et Plass., 2008).
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Figure 20 : L'hypométhylation globale et I'hyperméthylation régionale dans la

transformation tumorale. Un segment d'ADN est représenté sur lequel on trouve un
géene normalement actif (rose) avec des ilots CpG non méthylés (blanc). Les ilots CpG
meéthylés (gris) se retrouvent au niveau de séquences répétées (jaune) ou de genes
(bleu ciel) inactivés. A) Cellule normale. Un facteur X recrute les DNMT et cible la
méthylation sur CpG des genes inactifs (bleu et jaune) tandis qu'un facteur Y empéche la
méthylation sur les génes actifs (rose) soumis a l'activité des facteurs de transcription
(FT). Le recrutement des HDAC par les MBD compacte la chromatine et rend les génes
inaccessibles.B) Cellule prémaligne. Un défaut de méthylation apparait di a des

mutations, délétions, défauts d'expression des protéines X et/ou Y. Le défaut de ciblage
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des DNMT peut entrainer la méthylation anormale d'ilots CpG (hyperméthylation)
associée a une perte de méthylation sur les CpG normalement méthylés
(hypométhylation). C) Cellule  transformée. Les divisions cellulaires successives
accentuent ce défaut de méthylation entrainant l'inhibition de I'expression de certains
genes (normaux) ou profits d'autres (anormaux) comme des séquences répétees
(Torrisani., 2008).

5-5 Méthylation de 'ADN et cancer du poumon :

Dans les cancers du poumon, la méthylation de 'ADN est fortement perturbée : une
hypométhylation globale, une dérégulation des DNA méthyltransférases et une
hyperméthylation de certains promoteurs ont été détectés (Adcock et al., 2006). Une
surexpression de DNMT3A et DNMT3B a été observée, cette surexpression est induite
par une sous-expression des mir-29.

Divers genes sont affectés par une méthylation aberrante : des genes impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire comme CDKN2A et CHFR, des génes impliqués dans la
prolifération comme CXCL12, dans la réparation de I'ADN comme MGMT, dans
'apoptose comme FAS, Caspase 8, DAPK, dans I'invasion cellulaire comme la cadhérine
et la laminine et dans la voie Wnt comme APC et DKK (Herceg et Vaissiére., 2011).
L’hyperméthylation des ilots CpG des genes suppresseurs de tumeurs RB, p16, VHL,
APC, MLH1, RASSF1A and BRCAL est une caractéristique importante des mécanismes
de carcinogeneése.

Dans le cancer des poumons, les ilots CpG des promoteurs des géenes pl6, RASSF1A,
RARbeta, MGMT, GSTP1, CDH13, APC, DAPK, TIMP3.... sont méthylés. Le
pourcentage de la méthylation varie d’un patient a l'autre selon I'histologie des tumeurs
et le type de la population. A titre d’exemple, le géne suppresseur de tumeur RASSF1A
est hyperméthylé dans 30-40% des cancers non a petites cellules, dans 37% des
carcinomes pulmonaires a cellules squameuses et dans 80% des cancers pulmonaires a

petites cellules (Pfeifer et Rauch., 2009).

5-6 Déméthylation de 'ADN :

Les mécanismes de déméthylation ne sont pas trés étudiés. Cependant, plusieurs
mécanismes ont été proposeés. La déméthylation passive est la perte de la méthylation
suite a des tours successifs de réplication d’ADN par inhibition des DNMTs comme la

DNMT1. Ce mécanisme peut étre chimiqguement déclenché par l'utilisation de 5-Aza-2'-
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deoxycytidine qui réduit l'activité et I'expression de DNMT1. Les alternatives
comprennent [|'attaque hydrolytique ou I'oxydation. L’'existence de DNA glycosylases et
de désaminases a été suggérée (figure 21). Le r6le des glycosylase a été bien mis en
évidence chez les plantes mais leur implication reste un sujet de débat chez les

mammiféres (figure 21) (Herceg et Vaissiére., 2011).
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Figure 21: Les mécanismes potentiels de la méthylation de 'ADN . La déméthylation
de I'ADN pourra s'établir par réplication si DNMT1 est inhibé ou absent pendant la
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division cellulaire. D'une autre coté, il existe des meécanismes actifs comme la
déamination des cytosines méthylés en thymines par lactivation de la cytosine
deaminase en produisant un mismatch T: G. ce mismatch pourra etre reconnue et
réparé par BER (base excision repair) par MBD4 ou par la thymine DNA glycosylase
(TDG). La délétion de la base thymine pourra induire un site non basique (apurinique et
apyrimidique) les protéines TET catalyse la conversion de 5-mc en 5-hmC, qui joue un
réle d’'intermédiaire qui ensuite va étre pris en charge par le BER a travers le 5-hmC
glucosylase ou 5-hmC déamination. 5-hmC pourra etre directement converti en cytosine
par les DNMTs.

5-7 Cross talk entre les modifications des histones et la méthylation de I'ADN
(figure22)

Dans certains cancers, la diminution de la méthylation de 'ADN causée par une perte de
fonction de DNMT1 induit une augmentation de l'acétylation et une diminution de la
méthylation de I'histone 3. Ceci montre une interaction entre les DNMT et PRMT au
cours de la cancérogenese (Hadnagy et al., 2008).

Les modifications des histones peuvent affecter directement ou indirectement le profil de
méthylation de I'ADN. Inversement, la méthylation de I'ADN influence les modifications
des histones. Une hyperméthylation des ilots CpG dans les promoteurs déclenche la
déacétylation des histones. Des protéines possédant un domaine de liaison aux CpGs
meéthylés (MBD pour Methyl-CpG Binding Domain) comme MeCP2 se lient de maniére
sélective aux régions méthylées de I'ADN et recrutent des corépresseurs
transcriptionnels et des HDACs. Au contraire, des inhibiteurs des HDAC contribuent a la
dissociation des MeCP2, ce qui permet aux HATs d'acétyler a nouveau les histones
favorisant ainsi la transcription des genes. Mais quel événement se produit en premier et
lequel déclenche l'autre? Cette question reste encore ouverte au débat. Le consensus
actuel semble favoriser le fait que la méthylation de I'ADN soit plutét secondaire a
I'hypoacétylation des histones dans le processus d’inactivation des genes (Baylin et al.,
2001). D’autres modifications de la chromatine comme la méthylation des histones peut
diriger la méthylation de 'ADN et vice versa. La plupart des DNMTs et des protéines
MBD interagissent avec des enzymes qui modifient les histones, incluant les HMTs. Les
mécanismes moléculaires de la régulation de I'expression des genes impliquent donc
une coordination étroite entre DNMTs, HDACs, HMTs et dautres protéines de

remodelage de la chromatine (Moggs et al., 2004 ; Baylin et al., 2001)
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Figure 22 : Cross talk entre les modifications des histones et la méthylation de

'ADN. Les modifications des histones peuvent recruter des co-activateurs et des
corépresseurs selon le site modifié. Le recrutement de la protéine de I'hétérochromatine
(HP1) a partir d'une protéine a chromodomaine pourra recruter aussi des DNMT et
ensuite des MBD. Ce qui impligue ensuite un recrutement de certaines histones
méthyltransférases (HMTs) et des histones déacétylases (HDAC) ce qui induit ensuite
une répression des génes. Par contre, I'activation des genes requiert le recrutement du
complexe d’activation y compris le TBP (TATA binding protein), les complexes de
remodelage de la chromatine (SWI/SNIF) et 'ARN polymérase Il. Protéines a
bromodomaines : ce sont des protéines qui reconnaissent les lysines acétylés. Protéines

a chromadomaines : ce sont des protéines qui reconnaissent les lysines méthylés.

Facteurs du risque du cancer du poumon et modifications épigénétiques :

Le tabagisme est le principal facteur de risque du cancer du poumon. Un fumeur a 10 a
15 fois plus de risque de développer un cancer qu’'un non fumeur (Hubaux et al., 2012),
Dans 80 a 90% des cas de cancer du poumon la fumée de tabac est incriminée (Rish et
plass 2008). La méthylation de I'ADN est la modification épigénétique la plus étudiée
dans le cancer du poumon lié au tabagisme. La méthylation de divers génes a été
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décrite. L’hyperméthylation du promoteur de P16 (INK4a) ainsi que des mutations de
P53 sont 2 événements fréquemment détectés chez des fumeurs chroniques non
atteints de cancer du poumon. Ceci suggére que I'hypeméthylation de P16 ainsi que les
mutations de P53 représentent des marqueurs prédictifs du cancer du poumon tabac
dépendant (Kersting et al., 2000).

Une autre étude montre que la méthylation d’'ECAD et DAPK représente un marqueur
précoce du cancer du poumon et que la méthylation de P16 et MGMT représente un
marqueur tardif de la progression de la tumeur (Russo et al., 2005).

Les méthylations de MGMT, p16INK4a, RASSF1A, DAPK, et RAR-b, ont aussi été
détectées dans le cancer du poumon. Ces méthylations sont age et tabac-dépendant.
Le tableau ci-dessous représente la relation entre la méthylation de ces génes, I'age

ainsi que le statut des patients fumeurs/ non fumeurs (Fujiwara et al., 2005).

% of Cases

RARG pl bk DAPK RASSF 4 MGMT Total

Smoking status

Nonsmoker 0 44 2.2 6.5 2.9 13.0
Pack-vears <40 0 0 4.8 4. 0 9.5
Pack-years =40 & 3 9.1 12.1 3.0 21.2
P 0359 0.626 0.379 0.550 0.736 0.442
Age
Quartile 1¥ 33 0 6.9 0 0 10.3
Quartile 2 0 0 0 5.6 0 5.6
Quartile 3 ] 50 5.0 20,0 5.0 25.0
Quartile 4 0 153 133 133 6.7 S
P 0480 0.051 0.230 0.063 0.271 0.036
*Age quartile was defined as follows: 1, <59; 2, =59 and <69; 3, =69 and <73; and 4, =73,

Corrélation entre les caractéristiques cliniques et la méthylation des différents genes

Une autre étude encore montre que les promoteurs de RASSF1A et MTHFR sont
hyperméthylés dans le cancer du poumon (Vaissiére et al., 2009).

Les modifications des histones sont trés rarement étudiées dans le cancer du poumon
lié au tabac. Une hyperacetylation de H4K5/H4K8, une hypoacetylation de
H4K12/H4K16, et une perte de la triméthylation H4K20 ont été décrites chez des
patients atteints de cancer du poumon sans distinction entre fumeurs et non fumeurs
(Van den Broeck et al., 2008)

Plusieurs études s’intéressent aujourd’hui aux risques non liées au tabagisme, vu que le
nombre des non fumeurs atteints du cancer du poumon augmente chaque anneée. Les
non fumeurs qui ont un cancer du poumon représentent 10 a 25% des personnes qui ont
un cancer du poumon (Hubaux et al., 2012).

Plusieurs autres facteurs sont reconnus comme facteurs de risques environnementaux

du cancer du poumon : le tabagisme passif, 'exposition a I'amiante, aux rayons X et
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gamma, au radon, a des gaz d’échappement diesel, ainsi que I'exposition a différentes
substances : silice cristalline, cadmium, chrome, hexavalent, composé de nickel, arsenic,
béryllium, et benzo (a) pyrene. D’autres facteurs de risques environnementaux sont
toujours débattus : exposition aux fibres minérales artificielles, a la pollution
atmosphérique, a diverses particules fines, a des pesticides et les métiers de la viande.
Une exposition en milieu professionnel serait impliquée dans 15 a 30% des cancers du
poumon.

L'arsenic, 'amiante et le radon sont les 3 facteurs de risque principaux, et les plus
etudiés, du cancer du poumon non lié au tabagisme. L’exposition a ces agents induit des
altérations génétiqgues (mutations de certains géenes) et épigénétiques (méthylation de
’ADN des promoteurs des genes suppresseurs de tumeur, modifications des histones et
dérégulation de I'expression des microRNASs). Les mécanismes moléculaires liés a ces
facteurs sont différents de ceux liés au tabagisme. L’exposition chronique a ces facteurs

représente un grand probléme de santé publique. (Hubaux et al., 2012).

L'arsenic est un élément semi-métallique, classé comme cancérogene, non mutagene.
L’exposition a l'arsenic se fait principalement a partir d’'une contamination de I'eau de
boisson particulierement dans certaines régions ou l'eau souterraine entre en contact
avec des minéraux contenant de l'arsenic. Elle peut étre occasionnée aussi par une
alimentation (le riz) contaminée ou la pollution de l'air résultant de la fonte de minerais ou
de la proximité de centrales électrigues au charbon. L'augmentation de la quantité de
'arsenic dans l'eau est associée avec une augmentation de l'incidence du cancer du
poumon surtout le cancer du poumon a cellules squameuses et a petites cellules
(Hubaux et al., 2012). L’effet de I'arsenic est dose et durée dépendants (Zhou et al.,
2008). Le meécanisme carcinogéne de [larsenic consiste en un processus de
biotransformation. Plusieurs réactions ont lieu comme la réduction, I'oxydation et la
méthylation. Actuellement, Les recherches s’intéressent aux modifications épigénétiques
causeées par l'arsenic. Une étude effectuée chez les souris montre que I'arsenic induit
une hyperméthylation et par conséquent l'inactivation des génes suppresseurs des
tumeurs comme P53, CDKN2A et RASSF1A. L’exposition chronique a I'arsenic induit
une réduction de I'expression des miR-200 dans les cellules épithéliales bronchiales
humaines (HBECSs). Une ré-expression des miR-200 est capable de s'opposer aux effets

indésirables de I'arsenic. (Hubaux et al., 2012).
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Dans I'environnement, I'arsenic est présent sous forme d’arsénate et d’arsénite qui sont
deux formes bioréactives. Le métabolisme de l'arsénite nécessite la s-adénosyl
méthionine pour transformer I'arsénite en des métabolites mono ou diméthylés. Zhou et
al 2008 ont travaillé sur I'exposition des cellules d’adénocarcinome de poumon A549 a
l'arsenic. lls ont remarqué une augmentation du niveau de H3K9me2 qui est une marque
répressive et de H3K4me3 qui est une marque activatrice et une diminution de la marque
répressive H3K27me3. H3K9me2 constitue un signal de recrutement d’enzymes qui
meéthylent 'ADN. Elle est corrélée avec une perte de I'expression des genes (Jackson et
al., 2004). L’augmentation continue de H3K9me2 suite a I'exposition a I'arsenic induit
une méthylation de 'ADN. Cette methylation induit une inhibition de I'expression des
genes suppresseurs de tumeurs. Cette notion est en accord avec des résultats retrouvés
dans les cellules A549 et qui montrent que I'exposition a larsenic induit une
hyperméthylation du promoteur de P53 (Mass et al., 1997).

Une faible quantité d’arsenic est suffisante pour induire une inhibition de I'expression des
genes médiée par les récepteurs nucléaires. Une étude effectuée en 2009 montre qu’'une

exposition chronique a l'arsenic induit une inhibition de I'expression de CARM1 mais

sans évoquer une corrélation avec le cancer du poumon (Barr et al., 2009).

L'amiante est une fibre minérale, présente dans les roches profondes. Aujourd’hui, elle
est trés utilisée dans les usines sous plusieurs formes. Les personnes qui risquent de
développer une asbestose sont les toélierschaudronniers, les soudeurs, les ajusteurs, les
carrossiers, les plombiers, les charpentiers, les électriciens sont des professions “a
risques” et les métiers du batiment. D’autres professionnels ont subi des expositions
importantes et prolongées : les ouvriers des chantiers navals, les dockers, les
techniciens de laboratoires, les peintres, les décorateurs, les bijoutiers, les cheminots
(site de la ligue contre le cancer)

L’effet de I'amiante sur les poumons est dose dépendant. L'exposition a I'amiante a
plusieurs impacts sur l'organisme. Elle constitue un facteur de risque du cancer du
poumon. Elle induit des altérations épigénétiques comme [linactivation des genes
suppresseurs de tumeurs tels que RASSF1A et CDKN2A. Une dérégulation de
'expression des miRNA a été observée aussi: les miR-148b, miR-374a, miR-24-1*, let-
7d, Let-7e, miR-199b-5p, miR-331-3p, and miR-96, sont surexprimés, cependant, les
mMiR-939, miR-671-5p, miR-605, miR-1224-5p et miR-202 sont sous exprimeés. (Hubaux
et al., 2012).
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Le radon est un gaz radioactif qui résulte de la dégradation de I'uranium. L’exposition au
radon est associée a 20,000 cas du cancer du poumon aux états unis. Ce ne sont pas
seulement les mineurs qui sont exposés au radon, les habitants a c6té des mines ou des
usines le sont aussi. Une exposition a long terme au radon induit une méthylation des

promoteurs de CDKN2A et MGMT et par la suite leur inactivation (Hubaux et al., 2012).

Type of alteration Carcinogen Gene

Hypermethylation Radon, CDKM2A

Asbestos
Hypermethylation Arsenic  TP53
Hypermethylation Arsenic,  RASSF1A

Asbestos
Histone Arsenic  H3K4, H3K9, H3K27
Methylation
Histone Arsenic  H4K16
Hypoacetylation
Global DNA Arsenic  NA

Hypomethylation

mik Arsenic  miR-200
Downregulation

™

miR Asbestos  miR-148b, miR-3743,

Overexpression miR-24-1%, Let-7d, Let-
78, miR-199b-5p, miR-
331-3p, miR-96, miR

17-92
miR Asbestos  miR-939, miR-671-5p,
Downregulation miR-605, miR-1224-5p,
miR-202

Tableau: les modifications épigénétiques observées dans le cancer du poumon associé avec
I'exposition a I'arsenic, amiante et radon (Hubaux et al., 2012).

D’autres facteurs sont impliqués aussi dans le cancer du poumon mais qui ne sont pas
beaucoup étudiés dans la littérature. Les radiations ionisantes sont liées a une
augmentation du risque d’adénocarcinome du poumon médiée par la méthylation des
promoteurs des genes suppresseurs de tumeur comme P16 et CDKN2A. (Hubaux et al.,
2012). L’exposition chronique aux rayons UV induit une hypométhylation globale chez les

souris. Le nickel induit une augmentation de la méthylation de '’ADN et une diminution
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globale de I'acétylation des histones H3 et H4 et une augmentation de H3K9me2 (yan et
al., 2003). Le cadminum est un inhibiteur enzymatique, il inhibe TADN méthyltransférase
induisant une hypométhylation (Vaissiére et al., 2008).

De nombreuses études montrent que des polymorphismes (SNP : Single Nucleotide
Polymorphisms) dans les enzymes qui modifient les histones sont associées avec le
risque de cancer bronchique (Yoon et al., 2007 ; Yoon et al., 2010). Certains variants
géneétiques augmentent le risque de cancer du poumon alors que d’autres le diminuent.
Des SNP identifies notamment dans SUV39H2, EZH2 et RIZ (3 histones
méthyltransférases) sont candidats a constituer des marqueurs prédictifs du cancer du
poumon. Des études supplémentaires sont nécessaires pour corréler ces
polymorphismes au type histologique. De méme, il est important de déterminer si ces
variants génétiques induisent des modifications aberrantes des histones et s’ils sont

préférentiellement associés a des facteurs de risque particuliers du cancer du poumon.

D- Genes de pluripotence :

Cellules souches pluripotentes :

Les cellules souches pluripotentes sont des cellules capables de générer plusieurs types
cellulaires (Miyanari et Torres-padilla., 2012). Les cellules souches embryonnaires (ES
cells) proviennent de la masse cellulaire interne (ICM) (Boyer et al., 2005). Les facteurs
de transcription OCT-4, SOX2 et NANOG jouent un rble essentiel dans le
développement précoce et sont requis pour la propagation des cellules souches
embryonnaires non différenciées en culture. Ills contribuent au maintien de la
pluripotence et I'auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires (Boyer et al.,
2005).

OCT-4, SOX2 et NANOG, forment une boucle autorégulatrice interconnectée suggérant
gue ces trois facteurs de transcription fonctionnent collaborativement pour maintenir leur
propre expression. Les trois co-facteurs co-occupent souvent leurs geénes cibles
(figure23). lIs ciblent collectivement deux séries de genes : 'une est activement exprimée
et I'autre est « en silence » dans les cellules souches embryonnaires mais sera exprimée
ultérieurement au cours de la difféerenciation (figure 24) (Boyer et al., 2005). OCT-4,

SOX2 et NANOG co-occupent les promoteurs d’'un groupe de génes impliqués dans le
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développement et la différenciation (Boyer et al., 2005) (figure 25, 26). Dans les cellules
de I'ICM, la surexpression de CARML1 induit une augmentation de I'expression de SOX2
et NANOG accompagnée par une méthylation de larginine 17 de [I'histone 3.
L’expression d’OCT-4 reste inchangée (Torres-padilla et al., 2007).

____+| ES Cell l

Figure 23 : Régulation transcriptionnelle dans les cellules souches embryonnaires

humaines. A : Les régulateurs sont représentés en bleu et les promoteurs des genes en
rouge. B : la boucle d’interconnexion de régulation formée par SOX2, NANOG et OCT-4
(Boyer et al., 2005).

Nanog

762

Figure 24: Geénes cibles de SOX2, NANOG et OCT-4 dans les cellules souches
embryonnaires humains (Boyer et al., 2005).
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Chromatin Remodeling
Histone Acetylation
Histone Methylation
TGFp Signaling

ES Cell Transcription Factors
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D)
L, E - Neurogenesis
EEN
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— W —— | neuroDl Neurogenesis
— ] — o] -
Ecloderm
Ectoderm
Mesoderm
Mesoderm
Ectoderm/Endoderm
Endoderm

Extra-embryonic/Placenta

Figure 25 : Modéle de circuit de régulation de la pluripotence des cellules souches
embryonnaires (ES). Les facteurs de transcription OCT-4, SOX2 et NANOG co-
occupent les promoteurs des genes actifs incluant d’autres facteurs de transcription et
des éléments de sugnalisation nécessaire au maintien des cellules souches
embryonnaires. Les trois facteurs de transcription co-occupent également des génes mis
en silence qui codent pour des facteurs de transcription et de différenciation cellulaire
(Boyer et al., 2005).

Self-renewal ——P Active promoters of self-renewal genes

) SgﬁgG — (OCT4, SOX2, NANOG, C-MYC, MYST3...)
SOX2

—J Silent promoters of developmental genes
| (NEUROG1, PAX6, GATA4, CDX2...)

Differentiation

=
JEM

'Endoderm
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Figure 26 : Pluripotence et différenciation des cellules souches . NANOG, SOX2,
OCT 4, sont des facteurs de transcription tous essentiels pour maintenir le phénotype de
pluripotence embryonnaire des cellules souches. Les cellules souches embryonnaires
possedent l'unique proprieté d'étre capable de conserver leur capacité dauto-
renouvellement et le potentiel de former les trois couches embryonnaires (endoderme,

mésoderme, ectoderme) (Chickarmane et al., 2006).

Formation de I'embryon : des cellules pluripotentes aux cellules différenciées
(figure 27)

Apres la fécondation, I'embryon précoce acquiert de maniére transitoire un état de
pluripotence qui lui permet ensuite de générer tous les tissus différents qui constituent
'organisme. Ceci est le résultat du phénomene de reprogrammation cellulaire, au cours
duquel I'embryon forme un « épiblaste » pluripotent. Cette reprogrammation implique de
nombreux facteurs de transcription (Miyanari et Torres-padilla., 2012).

Les cellules pluripotentes sont les cellules filles des cellules totipotentes. Les cellules
souches de la masse cellulaire interne de I'embryon au stade blastocyste sont
pluripotentes. Elles ont déja subi une premiére étape de différenciation, puisque les
cellules de la masse interne se sont séparéees des cellules du trophectoderme et peuvent
maintenant générer les cellules des trois lignées germinales qui constitueront
'endoderme, le mésoderme et I'ectoderme. Les cellules du trophectoderme seront a
I'origine des cellules des annexes embryonnaires. Les cellules de I'ICM ont donc la
capacité de générer un organisme entier mais ne peuvent fournir I'environnement
propice a son développement constitué par les annexes embryonnaires.

Les cellules souches embryonnaires, également appelées ESC (Embryonic Stem Cells)
sont des cellules pluripotentes obtenues a partir d’'un embryon a un stade tres précoce
du développement, entre le stade de morula et blastocyste. Le blastocyste est un
embryon de moins de 7 jours constitué de 3 parties, le trophoblaste périphérique, la
masse cellulaire interne et une grande cavité remplie de liquide, le blastocele. Les
cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste sont des « ESC » capables de
donner a elles seules I'organisme entier. Le trophoblaste donnera le placenta qui reliera
'embryon a l'utérus maternel. Le blastocele disparaitra progressivement au cours du
développement embryonnaire. C’est a partir de la masse cellulaire interne du blastocyste

gue les premiéres cellules ES humaines ont été isolées.
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Il est possible d’obtenir des « ESC » a un stade un peu plus tardif du développement
embryonnaire en isolant les cellules germinatives primitives juste avant leur migration
extra-embryonnaire. Ces cellules sont des cellules souches qui donneront les cellules
germinales, les ovogonies a l'origine des ovules chez la femelle et les spermatogonies a
l'origine des spermatozoides chez 'homme. Elles s’individualisent tres tét du reste de
'embryon en s’établissant transitoirement dans les parties extra-embryonnaires. Cette
migration aurait pour objet de les soustraire a la méthylation de 'ADN (qui se produit
dans les autres cellules embryonnaires) et ainsi a sauvegarder leur potentiel de

différenciation afin qu’elles produisent plus tard les gametes.

Cellules totipotentes
N
%
{ 5 .
Oeuf fecondé 2 cellules 4 cellules 8 cellules 8 cellules compactes
Morula précoce
o Masse cellulaire interne Epiblaste
/ Tmphecmderme__ Endoderme primiti ;‘ :_ *
[ % & Cellules
b & ' souches
—;/ Blastocoele : ) i & embryonnaires
— - pluripotentes
16-32 cellules compactes Morula tardive Blastocyste précoce Blastocyste tardif
Morula
Figure 27: Les étapes précoces du développement d’'un embryon : de 'ceuf fécondé

jusqu’aux cellules souches embryonnaires

Genes de pluripotence :

3-1 SOX2 (Sex determing Region Y-Box2)

SOX2 est un facteur de transcription a domaine HMG (High Mobility Group) impliqué
dans le maintien de la pluripotence et l'auto-renouvellement des cellules souches
embryonnaires (Jia et al., 2011). Il est localisé sur le chromosome 3g26.33 (Lengerke et
al., 2011) et fait partie de la famille des protéines SOX. Cette famille n’a pas beaucoup

d’affinité avec I’ADN c’est pourquoi elle a besoin de se lier a d’autres partenaires pour
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faciliter et stabiliser sa liaison avec I'ADN (Chen et al., 2008). SOX2 s’hétérodimérise
avec OCT-4 pour se fixer sur le promoteur de NANOG (Rodda et al., 2005).

SOX2 joue un rdle important au cours de I'organogenése et dans le développement
embryonnaire de plusieurs tissus (Lengerke et al., 2011) y compris les poumons (Gonton
et al., 2008 ; Park et al., 2006). Il joue un réle important dans les cellules épithéliales
trachéales et il est exprimé dans les voies aériennes principales (Yuan et al., 2010).
SOX2 a été détecté aussi dans les gonades males ou femelles juste avant la
détermination du sexe ou pendant le premier trimestre (Perrett et al., 2008). La
meéthylation par CARML1 de l'arginine 17 sur I'histone 3 associée au promoteur de SOX2
est requise pour le maintien de la pluripotence au stade blastomére (Torres-padilla et al.,
2007).

La surexpression de SOX2 dans les cellules souches neurales de la souris bloque leur
différenciation alors que la délétion de SOX2 dans ces cellules entraine leur sortie
prématurée du cycle cellulaire et leur différenciation en neurones. Une surexpression
forcée de SOX2 au cours de la bronchogenése induit un blocage dans les dérivations
respiratoires (Lengerke et al., 2011). SOX2 est exprimé dans les tissus neuro-
ectodermiques au cours du développement embryonnaire (Alcock et al., 2009).
L’expression de la famille SOX est perturbée dans divers types des cancers. SOX2 est
surexprimé dans le cancer du poumon a petites cellules et a cellules squameuses (Yuan
et al., 2010 : Wilbertz et al., 2011 : Maier et al.,, 2011) et dans le méningiome. SOX2
contribue au pouvoir invasif et métastatique du cancer du pancréas. Il est également
exprimé dans le cancer de I'estomac (Tsukamoto et al., 2005), de la prostate (Jia et al.,
2011), de I',esophage (Wilbertz et al., 2011) du sein (Chen et al., 2008), alors qu’il n’est
pas exprimé dans les tissus adultes du sein (Lengerke et al., 2011).

Une étude récente a montré aussi que SOX2 est exprimé dans le cancer du sein et que
la protéine SOX2 est méthylée sur l'arginine 113 par CARML1, ce qui montre bien que
CARML1 joue un role de modulateur de I'expression de SOX2 (Zhao et al., 2011).
L’expression de SOX2 au cours du neurodéveloppement est régulée par deux enhancers
conserves au cours de I'évolution, SRR1 (upstream) et SRR2 (downstream) (Chew et al.,
2005 ; Sikorska et al., 2008). Mais les mécanismes de régulation de cette expression ne
sont pas encore identifiés. Dans les cellules souches, SOX2 est fortement impliqué dans
la régulation de I'expression de NANOG et OCT-4. SRR1 contient un motif POU et SRR2
contient un motif bipartire permettant la fixation d’OCT-4 et SOX2. Les deux enhancers

SRR1 et SRR2 sont impliqués dans la régulation de I'expression de SOX2 alors que

61 |



seulement SRR2 est impliqué dans la régulation de I'expression de NANOG et OCT-4
(Sikorska et al., 2008). SRR1 et SRR2 exercent leur fonction seulement a I'état non
différencié (Tomioka et al., 2002).

3-2 NANOG et OCT-4 :

NANOG est un facteur de transcription @ domaine homeéobox, essentiel dans le maintien
de la pluripotence et l'auto-renouvellement des cellules souches embryonnaires issues
de la masse cellulaire interne. C’est le premier facteur de transcription qui apparait apres
la compaction. La compaction est un phénomeéne qui initie les premiers événements de
la différenciation embryonnaire en générant une nouvelle répartition des cellules dans la
morula pendant le stade 8 a 16 cellules. OCT-4 est exprimé juste apres la compaction
dans tous les blastomeres. Le promoteur de NANOG est occupé par SOX2 et OCT-4
dans les cellules souches pluripotentes humaines et murines (Rodda et al., 2005).
NANOG est un marqueur de métastase dans les tumeurs des cellules germinales
(Levasseur et al., 2009). La dimérisation de NANOG est requise pour le maintien de la
pluripotence (Wang et al., 2008). L’expression de Nanog est essentiellement
monoalléligue pendant les tous premiers stades embryonnaires. Il a été démontré que
NANOG passe d'une expression monoallélique dans les stades 2, 4 et 8 cellules a une
expression bialléligue au stade « épiblaste ». Son expression redevient ensuite
monoallélique apres l'implantation de 'embryon dans l'utérus (Miyanari et Torres-padilla.,
2012). Le promoteur de NANOG (comme celui de SOX2 d’ailleurs) est méthylé par les
DNMT3A et 3B seulement apres la différenciation (Kashyap et al., 2009).

NANOG est surexprimé dans I'adénocarcinome du poumon (Chiou et al., 2010) et dans
’hépatocarcinome hépatique (Shan et al., 2012). Dans les cellules souches
embryonnaires, la fixation de P53 sur le promoteur de NANOG induit la différenciation
(Lin et al., 2004).

OCT-4 et NANOG sont des régulateurs essentiels du développement précoce et
contribuent au maintien de [lidentité des cellules souches embryonnaires. Une
perturbation de I'expression d’OCT-4 et NANOG résulte en une différenciation de I'lCM
en trophectoderme et des cellules souches embryonnaires en endoderme. Une
surexpression d’'OCT-4 dans les cellules souches embryonnaires induit un phénotype
similaire a celui de la perte de la fonction de NANOG.

OCT-4 interagit avec d’autres facteurs de transcription pour activer ou réprimer

'expression de certains genes dans les cellules souches embryonnaires de la souris

62 |



(Pesce et Scholer., 2001). Par exemple, OCT-4 s’hétérodimerise avec SOX2 pour
réguler I'expression de divers genes dans les cellules souches embryonnaires de la
souris (Botquin et al., 1998; Nishimoto et al., 1999; Yuan et al.,, 1995). OCT-4 est
surexprimé dans le cancer de la prostate (Bae et al., 2010), le cancer du poumon a non
petites cellules (Karoubi et al., 2009), le cancer du sein, de la thyroide et du cerveau
(Madjd et al., 2009).
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Objectifs :_

L’expression des Proteine Arginine Méthyltransfeérases (PRMTSs) est dérégulée dans les
cancers, cependant leur role semble étre contexte dépendant. Par exemple explorer le
role de CARM1 et PRMT1 selon les études, CARML1 est décrit comme étant nécessaire a
la différenciation ou la prolifération. CARM1 est impliqué dans le développement du
poumon mais le réle de CARM1 n’a pas encore été exploré dans le cancer du poumon.
Les PRMTs sont impliquées dans les modifications épigénétgiues des histones et dans
l'altération des interactions protéine-protéine, cependant les mécanismes qui régulent
leur fonction ne sont que partiellement connus. La caractéristique commune des PRMTs
est la formation de diméres ou multiméres nécessaire a la fixation de 'AdoMet et donc a
lactivité enzymatique. Les PRMTs peuvent former des homodiméres ou des
hétérodimeres et peuvent aussi s'oligomériser. Cette interaction peut étre nécessaire a la
fonction puisque CARM1 et PRMT1 notamment, coopérent dans la régulation de
'expression des génes. La phosphorylation de CARM1 inhibe son activité enzymatique

et selon le résidu sérine peut empécher la dimérisation ou pas.

Les objectifs fixés dans ce travail sont les suivants :

-Explorer le r6le de CARM1 et PRMT1 dans la croissance cellulaire dans 2 lignées
cellulaires d’adénocarcinome du poumon, A549 et H1299.

-Explorer la conséquence de la phosphorylation de CARM1 sur linteraction entre
CARM1 et PRMT1
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Partie |: L'invalidation de CARM1 ou PRMT1 induit une

prolifération des lignées cellulaires de cancer du poumon A549 et H1299.

Pour cette étude, en plus de 2 lignées cellulaires d’adénocarcinome pulmonaire a non
petites cellules, A549 et H1299, des échantillons humains de cancer du poumon ont été
utilisés. Pour chaque individu, un tissu tumoral a été apparié avec un tissu sain
avoisinant afin de comparer le profil d’expression dans les 2 compartiments. Le tableau 1

ci-dessous présente les caractéristiques des patients présentant un cancer non a petites

cellules.

Table 1. Non-small cell lung cancer patients’ characteristics

Characteristic Mo. of Patients g
{N=060)

Age, years

=70 41 68

=70 19 32
Sex

male a7 95

female 3 5
Histology

adenocarcinoma 30 50

squamous cell carcinoma 30 50
Differentiation grade

well differentiated X 45

moderately differentiated 2] 15

poorly differentiated 24 40
Tumor status

T 15 25

T2 42 70

T3 3 5
Nodal status

MO 43 72

M1 16 27

M2 1 1
Stage

| & 11 18,5

B 29 48.5

(1A 3 o

B 16 27

1A 1 1

Tableau 1: caractéristiques des échantillons provenant de patients atteints de cancer du

poumon a non petites cellules.
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1-Analyse de I'expression de CARM1 et PRMT1 dans les cellules A549 et H1299, et
analyse de la prolifération tumorale aprés invalidation de CARM1 ou PRMT1 par

des siCARM1 ou siPRMT1.

Les transcrits de CARML1 et PRMT1 ont été mis en évidence par RT-gPCR (figure 1A) et
les protéines par Western Blot (figure 1B). Les résultats montrent que dans les cellules
A549, CARML1 et PRMTL1 sont surexprimés comparativement aux cellules saines NHBE
(Normal Human Broncho Epithelial cells). Les ARNm de CARM1 et PRMT1 sont
augmentés (P<0.005 et P<0.0005 respectivement) ainsi que les protéines (P<0.0005 et
P<0.05 respectivement). Dans les cellules H1299, seule CARML1 est surexprimée : les
ARNmM et les protéines sont élevés (P<0.01). PRMT1 présente une augmentation non
significative des ARNm alors que I'augmentation des protéines est significative (P<0.05).
Les transcrits ont été quantifiés en normalisant les valeurs obtenues sur I'expression de
'ARN polymérase Il (POLR2A) considérée comme gene de référence. Les taux des
protéines ont été normalisés sur le taux de la Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH).

Afin d’évaluer les conséquences de linvalidation de CARM1 et PRMT1 sur la
prolifération tumorale, nous avons effectué une transfection transitoire par des siRNA
dirigés contre CARM1 ou PRMT1. Deux siRNAs ciblant CARM1 (siCARM1-1 et -2) et 2
siRNA ciblant PRMT1 (siPRMT1-1 et -2) ont été utilisés et leur effet a été comparé a
celui d'un siRNA non spécifigue (SINON targeting). Les siRNA anti-CARM1 ont
efficacement diminué les produits de CARM1 (P<0.0001) et les siPRMT1 ont
efficacement diminué les produits de PRMT1 (P<0.0001). Il est & noter que l'invalidation
de CARML1 induit une diminution de I'expression de PRMT1 comme ceci a été décrit
précédemment (Kleinshmidt et al., 2008) (figure 1C et 1D).
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Figure 1
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Figure 1. (A, B) CARM1 et PRMT1 sont surexprimés dans les cellules

A549 et H1299
(C, D) la suppression de
CARM1 ou PRMT1 diminue d'une maniere efficace le taux des ARN et des
protéines de CARM1 ou PRMT1 . (A) Apres extraction des ARNS, les taux des
transcrits de CARM1 ou PRMT1 ont été mesurés par qRT-PCR; (B) Les extraits

d’adénocarcinome pulmonaire a non petites cellules

comparativement aux cellules saines NHBE (controle).

protéiques ont été séparées par SDS-PAGE et I'immunodétection a été réalisée en
utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre CARM1 et PRMTL1. (C, D) Les cellules
A549 et H1299 ont été transfectés par des siNON-targeting (contrdle) ou 2 siRNAs
alternatifs dirigés contre CARM1 ou PRMT1. Cinq jours apres transfection, les ARNs de
CARM1 et PRMT1 ont été mesurés par RT-gPCR (C) et les protéines ont été analysées
par Western Blot (D). Dans C Les taux de transcrits ont été quantifies en normalisant les
valeurs par l'utilisation d'un géne de référence, I’'ARN polymérase Il (POLR2A). Dans D,
les taux des protéines ont été normalisés sur le taux de la Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH).
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Les histogrammes représentent les moyennes issues de trois expérimentations
indépendantes pour chaque échantillon £ I'erreur standard a la moyenne. * différents

significativement par rapport au contrédle.

La coloration au bleu Trypan montre que l'invalidation de CARM1 et PRMTL1 induit une
réduction de la viabilité des cellules A549 et H1299, 5 jours apres la transfection et au
dela, c'est-a-dire durant la phase de différenciation (par exemple, SIiCARM1 ou siPRMT1
vs siNON-spécifique, P<0.005 a jour 7) (figure 2A). En outre, les cellules A549 et H1299
transfectées par des siCARM1 ou siPRMT1 ont perdu leur capacité de former des
colonies sur I'agar en comparaison aux cellules transfectées avec des siNON-spécifiques
(P<0.001) (figure 2B). L'immunocytochimie montre que le nombre des cellules A549 et
H1299 marquées avec du ki-67 (marqueur de prolifération) diminuent apres transfection
par siCARM1 ou siPRMT1 (33% et 37% respectivement) en comparaison aux cellules
transfectées avec des siNON-spécifiques (47%) (Figure 2C). Ces résultats montrent que
linvalidation de CARM1 et PRMTL1 induit une réduction de la prolifération cellulaire dans
les lignées A549 et H1299.
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Figure 2
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Figure 2. L’invalidation de CARM1 ou PRMT1 réduit la prolifération cellulaire in
(A) siCARM1 ou

SiPRMT1 réduit le nombre des cellules in vitro. Les cellules A549 et H1299 ont été

vitro ainsi que la croissance dépendant de I'ancrage sur l'agar.

transfectées 2 fois, 12 heures apres I'ensemencement et a jour 5 avec des SiNON-
spécifiqgues (contrdle), siCARM1 ou siPRMT1. Les cellules ont été comptées apres
coloration par le bleu de Trypan. (B) sSiCARM1 ou siPRMTL1 inhibe la formation des
colonies sur I'agar mou. Trois jours apres transfection, les cellules diluées ont été étalées
sur des couches de gélose. Trois semaines apreés, les colonies ont été fixées, colorées
avec le bleu de méthyléne et les boites ont été photographiées. Les résultats A et B
représentent les moyennes issues de trois expérimentations indépendantes + I'erreur
standard a la moyenne. * différents significativement par rapport au contréle. (C) Les
SiCARM1 ou siPRMT1 réduisent le nombre des cellules A549 et H1299 marquées
positivement par la couleur marron qui représente le marqueur de prolifération Ki-67.
L'immunocytochimie a été réalisée 5 jours aprés la transfection des cellules avec les
siNON-spécifiques, les siCARM1 ou les siPRMT1. Les cellules ont été fixées par la
formaline puis intégrées dans la paraffine et marquées avec des anticorps dirigés

spécifiguement contre Ki-67. Grossissement original, X40. Tous les résultats représentés
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sont issus de 3 expérimentations indépendantes. * différents significativement par

rapport au contréle.

2- Analyse de I'expression des cytokeératines et du récepteur de la neuromédine B

dans les cellules A549 et H1299 apres invalidation de CARM1 ou PRMTL1.

Nous avons analysé les conséquences de linvalidation de CARM1 et PRMT1 sur
'expression de deux marqueurs épithéliaux (cytokératines et récepteur de la
neuromédine B) dans les 2 lignées cellulaires d’adénocarcinome a non petites cellules
A549 et H1299. Les cytokératines (CKs) sont des marqueurs des cellules épithéliales
exprimées dans plusieurs types de cellules. Les cytokératines 7, 8 sont exprimées dans
les cellules A549 mais pas H1299 (Kanaji et al., 2011). Le récepteur de la neuromédine
B (NMBR) se lie a la neuromédine B qui est un facteur mitogene et de croissance dans
les tissus gastro-intestinaux et pulmonaires normaux et dans le tissu néoplasique
pulmonaire. Il a été démontré que le NMBR est exprimé dans divers lignées cellulaires
d’adénocarcinome pulmonaire a non petites cellules (Gonzales et al., 2008), parmi
lesquelles figurent les cellules H1299 et A549 (Corjay et al., 1991).

Nous avons confirmé par Western Blot que les cytokératines 7, 8 et le NMBR sont
effectivement exprimés dans les cellules A549 alors que les cellules H1299 expriment le
NMBR mais pas les cytokines 7 et 8. Dans les cellules A549, le Western Blot montre une
augmentation de I'expression de CK7 (P<0.0001) et CK8 (P<0.005) et une diminution de
'expression de NMBR (<0.0001) aprés transfection par siCARM1 ou siPRMT1, en
comparaison avec les cellules transfectées avec des siNON-spécifiques. Dans les
cellules H1299, linvalidation de CARM1 ou PRMT1 réduit I'expression de NMBR
(P<0.005 pour siCARM1 et P<0.0005 pour siPRMT1 en comparaison avec les siNON-
spécifiques) (figure 3A).

Ces résultats ont été confirmés par immunocytochimie (figure 3B). Les cellules A549
transfectées par siCARM1 ou siPRMT1 présentent une intensité plus forte pour CK7
(Q=234 et Q=267 respectivement) en comparaison avec les cellules transféctées avec
des siNON-spécifiques (Q=207). L’expression de CK8 est plus forte dans les cellules
transféctées avec des siCARM1 ou siPRMT1 (Q=180 et Q=163 respectivement) en
comparaison avec les cellules transfectées par des siNON-spécifiques (Q=131). Les
cellules A549 transféctées par siCARM1 ou siPRMT1 montrent une diminution de
lintensité de I'expression de la NMBR (Q=205 et Q=176 respectivement) en

comparaison avec les cellules transfectées avec des siNON-spécifiqgues (Q=224). De
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méme, les cellules H1299 transfectées par des siCARM1 ou siPRMT1 montrent une
diminution de l'intensité d’expression du NMBR (Q=141 et Q=103 respectivement) par
rapport aux cellules transfectées avec des siNON-spécifiques (Q=160).
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Figure 3. L’invalidation de CARM1 ou PRMT1 induit une augmentation de
'expression des cytokératines dans les cellules A549 et une diminution de
'expression de NMBR dans les cellules A549 et H1299. Les cellules A549 et H1299
ont été transfectées avec des siCARM1, siPRMT1 ou siNON-spécifiques (contrdle) 12 h
aprés I'ensemencement et maintenues en culture pendant 5 jours. (A) les protéines ont
été extraites puis analysées par Western Blot. Les résultats représentent les moyennes +
'erreur standard a la moyenne. (B) L'immunocytochimie a été réalisée apres fixation des
cellules par la formaline et ensuite intégration des cellules dans la paraffine, en utilisant
des anticorps dirigés contre les cytokératines 7, 8 et le récepteur de la neuromédine B. *

différents significativement par rapport au contréle
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3- CARM1 et PRMT1 sont surexprimés dans le poumon de patients atteints de
cancer non a petites cellules: leur invalidation dans les cellules A549 et H1299 est
synergique avec I'action du pemetrexed et du paclitaxel.

Dans le but d’approfondir notre étude, nous avons analysé le niveau d’expression de
CARM1 et PRMT1 dans des tissus tumoraux pulmonaires humains dont les
caractéristiques sont présentées dans le tableau 1.

Conformément aux résultats observés dans les cellules A549 et H1299, nous avons
trouvé que CARML1 et PRMT1 sont surexprimés dans les tissus tumoraux (figure 4A).
L’analyse immunohistochimique montre que, chez un méme malade, CARM1 et PRMT1
sont surexprimés dans les parties tumorales comparativement aux parties saines
appariées (P<0.001). Dans les parties tumorales, le score de l'immunomarquage par
CARML1 est Q<100 dans 6 (10%) échantillons, 100<Q<200 dans 30 (50%), Q>200 dans
24 (40%). Dans les parties saines, le score de I'immunomarquage par CARM1 est
Q<100 dans 52 (87%) échantillons, 100<Q<200 dans 8 (13%). Aucun échantillon ne
représente un immunomarquage > 200. Le score de 'immunomarquage par PRMT1 est
egalement plus élevé dans les parties tumorales que dans les parties saines (p<0.001).
Dans le tissu tumoral, Q<100 dans 15 échantillons (25%), 100<Q<200 dans 37 (62%) et
Q>200 dans 8 (13%). Dans le tissu sain, le score de 'immunomarquage de PRMT1 est
Q<100 dans 46 (77%) échantillons, 100<Q<200 dans 14 (23%). Aucun échantillon ne
représente un immunomarquage > 200.

Par la suite, nous avons examiné si les siCARM1 ou siPRMT1 potentialisent I'activité du
Paclitaxiel, Pemetrexed et Carboplatine, 3 médicaments utilisés dans le traitement du
cancer pulmonaire (figure 4B). La transfection par les siCARM1 ou siPRMT1 et
'administration des médicaments ont été appliquées pendant 24 heures, ensuite la
densité optique a été mesurée afin d’estimer la viabilité cellulaire. L’administration
combinée de [sICARM1 (ou siPRMT1) et Pemetrexed] était plus efficace que celle des
[SINON-spécifigues et Pemetrexed] dans la réduction de la croissance cellulaire
(P<0.005 dans les cellules A549 et P<0.05 dans les cellules H1299). De méme, la
combinaison [siCARM1 ou siPRMTL1 et Paclitaxel] potentialise significativement l'activité
antiproliférative : p<0.005 dans les cellules A549 pour [siICARM1 (ou siPRMT1) +
Paclitaxel] vs [sINON-spécifiques + Paclitaxel], p<0.005 dans les cellules H1299 pour
[SICARML1 + Paclitaxel] vs [SINON-spécifiques + Paclitaxel] et p<0.05 pour [SIPRMT1 +
Paclitaxel] vs [sINON-spécifiques + Paclitaxel]. De surcroit, I'invalidation de CARML1 ou

PRMT1 potentialise l'activité antiproliférative de la Carboplatine dans les cellules A549
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mais pas dans les cellules H1299. Dans les cellules A549, p<0.05 pour [siCARM1 (ou
siPRMT1) + Carboplatine] vs [sINON-spécifiques + Carboplatine]. Ces résultats sont
préliminaires et nécessitent des études supplémentaires avant de considérer la
suppression de CARM1 ou PRMT1 comme des adjuvants dans les traitements anti-

proliferatifs.
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Figure 4. CARM1 et PRMT1 présentent un marquage significativement plus intense
(marron) dans le tissu tumoral que dans le tissu sain apparié provenant du méme
malade (p<0.001) et linvalidation de CARM1 ou PRMT1 agit en synergie avec le
Pemetrexed, le Paclitaxel et le Carboplatine dans les cellules A549 en inhibant la
croissance cellulaire et avec le Pemetrexed et le Paclitaxel seulement dans les
cellules H1299. (A) L'immunocytochimie a été réalisée apres fixation des cellules par la
formaline et apres intégration dans la paraffine, en utilisant des anticorps dirigés
spécifiguement contre CARM1 et PRMT1. Grossissement original, CARM1 X400 et
PRMT1 X200. (B) les cellules A549 et H1299 ont été transfectées par des siCARM1,
siPRMTL1 ou des siNON-spécifiques (contréle). Le diluent (NaCl 0.9%) a été utilisé afin
de confirmer que l'effet observé est spécifique. Les cellules ont par la suite été traitées
par du Pemetrexed, Paclitaxel et Carboplatine et I'activité cellulaire a été mesurée par le
test MTT. * différents significativement par rapport au controle

74 |



Partie II: La phosphorylation de CARM1 humain sur la sérine 228 inhibe son

interaction avec PRMT1.

1- Les profils d’expression de CARM1, PRMT1, SOX2 et NANOG sont difféerents
dans les cellules A549 et H1299.

Les transcrits de CARM1, PRMT1, SOX2 et NANOG ont été mis en évidence par RT-
gPCR et les protéines par Western Blot (figure 1A). Les résultats montrent que dans les
cellules A549, CARML1 et PRMT1 sont surexprimés comparativement aux cellules saines
NHBE (Normal Human Broncho Epithelial cells). Les ARNm de CARM1 et PRMT1 sont
augmentés (P<0.001 et P<0.0001 respectivement) ainsi que les protéines (P<0.0001).
Cette augmentation est corrélée avec une surexpression des ARNm (P<0.0001) et des
protéines (P<0.001) de SOX2 et NANOG. Ces résultats sont concordants avec une
étude qui montre que CARM1 et PRMT1 cooperent dans la régulation des genes
(Kleinschmidt et al., 2008). Par conséquent, quand leur expression est élevée,
I'expression de 2 de leurs génes cibles SOX2 et NANOG (Wu Q et al., 2009) augmente
aussi.

Dans les cellules H1299, seul CARM1 est surexprimé: P<0.001 et P<0.0001 pour les
ARNm et les protéines respectivement. Cette augmentation est corrélée avec une
surexpression de NANOG, P<0.01 et P<0.001 pour les ARNm et les protéines
respectivement, et une sous expression des ARNm de SOX2 (P<0.001) alors que les
protéines SOX2 diminuent de facon non significative (figure 1A). PRMT1 présente une
augmentation non significative. Les transcrits ont été quantifiés en normalisant les
valeurs obtenues sur I'expression de 'ARN polymérase Il (POLR2A) considérée comme
gene de reférence. Les taux des protéines ont été normalisés sur le taux de la
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Ces résultats ne permettent pas
de conclure a une relation de cause a effet entre les variations de CARM1, PRMT1,
SOX2 et NANOG. Cependant, il faut remarquer que CARM1, PRMT1 et leurs genes
cibles SOX2 and NANOG montrent des profils d’expression différents dans les cellules
A549 et H1299.
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Figure 1. Analyse de I'expression de CARM1, PRMT1, SOX2 et NANOG dans les
cellules A549 et H1299. A.  CARM1, PRMT1 et les génes cibles de CARM1, SOX2 et
NANOG ne sont pas exprimés de la méme fagon dans les cellules A549 et H1299.
CARML1 et PRMT1 sont surexprimés dans les cellules A549 et H1299 comparativement
aux cellules NHBE. PRMT1 est significativement élevée seulement dans les cellules
A549. Les ARNSs ont été extraits et le taux des transcrits a été quantifié par RT-gPCR; les
extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE, I'immunodétection a été effectuée
avec des anticorps spécifigues dirigés contre CARM1, PRMT1, SOX2, NANOG et
GADPH. Les transcrits ont été quantifiés en normalisant les valeurs obtenues sur
'expression de 'ARN polymérase Il (POLR2A) considérée comme géne de référence.
Les taux des protéines ont été normalisés sur le taux de la Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). Les histogrammes représentent les moyennes issues de 3
expérimentations indépendantes + I'erreur standard a la moyenne. * p<0.01 , ** p< 0.001
et *** p< 0.0001. NHBE: Normal Human Bronchal/tracheal Epithelial cells

2- Les promoteurs de SOX2 et NANOG sont enrichis avec la marque des histones

de CARM1 (H3R17me2) dans les cellules A549 mais pas dans les cellules H1299.

Dans les cellules A549, les produits des 4 génes (CARM1, PRMT1, SOX2 et NANOG)
sont élevés alors que dans les cellules H1299 seuls CARM1 et NANOG sont élevés.
Nous avons émis I'hypothése que l'activité méthyltransférase de CARM1 et/ou PRMT1
serai(ent) diminuée(s) dans les cellules H1299. Afin d’explorer cette hypothese, nous
avons effectué une immunoprécipitation de la chromatine en utilisant des anticorps anti-
H3R17me2 (modification de CARM1) et anti-H4R3me2 (modification de PRMT1) et en
amplifiant ensuite '’ADN avec des amorces spécifiques des régions promotrices de SOX2
(figure 1B) et NANOG (figure 1B). Un anticorps anti-lgG de lapin a été utilisé comme
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contrble négatif et a servi a la normalisation des résultats. Les résultats montrent que
dans les cellules A549, les promoteurs associés a la chromatine de SOX2 et de NANOG
sont enrichis avec les marques de CARM1 et PRMT1 (pour H3R17me2 p<0.001 sur le
promoteur de SOX2 et p<0.0001 sur le promoteur de NANOG et pour H4R3me2 p<
0.001 sur le promoteur de SOX2 et p<0.0001 sur le promoteur de NANOG) (fig.1B).
Cependant, dans les cellules H1299, la marque H3R17me2 est a peine détectable:
H4R3me2 est la marque prédominante sur les promoteurs associés a la chromatine de
SOX2 et de NANOG (p<0.001 et p<0.0001 respectivement fig 1B). Il semble que le
niveau de PRMT1 dans les cellules H1299 est suffisant pour établir une modification au
niveau des histones, cependant, CARM1 reste inactive. Diverses raisons peuvent
expliquer pourquoi CARM1 est inactive dans les cellules H1299. Une de ces raisons est
gue CARML1 n’a pas interagit avec PRMT1, sachant que CARM1 et PRMT1 coopérent
dans la régulation des genes (Kleinschmidt et al., 2008). Une autre raison est que
CARM1 est phosphorylée dans les cellules H1299 et pas dans les cellules A549, puisque
la phosphorylation de CARM1 inhibe son activité enzymatique (Feng et al., 2009,
Higashimoto et al., 2007). Ces deux mécanismes peuvent étre liés si on considere que la
phosphorylation de CARM1 peut empécher I'interaction CARM1-PRMTL1. Chez la souris,
il a été démontré que CARM1 est phosphorylée sur les résidus Sérine 217 et 229 mais
seule la phosphorylation de Ser 229 empéche la dimérisation de CARM1 (Feng et al.,
2009). L’équivalent humain de la Ser229 de CARM1 murin est la Ser228. Par
conséquent, nous avons décidé d’étudier les effets de la phosphorylation de la sérine
228 dans les cellules A549 et les cellules H1299.
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Figure 1 bis. CARML est active sur les promoteurs de SOX2 et de NANOG dans les

cellules A549 mais pas dans les cellules H1299. B. __ Les promoteurs de SOX2 et
NANOG sont enrichis avec la marque de CARM1 (H3R17me2) dans les cellules A549
mais pas dans les cellules H1299. L'immunoprécipitation de la chromatine a été realisée
sur la chromatine soniquée issue des cellules A549, H1299 et NHBE en utilisant des
anticorps anti-histone H3R17me2 et H4R3me2 (I'anticorps contrdle: 1gG). L’ADN élué
aprés immunoprécipitation par les anticorps a été analysé par PCR en temps réel avec
des amorces amplifiant une région de 400 pb avoisinant le site d'initiation de la
transcription du gene cible. Les valeurs sont calculées sous forme de pourcentage de
« l'input ». La région contrble (ctrl) est une région inter génique. Les histogrammes
représentent les moyennes issues de 3 expérimentations indépendantes + I'erreur
standard a la moyenne. **p<0.001 and ***p<0.0001. NHBE: Normal Human

Bronchal/tracheal Epithelial cells,

3- CARM1 et PRMT1 sont co-localisées dans les cellules A549 mais pas dans les
cellules H1299 et CARM1 est moins phosphorylé dans les cellules A549 que dans

les cellules H1299.

Afin d’examiner la localisation de CARM1 et PRMT1 dans les cellules A549 et H1299,
nous avons utilisé la technique Duolink-PLA. Cette méthode détecte les protéines
distantes de moins de 40nm. Les cellules sont immunomarquées par 2 anticorps, le
premier dirigé contre PRMT1 et le deuxieme contre CARM1. L’interprétation du duolink

montre que les « spots » rouges sont moins fréquents dans les cellules H1299 que dans
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les cellules A549 (P<0.0001) (chaque spot rouge indique une interaction entre les 2
protéines) (figure 2A). Aucun signal n'a été observé quand les cellules ont été
immunomarquées avec anti-CARML1 seul ou anti-PRMT1 seul, ces 2 conditions ont été
utilisées comme contréles négatifs. Ces résultats indiquent que la colocalisation de
CARM1-PRMT1 est prédominante dans les cellules A549 et moins fréquente dans les
cellules H1299. Puisque la marque de CARM1 (H3R17me2) est présente sur les
promoteurs de SOX2 et NANOG dans les cellules A549 et pas dans les cellules H1299,
la formation du complexe CARM1-PRMTL1 est peut-étre requise pour l'activation de
CARML.

Dans le but de caractériser la localisation subcellulaire de CARM1 et PRMT1, des
fractions nucléaires et cytosoliques ont été analysées avec un Western Blot en utilisant
des anticorps anti-CARML1, anti-CARML1 phospho-ser228, et anti-PRMTL1 (figure 2B). Les
résultats du Western Blot montrent que la protéine CARM1 est abondante dans les 2
lignées cellulaires A549 et H1299 et qu'elle est localisée dans le noyau. Par contre,
CARM1 phospho-ser228 est principalement présente dans les cellules H1299 et
localisée dans le cytoplasme. La localisation de PRMT1 est inversée dans les 2 lignées
cellulaires. Dans les cellules A549, PRMT1 est fortement localisée dans le noyau
cependant, dans les cellules H1299, PRMT1 est fortement localisée dans le cytoplasme.
Ces résultats suggerent que CARM1 et PRMT1 ne sont pas enclins a former un
complexe de la méme facon dans les cellules A549 et les cellules H1299. Ensuite, nous
avons testé si la phosphorylation de CARML1 sur la sérine 228 affecte I'association de
CARM1 et PRMT1 in vivo. Pour cela, une co-immunoprécipitation sur des extraits
protéiques des cellules A549 et H1299 a été réalisée avec un anticorps anti-PRMT1
suivie d’'un Western Blot avec un anticorps anti-CARM1 (figure 2C). Le méme gel a été
« strippé » et 'immuno détection a été effectuée avec un anticorps antiCARM1 phospho-
Ser228. L'anticorps anti-PRMT1 coprécipite CARM1 dans les extraits protéiques des
cellules A549 mais pas dans ceux des cellules H1299. L’anticorps anti-PRMT1 ne
coprécipite pas CARM1 phospho-Ser228. Ces résultats suggerent que CARM1 et
PRMT1 ne peuvent pas interagir si CARML1 est phosphorylée sur le résidu sérine 228.
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Figure 2
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Figure 2. CARM1 et PRMT1 sont co-localisées dans les cellules A549 mais pas
dans les cellules H1299 et CARML1 est moins phosphorylée dans les cellules A549
gue dans les cellules H1299. (A) La colocalisation de CARMI1-PRMT1 est
prédominante dans les cellules A549 et moins fréquente dans les cellules H1299. Les
cellules A549 et H1299 ont été incubées avec des anticorps dirigés contre CARM1 et
PRMT1, ensuite les anticorps ont été marqués par des sondes PLA. Chaque spot rouge
indiqgue une interaction entre anti-CARM1 et anti-PRMTL1. Les résultats du duolink
montrent que les « spots » rouges sont moins fréquents dans les cellules H1299 que
dans les cellules A549. Aucun signal n'a été observé quand les cellules ont été
immunomarquées avec anti-CARML1 seul ou anti-PRMT1 seul, ces 2 conditions ont été
utilisées comme contréles négatifs. (B) CARM1 phospho-ser228 est présente
exclusivement dans les cellules H1299 et localisée dans le cytoplasme. CARM1 non
phosphorylée est présente dans les 2 lignées cellulaires et localisée dans le noyau. Dans
les cellules A549, CARM1 non phosphorylée et PRMT1 colocalisent dans le noyau alors
gue dans les cellules H1299, CARM1 phospho-Ser228 et PRMT1 colocalisent dans le
cytoplasme. (C) Interaction CARM1/PRMT1 dans les cellules A549 et les cellules
H1299. Etude par co-immunoprécipitation. CARM1 et PRMTL1 interagissent dans les
cellules A549 mais pas dans les cellules H1299. PRMTL1 ne peut pas interagir avec la
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forme phosphorylée de CARML1 sur la sérine 228. Le puits « A549 contrdle » correspond
a un extrait protéique total non immunoprécipité et a été utilisé pour vérifier la validité de
I'anticorps anti-CARM1

4- L’inhibition de la phosphorylation du résidu Ser228 de CARML1 restaure la
formation du complexe CARM1-PRMT1 dans les cellules H1299.

La kinase qui phosphoryle CARML1 n’est pas encore identifiée. L’'examen de la séquence
primaire de CARM1 prédit que le peptide contenant la sérine 228 représente un site de
phosphorylation pour 3 kinases putatives MLK3 (Mixed lineage kinase-3), CAMK1
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1) et MAP2K3 (Mitogen-activated
protein kinase kinase 3) (Xue et al., 2008). Ces 3 kinases sont des kinases candidates
qui pourraient phosphoryler la sérine 228 de CARM1. En général, les inhibiteurs des
protéines kinases ne sont pas spécifiques d'une seule kinase ce qui représente une
difficulté dans le choix d'un inhibiteur spécifique. En se basant sur des études
antérieures qui décrivent les inhibiteurs et leurs kinases cibles (Bain et al., 2007, Roux et
al., 2002), nous avons selectionné les inhibiteurs considérés les plus efficaces et les plus
spécifiqgues. Les inhibiteurs sélectionnés sont PD184352 contre MAP2KS3, Akt-I-1-2
contre CAMK1 et K252a contre MLK3. Seul l'inhibiteur de MAP2K3 (PD184352) s’est
révélé capable d’'inhiber la phosphorylation de la sérine 228 de CARML1 dans les cellules
H1299 (figure 3A) suggérant que MAP2K3 est la kinase susceptible de phosphoryler le
résidu ser228 de CARML. Cette hypothese est renforcée par le résultat du Western Blot
indiquant que MAP2K3 est surexprimée dans les cellules H1299 par rapport aux cellules
A549 (figure 3B). Les cellules H1299 ont été traitées avec la phosphatase alcaline,
enzyme qui enleve les groupements phosphates de facon non spécifique, et avec
PD184352 qui inhibe MAP2K3. L’'anticorps anti-PRMT1 co-précipite CARM1 dans les
cellules H1299 traitées par la phosphatase alcaline et le PD184352, mais pas dans les
cellules non traitées ni celles traitétes avec du DMSO, utilisé comme diluant de
PD184352 (contrdle négatif). Inversement, I'anticorps anti CARM1 coprécipite PRMT1
dans les cellules H1299 traitées avec PD184352 (figure 3C). Les conséquences de la
phosphorylation de CARM1 sur la sérine 228 ont été aussi étudiées par duolink-PLA. Les
cellules A549 et H1299 immunomarquées par les anticorps anti-CARM1 phospho-
Ser228 et anti-PRMT1 ne montrent aucun signal PLA. Cependant, le traitement avec le
PD184352 restaure la colocalisation CARM1-PRMT1dans les cellules H1299 comme

ceci est indiqué par la détection du signal PLA. Le nombre de spots rouges détectés
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dans les cellules H1299 traitées par le PD184352 est plus élevé que celui détecté dans
les cellules H1299 non traitées, p<0.0001 (figure 3D). L'ensemble de ces résultats
indique que la phosphorylation de CARM1 sur le résidu sérine 228 régule négativement
la formation du complexe CARM1-PRMT1.
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Figure 3. MAP2K3 est une kinase candidate pour la phosphorylation de CARM1 sur

la ser 228 et la phosphorylation de CARM1 'empéche la formation du complexe
CARM1-PRMT1. Fig3A. Seul PD184352 qui inhibe MAP2K3 inhibe Ila
phosphorylation de CARM1 sur Ser228. Les cellules H1299 ont été incubées au moins
une heure avec les inhibiteurs PD184352, K252a et Akt I-1-2 aux concentrations
indiquées. Ces molécules inhibent les kinases MAP2K3, CAMK1 et MLKS
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respectivement. Le DMSO a été utilisé comme agent de contrble. Les extraits cellulaires
ont été analysés par SDS-PAGE suivi d'une immunodétection par des anticorps dirigés
contre CARM1 phospho-Ser228 (CARM1-PSer228) et CARML1. (B) MAP2K3 est
surexprimée dans les cellules A549. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-
PAGE et I'immunodétection a été effectuée avec un anticorps spécifique dirigé contre
MAP2K3. GAPDH a été utilisée comme contrdle qui permet la normalisation des valeurs.

(C) L’anticorps anti-PRMT1 coprécipite  CARM1 et [lanticorps anti-CARM1
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coprécipite PRMT1 dans les cellules H1299 traitées avec l'inhibiteur de MAP2K3,

PD184352. Les cellules H1299 ont été traitées ou non avec la phosphatase alkaline
(PA), PD184352 ou DMSO. Puisque CARM1 phosphorylée n'a pas été détectée dans les
cellules A549, ces cellules n'ont pas été traitées par les inhibiteurs des kinases. Les
immunoprécipitats avec les anticorps anti-PRMT1 (et anti-CARM1) des extraits
cellulaires totaux issus des cellules A549 et H1299 ont été séparés par SDS-PAGE,
transférés sur une membrane et immuno-détectés avec des anticorps anti-CARML1 (et
anti-PRMT1). (D) L’analyse par Duolink montre que l'interaction CARM1-PRMT1 est

restaurée dans les cellules H1299 aprés un traitement avec PD184352 . Les cellules
A549 et H1299 non traitées ont été immuno-marquées simultanément avec des anticorps
dirigés contre CARML1 phospho-Ser228 (CARM1-Pser228) et PRMT1 selon le protocole
DPLA. Ensuite, seules les cellules H1299 ont été incubées avec PD184352 et immuno-
détectées par des anticorps dirigés contre CARM1 et PRMTL1. La fluorescence rouge, qui
indique la colocalisation de deux protéines, est détectée dans le cas de la combinaison
des 2 anticorps CARM1 et PRMT1 mais pas dans la combinaison CARM1-Pser228 et
PRMT1. Cette fluorescence est plus importante dans les cellules traitées avec le
PD184352 que les cellules non traitées p<0.0001. Tous les résultats représentés sont
issues de 3 expérimentations indépendantes. * différents significativement par rapport au

contrble.
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Discussion/Conclusion :

Partie I: l'invalidation de CARM1 ou PRMT1 induit une réduction de la prolifération

dans les lignées cellulaires de cancer de poumon A549 et H1299.

Dans cette étude, nous avons démontré que CARM1 et PRMT1 sont surexprimés
significativement dans les tissus tumoraux de 60 patients atteints de cancer du poumon a
non petites cellules comparativement aux tissus sains appariés. CARM1 et PRMT1 sont
également surexprimés dans les 2 lignées cellulaires de cancer du poumon a non petites
cellules, A549 et H1299. Nous avons démontré que l'invalidation de CARM1 ou PRMT1
par transfection transitoire par des siRNA réduit la prolifération cellulaire et inhibe la
formation des colonies sur agar. Nos résultats préliminaires montrent que les
cytokératines 7 et 8 sont exprimées dans les cellules A549 mais pas dans les cellules
H1299 et que le récepteur de la neuromédine B est exprimé dans les 2 lignées
cellulaires. Les 2 siRNA ciblant CARM1 et PRMT1 ont induit 'augmentation de
'expression des cytokératines et la diminution de I'expression du récepteur de la
neuromédine B. Les siCARM1 et siPRMT1 ont une activité synergique avec l'effet anti-
tumoral du paclitaxel, pemetrexed et carboplatine. Ces résultats qui suggerent que
CARM1 et PRMT1 sont impliguées dans la croissance des cellules cancéreuses
pulmonaires sont en accord avec la capacité connue de ces 2 enzymes a faciliter la
prolifération cellulaire. Le role de CARM1 dans le cancer est ambigl. Dans la lignée
cellulaire du cancer du sein MCF-7, CARML1 est requis pour I'expression, induite par
I'cestrogene, du facteur critique E2F1, qui active le cycle cellulaire (Frietze et al., 2008).
Cependant, dans le cancer du sein exprimant le récepteur alpha aux ocestrogénes,
CARML1 a été identifie comme inhibiteur de la progression tumorale en activant P21 et
P27 qui sont des régulateurs négatifs du cycle cellulaire (Al-Dhaderi et al., 2011).

Il a été démontré que la délétion de CARML1 chez les souris (souris CARM1-/-) induit
laugmentation de la prolifération des cellules pulmonaires et le blocage de la
différenciation des pneumocytes type 1 vers pneumocytes type 2 (O'Brien et al., 2010).
Contrairement a ces résultats reportés pendant le développement embryonnaire, nous
montrons dans cette étude que CARML1 et PRMT1 sont surexprimés dans les cancers de
poumon et que l'invalidation de CARM1 ou PRMTL1 par des siRNA réduit la prolifération

et favorise la différenciation. Nous ne pouvons pas expliquer ce résultat divergent. Il est

85 |



probable que CARM1 déclenche plusieurs événements dans la cellule et ces
événements sont divergents selon le type cellulaire et le contexte biologique.

En plus de CARM1, PRMT1 est probablement impliguée dans la carcinogenése
pulmonaire. Sa fonction proliférative a été déja démontrée. La perte de PRMTL1 dans les
fibroblastes de 'embryon de souris induit une hypomeéthylation de plusieurs protéines,
des lésions spontanées de I'ADN, un retard du cycle cellulaire, des défauts de réparation
au niveau des points de contrdle du cycle cellulaire, des aneuploidies et polyploidies
suggérant que la méthylation par PRMT1 est un événement critique pour assurer
lintégrité du génome et la prolifération cellulaire (Yu et al., 2009). Globalement, quand
les PRMTs sont dérégulés, ils en résultent une méthylation aberrante d’'une large variété
des substrats induisant une activation de diverses voies oncogénique. Du fait d’'une
coopération réciproque, la dérégulation d’'une PRMTs affecte la fonction d’autres PRMTSs.
En outre, plusieurs PRMTs peuvent modifier le méme site sur les protéines histones. Par
exemple, H3R17 est méthylée par CARM1 mais aussi par PRMT6 et H4R3 est méthylée
par PRMT1-5-6 et 7 (Bedford et Clarke., 2009). Par conséquent, il n’est pas clairement
connu ce qui importe le plus, l'activité d'une PRMT spécifique ou le statut de méthylation
des arginines en général?

Les PRMTs contribuent a la cancérogenése notamment en activant la voie de
signalisation Wnt/beta-catenin et en potentialisant le niveau d’expression des génes de
pluripotence.

Dans le cancer du colon, le domaine méthyltransférase de CARML1 est responsable de la
liaison de CARM1 a la béta-caténine (Ou et al., 2011). Puisque le domaine
méthyltransférase est conservé parmi les PRMTSs, il est probable que d’autres PRMTs se
lient a la béta caténine. En effet, nous avons trouvé que l'anticorps anti-PRMT1 co-
immunoprécipite la béta caténine (données non présentées). PRMT1 est impliquée de
plusieures fagons dans la régulation de la voie Wnt/ béta caténine. La stimulation de Wnt
active PRMT1 qui stimule G3BP1 (dishevelled-associated protein) provoquant
'accumulation des ARNm de la beta caténine et I'activation de la voie Wnt canonique
(Bikkavilli et al., 2011). A l'opposé, PRMT1 méthyle et stabilise I'axine, un régulateur
négatif de la voie Wnt (Cha et al., 2011). Chez le xénopus, Wnt controle la formation de
I'axe dorsal suite a un recrutement de PRMT2 sur les promoteurs des géenes cibles de la
voie Wnt (Blythe et al., 2010).

La méthylation des arginines semble étre un mécanisme général exigé pour la

pluripotence puisque CARM1, PRMT1 et PRMT5 agissent pour maintenir la pluripotence
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dans les cellules souches embryonnaires (Wang et al., 2006; Torres-Padilla et al., 2007;
Wu et al., 2009; Kim et al., 2008; Tee et al., 2010). Il est raisonnable d’estimer que ces
PRMTs assurent la méme fonction dans les cellules souches adultes. lls pourraient
détourner l'auto-renouvellement et les voies de pluripotence des cellules souches adultes
normales qui, par conséquent, acquierent la capacité de proliférer et d'initier la
cancérogenese.

Le fait que l'invalidation de CARM1 ou PRMT1 entraine 'augmentation de I'expression
des cytokératines pourrait constituer un mécanisme qui atténue le caractere invasif des
cellules du cancer de poumon. En effet, les cytokératines semblent réguler négativement
la puissance invasive des lignées cellulaires du cancer du poumon. Il a été démontré que
les lignées cellulaires invasives obtenues par sélection répétée des lignées A549 et
H1299 (adénocarcinomes pulmonaires), présentent un niveau bas d’expression des
cytokératines, en comparaison avec les cellules parentales (Kanaji et al., 2011).

Le récepteur de la neuromédine B (NMBR) fait partie de la famille des récepteurs des
bombésines (Jensen et al.,, 2008). Les récepteurs des bombésines se lient a des
peptides bombesin-like libérant la gastrine (GRP) et aux neuromédines B (NMB) qui sont
des neuropeptides régulateurs agissant comme des facteurs de croissance autocrine
et/ou paracrine. Les peptides bombesin-like et les NMBR sont surexprimés dans les
tumeurs, comme le cancer du poumon humain, et favorisent la croissance des cellules
(Jensen et al., 2008). Plusieurs travaux ont montré que GRP et NMB stimule la
croissance des lignées cellulaires du cancer de poumon (Moody et al., 1992; Siegfried et
al., 1999; Makarenkova et al., 2003; Moody et al., 2010). Les inhibiteurs des récepteurs
des peptides type bombésine font preuve d’une activité anti-tumorale dans plusieurs cas,
ce qui permet de les considérer comme des agents thérapeutiques potentiels contre le
cancer (Gonzalez et al., 2008; Jensen et al., 2008; Nagy et al., 2005). Nous avons trouvée
gue les siCARML1 ou les siPRMTL1 induisent une diminution de I'expression de NMBR
dans les cellules A549 et les cellules H1299 mettant ainsi en évidence un mécanisme
additionnel qui contribue a I'inhibition de la prolifération.

Les protocoles combinant des molécules de platine (cisplatine ou carboplatine) a des
agents cytotoxiqgues comme le paclitaxel ou le pemetrexed sont considérés comme les
traitements de premiére ligne contre le cancer de poumon. Cependant, ces protocoles
ont atteint un plateau thérapeutique et d’autres molécules sont nnécessaires afin
d’élaborer des traitements plus efficaces. Les résultats décrits ci-dessous sont

préliminaires et nécessitent d’étre approfondis. Nous avons trouvé que les siCARM1 ou
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siPRMT1 potentialisent lactivité anti-proliférative du pemetrexed, paclitaxel et
carboplatine dans les cellules A549 et du pemetrexed et paclitaxel dans les cellules
H1299. Ces résultats doivent etre considérés seulement comme un point de départ pour
construire un plan de développement et recherches afin de définir I'utilité de cibler
CARM1 ou PRMT1 dans le traitement du cancer.

En conclusion, nous avons démontré que CARM1 et PRMTL1 sont surexprimés dans 60
échantillons de tumeurs dérivés de patients atteints de cancer du poumon a non petites
cellules et dans 2 lignées cellulaires d’adénocarcinome de poumon a non petites cellules.
L’invalidation de CARM1 ou PRMT1 induit une diminution de la prolifération, favorise la
différenciation et agit en synergie avec les médicaments anti-tumoraux utilisés dans le
traitement du cancer du poumon. CARM1 et PRMT1 pourraient activer des voies
spécifiqgues induisant la prolifération ou alternativement la méthylation des arginines
pourrait constituer un signal qui incite la cellule a proliférer. Ces résultats justifient I'intérét
de poursuivre les efforts en vue de définir I'utilité d’'une stratégie thérapeutique visant a
cibler spécifiquement CARM1 ou PRMT1 ou a développer des agents régulant la

meéthylation des arginines dans les cancers du poumon (Cha et Jho., 2012).

Partie Il : La phosphorylation de CARM1 humain sur la sérine 228 inhibe son
interaction avec PRMT1

Chez la souris, CARM1 est phosphorylée sur plusieurs résidus serine. Les
phosphorylations des résidus serine 217 (Feng et al., 2009) et Ser229 (Higashimoto et
al., 2007) sont effectuées par des kinases inconnues jusqu’a I'heure actuelle. Ces
phosphorylations se produisent pendant la mitose, induisant une translocation de
CARM1 dans le cytoplasme et une inhibition de son activité méthyltransférase. La
phosphorylation de la ser217 n’inhibe pas la dimérisation de CARM1 et n’affecte pas la
formation du complexe avec P300 et SRC-3, 2 coactivateurs des récepteurs nucléaires.
La phosphorylation de la ser229 inhibe la dimérisation de CARM1 mais son effet sur
l'interaction de CARM1 avec des protéines partenaires n’'a pas éteé teste. L’équivalent de
CARM1 ser229 chez la souris est CARM1 ser228 chez [I'étre humain. D’un autre c6té, la
PKA phosphoryle CARM1 sur la sérine 448 (Carascossa et al.,, 2010). La
phosphorylation de la ser448 n’inhibe pas l'activit¢ méthyltransférase mais elle est
nécessaire et suffisante pour la liaison directe de CARM1 & ER alpha et cette liaison
entraine I'activation AMPc-dépendante d’ERalpha. Ainsi CARM1 est-elle assujettie a des

stimuli régulatoires variés qui conduisent a des réponses spécifiques du signal initiateur.
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Nous avons posé la question de savoir si la phosphorylation de CARM1 ser228 chez
I'étre humain affecte I'interaction entre CARM1 et PRMT1.

Les résultats du Duolink et de limmunoprécipitation montrent que [Iinteraction
CARM1/PRMT1 a lieu dans les cellules A549 plus fréquemment que dans les cellules
H1299 et que CARM1 phospho-Ser228 n’interagit pas avec PRMT1 (Fig.2A et 2C).
CARM1 phospho-Ser228 est détectée dans les cellules H1299 mais pas dans les
cellules A549 et elle est localisée dans le cytoplasme (Fig.2B). Curieusement, PRMT1
est localisée principalement dans le noyau dans les cellules A549 et dans le cytoplasme
dans les cellules H1299. Puisque PRMTL1 est un coactivateur transcriptionnel, sa fonction
dans le cytoplasme reste a identifier. La localisation subcellulaire de CARM1 et PRMT1
et I'état de phosphorylation de CARML1 incitent a supposer que CARML1 est plus active
dans les cellules A549 que dans les cellules H1299. En effet, CARM1 méthyle le
promoteur de SOX2 et NANOG dans les cellules A549 mais pas dans les cellules H1299
(Fig.1B) alors que la modification de PRMT1 (H4R3me2) est détectée sur les promoteurs
de SOX2 et NANOG dans les 2 lignées cellulaires.

Deux mécanismes entrecroisés pourraient expliquer pourquoi CARML1 est inactive dans
les cellules H1299. Le premier est qu’une fraction de CARM1 présente dans les cellules
H1299 est phosphorylée sur la sérine 228 et donc elle a perdu son activité
méthyltransférase. Le deuxiéme est que la concentrtaion de PRMT1 dans le noyau est
faible ce qui ne favorise pas linteraction CARM1/PRMT1 (Fig.2B). Ce résultat renforce
I’hypothése que l'interaction de CARM1 avec PRMT1 est requise pour que CARM1 soit
active (Kleinschmidt et al., 2008).

Par contre, PRMT1 est active dans les cellules H1299 méme si elle n’interagit pas avec
CARM1 (Fig.2C). Dans les cellules H1299, la concentration nucléaire de PRMT1 est
faible mais elle est suffisante pour méthyler les promoteurs de SOX2 et de NANOG
(Fig.1B). Cependant, I'expression de SOX2 reste inchangée alors que NANOG est
surexprimé. Ce résultat suggére que I'expression de NANOG est moins dépendante de
CARML1 gue celle de SOX2. L’activation de NANOG pourrait étre liee majoritairement a
l'activité de PRMTL1 ou a des mécanismes mettant en jeu d’autres voies de signalisation.
En se basant sur un programme de prédiction des kinases spécifiques, nous avons
selectionné 3 kinases putatives (MAP2K3, CAMK1 et MLK3) susceptibles de
phosphoryler la ser228 de CARML1. Seul linhibiteur de MAP2K3 est efficace pour
empécher la phosphorylation de CARM1 Ser228 (Fig.3A). De plus, I'expression de

MAP2K3 est elevée dans les cellules H1299 en comparaison avec les cellules A549
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(Fig.3B) fournissant ainsi un mécanisme direct qui explique pourquoi CARM1-phospho-
Ser228 est detecté dans les cellules HT1299 et pas A549. D’allleurs, I'inhibition totale de
la phosphorylation de CARM1 par la phosphatase alkaline ou [Iinhibition de la
phosphorylation de CARM1 Ser228 avec l'inhibiteur de MAP2K3 restaure l'interaction
CARM1/ PRMT1 dans les cellules H1299. Ce résultat renforce I'hypothese que la
phosphorylation de CARML1 sur la ser228 altére la formation du complexe entre CARM1
et PRMT1.

Plusieurs mécanismes contribuent a expliquer pourquoi la phosphorylation de CARM1
bloque la méthylation. Il a été suggéré que la phosphorylation de CARML1 sur la ser217
chez la souris n'empéche pas la dimérisation de CARM1 mais rompt la liaison hydrogene
entre ser217 et tyrl54. Or, cette liaison est critique pour la formation de la poche de
liaison dans laquelle se positionne la S-adénosylméthionine (Feng et al., 2009). La
phosphorylation de CARM1 sur la ser229 chez la souris agit par un autre mécanisme.
La dimérisation des PRMTs est essentielle pour la liaison de la S-adénosylméthionine et
le déclenchment de l'activité enzymatique. Il a été proposé que la phosphorylation de
CARM1 sur la ser229 déstabilise la formation du dimére CARM1 en interférant avec la
liaison entre Asn230 et Asp323 (Higashimoto et al., 2007). Il est a noter que la
phosphorylation ne bloque pas toujours la méthylation. En effet, PRMT1 et PRMT5
gardent leur activité de méthylation mais quand elles sont phosphorylées (Rust et al.,
2011). D’autres facteurs pourraient intervenir dans la perte de fonction de la protéine si
elle est phosphorylée. L’addition d’un groupement phosphate chargé négativement peut
désorganiser la structure du peptide. Une protéine donnée pourrait avoir besoin
d’interagir avec une autre protéine pour étre active. La phosphorylation pourrait perturber

la surface d’interaction et abolir ce « crosstalk » ce qui génére une perte de fonction.

Conclusion générale et perspectives :

Notre premier objectif était d’explorer le role de CARM1 et PRMT1 dans la croissance
cellulaire dans 2 lignées cellulaires d’adénocarcinome du poumon, A549 et H1299. Nos
résultats montrent que l'invalidation de CARM1 ou PRMT1 induit une réduction de la
prolifération cellulaire et augmente l'activité des médicaments utilisés dans le traitement
du cancer du poumon. Afin de valider et approfondir nos résultats, il serait judicieux de
déterminer si les siCarm1 agissent contre la transition épithélio-mésenchymateuse ce qui

signifierait que Carml facilite les métastases : il faudrait analyser des marqueurs
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meésenchymateux comme la vimentine et d’autres marqueurs épithéliaux. Il est aussi
possible d’analyser la E-cadhérine qui favorise les jonctions cellulaires. Ensuite, il serait
possible d’explorer s’il y a une corrélation entre CARM1 et/ou PRMT et I'aggressivité de
la tumeur chez des patients. Il est intéressant aussi de réaliser une xénogreffe qui
consiste a greffer des tumeurs chez des souris puis injecter sSiCARM1 et sSiPRMT1 et voir
si le volume de la tumeur diminue. Nos résultats montrent aussi que les siCARM1
augmentent l'efficacité de la chimiothérapie. Or, I'inhibition de CDK8 semble augmenter
I'efficacité de la chimiothérapie en interférant avec l'activité paracrine des cellules
tumorales. L’inhibition de CDK8 diminue le volume des xénogreffes chez les souris
soumises a la chimiothérapie. Il serait intéressant d’explorer si la CDK8 est régulée par
CARML1.

Le deuxieme objectif était d’explorer la conséquence de la phosphorylation de CARM1
sur l'interaction entre CARM1 et PRMTL1. Nous avons trouvé que la phosphorylation de
Carml empéche la formation du dimere CARM1-PRMT1, est ce que ceci est vrai pour
d’autres protéines partenaires de CARM1 ?

Pour cela, nous avons essayé de chercher d autres partenaires de CARM1 et PRMT1.
CARM1 et PRMT1 sont impliquées dans |"activation des génes cibles de P53 (Woojin et
al., 2004). Egalement, CARM1 est un modulateur positif de I"activité transcriptionnelle de
la voie Wnt/beta caténine dans le cancer du cblon (Ou et al., 2011). Nos résultats
préliminaires montrent que P53 et béta caténine sont des protéines candidates
intéressantes pour approfondir les études mécanistiques surtout dans les cellules H1299.
Nous avons déja mis en route des expérimentations qui visent a déterminer si la
phosphorylation de CARM1 empéche le recrutement de CARML1 par la béta-caténine et
par conséquent si la phosphorylation de CARM1 modifie I'expression des génes cibles
de la voie Wnt-béta caténine. Cette hypothese est importante dans la mesure ou la béta
caténine est dérégulée dans de nombreux cancers. D autre part, P53 est impliquée dans
la régulation de la MAP2K3 dans ces cellules. En effet, une mutation « null » de P53
dans les cellules H1299 induit une surexpression de MAP2K3 (Gurtner et al., 2010). Il est
essentiel de déterminer si P53 est mutée dans les cellules H1299 et si la mutation de
P53 induit la surexpression de MAP2K3. Par la suite le déroulement des événements
serait le suivant: MAP2K3 activerait la phosphorylation de CARM1 sur la serine 228
entrainant la dissociation du complexe CARM1/PRMTL1 et la diminution I"expression de
SOX2.
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Finalement, il serait intéressant de faire une étude transcriptomique pour comparer des
cellules exprimant CARML1 et des cellules transfectées avec siCARM1 surtout au niveau
de l'expression des génes de pluripotence (SOX2 et NANOG) et sur les génes
impliquées dans la transition épithélio-mésenchymateuse.

D’autre part, Nous avons achevé de construire une puce (BeadChip) Illumina contenant
384 SNPs localisés dans les enzymes suivantes qui modifient les histones : SUV39H1,
SUV39H2, EHMT1, EHMT2, MML2, SET2, DOT1, SUV420H1, SUV420H2, EZH2,
CARM1, PRMT1, EP300 et SIRT2. Ces SNPs ont été sélectionnés notamment en
fonction des critéeres suivants: informations recueillies dans la littérature indiquant
'implication des variants génétiques dans les cancers et en particulier dans le cancer
bronchique, fréquence allélique, prédiction de l'effet fonctionnel en combinant les
résultats de plusieurs bases de données comme VisualSNP et Pupasuite, localisation

exonigue ou intronique, bloc haplotypique et association avec des Tag SNP.

Cette puce sera testée dans la plateforme de génomique fonctionnelle qui se trouve dans
'équipe Inserm 954- Nancy ou jai effectué ma these afin d’évaluer son intérét dans le
diagnostic et le pronostic du cancer du poumon. Le but est d'identifier un profil de
polymorphismes spécifique du sexe, de [l'histologie (adénocarcinomes, carcinomes
epidermoides et carcinomes a petites cellules), du stade TNM (stades | a IllA), du statut
tabagigue et des expositions professionnelles. Les échantillons qui seront analysés
proviennent d’'une population archivée dans le Centre de Ressources Biologiques de
Nancy. Ce centre conserve les prélevements opératoires de plus de 2000 patients
opérés pour un cancer du poumon depuis 1989 (tumeurs fixées et congelées, tissu sain
fixé et congelé, informations cliniques et survie). Les données concernant le tabagisme
et les expositions professionnelles sont également collectées. Dans un premier temps les
cancers de poumon «tout venant» seront explorés avec cette puce puis
progressivement les patients seront classés en fonction de I'exposition professionnelle.
Le résultat attendu est d’'identifier une corrélation entre variants génétiques, facteur de

risque et type histologique.
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Fiche 1
LIGNEES CELLULAIRES-CONDITIONS DE CULTURE

Les lignées cellulaires utilisées sont les cellules NHBE®, A549 et H1299®). La lignée
NHBE est une lignée des cellules épithéliales bronchiales saines bien différenciées. Les
cellules A549 et H1299 sont issues d’'un carcinome pulmonaire a non petites cellules.
Les cellules NHBE sont maintenues dans du milieu BEBM complémenté avec des
matiéres nutritives pour devenir BEGM®™. Les cellules A549 asont maintenues dans du
milieu F12K® et les cellules H1299 dans du milieu RPMI® tous les deux supplémenté
par 10% de sérum de veau foetal décomplémenté!”, 100U/ml pénicilline® et 100pg/ml de
streptomycine®.

Décongeler une ampoule de lignée cellulaire (Fiche 2)

Introduire 5 mL de la solution dans un flacon de culture de 25 cm*®

Incuber & 37<C en atmosphéere humide (5% CO ,/ 95% air)

Changer le milieu tous les deux ou trois jours

Elles sont étudiées lorsqu’elles ont atteintes 80% de confluence. Des tests de

mycoplasmes sont réalisés régulierement.

WLignée NHBE : LONZA (France) ; CC-2541, numéro de lot 10000105116

@)L ignée A549 : ATCC (Manassas) ; CRL-185, numéro de lot 7503618

®)Lignée H1299 : ATCC (Manassas) ; CRL-5803, numéro de lot 58108466
@WBEGM, Lonza (USA)

®F-12K,+L-Glutamine, GIBCO/Invitrogen ; Cergy-Pantoise, France

©RPMI 1640, +L-Glutamine, GIBCO/Invitrogen ; Cergy-Pantoise, France

(NSVF, Sérum de veau foetal non décomplémenté : Eurobio ; Courtaboeuf, France
®penicilline/Streptomycine, GIBCO/Invitrogen

©) plastiques stériles & usage unique : Falcon, Dutscher, Brumath, France
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Fiche 2
DECONGELATION DES LIGNEES

Sortir le cryotube® de l'azote liquide et le réchauffer rapidement dans un bain-marie a
37C

Nettoyer I'extérieur du cryotube a I'alcool

Transvaser le contenu du cryotube dans un tube de 15 mL contenant 10 mL de milieu de
culture

Centrifuger 5 min & 700 g pour I'élimination du glycérol ou du DMSO®

Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 5 mL de milieu de culture

Ensemencer une boite de culture de 25 cm?

Changer le milieu apres 48h

WCryotube, Nalgéne : VWR international, Fontenay-sous-Bois, France
@DMSO (Dimethylsulfoxide) : Gibco/ Invitrogen ; Cergy-Pontoise, France
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Fiche3
REPIQUAGE DES LIGNEES

Tous les produits doivent étre a température ambiante

Eliminer le milieu de culture

Rincer le tapis cellulaire avec du PBS stérile®

Ajouter de la trypsine-EDTA® 0,05% & raison de 40 pL par cm? & trypsiner

Incuber 5a 10 min a 37C

Préparer pendant ce temps un tube de 15 mL avec du milieu de culture correspondant a
la lignée (2 fois le volume de trypsine)

Décrocher les cellules a la pipette

Resuspendre les cellules trypsinées dans le tube de 15 ml pour stopper la réaction
Centrifuger & 700 g pendant 5 min

Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 2 a 5 ml de milieu de culture
correspondant au milieu dans lequel les cellules seront ensemencées

Compter les cellules sur 2 grilles d’'une cellule de Thoma®

Faire la moyenne des 2 grilles, le nombre trouvé correspond & N.10* cellules/ml

Pour I'entretien des cellules, ensemencer & 1,5.10* cellule par cm?

WPBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibcolnvitrogen, Cergy Pontoise, France
@Trypsine-EDTA trypsine 0.05% : Gibcolnvitrogen, Cergy Pontoise, France
®)Cellule de Thoma : VWR international, Fontenay-sous-Bois, France
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Fiche4

CONGELATION DES LIGNEES

Dans du DMSO (9% DMSO, 36% SVF, 55% DMEM)

Pour une ampoule contenant 2.10° cellules :

Préparer le milieu de congélation dans de la glace : 70 yL de DMSO, 300 pL de SVF
450uL de milieu de culture correspondant aux cellules, Apres avoir trypsiné, et comptée
les cellules, centrifuger de nouveau et retirer le surnageant. Déposer délicatement les
800 uL de milieu de congélation en agitant Iégérement le tube a 4C

Transférer les cellules ainsi suspendues dans un cryotube

Placer les tubes dans la boite de congélation®®”

Placer cette boite 24h a -80C. Puis transférer les tubes dans un container a azote
liquide

Référencer les tubes congelés et décongelés dans les registres de cultures cellulaires

WBoite de congélation : NalgéneCryo (VWR international, Fontenay-sous-Bois, France)
dans laquelle I'alcool isopropylique permet une congélation progressive
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Fiche 5
TEST DE VIABILITE CELLULAIRE: METHODE D'EXCULSION AU BLEAU TRYPAN

Ensemencer des plaques 24 puits avec 1,5.10°cellules par puits

Incuber 24 h a 37<C en atmosphére humide 5% CO ,/ 95% air

Rincer 2 fois avec du PBS™ stérile

Trypsiner®® les tapis cellulaires

Prélever 200 uL de 'homogénat cellulaire dans un tube a essai

Introduire 500 pL de la solution de Bleu trypan® 0,4% (p/v) et 300 pL de milieu de
culture

Homogénéiser doucement et incuber 15 minutes a température ambiante

Déposer une goutte du mélange entre lame et lamelle de 'hématimétre®

Compter les cellules au microscope inverseé a contraste de phase

Faire la moyenne des 2 grilles

Les cellules bleues correspondent aux cellules mortes

Déterminer le pourcentage de cellules mortes, en tenant compte de la dilution (Dilution 5)
Remarque :

Il est important de vérifier lors du comptage que le nhombre de cellules associées en
amas n’excede pas 10% du total sans quoi il est indispensable de recommencer
'opération pour permettre une dissociation des amas.

Comptage des cellules : nombre moyen de cellules par carré x facteur de dilution x
10*(comptage sur 10 carrés)

Nombre de cellules totales : nombre de cellules / mL x volume d’origine de la

suspension cellulaire.

(1) PBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibcolnvitrogen, Cergy-Pontoise, France
(2) Trypsine-EDTA trypsine 0.05% : Gibcolnvitrogen, Cergy-Pontoise, France
(3) Solution Bleu trypan : Gibcolnvitrogen, Cergy-Pontoise, France

(4) Cellule de Thoma ou Mallassez : VWR international, Fontenay-sous-Bois, France
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Fiche 6

TEST DE VIABILITE CELLULAIRE (REDUCTION MITOCHONDRIALE DU MTT)
D'APRES DENIZOT ET LANG (1986) @

Ensemencer les cellules sur des plaques de 96 puits & une densité de 1.10°cellules par
puits

Dissoudre du MTT® & 5 mg/mL dans du PBS-glucose®

Filtrer sur un filtre de 0,22 um

Ajouter 1/10eme de la solution de MTT par puits

Incuber de 1 a 2 heures dans un incubateur & 37C en atmosphére humide 5% CO2/
95% air

Enlever délicatement le milieu

Ajouter 100 pL de DMSO™ par puits

Agiter horizontalement 10 a 15 min a température ambiante pour dissoudre les cristaux
de formazan

Les blancs de lecture contiennent uniquement du DMSO

La lecture des densités optiques est réalisée avec le lecteur de plaques® & 570 nm

B(Denizot et Lang ,1986) : J. Immunol. Methods

@ MTT, 3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl-tetrazolium bromide conservé & 4T :
Gibco, Invitrogen, Cergy Pontoise, France

® PBS sans CaCl2, ni MgCI2, glucose (d’aprés DULBECCO): Gibco/lnvitrogen ; Cergy
Pontoise, France

) DMSO (Dimethylsulfoxide) : Gibco/ Invitrogen ; Cergy Pontoise, France

®) |ecteur de plaques Victor3 WallacMultilabel, Perkin Elmer
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Fiche7

TEST DE PROLIFERATION SUR AGAR

Principe : Les cellules tumorales ont la capacité de former des colonies lorsqu’elles sont

cultivées dans du milieu solide & base d’agarose mou.

Préparation du milieu base agar :

Stabiliser le milieu RPMI supplémenté avec 20% SVF dans un bain marie a 40C
pendant 30 minutes

Dissoudre I'agar dans de I'eau stérile en le chauffant dans la micro onde (agar 0.5%)
Stabiliser I'agar dans un bain marie a 40C

Mélanger le milieu RPMI avec I'agar 0.5% pour former le milieu base agar

Couler 1.5 ml de milieu dans chaque boite de diamétre 35mm

Laisser sécher et conserver les boites a 4C

Préparation du top agarose :

La densité des cellules par boite 35 mm est de 8.10* cellules

Traiter les cellules traitées ou non avec des si RNA a la trypsine aprés 2 lavages au PBS
1X. Transvaser les cellules dans un falcon 15 ml

Centrifuger 5 minutes a 5009

Eliminer le surnageant

Resuspendre le culot avec 3ml du milieu de culture RPMI supplémenté avec 20% SVF et
3ml d’agarose 0.7% déja stabilisé a 40C

Ensemencer 1.5ml de ce mélange sur la base d’agar. Chaque condition a été réalisée 3
fois

Arroser les boites tous les 2 jours avec 1 ml du milieu RPMI supplémenté avec 20%SVF

Coloration des boites au Crystal violet :

Préparer 0.5ml de Crystal violet & 0.005% par boite dans de I'eau ultrapure
Eliminer le milieu de culture de la surface des boites

Distribuer 500l de Crystal violet par boite

Incuber une heure a température ambiante
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Eliminer I'excédent du colorant

Compter les colonies formées

122 |



Fiche 8

MARQUAGE IMMUNOCYTO/HISTOCHIMIQUE

Principe : Le but de I'HC est la mise en évidence d’antigénes sur une coupe de matériel
de tissu qu'il soit préalablement fixé ou congelé. L'antigene est d'abord reconnu par un
anticorps primaire spécifique, celui-ci étant secondairement révélé par un montage
variable dont le marquage peut se faire soit par réaction colorimétrique soit par un
marqueur fluorescent.

Au sein du laboratoire d’Anatomie pathologique du CHRU Hopital Central de Nancy, le
systeme d’amplification et de révélation utilisé est celui de la technique « Flex+ lapin »
EnVision™ FLEX (Dako, Carpinteria, CA, USA). Cette technique utilise un kit
commercialisé par Dako et est réalisée sur 'automate Autosteiner Plus Link® Dako. Ce
systeme permet une amplification du signal de 2 a 3 fois par rapport a une technique
streptavidine-biotine standard et permet d’éviter un signal non spécifique généré par les
biotines endogénes.

Schématiquement I'antigéne est détecté par un anticorps primaire de lapin. Celui-ci se lie
a un anticorps secondaire anti-lapin. Ce dernier se fixe & un polymeéere composé d'un
dextrane lié a des anticorps de chévre se fixant aux immunoglobulines de lapin et a de
multiples molécules de péroxydase. Le montage est ensuite révélé par un systeme
chromogene-substrat avec l'ajout de péroxyde d’hydrogene et de diaminobenzidine
(DAB).

Fixation, inclusion et coupe :

Fixer les tissus dans du formaline 10% et les inclure dans du paraffine. les cellules sont
fixées avec un gel histologique (thermoscientifque)

Couper les tissus et les cellules fixées en coupes épaisses de 3uM

Monter les tissus a I'eau sur des lames Polysine™ (LABONORD S.A., Templemars, FR),
séchées pendant 5 min sur une platine chauffante a 58<C puis placées a I'étuve a 56T

pendant 1 a 2 heures

Prétraitement :
Le déparaffinage et le démasquage des sites antigéniques sont réalisés dans le méme
temps dans un bain-marie PTLink™ DAKO en tampon citrate pH 6,0 pendant 20 min.
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> Dilution des anticorps :
Dilués les anticorps primaires dans le diluant EnVision™ FLEX Antibody Diluent (DM
830) soit un tampon Tris, pH 7,2, NaN3 15mmol/L.

» Technique Flex+ lapin sur automate Autosteiner Plus Link® Dako :
Rincer les lames avec une solution saline de tampon Tris contenant du Tween 20, pH 7,6
(x0,1) pendant 5 min
Bloquer des péroxydes endogenes avec le réactif EnVision™ FLEX Peroxidase-
BlockingReagent (SM 801) soit un tampon phosphate contenant du peroxyde
d’hydrogene, NaN3 15mmol/L et un détergent pendant 5 min
Laver 2 fois, 5min
Incuber avec I'anticorps primaire pendant 1h
Laver 2 fois, 5min
Ajouter l'anticorps secondaire avec EnVision™ FLEX+ Rabbit (LINKER) (SM 805) soit
une solution tampon contenant une protéine stabilisante et un agent antimicrobien
pendant 15 min
Laver 2 fois, 5min
Déposer un polymére marqué avec EnVision™ FLEX/HRP (SM802) soit un dextrane
couplé a des molécules de péroxydase et a des molécules secondaires de l'espéece
concerné dans une solution tamponnée contenant une protéine stabilisante et un agent
conservateur pendant 20 min
Laver 2 fois, 5min
Révéler le systéme par un chromogene-substrat avec EnVision™ FLEX Substrate Buffer
(SM 803) soit une solution tamponnée diluant une solution contenant du peroxyde
d’hydrogene et le chromogéne diaminobenzidine (DAB) et un agent conservateur
pendant 10 min
Laver 2 fois, 5min
Réaliser la contre-coloration avec EnVision™ FLEX Hematoxylin (SM 806) soit une
solution aqueuse d’hématoxyline pendant 5 min

Les derniers ringages sont réalisés avec le tampon Tris et I'eau distillée
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» Montage des lames :
Déshydrater les lames dans des bains successifs d’éthanol absolu, d’éthanol 96° et
toluene, pendant 5 min chacun
Réaliser le montage a 'Eukitt® (LABONORD S.A., Templemars, FR)

> Analyse :
L’interprétation des lames se fait en réalisant un score en multipliant l'intensité du
marquage, allant de 0 pour un marquage nul a 3 pour un marquage intense, par le
pourcentage de cellules marquées, au sein des cellules tumorales d’'une part et des

cellules saines d’autre part. Le score varie donc de 0 a 300.

Anticorps anti - Source Dilution Fournisseurs
CARM1 Lapin 1/50 Millipore
PRMT1 Lapin 1/50 Cell Signalling
Anticorps primaires Cytokératine 7 Souris 1/50 Abcam
Cytokératine 8 Souris 1/50 Abcam
RcNeuromédine B Lapin 1/50 Acris
Ki-67 Souris 1/200 Dako

Tableau 1 : Anticorps primaires utilisés en immunocytochimie
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Fiche 9
DUOLINK

Principe: Cette technique permet de détecter, visualiser et quantifier des protéines
individuelles, des modifications post-traductionnelles ou des interactions protéiques dans
des échantillons cellulaires et tissulaires. Les réactifs Duolink sont basés sur le PLA®
(Proximity LigationAssay). Lorsque les sondes PLA sont a proximité (28A), les brins
d'ADN peuvent interagir et se lier grace a un ajout ultérieur d'oligonucléotides et d’'une
ligase. lls sont ensuite amplifiés plusieurs centaines de fois a I'aide d'une polymérase et
'ajout de sondes oligonucléotidiques complémentaires fluorescentes mettent en
evidence le produit final. Le signal de chaque paire de sondes PLA détectées est

visualisé comme un spot fluorescent individuel.

Protocole :

Ensemencer sur des lamelles en verre, 3.10° cellules traitées avec une solution de poly-
L-lysine de 15 pg/mL

Rincer 2 fois 5 min avec du PBS

Fixer les cellules 10 min avec une solution de para-formaldéhyde & 4%

Rincer 2 fois 5 min avec du PBS®

Perméabilisation membranaire : 2 fois 10 min avec une solution de Triton 0,1% (Triton X-
100®/PBS)

Rincer 3 fois 5 min avec du PBS

Incuber 1h a température ambiante avec une solution de BSA ¥ a 1%

Déposer environ 100ul d’anticorps primaire (diluer I'anticorps dans une solution de

PBS 1X-BSA 10%) si il y a deux anticorps sinon 200ul et laisser incuber de 24 a 72h
selon anticorps dans une chambre humide a 4C

Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min a température ambiante sous
agitation douce

Déposer environ 80ul de chaque PLA probes® (diluer les anticorps au 1/5° dans une
solution PBS 1X-BSA 10%) NB : les deux PLA probes utilisés doivent avoir une
dénomination différente — une « espece » minus et une « espece » plus et incuber

pendant 1h dans une chambre humide a 37C
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Laver dans un bain de TBST®, 2 fois pendant 5min & température ambiante sous
agitation douce

Déposer environ 80ul de la solution de ligation (Diluer la solution stock de ligation au 1/5°
dans de I'eau MilliQ puis diluer dans cette solution la ligase au 1/409 et laisser incuber
30min dans une chambre humide a 37C

Laver dans un bain de TBST, 2 fois pendant 2min a température ambiante sous agitation
douce

NB _: ce réactif est sensible a la lumiere donc a partir de cette étape procéder a
'obscurité. Déposer environ 80ul de la solution de ligation (Diluer la solution stock
d’amplification au 1/5°dans de I'eau MilliQ puis diluer dans cette solution la polymérase
au 1/809 et laisser incuber 100min dans une chambr e humide a 37<C.

Laver dans un bain de tampon de lavage B”, 2 fois pendant 10min & température
ambiante sous agitation douce

Déposer environ 200ul de DAP|® (dilution 1/200°dans du PBS 1X soit une concentra tion
finale de 5ug/ml) et laisser incuber de 30s & 1min a température ambiante

Laver dans un bain deau distillé, 3 fois pendant 5min a température ambiante sous
agitation douce

Monter les lames au montage fluo® (Fluoromount, Sigma) (verser sur le milieu de la
coupe une goutte, poser une lamelle et laisser sécher a 4C

Conserver bien les lames a I'obscurité dans du papier aluminium a 4C

L'observation se fait au microscope a fluorescence ou au confocale™”

Pour le comptage, utiliser le logiciel

Dparaformaldéhyde (PAF) & 4%— 20g de paraformaldéhyde dans 450 ml d’eau
distillée. Ajouter 50 ml de PBS 10X

@PBS 10X — 12,1g de Na2HPO4, 2g de KH2PO4, 80g de NaCl, 2g de KCIQsp 1 litre
d’eau distillée et ajuster a pH=7,4. Pour du PBS 1X mélanger 100ml de PBS 10X dans
900ml d’eau distillée

®Triton 0,1%— Ajouter avec un céne coupé a I'extrémité 1ml de Triton dans 1l de PBS
1X

“BSA 10%— 10g de BSA dans 100ml de PBS 1X

®)PLA probes : Mouse, Rabbit, Goat MINUS ou PLUS, Kit DuolinkDetectionreagent
Orange (OlinkBioscience, Suéde)
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©splution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) : diluer 100ml de la solution TBS
10X + gsp H20 MQ 1 litre + 1ml de Tween 20 a 0,1%.TBS 10X (pour 1 litre) — Tris 200
mM, NaCl 1,5 M, pH 7,4,gsp H20 MQ 1 litre (& ajuster avec HCI ;conserver a 4C
(Tampon de lavage B : Dans 500 ml d’eau MilliQ dissoudre 5,84g de NaCl ; 4,24g de
Tris base et 26g de Tris HCI. Ajuster le pH a 7,5 par ajout d’HCI et compléter a 1 litre
avec de I'eau MilliQ. Filtrer la solution avec un filtre de 0,22um et stocker a 4C

®DAPI— Diamidino-4’,6 phénylindol-2 dichlorhydrate

®)jquide de montage, Aqua-polymont : Polysciences, France

9Microscope : microscope a fluorescence : BX51WI ; Olympus, Rungis, France ou

microscope confocal ; LeicaTCS SP2-AOBS ; Leicamicrosystems, Wetzlar, Allemagne

Anticorps anti - Source Dilution Fournisseurs
CARM1 Lapin 1/100 Millipore
Anticorps primaires PRMT1 Lapin 1/100 Cell Signalling
CARM1-PSER228 Lapin 1/100 Millipore

Tableau 2 : Anticorps primaires utilisés en Duolink
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Fiche 10
EXTRACTION DES PROTEINES POUR L'ETUDE PAR WESTERN BLOT

L’extraction se fait en maintenant les échantillons a 4C (dans la glace).

Entretien des cellules dans des boites de PétriY) (g 100mm)

Lorsque les cellules sont & « confluence » rincer 3 fois les boites avec 5 mL de PBS®
froid

Aspirer soigneusement le dernier ringage pour bien assécher les flasques (possibilité de
congeler les boites a -80T jusqu’au jour de I'extr action)

Introduire 500 uL de tampon RIPA® par boite et maintenir sur de la glace pendant 10
min

Gratter les cellules au policeman et transférer dans des microtubes

Effectuer 3 cycles de congélation et décongélation (Azote liquide-bain marie a 37<C)
Centrifuger 30 min a 20 000 tours par min a 4C

Récupérer le surnageant et doser les protéines par la méthode de I'acide bicinchoninique
(BCA) (Fiche 13)

Wpjastiques stériles & usage unique : Falcon, Dutscher, Brumath, France

@ PBS sans Ca2+ ni Mg2+ : Gibcolnvitrogen, Cergy-Pontoise, France

®) Tampon de lyse RIPA : NaCl 140 mM, sodium deoxycholate 0,5% (w/v), Nonidet P-40
1% (v/v), 0,1% (w/v) SDS, cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied Science,

Meylan, France)
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Fiche 11

FRACTIONNEMENT DES PROTEINES CYTOSOLIQUES ET NUCLEAIRES

L’extraction se fait en maintenant les échantillons a 4<C.

Préparer les tampons de lyse et RIPA juste au moment de I'utilisation :

Tampon de lyse Tampon RIPA
10mM Tris_HCI (pH 7.5) 10mM Tris_HCI (pH 7.4)
100mM NacCl 150mM NaCl
2.5 mM MgCI2 1mM EDTA
40pg/ml digitonine 1mM DTT
Inhibiteurs des protéases 0.1% SDS
Inhibiteurs des phosphatases 1% NP-40
EAU (10ml) Inhibiteurs des protéases
Inhibiteurs des protéases
EAU (10ml)

Décoller les cellules des boites de culture (boites 100mm) dans 2-3ml de milieu complet
de culture. Transférer dans des tubes de 15 ml et centrifuger 5 minutes a 800g

Laver les cellules deux fois avec 10ml PBS 1x puis éliminer complétement le PBS

Pour la préparation de la fraction cytosolique, 8.106 cellules sont lysées dans 600ul de
tampon de lyse froid

Le lysat est incubé 15 min dans la glace

Ajouter 15ul de NP-40 a 10% et Centrifuger 8 minutes a 2000g a 4C

Le surnageant correspond a la fraction cytosolique

Le culot est lavé deux fois avec du tampon de lyse

Ajouter 100 pl du tampon RIPA

Incuber les tubes 30 minutes a 4C en remuant de t emps en temps

Le lysat nucléaire est purifié par centrifugation 10minutes a 21000g a 4C

Le surnageant est collecté (extrait nucléaire)
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Fiche 12

DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE L’ACIDE BICINCHONINIQUE
(BCA)

Préparer une gamme étalon (0, 50, 100, 200, 400, 800, 1200, 1600 et 2000 pg/mL, en
triple) & partir d’'une solution stock de BSA® (bovine serum albumin) diluée dans le
méme tampon que les échantillons a doser

Préparer le réactif de travail en mélangeant 50 volumes de réactif A (BCA) @ avec 1
volume de réactif B (CuS04)®

Distribuer 25 uL de chaque dilution de BSA ou d’échantillon a doser sur une plaque de
96 puits

Deux blancs sont réalisés avec 25 uL de diluant seul

Ajouter 200 uL de réactif de travail et agiter la plaque

Couvrir la plague et la placer 30 min a 37C

Laisser refroidir la plague a température ambiante

Mesurer I'absorbance sur un spectrophotomeétre lecteur de plaques® & 570 nm

La droite de régression étalon est tracée et la concentration protéique des échantillons
déduite

La concentration en protéines est déterminée a partir de courbe étalon

Smith et al. (1985) Anal.Biochem., 150 : 76-85

WAmpoule contenant de la BSA & 2,0 mg/mL dans une solution de NaCl & 0,9% (p/v) et
NaN3 a 0,05% (p/v)

(@Réactif A : solution aqueuse contenant BCA-Na2 1% (p/v), Na2CO3 2% (p/v), tartrate-
Na2 0,16%, NaOH 0,4%

(p/v) et NaHCO3 0,95% (p/v) (pH 11,25)

®Réactif B : solution de CuSO4.5H20 & 4% (p/v) dans de I'eau déionisée

@pijerce, Rockford, IL, USA kit BCA ProteinAssay® Reagent(Pi erce, Rockford, IL, USA)
Lecteur de plaques Victor3 WallacMultilabel, Perkin Elmer
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Fiche 13

ELECTROPHORESE ANALYTIQUE DES PROTEINES SUR GEL DENATURANT DE
POLYACRYLAMIDE (SDS-PAGE)

Visser les plaques de verre séparées par des espaceurs sur leur support et fixer
'ensemble sur le socle de coulage

Couler le gel de séparation® selon le (tableau 2) entre les plaques de verre, recouvrir sa
surface avec de I'isopropanol

Laisser polymériser pendant 20 min a température ambiante

Aspirer I'isopropanol et rincer abondamment la surface du gel avec de I'eau distillée
Eliminer toutes traces d’eau et couler le gel de concentration (tableau 2)

Positionner le peigne en Téflon en évitant de piéger des bulles au niveau des dents et
laisser polymériser & nouveau 20 min. La hauteur du gel de concentration est de 1 cm a
partir du bas des puits de dép6t

Retirer le peigne et rincer soigneusement chaque puits avec une pissette d’eau distillée
afin de supprimer I'acrylamide non polymérisé

Eliminer I'eau restant dans les puits

Former le réservoir de tampon cathodique en assemblant les 2 supports de gel sur le
systeme central d’électrodes en forme de U

Remplir ce réservoir central avec du tampon de migration® et contrdler I'étanchéité
Ajouter 1 volume de tampon de dépot® pour 1 volume d'échantillon

Chauffer les échantillons a 100C pendant 5 min, d ans un bloc chauffant

Charger les puits du gel avec les échantillons et les standards dénaturés®

Brancher la cuve d'électrophorése sur un générateur de courant continu. La migration
débute a 50 V constant (~10 mA) le temps que les protéines pénétrent dans le gel de

concentration puis 120 V (25 mA) jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du

gel
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Appareil d’électrophorése Mini-PROTEAN® |l (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-
Coquette, France)

WGel de séparation : 12% (p/v) acrylamide : bisacrylamide (29:1) (Bio-Rad Laboratories),
tampon Tris-HCI 0,125M (pH 6,8) polymérisé avec persulfate d’ammonium 0,05% (p/v) et
TEMED 0,05% (v/v) ; Euromedex (France) et SDS 0,1% (Bio-Rad Laboratories)

@ Tampon de migration : Tris 25 mM contenant glycine 192 mM et SDS 0,1% (p/v)
pH~8,3 (ne pas ajuster avec

HCI)

®Tampon Laemmli 2X ; Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

@ Marqueurs de poids moléculaires : LowMolecularWeight; LMW - Amersham
Pharmacia, UK
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Gel de migration SmL [10mL |15mL |20 mL |25 mL | 30 mL | 40 mL | 50 mL
H.O MQ 2.7 5.3 3 10.6 13.3 15.9 21.1 26.5
Acrylamide 5
N 2 3 £ 5
Mix 29:1 1 4 6 8 10
Tris 1,5M - -
LT, ! . 2, 3. 5 3 2.5
6 % pH 8,8 1.3 5 8 6 5 10 1
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.004 0.008 0,012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04
H,0 MQ 2.3 4.6 7 9.3 11.6 13.9 18.6 23,2
Acrvlamide - - - )
Mix 29-1 1.3 2, 4 5.3 6.7 8 10.7 134
Tris 1,5M - -
$ % 'p'I; 53 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
APS 10%0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.003 0.006 0,009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03
H.0 MQ 2 4 5.9 7.9 9.9 11.9 15.8 20
Acrvlamide - -
Mix 20-1 1.7 3.3 5 6.7 3.3 10 13.3 16.6
Tris 1,5M - -
10 % 'p'I; o 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.004 0,006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
H-0 MQ 1.7 3.3 5 6.6 3.3 9.9 13.2 16.4
Acrylamide 5 ) 5 5
Mix 29-1 2 4 6 8 10 12 14 20
Tris 1,5M - -
12 % :}'I; o3 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
APS 10%0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.004 0,006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
H,0 MQ 1.2 2.3 3.5 4.6 5.7 6.9 9.2 11.4
Acrylamide - - - 5z 5 -
Mix 29:1 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20 25
Tris 1,5M i o
15 % :_;:1; o8 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
SDS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
APS 10% 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.004 0,006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
Gel de concentration | 1mL | 2mL | 3mL | 4mL | SmL | 6mL | §mL | 10 mL
H,0MQ 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8
Acrylamide - - -
Mix 29:1 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1 1.3 1.7
Tris 0,5M -
pH 6,8 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0,75 1 1.25
SDS 10% 0.01 0.02 0.03 0,04 0,05 0.06 0.08 0.1
APS 10% 0.01 0.02 0.03 0,04 0,05 0.06 0.08 0.1
TEMED 0.001 0.002 0,003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01

Tableau 3 : Solution pour préparation des gels de concentration et de séparation pour

SDS-PAGE Tris/Glycine.
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Fiche 14

TRANSFERT DES PROTEINES SUR LA MEMBRANE DE PVDF
(ELECTRO-TRANSFERT LIQUIDE) @

Tremper le gel d’électrophorése pendant 15 min dans le tampon de transfert & 4C @
Couper la membrane de PVDF @, les papiers filtres®” & la dimension du gel (~5x8 cm) et
les immerger dans du tampon de transfert & 4C pend ant 15 min

Superposer les différents éléments du sandwich sur la partie transparente de la cassette
du systéme de transfert dans 'ordre suivant :

éponge

un papier filtre

la membrane de PVDF

le gel de polyacrylamide

un papier filtre

éponge

Expulser les bulles d’'air en faisant rouler une pipette plastique, cassée en deux, sur le
sandwich

Placer la cassette dans son socle en mettant bien la partie noire de la cassette contre la
partie noire du socle et refermer I'appareil

Placer le montage dans la cuve remplie de tampon de transfert

Brancher l'appareil sur un générateur de courant continu et transférer a ampérage
constant

250 mA pendant 1h

Démonter le sandwich et récupérer la membrane PVDF

Colorer la membrane avec une solution de rouge Ponceau S®pendant 5 min, décolorer
partiellement a I'eau distillée puis repérer les standards de poids moléculaires au crayon
de papier

Poursuivre le rincage jusqu’a décoloration complete de la membrane

Vérification du transfert (non obligatoire)
Colorer la membrane avec une solution de Rouge Ponceau S® pendant 5mn puis
décoloration a I'eau distillée
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NB : A ce stade on peut laisser sécher la membrane et la conserver au frigo pour une
révélation ultérieure. Avant de réutiliser une membrane séche, la repasser dans un bain

de méthanol.

@) Appareil de transfert électrophorétique Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories)

@ Tampon de transfert : Tris 48 mM, glycine 39 mM, SDS 0,0375% (p/v) pH~9,2 (ne pas
ajuster avec HCI)

® Membrane polyvinylidenedifluoride membrane, (PVDF), porosité 0,2 pym (Bio-Rad
Laboratories, Marnes-la-Coquette, France)

@ papier buvard d'épaisseur 1 mm (blottingpaper, Sigma-Aldrich (St Louis, USA))

®) Solution filtrée de rouge Ponceau S a 0,5% (p/v) contenant acide acétique & 1% (V/v) :
Sigma Aldrich (St Louis,USA)

©)splution aqueuse de Rouge Ponceau S a 0.2% (p/v), acide acétique 0.1% (v /v), filtrée
0.2um, 4C)
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Fichel5
IMMUNOBLOT

Blocage

Mettre les membranes dans une solution de TBSTW/lait écrémé 5% sous agitation
pendant 1 heure a température ambiante afin de bloquer les sites aspécifiques.

N.B : suivant les anticorps, la solution de blocage peut étre faite soit avec de la BSA soit

avec du lait écrémé (idem pour la dilution des anticorps)

Anticorps primaire @

Découper une pochette plastique Iégerement supérieure a la surface de la membrane
Préparer la solution avec le premier anticorps dilué a la concentration souhaitée dans
TBST/lait 5% (4 a 5ml au total)

Placer la membrane dans la pochette plastiqgue, mettre la solution d’anticorps, souder la

pochette et incuber pendant 1 nuit a 4C sous agita tion lente

Lavage
Sortir la membrane de sa pochette plastique
Rincer la membrane avec du TBST 4X10mn sous agitation rapide a température

ambiante

Anticorps secondaire @
Procéder de la méme fagon qu’avec le ler anticorps

Incuber 1 heure sous agitation lente a température ambiante

Lavage
Idem lavage ci-dessus

Révélation ECL
Préparer la solution ECL™® (pour une membrane prévoir 1ml au total)

Sur un film Saran™ déposer 'ECL™
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Sortir la membrane du tampon de lavage, la secouer pour éliminer I'excés de tampon, la
poser sur 'ECL™, protéines vers le bas en évitant la formation de bulles

Incuber 1mn

Bien sécher la membrane entre deux papiers absorbants et la mettre dans une cassette
entre deux films Saran™, protéines vers le haut

Révéler & I'aide de la machine Fusion FX7®

Réajuster le temps d’exposition si nécessaire

(1) Solution de TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) : diluer 100ml de la solution TBS
10X + gsp H20 MQ 1 litre + 1ml de Tween 20 & 0,1%.TBS 10X (pour 1 litre) — Tris 200
mM, NaCl 1,5 M,pH 7,4,gsp H20 MQ 1 litre (a ajuster avec HCI ;conserver a 4C)

(2) Voir fiche « liste des anticorps primaires utilisés en western blot »

(3) Voir fiche « liste des anticorps secondaires utilisés en western blot »

(4) Amersham Pharmacia Biotech

(5) Fusion Fx7, Fisher, S/N 10-201068.

138 |



LISTE DES ANTICORPS PRIMAIRES ET SECONDAIRES UTILISES EN WESTERN

BLOT:

Anticorps primaires Espéces Fournisseurs Dilution
CARM1 Lapin Millipore 1/1000
PRMT1 Lapin CellSignalling 1/700

SOX2 Souris Chemicon 1/200
NANOG Lapin Chemicon 1/3000
CARM1-PSER228 Lapin Millipore 1/500
CYTOKERATINES Souris Abcam 1/1000

NEUROMEDINE B Rc Lapin Acris 1/1000
MAP2K3 Lapin Gene Tex 1/1000
GAPDH Poule Millipore 1/1000

Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés en western blot

ANTICORPS ESPECES HOTES | ESPECES RECONNUE FOURNISSEUR
SECONDAIRES
Anticorps HRP ane Ane souris Santa cruz
anti IlgG de souris
Anticorps HRP ane Ane lapin Santa cruz
anti IgG de lapin
Anticorps HRP ane Ane poule Santa cruz

anti lgG de poule

Tableau 5 : Anticorps secondaires utilisés en western blot

» DESHYBRIDATION DE MEMBRANE WESTERN BLOTTING (STRIPPING)
Principe: Les membranes ayant déja été incubées avec des anticorps primaire et
secondaire peuvent étre ré-incubées avec un autre anticorps apres avoir été

déshybridées

Chauffer le tampon a 50C

Sous hotte, remplir un bac en verre de tampon de déshybridation® chaud

Immerger les membranes pendant 30 mn a 50T en agi tant de temps en temps

Rincer rapidement les membranes a I'eau distillée

Rincer ensuite avec du TBST® 2x10 mn sous agitation
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Reprendre le protocole de western a partir du tampon bloquant

@ Tampon de déshybridation: Pour 1 litre
100 mM 2-mercaptoethanol 7 ml

2 % SDS 20g

62,5mM Tris HCL pH 6,7 7,579

@ TBST 10x : Pour 1 litre

Tris 200 mM 24,29

NaCl 1,5 M 87,5¢g

pH 7,4 a ajuster avec HCI

gsp H20 MilliQ

Conserver a 4C
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Fiche 16

CO-IMMUNOPRECIPITATION (kit Pierce Co-immunoprecipitation)

NB : 10%cellules nécessaires minimum.

Immobilisation de I'anticorps

NB : le protocole est fait pour coupler de 10 a 75ug d’anticorps affinity-purified dans une

solution d’amines libre et de protéines couplées. Echelonner ce protocole a vos besoins

(cf Tableau 6).

Table 6. quantité d’anticorps, coupling resin, tampon de lavage et tampon d”élution

Quantité d"anticorps Coupling resin volume | Volume du tampon de Volume du tampon d"élution
(Hg) (ul) (volume de 50% lavage (ul) ()
slurry)
250-1,000 100 (200) 400 100-150
75-250 50 (100) 300 75-100
10-75 25 (50) 200 50-75
<10 10 (20) 200 50

Equilibrer ’AminoLinkCouplingResin et les réactifs a température ambiante
Préparer 2mL de Coupling buffer 1X pour chaque réaction de Co-IP (100uL Coupling
Buffer 20X et 1900uL eau ultra pure)
Agiter doucement la bouteille d’AminoLink Plus CouplingResin pour obtenir une
suspension homogeéne. Utiliser un cone coupé et ajouter 50uL de « resineslurry » dans la
colonne. Placer la colonne dans un microtube a centrifuger et centrifuger a 1000g
pendant 1min. Jeter le surnageant.
Lavage : -200uL de Coupling buffer 1X
-.centrifuger a 1000 g pendant 1min } X2

-jeter le surnageant
Taper doucement le fond de la colonne sur du papier absorbant pour éliminer I'excés de
liquide. Insérer le bouchon inferieur
Préparer 10-75ug d’anticorps. Ajuster le volume a 200uL avec de I'eau ultra pure et du
coupling buffer 20x dilué au final 1x. (10uL de coupling buffer 20x + V Ac + H20 UP gsp

200uL). Déposer la solution directement sur la colonne.
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SOUS LA HOTTE ajouter 3uL de sodium cyanoborahydre / 200uL de volume de
réaction
Fermer le tube avec le bouchon a vis. Incuber avec agitation a température ambiante
pendant 90 a 120 min! Veuillez a ce que la résine reste bien en suspension pendant
l'incubation !!!
Enlever et conserver le bouchon inferieur. Desserrer le bouchon a vis. Placer la colonne
dans un tube collecteur et centrifuger. Conserver le surnageant pour veérifier le couplage
de I'Ac
Ajouter 200uL de Tp de couplage 1x

- Centrifuger } X2

- Jeter le surnageant
Ajouter 200uL de quenching buffer sur la colonne
Centrifuger et jeter le surnageant
Taper doucement le fond de la colonne sur du papier absorbant
Mettre le bouchon inferieur et ajouter 200uL de quenching buffer sur la résine
SOUS LA HOTTE ajouter 3uL de sodium cyanoborahydre. Fermer avec le bouchon a vis
et laisser incuber 15 min sous agitation douce ou en remuant de temps en temps.
Enlever le bouchon inferieur, et desserrer le bouchon a vis. Placer la colonne sur un tube
collecteur et centrifuger
Jeter le surnageant
Enlever le bouchon a vis. Laver la résine :
Ajouter 200uL de coupling buffer
Centrifuger aprés chaque lavage } X2
Laver la résine avec 150uL de solution de lavage
Centrifuger aprés chaque lavage } X6
Soit faire la lyse des cellules pour 'immunoprécipitation

Soit faire les étapes suivantes pour la conservation des colonnes

Laver avec 200uL de coupling buffer 1X
Centrifuger aprés chaque lavage } X2

Taper doucement le bas de la colonne sur du papier absorbant et placer le bouchon
inferieur

Ajouter 200uL de coupling buffer 1x. Fermer le bouchon a vis.
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Stocker a 4C

* Pour du stockage a long terme ajouter du sodium azide de concentration final 0,02%

Lyse des cellules adhérentes.

Retirer le milieu de culture

Laver les cellules avec du dublecco’s PBS modifié 1x

Ajouter le tampon de lyse et lavage (cf tableau 2) sur les cellules

Incuber 5 min sur glace en mixant de temps en temps

Tableau 7. Volume de tampon IP Lysis/Wash a utiliser selon la boite de culture cellulaire
Taille/surface de la boite Volume de tampon IP Lysis/wash
100x100 mm 500-1,000 pL

100x60 mm 250-500 pL

6-well plate 200-400 pl per well

24 — well plate 100-200 pl per well

Transférer le lysat dans un microtube
Centrifuger 10min a 13 000g
Transférer le surnageant dans un nouveau tube pour déterminer la concentration en

protéine faire des analyses complémentaires

Co Immunoprécipitation

TOUTE LA MANIPULATION SE FAIT A 4T (sauf indicatio n contraire)

NOTE : * Les temps d'incubations dépendent des protéines de l'anticorps utilisé et de
I'affinité de I'anticorps

* Les lysats peuvent étres pré nettoyés avec une résine de contréle pour diminuer les
liaisons non spécifiques.

* Le protocole utilise du tampon IP lyse/wash pour coupler et nettoyer I'immuno-
complexe.

Le Dulbecco PBS 20x modifié qui est fourni dans le kit comme un tampon binding/wash
alternatif. Utiliser se tampon pour des complexe qui pourraient étre altérés par des
détergents.

* Pour chaque Co-IP préparer 2mL de Dulbelcco PBS modifié 1x dilué dans de I'eau ultra

pure.
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Mélanger les protéines cibles et « proies » (si elles sont séparées) et préparer un
controle

Diluer les protéines et le contrdle dans du tampon Iplysis/wash ou un autre tampon qui
convienne. Le volume final recommandé est de 100-500uL par colonne

Laver la résine en ajoutant 200uL de tampon IP lysis /wash directement sur la colonne
contenant I'anticorps couplé a la résine

Centrifuger et jeter le surnageant

Taper doucement le bas de la colonne sur du papier absorbant pour éliminer I'exces de
liquide. Insérer le bouchon inférieur

Ajouter I'échantillon avec les protéines et les contrbles sur les résines correspondantes.
Mettre le bouchon (classique) et incuber sous agitation douce 1-2h ou la nuit a 4C
Note : il est nécessaire d’optimiser le temps de couplage pour chaque application. Pour
un grand volume

Enlever le bouchon inférieur, desserrer le bouchon a vis et placer la colonne sur un tube
collecteur. Centrifuger la colonne. Garder le surnageant pour des analyses postérieures.
Enlever le bouchon a vis, placer la colonne dans un nouveau tube

Ajouter 200uL d’IP Lysis/ Wash buffer et centrifuger }X3

Note : Evaluer le nombre de lavage (A280, SDS PAGE, kit BCA) pour chaque Co-IP. |
ne doit plus y avoir de protéine dans le dernier lavage. Faire autant de lavage que
nécessaire.

Lavage optionnel : Pour améliorer I'élution, effectuer un lavage supplémentaire avec
100uL de conditioning buffer 1X. Ce tampon contient peu de sels et du tampon minimum
; donc tester le « flow-through » pour confirmer que le complexe protéine cible et proie

est intacte.

Elution de la Co-IP

Note : Si la protéine et/ou I'anticorps est sensible a un pH bas, utiliser un systeme pour
neutraliser le pH. Pour des dosages enzymatiques ou fonctionnels par la suite, ajouter
5uL de TrislM pH 9,5, dans le tube de collecteur, pour neutraliser le pH du tampon
d'élution pendant la centrifugation

Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur. Ajouter 10uL de tampon d’élution et

centrifuger
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Laisser la colonne dans le tube et ajouter 50uL de tampon d’élution. Incuber 5 min a
température ambiante. La colonne ne doit pas étre fermée ou agitée

Note : Pour concentrer plus I'éluat, utiliser moins de tampon d’élution, cependant le
rendement global peut étre réduit.

Centrifuger le tube et collecter I'éluat. Doser les protéines. Refaire des élution (étapes
D1-D3) si nécessaire. Doser chaque éluat séparément pour étre sir que la protéine est
complétement éluée

Pour préserver l'activité de l'anticorps couplé a la résine, procéder a l'étape E :

régénération et stockage de la résine.

Re-géneration et stockage de la résine

Ajouter 100uL de coupling buffer 1X sur la colonne

Centrifuger X2

Jeter le surnageant

Replacer le bouchon inférieur sur la colonne. Ajouter 200uL de coupling buffer 1X sur la
colonne. Replacer le bouchon a vis. Emballer le bas de la colonne avec du film
cellophane pour éviter que la colonne seche.

Pour un stockage supérieur a 2 semaines ajouter de sodium azide a une concentration
finale de 0,02%.

Préparation de I'échantillon pour I'analyse sur gel SDS-PAGE

Equilibrer le « lane marker sample buffer 5X » a température ambiante. Agiter
doucement le sample buffer par 5-10 retournements. Pour un gel en condition réductrice,
ajouter du DTT 1M (diothiothréitol) au sample buffer 5X pour obtenir une concentration
finale de 100mM.

Ajouter du sample buffer 5X a I'echantillon pour obtenir une concentration final 1X (par
exemple 5uL de sample buffer pour 20uL d’échantillon)

Chauffer I'échantillon a 95-100C pendant environ 5min. Laisser refroidir I'échantillon a

température ambiante avant de déposer dans le gel
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Fiche 17

EXTRACTION DES ARN AVEC le Kit RNeasy ™’ AVEC TRAITEMENT A LA Dnase

Principe : Ce kit est utilisé pour extraire les ARN servant a la RT-PCR semi-quantitative.
Avec la procédureRNease toutes les molécules d’ARN d'une taille supérieure a 200
nucléotides sont isolées. Par conséquentles ARNr 5,8S ; 5S, et les ARNt, sont exclus
(15-20% des ARN totaux). Toutes les étapes du protocoleRNeasy devront étre
accomplies a température ambiante. Pendant la procédure, il faut travaillerrapidement.
Toutes les étapes de centrifugation sont menées a 20-25C. Ne pas utiliser la
centrifugeuse sielle est en dessous de 20<C.

Protocole :

Lyser les cellules poussant sur des plaques de diamétre <6 cm avec 350 uL RLT/b-
Mercaptoéthanol® directement dans la plague de culture aprés avoir aspiré
complétement le milieu

Récupérer le lysat cellulaire dans un tube de 1,5 mL

Passer le lysat au moins 5 fois au travers d’'une aiguille de 0,9 mm de diameétre adaptée
a une seringueRNase-free

Ici, les échantillons peuvent étre placés a —80T et étre utilisés apres plusieurs mois.
Pour traiter leslysats congelés, décongeler les échantillons pendant 15-20 min a 37C
dans un bain-marie pour diluerles sels. Si du matériel insoluble est visible, centrifuger
pendant 5 min a 3000-5000 g. Transférer le surnageant dans un nouveau tube

Ajouter 1 volume d’éthanol 70% (RNase-free) et bien mélanger en pipetant. Ne pas
centrifuger

Déposer jusqu’'a 700 ul de I'échantillon sur une mini-colonne RNeasy placée dans un
tube collecteurde 2 mL. Centrifuger pendant 15 s a 28000 g. Jeter 'éluat. Si le volume
excede 700 ul, chargé lesaliquots successivement sur la colonne RNeasy et centrifuger
comme ci-dessus. Jeter I'éluat apréschaque étape de centrifugation.

Pour le traitement a la DNase, déposer 350 uL de tampon RW1 sur la mini-colonne, et
centrifugerpendant 15s a 28000 g pour laver. Jeter I'éluat

Préparer le volume nécessaire de DNase | a savoir 10 yL de solution stock DNase |

aliquotée® & 70ul de tampon RDD. Mélanger doucement par inversion du tube
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Déposer 80 ul préparés par membrane, et incuber sur la paillasse pendant 15 min (20-
30C)

Laver avec 350 uL de tampon RW1, et centrifuger pendant 15 s a 28000 g. Jeter I'éluat
Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 2 mL. Laver avec 500 pL de
tamponRPE®™ la colonne et centrifuger & 28000 g. Jeter I'éluat

Ajouter encore 500 uL de tampon RPE a la colonne. Centrifuger pendant 2 min a 28000
g. Jeterl’éluat et recentrifuger 1 min pour sécher la membrane

Transférer la colonne dans un nouveau tube collecteur de 1,5 mL. Déposer 30-50 pL
d’eau RNasefreesur la membrane. Centrifuger a 28000 g pour €éluer

Si le taux d’ARN attendu est >30 g, répéter I'étape d’élution avec un second volume

d’eau. Eluer dans le méme tube collecteur

Rneasy Mini Kit : Qiagen, Courtaboeuf, France

@) préparer le volume & utiliser, & savoir 10 ml de b-Mercaptoéthanol par ml de tampon
RLT.

®DNase set Qiagen. Diluer la DNase | solide (1500 Kunitz unités) dans 550 pl d’eau
fournie. La DNase | est particulierement sensible a la dénaturation physique. Il faut mixer
seulement en inversant doucement les tubes. Ne pas mélanger au vortex. Préparer des
aliquots de 10 pl.

@ Ajouter de I'éthanol au tampon RPE avant utilisation soit 44 ml d’éthanol 70% Rnase-

free dans les 11 ml de tampon RPE
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Fiche 18

QUANTIFICATION DES ADN OU ARN

Diluer 'ADN ou I’ARN dans de I'eau a un 1/100éme dans une cuve en quartz

Lire 'absorbance & 260 et 280 nm avec & un spectrophotométre®

Une concentration d’ARN de 40 ug/mL donne une absorbance d’environ une unité de DO
Pour mesurer la concentration en ADN double brin (ug /uL), il faut multiplier par 50 la
valeur del'absorbance a 260 nm ainsi que par le facteur de dilution

Le ratio A260 / A280 est également calculé pour vérifier la pureté de la solution. Celui-ci
doit étre comprisentre 1,6 et 1,8. Un ratio inférieur signifie une contamination par des

protéines. Un ratio supérieur indiqueune dégradation des ARN.

@) Spectrophotométre, biophotometer, Eppendorf
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Fiche 19
TRANSCRIPTION INVERSE DES ARN (RT-PCR)

Principe_: La RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) est une technique qui associe une
transcription inverse (RT) suivie d'une PCR. Elle permet de synthétiser le brin
complémentaire d'un ARN avec des désoxyribonucléotides en utilisant une ADN
polymérase ARN dépendante (transcriptase inverse).

NB : Utilisation du kit QuantiTectReverve Transcription de Qiagen®

Préparation des échantillons

A partir des dosages faits précédemment, préparer un volume d’ARN équivalent a
1lugpar échantillons et compléter avec de I'eau (RNase free water) jusqu’a 12l

Ajouter dans chaque tube 2ul de tampon gDNAWipeout®

Homogeénéiser a la pipette et centrifuger brievement a la centrifugeuse de paillasse
Incuber 9 minutes a 42<C au thermocycleur

Mettre les tubes rapidement dans la glace

Préparation des réactifs de la RT-PCR

Dans un microtube stérile, mélanger dans l'ordre :

Pour un tube (échantillon) Témoin négatif
Quantiscript RT buffer 4ul 4yl
RT primer Mix 1l 1pl
Quantiscript Reverse transcriptase (enzyme) 1l oul
ARN+gDNAWIpeout 14ul 14pl

Homogeénéiser a la pipette et centrifuger brievement

Placer dans le thermocycleur® préchauffé

Sélectionner le programme RT suivant : 15 minutes a 42<C, 3 minutes a 95T pendant 1
cycle

Conserver les ADNc produit a -20C
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BQuantitect® Reverse Transcription Kit : Qiagen, Courtaboeuf, France
@ThermocyclerGeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer Biosystems, 91945 -

Courtaboeufcedex )
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Fiche 20

PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL AVEC LE kit Quantitect® SYBR® Green PCR
(1)

Description des composants :

1- HotStarTag DNA Polymerase: forme modifiée de 'ADN polymerase recombinante

(94kDa) isolée de Thermusaquaticus clonée chez E.coli. n’a pas d’activité enzymatique a

température ambiante.

2- QuantiTect SYBR Green PCR Buffer: Contient Tris-HCI, KCI, (NH4)2S04, 5 mM

MgCI2, pH 8.7 (20C)

3- dNTP mix* : Contient dATP, dCTP, dGTP, et dTTP/dUTP

4- Fluorescent dyes* : SYBR Green | émet de la fluorescence lorsqu’il se lie a 'ADN

double brin, I'excitation du fluorophores effectuée a 494 nm et I'émission a 521 nm et

ROX émet la méme fluorescence tout au long de la PCR, il sert de niveau de référence

sur lequel tous les signaux fluorescents seront normalisés, il compense les différences

de détection de fluorescence entre les puits dues aux faibles variations de volume

réactionnel ou encore a la position des puits.

5- RNase-free water : Eau ultrapure

Avant de commencer :

La longueur de '’'ADN a amplifier doit étre idéalement comprise entre 100 et 150 pb

Une étape initiale d’incubation de 15 min a 95 e st nécessaire pour activer I’ADN

Polymérase HotStart Taq

6- Toujours commencer la réaction avec une concentration finale de MgCI2 de 2,5

mM comme cela est fourni dans le tampon quantitect SYBR Green PCR Master Mix.

Procédure :
Décongeler les échantillons dans la glace, le master mix, les amorces et I'eau

Préparer un mix selon le tableau suivant :
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Réactifs Pour 1 puit pl PCR -
Eau RNase free 7.8 7.8
Master Mix 10X 10 10
Amorce sens a 10uM 0.6 0.6
Amorce anti sens a 10uM 0.6 0.6
ADNc 1 -+ 1 ul
Volume final 20 20

Dans les puits d’une plaque 96 puits®, mettre 19 uL de mix

Ajouter 1 pL d’ADNc de la dilution souhaitée soit pour la gamme étalon soit pour

I'échantillon & quantifier relativement a la gamme

Coller un film adhésif transparent sur la plaque® en insistant bien sur les contours
Programmer le bloc thermostaté® pour un nombre de cycle compris entre 35 et 45 avec
3 étapes par cycle : la dénaturation a 94C pendant 30 s, I'hybridation a 55-56C (selon
les amorces utilisées) pendant 30 s, I'élongation a 72<C pendant 30 s.

Avant les 35-45 cycles, ajouter une étape de dénaturation initiale a 94 C pendant 15 min
et a la fin une élongation finale a 72<C pendant 7 min suivie d’'une dénaturation a 95C
pendant 5 s. Programmer ensuite la courbe de fusion en 50 cycles en augmentant la
température de 65T a 95 a raison de 0,5T par se conde.

La plaque peut ensuite étre conservée a -20C pour la visualisation des ADN sur gel

d’agarose.
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6- Oligonucléotides utilisés™:

Géne Amorces Taille de I'amplicon (pb)
CARM1 S:5-CCAGTTTTATGGCTACCTGTCC-3 107
AS: 5-TTGAAGTCGGTGTGGTTTTG-3'
PRMT1 S: 5-GTCATCGGGATCGAGTGTTC-3 109
AS: 5-TCCACCTTCCCCTTGATGAT-3’
SOX2 S: 5-ACTTTTGTCGGAGACGGAGA-3’ 121
AS: 5-CATGAGCGTCTTGGTTTTCC-3'
Nanog S: 5-AATGGTGTGACGCAGAAGG-3’ 115
AS: 5-AGGTCTGGTTGCTCCACATT-3'
polll S: 5-CAGACCGGCTATAAGGTGGA-3’ 123
AS: 5-GGTAGACCATGGGAGAATGC-3'
Gapdh S: 5-CCACCCATGGCAAATTCCATG-3 132
AS: 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTC-3'

Tableau 8: Amorces utilisés en PCR quantitative

BQuantitect® SYBR® Green PCR Qiagen (Courtaboeuf, France)

©ABgene® PCR Plates, Thermo-Fast® 96, Semi-Skirted, AB-0990, Thermo Scientific

®jCyclerTM,Biorad

@Les oligonucléotides ont été synthétisés par Eurogentec (Les Ulis, France). Les
amorces pour la PCR guantitative ont été purifiées par HPLC. Les oligonucléotides
utilisés ont été choisis a I'aide du logiciel Primer 3 (Whitehead Institute, Massachusetts

Institute of technology, USA) accessible par I'adresse Internet,

http://www.genome.wi.mit.edu
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Fiche 21
ANALYSE QUALITATIVE DE L’'ADN SUR GEL D’AGAROSE @)

Préparation du gel d’agarose”

Dissoudre I'agarose & raison de 1 & 1,5% (p/v) dans du tampon TBE 1X@ (Tris, Borate,
EDTA) (80-100 mL)

Chauffer le mélange a l'aide d'un four micro-ondes jusqu’a compléte dissolution de
'agarose

Attendre quelques minutes que le mélange refroidisse

Ajouter le bromure d’éthidium (BET) ® a 0,5 pg/mL et homogénéiser

Couler le mélange dans le support de la cuve d'électrophorése®

Ajouter un peigne de 15 ou 20 puits selon le nombre d’échantillons a déposer

Laisser polymériser pendant environ 20 min

Placer le support dans la cuve remplie de tampon TBE 1X

Préparation et dép6t des échantillons d’ADN issus de la réaction de PCR

Décongeler les tubes contenant 'ADN amplifié

Prélever 10 L de chaque échantillon et ajouter 2 pL de tampon de dépot®

Déposer les 12 pL finaux dans les puits du gel ainsi qu’un marqueur de taille®

Refermer la cuve avec son couvercle et relier les électrodes a un générateur de courant

continu puis faire migrer pendant 40 min a 110 V

Magarose standard, Euromedex

@Tampon TBE 10X: Tris 890 mM acide borique 890 mM, EDTA

(Ethylene Diamine Tetra Acetic acid) 20 mM (pH 8, 0), Sigma-Aldrich (St Louis, USA)
®Bromure d'éthidium (BET) : Eurobio

@cuve d'électrophorése, BioRad

®)splution de dépdt 6X : Bleu de bromophénol 0,05% (p/v), saccharose 40% (p/v), EDTA
0,1mM (pH 8, 0), SDS 0, 5% (p/v), Sigma-Aldrich (St Louis, USA)

©Marqueur de taille (DNA ladder) 100 pb, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France
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Fiche22

TRANSFECTION DES CELLULES EN CULTURE PAR DES si RNA ®

Principe : les petits ARN interferants ou SiRNA sont des petits ARN pouvant se lier

spécifiguement a une séquence d’ARN messager et empécher ainsi son expression en

le clivant.

Mettre les lignées cellulaires en culture 24 heures avant la transfection dans le support

de culture adapté et a une densité d’ensemencement précise. Incuber a 37<C et 5% CO ».

Support de culture Densit é d’ensemencement
6 puits 25000 a 40000 cellules/puit
96 puits 5000 a 10000 cellules/puit
P35 mm 50000 a 80000 cellules/puit
P100mm 150000 a 800000 cellules/puit
T25cm® 50000 a 25000 cellules/puit
T75 cm? 1000000 cellules/puit

Tableau 9 : Densité d’ensemencement des cellules sur le support de culture pour la

transfection avec les si RNA

Eliminer le milieu de culture complet

Laver le tapis cellulaire 2 fois avec du PBS1X stérile

Rajouter du milieu RPMI brut sans SVF ni antibiotigues selon le volume requis par
support (tableau 10)
Support de culture P100mm P35mm P6 puits P96 puits
Densité d’ensemencement Par boite ou puit | 900000 450000 150000 100000
Volume RPMI pendant1 h r 5mi 2.5ml 1.5ml 30ul
Mélange 1 siRNA(pmol) 1.8 0.9 0.3 0.012
Optimem ( pl) 249.2 124.1 42.2 24.98
Mélange 2 Lipofectamine 30 15 5 0.5
(w) @
Optimem (ul) © | 220 110 375 24.5
Volume final de mélange pl 500 250 85 50
par boite
Volume de RPMI a mi 10 5 25 30
rajouter apres 4 heures
Utilisation Protéines Prolifération | ARN Plasmide
agar
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Tableau 10: Volumes recommandés du milieu de culture et des mélanges de

transfection pour les si RNA

Incuber une heure ou toute la nuit & 37T, 5% CO2

Pendant ce temps préparer sur la glace les mélanges 1 et 2 (tableau 10) séparément
dans des tubes eppendorfs de 2ml

Mélanger les mélanges 1 et 2 et laisser incuber 15 minutes a température ambiante
Déposer le volume requis de mélanges 1 et 2 sur chaque support de culture (tableau)
Incuber 4 heures minimum dans une étuve 37C, 5% C O2

Rajouter le volume nécessaire du milieu RPMI supplémenté avec 10% SVF

Incuber 5 jours en changeant le milieu chaque deux jours

Si RNA Séquences
SiCARM1-1 5-GAAGGAGAUUUGCACAGGALt-3’
SiCARM1-2 5-AGACAGAGCUACGACAUCA(t-3
SIiPRMT1-1 5-GCCUGCAAGUGAAGCGGAALt-3
SIiPRMT1-2 5-GCAACUCCAUGUUUCAUAALt-3’
Si controle négatif 5 UUGAUGUGUUUAGUCGCUA 3

Tableau 11: Séquences des si RNA utilisés pour la transfection

@) siRNA dirigé contre CARM1 et PRMT1 et siRNA contrdle négatif. Deux lots ont été
utilisés pour chaque gene

SICARM1-1: réf S20577, Ambion

SICARM1-2: réf S20579, Ambion

SIPRMT-1: réf S6917, Ambion

SIPRMT1-2: réf S6919, Ambion

Si contrble negative: réf 4390846

@) lipofectamine RNAiIMax, agent transfectant, invitrogen, France

® Optimem, GIBCO
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Fiche23
IMMUNOPRECIPITATION DE LA CHROMATINE (RedChlP Kit-Diagenode)

» Préparation du paraformaldéhyde 37% (I a veille ou le matin) :
Peser 1.85 g de parafolmadéhyde pour 5ml d’eau
Ajouter 70ul de KOH (56.11mg/1ml d’eau)
Chauffer a la microonde 2 a 3 minutes, puissance max, en agitant de temps en temps

Conserver a 4C

> Fixation au PAF et réecupération des cellules
Compter le nombre de cellules
Mélanger 445ul de PAF 37% et 1.055 ml de tampon A pour 1 boite (soit une
concentration finale de PAF de 1%)
Ajouter 1.5 ml de mélange PAF+tampon A dans chaque boite. Incuber 10 minutes a
37T en agitant de temps en temps
Ajouter 1.8 ml de glycine 1.25M. Incuber 5 minutes a température ambiante. Conserver a
4 en attendant
Aspirer le surnageant et rincer 2 fois au PBS1X (5mi+20ul PIC SIGMA)
Aspirer le surnageant et ajouter du tampon B, gratter les cellules et placer sur la glace.
Ajouter de nouveau du tampon B, regratter et pooler les cellules. Il est possible de pooler
plusieurs boites dans un méme tube. 500pI de tampon B pour 3.10° cellules

Centrifuger 5 minutes a 500g a 4C

> Lyse des cellules
Aspirer le surnageant et ajouter du tampon C. Resuspendre le culot en pipetant. Incuber
10 minutes & 4 T en agitant de temps en temps. 15 ml de tampon C pour 50.10° cellules
Centrifuger 5mintes a 500g a 4C
Préparer le mélange tampon D+ inhibiteurs des protéases. Pour 3.10° cellules : 90l
D+3.6ul PIC 25x
Eliminer le surnageant, reprendre le culot avec le mélange D+PIC et transférer dans un
eppendorf. Le volume par eppendorf doit étre au minimum de 500ul par eppendorf pour

avoir une sonication efficace. Eviter au maximum la formation de mousse.
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Prélever 30pl (environ 10° cellules pour vérifier la sonication. Conserver & -20C

Fractionnement de la chromatine
Sonication : 3x15 sec_puissance 5-40%
Centrifuger 15 minutes a 14000g a 4<C. récupérer | e surnageant et aliquoter par 30ul

Congeler les aliquots dans I'azote liquide et conserver a -80C

Veérification de la sonication

Reverse cross link : Prélever 30ul de chromatine soniquée, ajouter 370ul du tampon TE,
16ul de NaCl 5M et incuber 1 nuit a 65C

Extraction de 'ADN :

Ajouter 400ul du phénol/ chloroforme/ isoamylcool (25/24/1). Mélanger par rétournement
jusqu’a émulsion

Centrifuger 1 minute a 12000 g. récupérer la phase aqueuse

Ajouter 400ul de chloroforme. Mélanger par rétournement

Centrifuger 1 minute a 12000g. Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube

- Précipitation de 'ADN a I'éthanol :

Ajouter 5ul de co-précipitant et 40ul de précipitant, mélanger puis ajouter 1ml d’éthanol
absolu froid. Mélanger. Incuber 1 heure a -80C

Centrifuger 20 minutes a 14000g a 4<. Eliminer le surnageant. Laver le culot avec 1ml
d’éthanol froid (ne pas mélanger). Centrifuger 5 minutes a 14000g a 4C

Eliminer I'éthanol, laisser sécher le culot sous I'hoéte, resuspendre le culot dans 20ul

d’eau et déposer 10ul sur gel d’agarose

Immunoprécipitation :
Décongeler la chromatine sur la glace

Préparer les tubes :

5% Blocker 6ul
Pl 25x 10ul
Tampon E 5X 60ul
Billes 30ul
Eau 164-vul (v=volume de I'anticorps)

Ajouter 30ul de chromatine par tube
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Ajouter les anticorps :
Facteur de transcription : 5ug
Contréle négatif : IgG lapin ou sans anticorps (v=3pul)

Incuber 1 nuit a 4 T sous agitation ro tative

Lavages et élution :

Centrifuger 2 minutes & 500g a 4 <. Eliminer le s urnageant

Placer le tampon F a température ambiante

Laver les billes avec les tampons suivants :

WBL1 : 2 fois

WB2 : 1 fois

WB3 : 1 fois

WB4 : 2 fois

Conditions de lavage : 350ul de tampon, agitation rotative 5 minutes a 4C, centrifugation
2 minutes a 500g a 4T et élimination de surnageant

Ajouter 400ul de tampon F. incuber 20 minutes a température ambiante sur la roue

Centrifuger 2minutes a 500g a TA. Transférer le surnageant dans un nouvel eppendorf

Reverse cross link

Décongeler un aliquot de 30ul (=input). Ajouter 370ul de tampon F

Ajouter 16 ul de NaCl 5M dans chaque tube. Incuber une nuit a 65T

Extraction d’ADN au phénol/chloroforme :

Ajouter 400ul du phénol/ chloroforme/ isoamylcool (25/24/1). Mélanger par rétournement
jusqu’a émulsion.

Centrifuger 1 minute a 12000 g. récupérer la phase aqueuse.

Ajouter 400ul de chloroforme. Mélanger par rétournement

Centrifuger 1 minute a 12000g. Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube

Précipitation de 'ADN a I'éthanol :

Ajouter 5ul de co-précipitant et 40ul de précipitant, mélanger puis ajouter 1ml d’éthanol
absolu froid. Mélanger. Incuber 1 heure a -80C

Centrifuger 20 minutes a 14000g a 4. Eliminer le surnageant. Laver le culot avec 1ml

d’éthanol froid (ne pas mélanger). Centrifuger 5 minutes a 14000g a 4C
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Eliminer I'éthanol, laisser sécher le culot sous la h6te, resuspendre le culot dans 30ul

d’eau, I'input dans 90ul. Quantifier 'ADN fixé par les facteurs de transcription par la PCR
en temps réel

Géne Amorces Taille de 'amplicon
(pb)
SOX2 S :TGGTCGCTAGAAACCCATTT 122
AS :CCCCTTTTGCAAACACTCTC
Nanog S :CACCAGACCTGGGAAGAAGC 251
AS :TCAAAATCTGGCTAGTTTAGGCAG
Gapdh S :TACTAGCGGTTTTACGGGCG 130
AS :TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA
Région inter génique S :ATGGTTGCCACTGGGGATCT
AS :TGCCAAAGCCTAGGGGAAGA

Tableau 12 : Couples d"amorces utilisés pour I'immunoprécipitation de la chromatine

Anticorps Espéce Fournisseur
Anti-ARNPOLII Souris Abcam
Anti-H3R17me2 lapin Millipore
Anti H4R3me2 lapin Upstate
Anti IgG lapin lapin Millipore

Tableau 13: Anticorps utilisés pour I'immunoprécipitation de la chromatine
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Fiche24
TRAITEMENT DES CELLULES EN CULTURE PAR DES MEDICAMENTS

Ensemencer les cellules sur des boites de 96 puits & une densité de 10° cellules/P100
dans du milieu supplémenté avec 10% SVF

Eliminer le milieu complet. Remplacer le par du milieu brut. Laisser incuber toute la nuit a
37C, 5% CO ,

Traiter les boites par les médicaments Pemetrexed ), Paclitaxel ® et carboplatine ® et
également par du NaCl 0.9%. Les médicaments sont dissouts dans du NaCl 0.9%.
Laisser incuber 24 heures a 37C, 5% CO ,

Faire le test MTT (fiche 6)

Bpemetrexed, 2.5mg/ml, Lilly France, France
@paclitaxel, 2mg/ml, Invitrogen, Cergy-Pantoise, France
®Carboplatine, 10mg/ml, Sigma Aldrish, saint Louis, USA
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Fiche25

TRAITEMENT DES CELLULES EN CULTURE PAR LA PHOSPHATASE ALCALINE @
et PD184352?

Ensemencer les cellules dans des boites de 100mm de diamétre & une densité de 10°
cellules/P100 dans du milieu supplémenté avec 10% SVF

Eliminer le milieu complet. Remplacer le par du milieu brut. Laisser incuber toute la nuit a
37C, 5% CO,

Traiter les boites soit par la phosphatase alcaline ) soit par le PD184352 . Egalement
traiter les cellules par du DMSO. Le PD184352 est dissout dans du DMSO.

Laisser incuber 24 heures a 37C, 5% CO ,

Récupérer les cellules pour extraire les protéines (fiche 11) et les doser ensuite (fiche 13)

) phosphatase alcaline, 6U, Invitrogen, Cergy-Pantoise, France
() pPD184352, 10uM, Invitrogen, Cergy-Pantoise, France
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Communications :

1-

Rania Elakoum; Christelle Clément-Duchéne; Guillaume Gauchotte; Marie-Pierre
Wissler; Jean-Michel Vignaud; Jean-Louis Guéant; Fares Namour. « L’invalidation
de CARM1 ou PRMT1 induit une diminution de la prolifération dans les lignées
cellulaires de cancer de poumon a non petites cellules A549 et H1299 ». Vieme
Journée Claude Huriet de la recherche médicale (Décembre 2010, Nancy,

France).

Rania Elakoum; Christelle Clément-Duchéne ; Ghemrawi Rose ; Guillaume
Gauchotte ; Jean-Louis Guéant; Farés Namour. « Chez Ilhumain, Ila
phosphorylaton de CARM1 sur la sérine 228 inhibe [Iinteraction
CARM1/PRMT1 ». Vlléme Journée Claude Huriet de la recherche médicale
(Février 2011, Nancy, France).

Rania Elakoum ; Christelle Clément-Duchéne ; Ghemrawi Rose ; Guillaume
Gauchotte ; Jean-Louis Guéant; Fares Namour. « Chez I'humain, Ila
phosphorylation de CARM1 sur la sérine 228 inhibe [Iinteraction
CARM1/PRMT1 ». Clinical Epigenetics Society (CLEPSO) International Meeting-
participation (2012, Homburg, Allemagne)

Rania Elakoum ; Christelle Clément-Duchéne; Guillaume Gauchotte; Marie-Pierre
Wissler; Jean-Michel Vignaud; Jean-Louis Guéant; Fares Namour. « Etude de
l'effet d’invalidation de CARM1 ou PRMT1 sur la prolifération des lignées
cellulaires A549 et H1299 ainsi du role de la phosphorylation de CARM1 dans
linteraction CARMI1/PRMT1». Prix Wittner, prix de recherche annuel
(Novembre 2012, Nancy)
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Publications soumises:

1- Rania Elakoum ; Christelle Clément-Duchéne; Guillaume Gauchotte; Marie-Pierre
Wissler; Jean-Michel Vignaud; Jean-Louis Guéant; Fares Namour. CARM1 and

PRMT1 are dysregulated in lung cancer without hierarchical features.

2- Rania Elakoum, Christelle Clément-Duchéne, Ghemrawi Rose, Guillaume
Gauchotte, Jean-Louis Guéant, Fares Namour. Human CARM1 phosphorylation at

serine 228 prevents interaction with PRMTL1.

3- Jean-Louis Guéant, Rania Elakoum , Olivier Ziegler, david Coelho, Eva Feigerova,
Jean-Luc Daval, Rosa-Maria Guéant-Rodriguez. Nutritional Models of fecetal
programming and epigenomic dysregulation of fatty acid metabolism in liver and

heart (Les 2 premiers auteurs ont une contribution égale)
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Résumeé

CARM1 et PRMTL1 sont 2 Protein Arginine MethylTransferases (PRMTSs) impliquées dans la
prolifération et dérégulées dans le cancer. La dimérisation est une caractéristique commune aux
PRMTs. PRMT1 et CARM1 coopérent dans la régulation des génes mais il nexiste pas de
données concernant un hétérodimere CARM1/PRMT1. Nous avons trouvé que PRMT1 et
CARML1 sont surexprimées dans le cancer du poumon non a petites cellules et dans 2 lignées
d'adénocarcinomes pulmonaires, A549 et H1299. Les siPRMT1 réduisent la prolifération
cellulaire et facilitent la différentiation. Les siCARM1 produisent un effet similaire mais, comme
ceci a déja été décrit, suppriment I'expression de PRMT1 en plus de celle de CARM1. Ainsi,
CARML1 peut-elle réduire la prolifération par un effet direct ou en inhibant PRMT1. Ce résultant
souligne l'intérét d’étudier la formation de I'hétérodimere CARM1/PRMT1. Nous avons trouvé que
dans les cellules A549, CARML1 n’est pas phosphorylée sur la sérine 228, interagit avec PRMT1,
méthyle les promoteurs de 2 génes cibles (Sox2 et Nanog) et est localisée dans le noyau. Dans
les cellules H1299, CARM1 est phosphorylée sur la sérine 228, n’'interagit pas avec PRMT1, ne
méthyle pas les promoteurs de Sox2 et Nanog et est localisée dans le cytoplasme. L'inhibition de
la kinase MAP2K3 empéche la phosphorylation de CARM1 sur la sérine 228 et restaure
l'interaction CARM1/PRMT1 dans les cellules H1299. En conclusion, l'invalidation de PRMT1
réduit la prolifération dans les cancers du poumon. L'invalidation de CARM1 réduit aussi la
prolifération probablement par I'intermédiaire de la suppression de PRMT1. Nous suggérons que
MAP2K3 est la kinase qui phosphoryle CARM1 sur la sérine 228 et que cette phosphorylation
inhibe linteraction CARM1/PRMT1. La formation de I'hnétérodimére CARM1/PRMTL1 pourrait
constituer un moyen pour réguler I'activité de ces 2 enzymes.

Mots clés : CARM1, PRMT1, phosphorylation, prolifération, différenciation, cancer du
poumon a non petites cellules

Abstract

PRMT1 and CARM1 are 2 Protein Arginine MethylTransferases (PRMTs) implicated in cell
proliferation and deregulated in cancer. Dimerisation is a conserved feature in the PRMT family.
PRMT1 and CARML1 cooperate in gene regulation but CARM1/PRMT1 heterodimer is not yet
characterised. We report that, PRMT1 and CARML1 are overexpressed in non-small cell lung
cancer samples and in 2 lung adenocarcinoma cell lines, A549 and H1299. siPRMT1 reduce
proliferation and promote differentiation. SICARM1 yield similar consequences but, as this was
previously described, suppress PRMT1 expression in addition to CARM1 expression. Thus
CARML1 might reduce proliferation by a direct effect or alternatively through PRMT1 suppression.
This result reinforces the interest of investigating the CARM1/PRMT1 heterodimer formation. We
found that in A549 cells, CARML1 is not phosphorylated at serine 228, interacts with PRMT1,
methylates the promoter of 2 target genes (Sox2 and Nanog) and is localized in the nucleus. In
H1299 cells, CARM1 is phosphorylated at serine 228, does not interact with PRMT1, does not
methylate Sox2 and Nanog promoters and is localized in the cytoplasm. Inhibition of the kinase
MAP2K3 prevents the phosphorylation of CARM1 at serine 228 and restores CARM1/PRMT1
interaction in H1299 cells. In conclusion, we propose that PRMT1 knock-down reduces
proliferation in lung cancer. CARM1 knock-down reduces proliferation probably through the
suppression of PRMT1. We suggest that MAP2K3 is the candidate kinase that phosphorylates
CARM1 at serine 228 and that phosphorylation inhibits CARM1/PRMT1 interaction.
CARM1/PRMT1 heterodimer formation might be a way of regulating the activities of these
enzymes.

Keywords: CARM1, PRMT1, phosphorylation, proliferation, differentiation, non-small cell

lung cancer.
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The Barker's concept of "foetal programming" proposes that intra-uterine growth
restriction predicts complex metabolic diseases through relationships that may be
further modified by post-natal environment. Dietary restriction and deficit in methyl
donors, folate, vitamin B12 and choline, are used as experimental conditions of foetal
programming as they lead to intra-uterine growth restriction and decreased birth
weight. Overfeeding and deficit in methyl donors increase central fat mass and lead to
dramatic increase of plasma free fatty acids in offspring. Conversely, supplementing
the mothers under protein restriction with folic acid reverses metabolic and epigenomic
phenotypes of offspring. High fat diet or methyl donor deficiency during pregnancy and
lactation produce liver steatosis and myocardium hypertrophy that result from
increased import of free fatty acids and impaired fatty acid B-oxidation, respectively.
The underlying molecular mechanisms show dysregulations related with similar
decreased expression and activity of SIRT1 and hyperacetylation of PGC1-a. High fat
diet and overfeeding impairs AMPK-dependent phosphorylation of PGC1-a, while
methyl donor deficiency decreases PGC1-a methylation through decreased expression
of PRMT1 and cellular level of S-adenosyl methionine (SAM). The visceral
manifestations of metabolic syndrome are under the influence of endoplasmic
reticulum stress, in overnourished animal models. These mechanisms should also
deserve attention in the foetal programming effects of methyl donor deficiency since
vitamin B12 influence endoplasmic reticulum stress through impaired SIRT1-
deacetylation of HSF1. Taken together, similarities and synergies of high fat diet and
methyl donor deficiency suggest therefore considering their consecutive or
contemporary influence in the mechanisms of complex metabolic diseases.
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Response to Reviewers:

We appreciate the very positive general comments and the fruitful suggestions made
by the reviewer. We have prepared a point-by-point answer to the specific comments:

Point 1: “Three figures indeed improve the understanding of the basic mechanisms.
However, | recommend to remove Figure 3 because the data shown are not
convincing, they show no or opposite effects in female mice - that might be due to
altered estrogen levels which would make the story more complicated. | rather suggest
showing a cartoon demonstrating the alterations that are induced by methyl donor
deficiency.”

We have deleted the figure 3. Since the review is focused on the deregulation of fatty
acid metabolism in heart and liver, we though that the main metabolic changes of MDD
in liver and heart can be better described in the text than in a cartoon.

Point 2: furthermore miss a few important papers e.g. those on the epigenetic alteration
of PGC1 in relatives of T2D subjects and their modifications in response to exercise
and bariatric surgery as described by the Zierath group. And the paper by Kuehnen et
al (PLoS Genet. 2012;8:e1002543) that demonstrates a similar epigenetic alteration of
POMC in blood cells of obese subjects than in samples of the hypothalamus.”

These references have introduced and discussed at the end of the paragraph
dedicated to the influences of nutrition and metabolism on the epigenome, at the end
of page 10 and beginning of page 11:

“The leptin responsive preproopiomelanocortin (POMC) gene is a hypothalamic
regulator of energy balance. A hypermethylation variant targeting individual CpGs at
the intron2—exon3 boundary of POMC is associated to obesity in children, in another
case control study. The hypermethylation of exon3 reduces the expression of POMC
through reduced binding of the transcription enhancer P300 [99]. The dynamic effect of
obesity on the epigenome is also illustrated by an altered promoter methylation of
peroxisome proliferator-activated receptor y coactivatoria (PGC-1a) and pyruvate
dehydrogenase kinase isozyme 4 (PDK4) in skeletal muscle from adult obese subjects,
which is restored to non-obese levels after weight loss induced by by-pass surgery
[11]. In this study, the genome-wide DNA methylation analysis of skeletal muscle
showed also that obesity is associated with hypermethylation at CpG shores and
exonic regions close to transcription start sites [11]. Consistently, sedentary lifestyle
and lack of physical activity may modify epigenetic programming and predisposition to
obesity and T2DM, as recently reviewed [94]. In particular, they result in decreased
expression of the mitochondrial and glucoregulatory genes PGC-1a, Hexokinase 2
(HK2), and ATP synthase subunit beta (ATPB), through epigenomic mechanisms that
involve the activation of histone deacetylase (HDAC) family members in skeletal
muscle [94].”

Point 3 “The manuscript could be improved by providing a list of abbreviations used in
the text. “
We have added this list of abbreviations in the revised version

Point 4: Minor points

“Page 6 line 57: of methionine by” This has been corrected

“Page 8 line 14 (T2DM)” This has been corrected

“Page 10 line 29 POMC” pomc gene refers to rats, in this sentence. In the gene
nomenclature used in our review, genes in capital letter refer to non defined or human
genome.

“Page 14 line 51: please indicate the tissue in which altered GLLUT4 expression was
detected” This is now indicated (skeletal muscle)

“It has to be estrogen instead of oestrogen in the entire text.” This has been changed

Point 5: “The text within the figures needs to be translated.” We apologize. We have
submitted a preliminary version of our figures, instead of the final version. This is now
corrected.
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Abstract

The Barker's concept of "foetal programming" proposes that intra-uterine growth restriction
predicts complex metabolic diseases through relationships that may be further modified by
post-natal environment. Dietary restriction and deficit in methyl donors, folate, vitamin B12
and choline, are used as experimental conditions of foetal programming as they lead to intra-
uterine growth restriction and decreased birth weight. Overfeeding and deficit in methyl
donors increase central fat mass and lead to dramatic increase of plasma free fatty acids in
offspring. Conversely, supplementing the mothers under protein restriction with folic acid
reverses metabolic and epigenomic phenotypes of offspring. High fat diet or methyl donor
deficiency during pregnancy and lactation produce liver steatosis and myocardium
hypertrophy that result from increased import of free fatty acids and impaired fatty acid f3-
oxidation, respectively. The underlying molecular mechanisms show dysregulations related
with similar decreased expression and activity of SIRT1 and hyperacetylation of PGCI-a.
High fat diet and overfeeding impairs AMPK-dependent phosphorylation of PGC1-a, while
methyl donor deficiency decreases PGCl-a methylation through decreased expression of
PRMTTI and cellular level of S-adenosyl methionine (SAM). The visceral manifestations of
metabolic syndrome are under the influence of endoplasmic reticulum stress, in overnourished
animal models. These mechanisms should also deserve attention in the foetal programming
effects of methyl donor deficiency since vitamin B12 influence endoplasmic reticulum stress
through impaired SIRT1-deacetylation of HSF1. Taken together, similarities and synergies of
high fat diet and methyl donor deficiency suggest therefore considering their consecutive or

contemporary influence in the mechanisms of complex metabolic diseases.

Key words: foetal programming, metabolic syndrome, high fat diet, protein restriction, folate,

vitamin B12, epigenomics.
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Abbreviations

AMP-activated protein kinase, AMPK

ATP synthase subunit beta, ATPB
Cobalamin, Cbl

Diacylglycerol, DAG

Differentially methylated region, DMR
DNA (cytosine-5)-methyltransferase, DNMT
Estrogen-related receptor alpha, ERR-a
Fatty acid, FA

Flavin adenine dinucleotide, FAD

Free fatty acids, FFA

General Control Non derepressible 5, GCNS5
Glucocorticoid receptor, GR

Heat shock factor protein 1, HSF1
Hexokinase 2, HK2

Histone acetyltransferase, HAT

Histone deacetylase, HDAC

Histone demethylase, HDM

Histone methyltransferase, HMT
Hypoxia-inducible factor, HIF-1a
Insulin-like growth factor 1, IGF1
Interleukin-6, 1L-6

Intra-uterine growth restriction, [UGR
Metabolically Healthy but Obese subjects, MHO
Metabolically abnormal obese, MAO
Methionine synthase, MS
Methylenetetrahydrofolate reductase, MTHFR
Methyl donor deficiency, MDD

Target of rapamycin, mTOR

Nicotinamide, NAM

Nicotinamide dinucleotide, NAD+
Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD
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Non-alcoholic steato-hepatitis, NASH

One-carbon metabolism, OCM

Peroxisome proliferator activated receptor-alpha, PPAR-a
Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivatorla, PGC-1a
Preproopiomelanocortin, POMC

Protein kinase C, PKC

Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4, PDK4

Protein arginine methyltransferase 1, PRMTI1

Reactive oxygen species, ROS

S-adenosyl methionine, SAM

S-adenosyl homocysteine, SAH

Serotonin, 5-HT

Sirtuins, SIRT

Sterol response element binding protein 1c, SREBPIc
Suppressor of cytokine signalling, SOCS

Subcutaneous adipose tissue, SAT

Tumor necrosis factor-alpha, TNFa

Type 2 diabetes mellitus, T2DM

Visceral adipose tissue, VAT
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Metabolic disorders linked to obesity represent a major health problem and a major part of the
health costs worldwide. Obesity is a strong predictor of metabolic syndrome and insulin
resistance. Insulin resistance is defined as inhibition of insulin stimulation of metabolic
pathways, including lipid homeostasis. Both obesity (i.e. excess of adipose tissue) and ectopic
fat deposition are closely associated with insulin resistance. The accumulation of excess lipids
or their metabolites derivatives (i.e. lipotoxicity hypothesis) in organs decreases insulin
signalling and activate pro-inflammatory in liver, skeletal muscle and heart. On the other
hand, insulin resistance is closely associated with dysregulation of fatty acid (FA)
metabolism. The consequences of hepatic or cardiac steatosis are non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) and lipotoxic cardiomyopathy, respectively. How obesity promotes these
visceral complications is not completely understood, The influence of excessive intake of
macronutrients has deserved much more attention than the deficient intake in micronutrients,
in epidemiological and experimental studies, and the combined influence of global
overnutrition and selective deficit in a category of micronutrient remains an open question.
An increasing number of these studies have highlighted the influence of nutrients on the
expression of genes regulating metabolism, through a body of knowledge known as

"nutrigenomics."

As recently reviewed [48, 59], genetics, epigenetics, epigenomics and environment interact in
defining the individual risk of obesity and related diseases. Epigenetics and epigenomics refer
respectively to heritable and non-heritable (e.g. dependent from environment) changes of gene
expression, which are caused by mechanisms such as DNA methylation, histone
acetylation/methylation, dysregulation of gene transactivation and synthesis of miRNA. The
influence of genetics is illustrated by the 2- to 3-fold increased disease risk in offspring from
parents with obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM), in European populations [115].
Studies in twins undergoing overfeeding suggest also a strong influence of heritability [21].
Beside genetics, the lifestyle and environmental factors clustered within families determine
dietary preferences and food availability, two factors that may trigger epigenomic
mechanisms. The Barker's concept of "foetal programming" [10], also named developmental
origins of health and disease, proposes that unfavourable intra-uterine life, including intra-
uterine growth restriction, predicts the risk of post-natal metabolic complex diseases through a
relationship that may be further modified by post-natal environment. Environmental

conditions of intra-uterine growth restriction include nutritional stress such as protein and/or
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energy restriction [59, 88). Recently, experimental and epidemiological studies have also
highlighted the involvement of deficiencies in methyl donors during and after intra-uterine
life.

In this review, we will compare the epigenetic, epigenomic and nutrigenomic influences of
three prevalent conditions of imbalanced intake of nutrients, overfeeding, dietary restriction
(with a particular interest for proteins and amino acids) and deficit in methyl donors, during
pregnancy and early post-natal life, and their consequences on the risk of obesity and related
metabolic disorders in the liver and the heart. We will devote a specific interest for the
mechanisms related to the influence of these imbalanced intakes on deregulation of fatty acid

metabolism.

The abnormal distribution and storage of fat influences the liver and heart

complications of metabolic syndrome and insulin resistance

Obese individuals vary in their body fat distribution, their metabolic profile and the degree of
associated cardiovascular and metabolic risks. As far as adipose tissue distribution is
concerned, obesity consists of different subtypes or phenotypes with different metabolic
profiles. The mechanisms at the origin of the phenotype of Metabolically Healthy but Obese
subjects (MHO) are poorly understood. Recent studies have confirmed that the combined
phenotype of decreased lean body mass and central obesity reflects insulin resistance and
indicates a high risk of diabetes mellitus [96] in Western and Asian countries. Metabolic
syndrome related to central obesity may be viewed as « Unhealthy Obesity » and the
concerned individuals as metabolically abnormal obese (MAO) patients [17, 140]. More
recently, an acquired type of partial lipodystrophy closely linked with the severity of
metabolic complications over a wide range of BMI has been described in overweight adults,
children, adolescents and elderly persons [162]. As described for the genetic type of partial
lipodystrophy (e.g. Dunnigan syndrome), this phenotype is characterized by partial loss of
peripheral fat and accumulation of fat in the trunk while the clinical presentation is less
severe.

Many studies support the concept of a major role for intra-abdominal fat accumulation
(visceral adipose tissue, VAT) in the link between abdominal obesity and insulin resistance.
Visceral hypertrophic adipocytes and VAT resident macrophages produce pro-inflammatory

cytokines like tumor necrosis factor-alpha (TNFa) and interleukin-6 (IL-6). VAT is also
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pathogenic because its venous blood drainage is direct via the portal vein to the liver. As a
consequence of enlarged visceral adipocytes, the flux of free fatty acids (FFA) and pro-
inflammatory cytokines contributes to hepatic insulin resistance and fat deposition in the liver
(Portal hypothesis of insulin resistance) [15, 92] and to NAFLD in obese patients [53]. FFAs
promote insulin resistance by increasing hepatic glucose production. On the other hand, the
production of pro-inflammatory cytokines by the VAT and circulating levels of IL-6
accelerate the subsequent transition to non-alcoholic steato-hepatitis (NASH) and fibrosis
[53]. Excess VAT could be also a surrogate marker of metabolic syndrome. The preferential
accumulation of fat in the intra-abdominal cavity could be viewed as the consequence of an
ectopic deposition [42]. According to this alternative hypothesis, increased visceral fat mass
may represent a marker of the inability of patients with insulin-resistant obesity to store fat in
subcutaneous adipose tissue (SAT). When the storage capacity of adipose tissue is exceeded,
then a continuous exposure to fatty acids, not counter balanced by fatty acid oxidation, will

lead to an accumulation of FFAs and induces a lipid “spill over” to other tissues.

The impaired fatty acid oxidation is a major facet of the alterations of lipid

metabolism in metabolic disorders related to obesity

Free fatty acids meet all the criteria to be a metabolic factor related to insulin resistance, in
human subjects. Plasma FFAs levels are elevated in most obese subjects and will inhibit
antilipolytic action of insulin, which will further increase FFAs release into the circulation
[86]. Most studies have devoted attention to stressed adipose tissue releasing more FFAs, but
decrease rate of mitochondrial fatty acid (FA) oxidation is another potential mechanism to be
considered. A substantial part of the insulin resistance lowering activity of thiazolidinediones
can be attributed to their lowering of plasma FFAs levels through increasing FFA oxidation
[18]. Several mechanisms grouped in the ‘lipid metabolite hypothesis’ have been proposed to
explain how obesity and/or FFAs can interfere with insulin signalling. An increase in plasma
FFA concentration results in intramyocellular and intrahepatic accumulation of triglycerides,
long chain Acyl-CoAs and diacylglycerol (DAG) [18]. DAG is a potent activator of
conventional and novel protein kinase C (PKC) isoforms. In vivo, plasma FFAs levels
activate NF-kB in skeletal muscle and result in increased expression of pro-inflammatory
cytokines, including TNF-a, IL-1B, IL-6 and MCP1. Possible mechanisms through which

FFAs and the subsequent NF-kB activation and cytokine production can result in insulin
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resistance include activation of JNK by cytokines and induction of suppressor of cytokine

signalling (SOCS), which can interfere with binding of IRS1/2 to the insulin receptor [100].

Influences of nutrition and metabolism on the epigenome: a facet of the

mechanisms that may influence foetal programming and obesity

Foetal programming can produce heritable and non-heritable changes in adiposity through
epigenetic and epigenomic mechanisms due to DNA methylation or histone modification of
DNA in gene regulatory regions. The emerging level of evidence in human population studies
contrasts with the number of arguments that sustain this hypothesis in experimental models
[31].

DNA methylation by DNA (cytosine-5)-methyltransferases (DNMT) occurs at cytosine
residues in CpG dinucleotides in vertebrates [140]. The methylated CG is symmetrically
paired with the same sequence on the opposite DNA strand, which means that after DNA
replication, sites are transiently methylated in only one of the two strands. Although the
pattern of 5-methylcytosines in the genome of differentiated somatic cells is quite stable,
during early development DNA methylation plays a critical role in the control of cell
processes including embryonic development, transcription, X-chromosome inactivation and
genomic imprinting. Histone modifications influence DNA replication, repair and
condensation and gene expression. The posttranslational covalent modifications of histones
include acetylation, methylation, phosphorylation and ubiquitination. The methylation and
acetylation of histones are dynamic processes, which depend respectively on balances
between histone methyltransferases (HMTs) and histone demethylases (HDMs) and between
histone acetyltransferases (HAT) and three classes of histone deacetylases (HDAC). The
methylations and acetylations of histone residues obey to inter- and trans-histone regulatory
pathways forming a “histone code”. Lysine methylation displays a high degree of complexity
since each lysine residue can be mono-, di- or tri-methylated and each site of methylation can
influence gene activity independently. Arginine residues can be mono-methylated or di-
methylated symmetrically or asymmetrically [140].

Folate and vitamin B12 (cobalamins, Cbl) are supposed to play a key role in epigenomic
dysregulations of metabolism [64, 65]. These two nutritional methyl donors are needed for the
endogenous synthesis of methionine by methionine synthase (MS). The homeostasis of

methionine is crucial in cell life, since it is the aminoacid required for the translation initiation
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and the immediate precursor of S-adenosyl methionine (SAM) [56]. They play a significant
modulating role on DNA methylation through their influence on the cellular content of SAM,
which is the universal methyl donor in transmethylation reactions [64, 65]. The cellular deficit
in cobalamin and Me-THF leads also to decreased synthesis of methionine and accumulation
of homocysteine, which produces cellular stress by mechanisms largely documented in the
literature [177]. The role of SAM as methyl donor used by HMTs and DNMTs explains the
influence of the deficiency in dietary methyl donors on histone and DNA methylation in rats
[132, 25]. The importance of vitamin B12 and folate for maintaining an adequate cellular
content of SAM is illustrated by the consequences of their deficiency on the cellular
concentration of SAM, S-adenosyl homocysteine (SAH) and SAM/SAH ratio [61, 62]. The
subsequent decreased SAM/SAH ratio impairs the cell capacity to ensure the transmethylation
reactions of co-regulators of nuclear receptors, which play a key role in epigenetic and

epigenomic mechanisms [65]

Beside dietary methyl donors, there are also nutrigenomic and epigenomic crosstalks between
intermediate products of the metabolism of macronutrients and co-enzymes derived from
micronutrients [88]. The methylation and demethylation of DNA and histones depend on the
cellular availability in coenzymes and substrates involved in energy metabolism and one-
carbon metabolism. ATP is required for the synthesis of SAM. AMPK senses nutrient
deprivation through increased AMP levels, activating catabolic pathways to restore ATP
levels and to increase mitochondrial biogenesis [33]. The macronutrient intake modifies the
cellular content of nicotinamide dinucleotide (NAD") and flavin adenine dinucleotide (FAD),
which act as metabolic sensors of epigenomic regulations through demethylation and
deacetylation of histones [165]. There are two types of HDMs, the LSD1-containing domain
demethylases and the JumomjiC (JmjC) domain containing demethylases [165]. The LSD1-
containing domain HDM is regulated by FAD, while the activity of JmjC-containing domain
HDM depends on alpha-keto-glutarate, which is produced from glutamate in the Krebs cycle
[169] and from the vitamin B6 dependent cystathionine y-lyase in the transulfuration pathway
of homocysteine, in the one carbone metabolism [65]. The loss-of-function of Jhdm2a is
associated with reduced expression of peroxisome proliferator-activated receptor-alpha
(PPAR-0) and medium-chain acyl-CoA dehydrogenase [164]. NAD" is required for
activation of the class III Sirtuin HDACs. The deacetylation of histones catalyzed by Sirtuins
(SIRT) leads to the cleavage of NAD+ into nicotinamide (NAM) and 1-O-acetyl-ADP-ribose
[34]. Butyrate, a short-chain carboxylic acid (C4) produced by the bacterial flora and the
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intermediate metabolism of macronutrients and, in a lesser extent, acetate (C2), propionate

(C3), valerate (C5) and caproate (C6), inhibit the HDAC of classes I and II [43].

DNA methylation changes during lifetime in function of environmental factors that include
nutrition. This is illustrated by studies in humans and in distinct animal models, such as
rodents and insects. Methylome of monozygotic twins becomes divergent with age [57]. Both
restriction and over-nutrition diets are related to changes in DNA methylation in the few
epigenome-wide association studies that have investigated foetal programming related risk for
T2DM and obesity. In particular, the study of individuals who were prenatally exposed to
famine during the Dutch hunger winter in 1944 has provided pertinent findings in favour of
epigenomic mechanims [74]: 6 decades later, these individuals exhibited obesity associated
with decreased DNA methylation of the imprinted IGF2 gene, as compared to the same-sex
siblings without exposure to prenatal malnutrition. Individuals with periconceptional exposure
to the famine had lower methylation of the INSIGF gene and higher methylation levels for
several other genes, including IL10, LEP and ABCA1 [167]. The hypocaloric diet increases
methylation in three loci of DNA from subcutaneous adipose tissue in overweight or obese
postmenopausal women [22]. This diet also increases methylation at two loci in DNA from
peripheral blood mononuclear cells in overweight or obese men [118]. Recently, a meta-
analysis of genome-wide association studies has highlighted the rs7202116 at the FTO gene
locus to be correlated with BMI [185]. A role for epigenomics was suggested by the influence
of methylation of a CpG site in the first intron on the association of the FTO risk allele with
BMI. However, the causality role of this methylation remains unclear [13, 3]. The FTO
protein has a demethylase activity on N6-Methyladenosine of nuclear RNA, but whether this
metabolic function is related to the observed effects on BMI remains an open question [87].
The leptin responsive preproopiomelanocortin (POMC) gene is a hypothalamic regulator of
energy balance. A hypermethylation variant targeting individual CpGs at the intron2—exon3
boundary of POMC is associated to obesity in children, in another case control study. The
hypermethylation of exon3 reduces the expression of POMC through reduced binding of the
transcription enhancer P300 [99]. The dynamic effect of obesity on the epigenome is also
illustrated by an altered promoter methylation of peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivatorla (PGC-1a) and pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 (PDK4) in skeletal
muscle from adult obese subjects, which is restored to non-obese levels after weight loss
induced by by-pass surgery [11]. In this study, the genome-wide DNA methylation analysis of

skeletal muscle showed also that obesity is associated with hypermethylation at CpG shores



OCoO~NOUAWNE

11

and exonic regions close to transcription start sites [11]. Consistently, sedentary lifestyle and
lack of physical activity may modify epigenetic programming and predisposition to obesity
and T2DM, as recently reviewed [94]. In particular, they result in decreased expression of the
mitochondrial and glucoregulatory genes PGC-1a, Hexokinase 2 (HK2), and ATP synthase
subunit beta (ATPB), through epigenomic mechanisms that involve the activation of histone
deacetylase (HDAC) family members in skeletal muscle [94].

Epigenome wide studies performed in insects and rodents under specific diets have also found
changes in DNA methylation. An intriguing model is provided by honeybees. Fertile queens
and sterile workers are alternative forms of the adult female honeybee that develop from
genetically identical larvae following differential feeding with royal jelly, a mixture including
proteins, sugars and fatty acids. Dnmt3 small interfering RNA-treated individuals emerged as
queens with fully developed ovaries. DNA methylation by Dnmt3 triggers epigenetic
informations differentially altered by nutrition, with implications in development,

reproduction and behavioural status of honeybees [98, 75, 55].

High fat diet and foetal programming

The role of deacetylase sirtuin 1 (SIRT1) and peroxisome proliferator-activated receptor

v coactivatorla (PGC-1a) in metabolic dysregulations

Maternal obesity and high fat diet during pregnancy increase the risk of obesity in the
offspring through complex mechanisms, which involve metabolic deregulation and alteration
of food intake behaviour [82]. Paternal obesity has also to be considered. For example,
paternal high fat diet alters the expression of genes related to ATP binding and calcium-,
MAPK- and Wnt-signalling pathways, and to apoptosis and cell cycle, in the pancreas of rat
F1 female offspring. This suggests a role for epigenomic modifications of sperm produced by
the nutritional status, which continues after the epigenetic reprogramming during the meiosis
and first post-zygotic division [123].

Epidemiological studies have found an association between maternal overfeeding and chronic
diseases in offspring, when they reach adulthood [174]. Worldwide prevalence of childhood
obesity has increased greatly during the past three decades. The increasing occurrence of
metabolic syndrome in children and adolescents and of type 2 diabetes in young adults is

believed to be a consequence of this epidemic obesity. The pandemic obesity is largely related
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to easy access to energy-dense cheap foods and decreased energy requirements in daily life
[175]. SIRT1, PGC-1la and the related downstream pathways play a major role in these
deregulations [85, 185]. The deacetylation of PGC-la by SIRT1 increases while its
acetylation by General Control Non derepressible 5 (GCNS) inhibits its activity [145]. High-
fat feeding produces hyperacetylation of PGC-1a and a down-regulated expression of PGC-
lo-dependent genes through increased expression of the two acetylases SRC-3 and GCN5
and decreased expression and activity of SIRT1 [39, 32]. These changes are consistent with
the hyperacetylation of PGC-1a and the down-regulated expression of PGC-1a-dependent
genes in mice lacking SRC-3 (Fig.1) [39]. SIRT1 deacetylation plays also a key role in
metabolic homeostasis through regulation of the activity of Foxo transcription factors [26]
and acetyl-CoA synthetases [70]. Consistently, the treatment of mice fed a high-fat diet with

resveratrol and other SIRT1 agonists prevents weight gain and insulin resistance [100].

High fat diet during pregnancy influences food intake behaviour in offsprings

Aberrant expression of genes that control the feeding behaviour may contribute to the
development of obesity-related diseases. Maternal preference for macronutrient and energy
intakes during pregnancy rather than paternal preference is associated with fat preference in
the child [24]. The control of appetite and energy balance is regulated by peripheral signals,
including glucose, leptin, insulin, and gut hormones through their effects on hypothalamic
neuropeptides mostly expressed in the arcuate nucleus. High fat diet and/or maternal obesity
increase neurogenesis and the production of hypothalamic neuropeptides that affect food
intake, such as neuropeptide Y and POMC [124, 37, 36]. A recent experimental study
performed with mice showed that maternal high fat diet produces offsprings’ epigenetic
marks with long-term alterations in expression of dopamine and opioids-related genes [173].
The neonatal overfeeding in rats also produces epigenomic DNA marks in the hypothalamus,
with increased methylation of the promoters of pomc and insulin receptor [136, 137]. Leptin
is another candidate, which is secreted almost exclusively by adipocytes and exerts a pivotal
role in energy homeostasis and regulation of food intake. The high-fat diet produces changes
of methylation at specific CpG sites within the leptin promoter, with consequences on
circulating leptin levels [119]. Consequently, pomc is not upregulated in these rats despite

hyperinsulinaemia and hyperleptinaemia [136].
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Consequences of high fat diet during pregnancy on offspring’s liver

High fat diet produces hepatic steatosis and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)
through complex mechanisms triggered by insulin resistance, which include the imbalance
between uptake and de novo lipogenesis of non-esterified fatty acids and triglyceride, disposal
by fatty acid oxidation and secretion of triglyceride-rich lipoproteins [92]. The liver is
subjected to epigenomic changes produced by high fat diet during the in-utero and post-natal
periods, which participate in these mechanisms. In non-human primates, maternal high-fat
diet during pregnancy increases H3K14 and H3K18 acetylation in offspring, with locus-
specific effect on glutamic pyruvate transaminase 2 [1]. It increases the fetal H3K14ac, in
relation with decreased SIRT1 expression and activity [159]. In rats, two days-old offspring of
mothers fed a high fat diet display hepatic cell cycle inhibition in relation with changes in
DNA methylation and gene expression of the cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (Cdknla)
[50], an alteration, which may potentially contribute to NAFLD. Maternal high fat diet
impairs the activity of mitochondrial complexes I-IV and carnitine palmitoyl transferase-1a
(CPT-1a) and up-regulates the hepatic lipogenesis in adult offspring. Consistently, high fat
diet during pregnancy and lactation alters hepatic expression of peroxisome proliferator
activated receptor-alpha (PPAR-a), insulin like growth factor-2 and microRNAs, including
miR-122, miR-192, miR-194, miR-26a, let-7a, let7b and let-7c, miR-494 and miR-483, in
adult offspring [187]. High fat feeding results in up-regulation of miR-143 and down-
regulation of miR-27a in mouse mesenteric adipose tissue through altered expression of
PPARs [114]. High fat diet produces also transgenerational and sex-dependent effects in
mice. The male offspring of the F2 generation develop obesity and hepatic steatosis earlier
and more severely than the FO and F1 generations. The transgenerational changes in liver
include enhanced lipogenesis and ER stress with increased expression of fatty acid synthase
(FAS), SREBP, LXR a and B and ERO1-a. These effects play a key role in NAFLD and
insulin resistance [52] and are related with epigenomic changes on histone methylations and

reduced binding of methylated histones in LXRa and ERO1-a gene promoters [104].

Consequences of high fat diet during pregnancy on offspring’s myocardium

Whether the deleterious effect of high fat intake and caloric excess on myocardium are

independent from those related to the consequences of obesity and insulin resistance on

endothelial dysfunction, hypertension and hyperlipidemia is a matter of debate in population
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studies and experimental models. The fat-enriched diet induces insulin resistance,
inflammation and apoptosis, and these manifestations may also contribute to the cardiac
hypertrophy. High-fat feeding of Wistar rats produces cardiac contractile dysfunction, which
enhances CD36-mediated fatty acid uptake and myocardium triacylglycerol accumulation
[129]. Cardiac changes leading to cardiac lipotoxicity in rodents include mitochondrial
dysfunction and impaired biogenesis, alteration of ROS production and increased lipid
oxidation [188]. In Obese Zucker rats, the high-fat “Western diet” increases cardiac
triglyceride content within a week, while long-term exposure promotes fatty acid oxidation,
which correlates with the prevention of further deterioration in cardiac function and
triglyceride accumulation [30]. In response to high blood concentration of long-chain fatty
acids (FAs), the heart is forced to increase FA uptake through increased expression of the FA
transporter CD36, resulting ultimately to diabetic cardiomyopathy [45]. Then, this leads to the
further increase of FAs and lipid intermediates such as DAG and ceramide and the increased
production of reactive oxygen species (ROS), with a profound impact on signalling pathways
[45]. High-fat diet leads to glucose intolerance, elevated insulin plasma levels and reduced
IGF-1 levels in mice. These changes may contribute to disrupt phosphorylation of insulin
receptor and post-receptor signalling molecules such as insulin receptor substrate 1
(tyrosine/serine phosphorylation), forkhead transcriptional factors and mTOR (target of
rapamycin) [188].

PPARs play a master role in myocardium deregulations of FA uptake and mitochondrial f3-
oxidation [171]. In particular, PPARa up-regulates the expression of FA transporters and
induces the synthesis of metabolic enzymes of the B-oxidation pathway [171]. However, the
role of the impaired expression PPARo in the metabolic effects of high fat diet on
myocardium is questioned in part by the results obtained with KO mice. This animal model
accumulates myocardial lipids through lower FA oxidation rate but does not produce high fat-
induced insulin resistance, suggesting the contribution of other regulators [177, 134]. PPARy
seems to have a limited role in regulating cardiac metabolism, probably due to its low
myocardial expression. Treatment of wild type and PPARy-KO mice subjected to high fat diet
with PPARs agonists, rosiglitazone, fenofibrate and pioglitazone, indirectly protects
myocardium from lipid accumulation and lipotoxic damage by reducing fatty acids delivery to
the heart. It also produces a shift of myocardial substrate utilization towards greater

contribution of glucose [9].
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The influence of high fat diet on PGC-1a down-regulation and the subsequent consequences
in mitochondrial dysfunctions have also been proposed to play a major role in the
mechanisms that relate obesity with heart failure [171]. High-fat diet induced juvenile obesity
leads to cardiomyocyte dysfunction, up-regulates the forkhead transcription factor Foxo3a,
and suppresses mitochondrial aconitase activity without affecting expression of SIRT1 [143].
However, SIRT1 seems to play an adaptive role since the myocardium stimulation of SIRT1
extends the life span of mice fed a high-fat diet and retards aging in the heart [184]. Another
deacetylase, HDAC3, may contribute to the epigenomic mechanisms underlying the
deleterious influence of high fat diet on myocardium [158]. Embryonic deletion of myocardial
Hdac3 in mice causes a major cardiomyopathy that reduces survival. When the excision of
Hdac3 in heart is produced during the late development, the switch to a high fat diet leads to
severe hypertrophic cardiomyopathy and heart failure, with down-regulation of myocardial
mitochondrial genes, specifically those involved in lipid metabolism, suggesting that HDAC3

is important in maintaining proper mitochondrial function [158].

Protein restriction and foetal programming

The Dutch Hunger Winter of 1944 has provided a well-characterized population adapted for
studying the relations between food restriction and foetal programming in humans. In the
related Dutch Cohort, pregnant mothers and foetuses have experienced malnutrition during
the first, second, or third trimesters of pregnancy. The mother’s food rations were known and
the follow-up medical histories of foetuses could be collected in national population registers.
This has permitted to highlight associations between food restriction, intra-uterine growth
restriction (IUGR) and increased risks of metabolic syndrome, diabetes and cardiovascular
diseases [110, 147, 148] and to study the epigenomic changes related to these associations
[167]. Beside these population studies, animal models of food and protein restriction have
been used to dissect the molecular mechanisms, which underlie the association between foetal
growth retardation and metabolic and visceral consequences. In rodents, protein restriction
during pregnancy and lactation results in reduced pancreatic -cell mass at birth and reduced
insulin secretion in later life [135]. The transcriptional alterations induced by protein
restriction during pregnancy rely mainly on transient transcription factor-dependent
deregulations, with strong specific transcriptional changes in foetal tissue that cluster liver

with heart [170]. The vast majority of studies have compared the 20-18% casein diet (control
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situation) to 10-8% casein. Methionine content is low in casein diets and these experimental
protocols raise the question of limiting intake of methionine, which is insufficiently

considered.

Dietary protein restriction in insect and rodent models has uncovered a likely role for key
nutrient sensors, including mTOR, insulin-like growth factor 1 (IGF1), insulin, AMP-
activated protein kinase (AMPK), SIRT1 [152] and PGC-1a [51]. The effects of dietary
restriction on PGC-1a regulation mirror those of the high fat diet. Decreased acetylation of
PGC-1a results from decreased expression of the two acetylases SRC-3 and GCNS5 and
increased expression of SIRT1 [39, 32]. The royal jelly diet induces queen bee differentiation
through the influence of mTOR and IGF1/insulin pathways, with consequences on DNA
methylation [125].

Protein or calorie restriction during pregnancy favours hyperphagia in offspring

The protein or calorie restriction during gestation and/or suckling of rodents produces
hyperphagia. Low-protein diet throughout pregnancy and lactation reduces anorexic effects of
serotonin (5-HT) in malnourished rats through a desensitization of 5-HT(1B) receptors. Pups
born from protein-restricted dams and treated with DL-fenfluramine exhibit hyperphagia, at
least partially related to a reduced regulatory function of 5-HT [108]. The hypothalamus is
one of the brain area affected by the programming effect of protein restriction. Perinatal
protein restriction permanently alters the expression of two gene clusters, the first one
regulating insulin signalling and nutrient sensing and the second a functional network of
nuclear receptors and co-regulators of transcription involved in the use of lipids as fuel and in
metabolic regulation by the circadian clock [128]. Consistently, giving the restricted diet at
the same time each day changes the daily profiles of PERIOD1 and PERIOD2 protein
expression in brain nucleus of rats [172]. Mice born to mothers fed a low-protein-diet have
lower body weight and adiposity and higher food intake than animals born to mothers fed a
control diet. These modifications persist throughout life and are associated with methylation
changes in leptin gene, as observed in rats subjected to high fat diet. This nutritional stress
results in lesser methylation of CpGs located in the promoter of leptin, causing a permanent
modification in the dynamics of leptin expression, with stronger induction in response to a
meal [90]. The low-protein diet in pregnant rats may have subsequent effects on feeding

behaviour of offspring through alteration in the expression level of the genes encoding Dnmt1
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and Dnmt3a and in methylation status of promoters of genes encoding orexigenic and
anorexigenic hypothalamic neuropeptides, including neuropeptide Y, pro-opiomelanocortin

and leptin [41].

Consequences of calorie or protein restriction during pregnancy on offspring’s liver

The caloric restriction causes epigenetic and epigenomic changes that contribute to an
increased risk of insulin resistance and NAFLD. It produces changes in acetylation and
methylation of histones and hypomethylation of gene promoters with consequences that
include reduced expression of the GLUT4 glucose transporter in rat skeletal muscle [142] and
it increases foetal liver phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) in primate [126]. The
increased expression and activity of PEPCK in liver promote gluconeogenesis and
consequently, the induction of insulin resistance. In contrast, hepatic PEPCK activity is
reduced in female offspring of dams fed a protein restriction diet [143]

The effects of caloric restriction are targeted by deacetylases. Low-birth weight foetuses from
pregnant dams fed a restricted diet have an increased prenatal hepatic SIRT1 activity. Low-
birth weight newborn offspring undergo postnatal suppression of hepatic SIRT1 and AMPK
activities in conjunction with increased lipogenesis, decreased lipolysis, and increased fat
stores [180]. Moreover, transgenic mice overexpressing Sirtl exhibit metabolic and
physiological effects mimicking those induced by dietary restriction [8]. Moderate energy
restriction seems to produce distinct results influenced by sex, with lower hepatic expression
of SIRTI, sterol response element binding protein lc (SREBPIc) and stearoyl-CoA
desaturase-1 in males and unchanged levels in females, compared to controls [130]. SIRT3 is
also a prominent regulator of the mitochondrial adaptation to caloric restriction by
coordinately deacetylating proteins involved in mitochondrial maintenance [73]. SIRT6 is
significantly decreased following dietary restriction and this may contribute to the increased
acetylation at lysine residue 9, 27 and 56 in H3 [91].

The low-protein diet in maternal rats produces epigenomic hallmarks of NAFLD in foetuses
and offsprings [144]. However, the deregulation of imprinting through a general effect on the
methylation of differentially methylated regions (DMRs) is unlikely to be involved in
developmental programming. Indeed, although expression of some imprinted genes in liver of
offspring is sustainably changed, the methylation of DMRs that control their monoallelic
expression remains largely unaltered [83]. Protein restriction during pregnancy induces

hypomethylation of PPARa and glucocorticoid receptor (GR) promoters and increases
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expression of GR and PPARa in liver of juvenile and day-80 adult offspring [27, 29]. The
altered expression of GR, PPARa and HNF4 deregulates lipid oxidative metabolism and
promotes liver steatosis and insulin resistance. These alterations have an epigenetic
characteristic with transmission to future generations [29]. Protein restriction alters the
epigenetic regulation of GR through reduced Dnmt1 expression in the offsprings [107]. Other
changes include hypomethylation of specific cytosines in PPARa promoter, in offspring’s
liver [107] and repressive changes in histone modifications at the cholesterol 7alpha-
hydroxylase promoter through decreased hepatic expression of Jmjd2a demethylase in foetal
liver [154]. Transgenerational effects of protein restriction have been studied in rats and mice.
Offspring from protein-restricted FO rats show altered fasting glucose homeostasis and
changes in phosphoenolpyruvate carboxykinase promoter methylation and expression in the
three FO, F2 and F3 generations [79]. The protein restriction in FO produces also a lower
promoter methylation of PPARa and GR in the liver from F1 and F2 generations [27].
Similarly to what has been observed on high fat models, the father's restriction diet may also
produce transgenerationnal effects, with elevated hepatic expression of genes involved in lipid
and cholesterol biosynthesis in offspring. Epigenomic profiling of offspring livers revealed
changes in cytosine methylation depending on paternal diet, including changes in methylation

over a likely enhancer for PPARa [35].

Consequences of caloric or protein restriction during pregnancy on offspring’s

myocardium

In contrast to the deleterious effects of high fat intake and over-nutrition, long term caloric
restriction leads to decreased cardiac triglyceride content in obese type 2 diabetic subjects [53,
71] and protects healthy individuals against age-associated decline in diastolic function [117].
However, little is known about the long term effects of the intra-uterine exposure to protein
and/or caloric restriction in population studies, and in particular the molecular and metabolic
changes in myocardium [151]. Long-term caloric restriction decreases left ventricular wall
thickness and cardiomyocyte cell length and increases cardiac autophagy in C57BL/6 mice.
At the molecular level, it increases the phosphorylation of Akt/glycogen synthase kinase-3f3
and AMPK /acetyl-CoA carboxylase [72]. Long-term caloric restriction of mice reduces
triglyceride content in heart, with a more dynamic pool in females than in males [7]. It

maintains mitochondrial protein synthesis in heart and skeletal muscle, an observation, which
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is consistent with an increased somatic maintenance [120]. In contrast, long-term caloric
restriction of mice decreases ubiquinone Q9 and COQ transcript levels in heart [131].

Food and protein restriction deregulates fat and energy metabolism in heart of pregnant rat.
The methylation of PPARa promoter is decreased and mRNA expression of PPARa and
carnitine palmitoyltransferase-1 is increased by maternal protein restriction diet in adult, but
not in neonatal offspring [153]. Maternal protein restriction of rats during gestation increases
the myocardial expression and deposition of collagens in day 70 offspring, compared to
controls, in relation with changes in the expression patterns of pro-fibrotic genes and discrete

structural abnormalities of heart [116].

Consequences of amino-acid restriction during pregnancy

Beside the large number of studies devoted to the foetal programming effects of protein
restriction, a lesser attention has been paid to the global or specific deficit in amino acids.
Amino acid homeostasis depends on dietary intake of proteins and on the endogenous
turnover of protein synthesis and degradation. Part of the mechanisms of foetal programming
related to protein restriction may be therefore related to this altered homeostasis. Some of
them may be explained by specific functions of amino acids [60]. For example, serotonin is
needed for the biosynthesis for tryptophan and glutamate is a neurotransmitter. The deficit in
amino acids may also produce consequences through their role as intermediate substrates in
many pathways of the metabolism as exemplified by the role of methionine, glycine and
serine in the one-carbon metabolism [65] and the role of alanine in neoglucogenesis [60].
Interestingly, tryptophan and methionine are the two least abundant essential amino acids in
casein, the protein commonly used in the protein restriction diets used in experiments with
rodents. Thus, the regimens using casein as the sole source of protein could produce effects
related to inadequate intake of these two amino acids, including reduced adiposity, extended
maximal longevity, increased resistance to acetaminophen toxicity in the liver, reduced
insulin, IGF1 (insulin growth factor 1) and thyroid hormone levels [121]. Methionine
restriction contributes to adiposity resistance by altering the lipogenic/lipolytic balance [133],
while leucine deprivation improves insulin sensitivity [180].

Two signal transduction mechanisms are involved in sensing intracellular deficit in amino
acids [60]. GCN2 senses the absence of many amino acids while the TOR pathway senses the
presence of branched amino acids (leucine, isoleucine and valine), arginine and glutamine.

Both repress general translation through distinct mechanisms. The signal transducing kinase
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GCN2 binds to uncharged tRNAs, resulting in kinase activation and phosphorylation of elF2a
in brain and liver, which leads to slow down translation of most mRNAs and to favour the
translation of mRNAs containing specific regulatory elements in their 5’-untranslated regions
[60]. TOR is a serine/threonine kinase that controls cell proliferation in response to adequate
energy, nutrients and growth factors. The activation of TOR does not involve its binding to
amino acids or surrogates such as tRNAs. Rag family of small GTPases is required for amino
acid sensing by mTORCI1 [60].

Part of the effects of protein restriction diet on food intake could be explained by the
influence of amino acid deprivation in the brain. Leucine reduces food intake through
activation of mTOR in hypothalamus [40]; mTORCI activation by amino-acid restriction also
results in changes in metabolic pathways such as the stimulation of glycolysis, pentose
phosphate pathway and de novo lipid biosynthesis through the activation of hypoxia-inducible
factor (HIF-1at), SREBP1 and SREBP2 [50]. Aversion to food intake can be produced by
diets lacking essential amino acids through activation of GCN2 in anterior piriform cortex
[63]. GCN2 can also influence fat metabolism. Expression of lipogenic genes and activity of
fatty acid synthase (FAS) in the liver are repressed and lipid stores in adipose tissue are
mobilized upon leucine deprivation in mice. In contrast, GCN2-deficient mice develop liver
steatosis and exhibit reduced lipid mobilization [69]. Leucine deprivation improves hepatic
insulin sensitivity by sequentially activating GCN2 and decreasing mTOR/S6K1 signalling
and by activating AMPK [180].

Methyl donors, foetal programming and manifestations of metabolic

syndrome.

Methyl donors could play a modulating role in complex metabolic diseases, according to
epidemiological and experimental data. Deficiencies in folate and vitamin B12, and to a lesser
extent in choline, are common during the gestational period in Western countries. The animal
models with methyl donor deficiency (MDD) have a small birth weight and undergo altered
expression of key regulators of metabolism and obesity-related diseases, such as SIRTI,
PGC-1la and Mir-124 [34, 65, 93]. Methyl donors play an essential role in the epigenetic and
epigenomic mechanisms (methylation, acetylation) that influence gene expression and cell
signalling. They produce IUGR with long-lasting consequences during development and

throughout life [65, 46]. In this context, it is noteworthy to note that experimental cellular and
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animal models of MDD produce molecular hallmarks similar than those associated with
overfeeding and obesity, such as decreased expression of SIRT1 and inactivation of PGC-1a

through imbalanced acetylation/methylation (Fig.1).

Methyl donors and foetal programming: the population-based studies.

Recent large epidemiological studies have shown that vitamin B12 deficit during pregnancy is
the most powerful micronutrient predictor for the risk of small birth weight and subsequent
events related to foetal programming, including metabolic syndrome and insulin resistance. In
contrast, the influence of folate status during pregnancy on foetal programming
manifestations is less consistent. In India, babies are thin but fat, compared to Europe [182]
and the high prevalence of mothers with low serum vitamin B12 is associated with [IUGR. In a
rural area from South India, the most insulin resistant children were born to mothers who had
the lowest serum vitamin B12 and the highest erythrocyte folate concentrations [181]. Low
maternal vitamin B12 blood level in early pregnancy predicts an elevated risk of insulin
resistance, while folic acid maternal supplementation has a weak protective effect on
incidence of metabolic syndrome, in school-aged offsprings from rural Nepal [156].
Population studies focused on the influence of folate in foetal programming have also
produced contrasted results in Western countries. Antenatal supplementation with folic acid
increases birth weight, while high homocysteine and low folate concentrations in early
pregnancy are associated with both low placental and birth weights, and higher risk of adverse
pregnancy outcomes, in the Netherlands [166, 14]. Folate intake estimated by questionnaire
does not influence childhood body composition, in a cohort from South UK [103], while it is
associated with birth weight and insulin resistance in French obese adolescents [58].
Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677 C>T polymorphism is not associated
with obesity, BMI or metabolic syndrome in three cohorts from UK, Danemark and Italy
[102, 149]. In contrast, in France, this polymorphism was associated with low birth weight
and high insulin resistance in morbidly obese adolescents [58].

Several studies suggest that these associations could involve epigenomic mechanisms. A
variant of adenosyl-methionine decarboxylase is associated with childhood obesity, in India
[161]. Studies conducted in Gambia, have found changes in methylation of metastable epi-
alleles [177] when comparing birth exposure to seasonal variations of food-consumption

patterns, which produce also significant changes in methyl-donor biomarkers [47].
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Consequences of methyl donor deficiency (MDD) on birth weight, food intake and

digestive mucosa

The mother-progeny rat model of deficiency in folate, vitamin B12 and choline contributes to
understand the complex links between metabolic syndrome and birth weight, according to the
foetal programming hypothesis [16, 61, 89, 139]. MDD produces a dramatic injury of
digestive mucosa that may participate to the patho-mechanisms of IUGR, small birth weight
and abnormal food intake, but little is known on its effects on food intake [20]. Ghrelin is a
gastric peptide involved in foetal growth through its dual role as growth hormone-releasing
factor and appetite stimulating peptide [95]. Methyl donor deficiency affects gastric cell
organization and impairs the release of Ghrelin in blood [20]. It also produces an over-
expression of Cox-2, PLA2 and TNF-a pro-inflammatory pathways in gastric and intestine
mucosa and alters mucosal differentiation and function, in rat pups from dams subjected to

deficiency during gestation and lactation [23, 78].

The link between the one-carbon metabolism (OCM) and non-alcoholic fatty liver

disease.

Vitamin B12, folate, homocysteine and genetic determinants of the one carbon metabolism
are associated with NAFLD severity, in operated and non-operated obese subjects [68, 77,
97]. Hepatic steatosis is also observed in patients with genetic disorders of OCM [38, 150]

A restriction of the periconceptional diet in cobalt and sulfur in sheep produces low vitamin
B12 and methionine and leads to heavier and fatter adult offspring, with insulin-resistance and
elevated blood pressure that are most obvious in males. The altered methylation status of CpG
islands examined by restriction landmark genome scanning in the foetal liver revealed that
more than half of the affected loci are specific to males [152]. The normal mitochondrial
proteome function relies on the maintenance of methylation, in rodents [5]. Impaired
mitochondrial metabolism has been reported in genetically altered mice exhibiting SAM
deficiency in liver [112], suggesting that SAM plays a critical role in maintaining proper
mitochondrial function. Consistently, supplementation with methyl donors and SAM at
concentrations that maintain methylation reactions preserves mitochondrial proteome as well

as prevents ethanol-dependent defects in mitochondrial respiration [4, 6, 160]
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In the mother-progeny rat model of MDD, fatty liver and fatty heart can be regarded as two
early predisposing manifestation of metabolic syndrome, through deregulation of lipid fuel
homeostasis and mitochondrial metabolism [91, 139]. The deficiency yields micro-vesicular
liver steatosis in pups [16]. The steatosis results from a deficit in carnitine synthesis and
epigenomic deregulations, with hypomethylation and decreased expression of PPAR-a, ERR-
o, ER-a and liver specific nuclear receptor HNF-4a, and hypo-methylation of PGCIl-a co-
activator through decreased activity of arginine methyltransferase 1 (PRMT1) [139]. The
hypomethylation of PGC1-a in the liver participates to the epigenomic deregulation of FA B-
oxidation by reducing its partnership with PPAR-a, ERR-a, and HNF-4a (figure 2) [61, 139].
Consistently, other data show that the lack of PPAR-a enhances steatohepatitis and that
PPAR-a agonist has the opposite effect, in mice fed a methionine- and choline-deficient diet
[109]. Mice fed a methionine and choline deficient diet develop steatohepatitis, with an
inflammatory infiltrate prominent in hepatic acinar zone [178]. Feeding mice a choline- and
folate-deficient diet for 12 weeks causes NAFLD with a down-regulation of PPARa-regulated
lipid catabolic pathway genes [168]. These results have to be considered in regard to the
central role of mitochondrial dysfunction in insulin resistance [109]. Methyl donor deficiency
produces a decreased expression of SIRT1 [136], which is also observed in high fat diet [81].
Male inbred C57BL/6J and DBA/2J mice fed a methyl-deficient diet develop liver injury
similar to NASH. The livers of DBA/2J mice had initially a lower degree of methylation of
repetitive elements and lower extent of histone H3 lysine 9 (H3K9) and H3 lysine 27
(H3K27) trimethylation, compared to those in the CS57BL/6J mice. They developed
subsequently more prominent NASH-specific patho-morphological changes [138].

Consequences of MDD on heart.

MDD during pregnancy and lactation of rodents induces heart hypertrophy, with impaired
mitochondrial fatty acid oxidation and decreased activity of complex 1 and II of the
respiratory chain, in rat pups [61]. The role of the deficiency in producing the myocardium
hypertrophy has been ascertained by a significant correlation of heart/body weight with folate,
vitamin B12 and Hcy. The diet produces a decreased concentration of folate, a decreased
SAM/SAH ratio and an increased immuno-histochemical detection of Hcy in the myocardium
of the deficient animals. The decreased SAM/SAH ratio is the consequence of a trap whereby
the impaired remethylation pathway and the absence of cystathionine-B-synthase produced a

conversion of homocysteine into SAH by the reversible enzyme SAH hydrolase [61]. The
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proteomic analysis of myocardium of pups from rat dams fed a methyl donor deficient shows
altered abundance of proteins associated with developmental disorder, cellular compromise
and lipid metabolism [111]. Concurrently, increased protein carbonylation, the major
oxidative post-translational protein modification, could contribute to the decreased abundance
of many myocardial proteins [111]. The main proteomic changes are observed for proteins
regulated by PGC-1a, PPARs and ERRa. These proteins, namely trifunctional enzyme
subunit a-complex, short chain acylCoA dehydrogenase, acylCoA thioesterase 2, fatty acid
binding protein-3, NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2, NADH dehydrogenase
(ubiquinone) lo-subunit 10 and Hspdl protein, are involved in fatty acid oxidation and
mitochondrial respiration. These changes are related to the decreased expression of PPAR-a
and estrogen-related receptor alpha (ERR-a) and to the hypomethylation and hyperacetylation
of PGC-1a through decreased expression and activity of PRMT1 and SIRT1 and decreased
SAM/SAH ratio (Fig. 2). It is noticeable that the decreased expression of SIRT1 is also a
molecular hallmak of overnutrition (Fig.1) [32, 51, 61, 80].

Folate and vitamin B12-dependent pathways are needed for the proper foetal development of
heart. Indeed, the c.56+781 A>C (rs326119) variant of intron-1 of methionine synthase
reductase results in functionally reduced gene transcription and significantly increases the risk
of congenital heart disease in the Han Chinese population [189]. The link between the one-
carbon metabolism, cardiomyopathies and impaired mitochondrial fatty acid oxidation has
been confirmed in two contrasted populations, patients undergoing coronarography and
ambulatory elderly subjects [67]. Folate deficit was more frequent in the coronarography
population than in the elderly ambulatory volunteers and produced a higher concentration of
homocysteine. Homocysteine and NT-pro-BNP were positively correlated with short chain-,
medium chain-, long chain-acylcarnitines and with acylcarnitine ratios indicative of decreased
mitochondrial acyldehydrogenase activities. This can contribute to explain the association of

homocysteine with left ventricular mass and left ventricular systolic dysfunction [66, 76].

Comparison of the tissue, metabolic, genomic and epigenomic effects of
high fat/ overfeeding, protein/caloric restriction and methyl donor

deficiency

The pups deprived in methyl donors had a decreased birth weight and no change in insulin

concentration, as observed in the protein restriction and food restriction rat models of foetal
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programming [24-26]. However, comparing the heart and liver manifestations in the three
diets and the underlying molecular mechanisms shows intriguing similarities between high
fat/over feeding and methyl donor deficiency. The methyl donor deficient rats have a dramatic
increase of plasma FFA, which is similar to that observed in high fat diet animals and
contrasts to the mild increased level reported in pups under protein and/or food restriction
[24-26]. Methyl donor deficiency produces a cardiac hypertrophy with myocardium fatty acid
accumulation, a phenotype, which is due to impaired fatty acid -oxidation and possibly to an
increased import of free fatty acids from plasma.

Intriguingly, the deficit in methyl donors may produce a central lipodystrophy, with similar
molecular hallmarks than those observed following overfeeding and high fat diet. These data
and epidemiological data on the methyl donor status of mothers during pregnancy suggest
considering with particular interest the effects of methyl donor deficiency during pregnancy
and over nutrition in later life as part of the explanation of the links between foetal
programming and metabolic disorders related to obesity. It is noteworthy that several studies
on cell and experimental models found a strong imbalance in energy metabolism similar to
that observed in metabolic syndrome, with molecular hallmarks similar to those produced by
nutrition overload and obesity, including the decreased expression and activity of SIRT1, the
related hyperacetylation of PGCI-a and the subsequent disruption of mitochondrial energy
metabolism [65]. High fat diet and overfeeding impairs the AMPK-dependent
phosphorylation of PGC1-a, a change to be documented in methyl donor deficiency. AMPK
is a key metabolic sensor, which behaves as a control switch to maintain metabolic
homeostasis in function of energy supply. It is decreased by calorie restriction and increased
by over feeding, with a mirrored influence that depends on the cellular level of ATP and on
AMP/ATP ratio (Fig. 1). The expression and influence of AMPK in methyl donor deficiency
needs to be better evaluated, considering the possible inhibitory effect of SAM on its activity
[113]. PP2A, one of the four major classes of eukaryotic serine/threonine phosphoprotein
phosphatases, is also a metabolic sensor to be considered, since it is activated by methylation
and up regulated by vitamin B12 deficiency [12]. The visceral manifestations of metabolic
syndrome and insulin resistance are under the influence of endoplasmic reticulum stress, in
overnourished animal models [52]. These mechanisms should also deserve attention in the
foetal programming effects of methyl donor deficiency since vitamin B12 influence
endoplasmic reticulum stress through impaired SIRTI-deacetylation of heat shock factor

protein 1 (HSF1) (Fig. 3) [62].
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The mirrored influence of methyl donor deficiency and protein restriction on heart and liver
manifestations of foetal programming is consistent with the reversal of the metabolic and
epigenomic phenotype induced by maternal nutritional restriction when supplementing the
mothers with folic acid, in rats [28]. Intriguingly, giving folate supplementation during the
juvenile-pubertal period of offspring produced opposite results, with hepatosteatosis, impaired
liver fatty acid P-oxidation and decreased liver expression of PPARa through promotor
hypermethylation [28, 105]. As highlighted by Burdge et al, these findings may reflect the
fact that puberty is one of the four periods of increased instability of the epigenome [28].
Giving a high-fat diet to pups from mother fed a protein-restricted diet after weaning
exacerbates their obesity [145]. Similar studies should be performed to test the consecutive or
contemporary influence of methyl donor deficiency and high fat diet, in regard to the potential

synergic effects of the two diets at the tissue, metabolic and genomic levels.

Conclusion

A limited number of population studies have evaluated the metabolic, epigenomic and
genomic effects of foetal programming on liver and heart manifestations. This probably
reflects the difficulty to design follow-up and interventional studies adapted to the tested
hypotheses, despite the remarkable experimental attention, which have been deserved in
animal models, and particularly in rodents. In contrast to over feeding and methyl donor
deficiency, protein and/or food restriction does not assess a situation, which reproduces the
more frequent causes of abnormal nutritional status of mothers during pregnancy and
lactation, at least in Western countries. High fat intake/over feeding and methyl donor
deficiency are two situations, which are frequent during pregnancy, in adolescents and in
elderly subjects, in countries, which are no subjected to folate fortification. Their consecutive
and/or contemporary influence during pregnancy and later life should be therefore
investigated in population studies and experimental animal models.

In liver and heart, experimental consequences include increased influx and storage produced
by over feeding/high fat and impaired fatty acid B-oxidation by methyl donor deficiency.
Beside the influence of high fat and overfeeding on insulin resistance and metabolic
syndrome, several large epidemiological studies have shown that vitamin B12 deficit during
pregnancy is a powerful predictor for the risk of small birth weight, lipodystrophy, metabolic

syndrome and insulin resistance, in India and Nepal. Paradoxically, its effects are more
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important in newborns and children from mothers supplemented in folate. Meanwhile,
experimental data have shown that the deficiency in Cbl and folate produces central fat
accumulation and epigenomic dysregulations, which lead to endoplasmic reticulum stress and
disruption of mitochondrial energy metabolism. Whether methyl donor status and the related
dysreglulations are involved in the pathomechanisms of metabolic syndrome and insulin
resistance in humans needs further attention using integrative genomics, proteomics and

metabolomics approaches.
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Figure legends

Figure 1: Comparison of the effects of high fat/ overfeeding and methyl donor deficiency
(MDD). PGC-1la is a master regulator of lipid metabolism and fatty acid oxidation. It is
phosphoylated and acetylated under the control of AMP kinase (AMPK), GCNS5 acetylase and
SIRT1 deacetylase. High fat diet and over nutrition decrease activity of AMP kinase, through
high intracellular ATP levels, leading to decreased phosphorylation of PGC-1a. It produces
hyperacetylation of PGC-1a through increased expression of GCNS5 and decreased expression
and activity of SIRT1. MDD in rat pups born from mothers subjected to MDD during
pregnancy and lactation produces similar consequences on SIRT1 expression and PGC-1a
acetylation in heart. In addition, MDD decreases the expression of PRMT1 and the level of
SAM, leading to decreased methylation of PGC-1a in heart and liver.

Figure 2: The molecular links between methyl donor deficiency and impaired fatty acid
oxidation. The deficiency in folate and vitamin B12 of the rat ‘dam-progeny’ model impairs
fatty acid oxidation and complexes 1 and 2 of mitochondrion respiratory chain through
decreased expression of peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARa), estrogen-
related receptor alpha (ERRa) and hepatic nuclear factor 4 (HNF-4). It impairs the co-
regulation of these nuclear receptors (NRs) by peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a), through its decreased methylation and/or increased
acetylation. This imbalanced methylation/acetylation is the consequence of the decreased
expression of arginine methyl-transferase PRMT]1, the decreased cellular ration of S-adenosyl
methionine (SAM)/S-adenosyl homocysteine (SAH) ratio (which directly influence PRMT1
activity as substrate and inhibitor, respectively) and the decreased expression of deacetylase

sirtuin 1 (SIRT1) (adapted from ref. 61, 63 and 68).

Figure 3: Influence of vitamin B12 on cell proliferation through SIRT1 dependent
activation of ER stress. The decreased cellular availability in B12 activates ER stress
pathways and apoptosis by hyperacetylation of HSF1 through decreased expression of SIRT1.
The dramatic reduction in both protein expression and acetylation of HSF1 leads to critical
reduction of the molecular chaperons needed for a functional proteome in normal cellular

growth. In contrast, B12 supplementation protects the cells from the activation of ER stress
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and apoptosis, in cells subjected to Thapsigargin, an ER stress inducer. Thus, B12 will favour
fully adapted UPR response against any downstream attacks in non deficient cells while in
deficient cells, activated UPR will likely be shifted from adaptive toward apoptotic
maladaptive endpoint. SIRT1: sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1

HSF1: heat shock factor protein 1
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CARM1 and PRMTT1 are 2 Protein Arginine Methyl Transferases (PRMT) dysregulated in cancer. CARM1
function is contradictory and depicted as facilitating proliferation or differentiation. PRMT1 is required
for cell proliferation. CARM1 and PRMT1 cooperate for gene regulation. We report that CARM1 and
PRMT1 are significantly overexpressed in 60 patients with Non-Small Cell Lung Carcinomas (NSCLC).
CARM1 and PRMT1 correlated in healthy but not tumor tissue. Their levels of expression in tumor tissue
were proportional to their levels of expression in the counterpart healthy tissue. Only CARM1 expression
was found to be correlated with tumor differentiation and neither CARM1 nor PRMT1 expression was
correlated with survival. Accordingly, CARM1 and PRMT1 are overexpressed in 2 NSCLC cell lines, A549
and H1299. Targeting PRMT1 with siRNA reduced proliferation, by decreasing cell growth and inhibiting
soft agar colony formation, and promoted differentiation, by increasing the epithelial markers cytoker-
atin 7 and 8 and decreasing Neuromedin B receptor, which binds a mitogenic factor. siCARM1 yielded
similar consequences but the conditions with siCARM1 reflected inhibition of both CARM1 and PRMT1.
Together these results suggest that CARM1 and PRMTT1 are involved in proliferation in lung cancer with
no hierarchy of one protein over the other. The fact that CARM1 targeting suppresses PRMT1 in addition

to CARM1 reinforces the functional importance of CARM1/PRMT]1 interaction.

© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Arginine methylation carried out by Protein Arginine Methyl
Transferases (PRMTs) emerges as a regulator of protein function [1].
Both type I and type Il PRMT family enzymes catalyze the formation
of monomethylarginine, but type I PRMTs further catalyze the
formation of asymmetric dimethylarginine while type II produce
symmetric dimethylarginine. Dimer formation is a conserved
characteristic in PRMTs. The monomeric structure of the PRMT core
can be divided into 3 parts: a methyltransferase domain that binds
S-Adenosyl-Methionine, a beta barrel and a dimerization arm [2].
Two well-studied enzymes, PRMT1 and PRMT4/CARM1, can func-
tion as secondary co-activators for nuclear receptor-mediated
transcription by methylating H3R17 (Histone 3 Arginine-17) and
H3R26 (Histone 3 Arginine-26), respectively. However, they have a
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0300-9084/$ — see front matter © 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021

very wide substrate specificity and methylate, notably but not only,
proteins involved in RNA processing and transport. PRMT1 and
CARMT1 cooperate in gene regulation [3].

Arginine methylation seems to be a general mechanism
required for pluripotency. Both PRMT1 and CARM1 act to maintain
pluripotency in the mouse embryo and embryonic and adult stem
cells [4—9].

PRMTs functions are dysregulated in cancer. PRMT1 is signifi-
cantly overexpressed in various types of cancer, notably bladder
and prostate cancer [10] and was found to be required for cell
proliferation [11]. CARM1 exhibits contradictory roles in cancer and
is depicted as either facilitating [11—13] or inhibiting [14] prolifer-
ation. CARM1 overexpression seems to be prevalent in colorectal
cancers while it is detected in only a fraction of breast and prostate
tumors [15].

Mice lacking PRMT1 die in the embryonic stage and those
lacking CARM1 are small and die shortly after birth [1]. Moreover,
CARM1 is required for proper control of proliferation and differ-
entiation of pulmonary epithelial cells [16].

A previous report demonstrated a widespread cooperation of
PRMT1 and CARM1 in gene activation [3] and these two proteins
have not yet been investigated in lung cancer. These elements

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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prompted us to investigate PRMT1 and CARM1 in non-small cell
lung cancer (NSCLC) which accounts for 85% of all cases of lung
cancer. The 5-year survival of patients with metastatic NSCLC is less
than 10% because chemotherapy has reached limited therapeutic
effectiveness [17].

The aim of this study was to investigate the role of PRMT1 and
CARM1 in patients with NSCLC and in 2 NSCLC cell lines, A549 and
H1299 cells. We report that CARM1 and PRMTT1 are overexpressed
in tumor tissues from 60 NSCLC patients. They correlate in healthy
tissue but not in tumor tissue. Their elevation in tumor tissue is
proportional to their expression level in healthy tissue. Only
CARM1 correlates with differentiated tumors but neither CARM1
nor PRMT1 correlate with survival. PRMT1 and CARM1 are also
found overexpressed in A549 and H1299 cells. Invalidation of
PRMT1 reduces proliferation, increases epithelial markers (cyto-
keratins 7 and 8) and decreases a mitogenic factor (Neuromedin B
Receptor). siCARM1 yield similar results but conditions with
siCARM1 reflect inhibition of both CARM1 and PRMT1. Further
investigation is needed to identify the mechanisms by which
PRMTs act in lung neoplastic transformation and to guide eventu-
ally the development of molecules that regulate PRMTs activities in
therapeutic strategies.

2. Material and methods
2.1. Tissues and cell culture

Tumor samples carefully dissected from 60 patients with NSCLC
were analyzed. Each tumor sample was paired with a normal
sample, derived from the same patient, resected in a region of
healthy tissue surrounding the tumor. Patients’ characteristics are
listed in Table 1. Institutional review board was obtained to use
archived material for research purposes (Authorization n° DC2008-
459, Research Ethics Committee).

Human NSCLC A549 and H1299 cells (adenocarcinomas) were
purchased from ATCC, maintained at 37 °C and 5% CO2 in RPMI-
1640 medium (Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum
(Eurobio) and 1% antibiotics (Penicilline, streptomycine) (Gibco)

Table 1

Non-small cell lung cancer patients’ characteristics.
Characteristic No. of patients (N = 60) %
Age, years
<70 41 68
>70 19 32
Sex
Male 57 95
Female 3 5
Histology
Adenocarcinoma 30 50
Squamous cell carcinoma 30 50
Differentiation grade
Well differentiated 27 45
Moderately differentiated 9 15
Poorly differentiated 24 40
Tumor status
T1 15 25
T2 42 70
T3 3 5
Nodal status
NO 43 72
N1 16 27
N2 1 1
Stage
1A 11 18,5
IB 29 48,5
1A 3 5
1B 16 27
1A 1 1

and passaged 1:4 every 2—3 days. Normal Human Bronchial/
tracheal Epithelial cells (NHBE) (Lonza) were maintained in BEBM
medium supplemented with growth factors at 37 °C and 5% CO2
and passaged 1:4 every 8—10 days.

2.2. Quantitative RT-qPCR analysis

RNA was extracted using RNeasy Plus Mini kit (Qiagen) and
reverse transcribed with the Quantitect Reverse Transcription Kit
(Qiagen). Quantitative PCR in real time (qPCR) was performed on
the I Cycler Biorad instrument using the Quantitect SYBER Green
PCR kit (Qiagen). Gene expression levels were normalized to Pol II.
The oligonucleotides used for CARM1 amplification were Forward
5 GAAGCCCAGCGGAAACAT 3, Reverse 5  GGTACCA-
GAAGTTGGCCTTG 3'; for PRMT1 Forward 5 TACACGCACTGGAAG-
CAGA 3/, Reverse 5 GGTTGTTCTTGGCGTTGG 3’ and for Pol II 5/
CAGACCGGCTATAAGGTGGA 3/, Reverse 5 GGTAGACCATGGGA-
GAATGC 3'. The qPCR was performed according to the following
program: 15 min at 95 °C to activate the enzyme, followed by 45
cycles at 94 °C for 10 s, 56 °C for 15 s, and 72 °C for 15 s. Melting
curve analyses were performed by increasing temperature from 64
to 95 °C. Relative gene expression was calculated by the AACT
method. RNA were extracted from 3 independent cell cultures and
processed into 3 independent runs in which each RNA sample was
tested in duplicate for gene expression. The averaged values were
compared in statistical analyses.

2.3. Total protein extraction and Western blot analysis

Protein extracts were obtained using RIPA buffer (50 mM Tris—
HCL pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40 N, 0.5% deoxycholate,
0.1% SDS, 50 mM NaF, 1 mM sodium orthovanate) with protease
inhibitor (Roche Applied Science). Proteins were separated by SDS-
PAGE and transferred to 0.22 pm nitrocellulose membranes (Bio-
rad). Western Blotting was performed with the following anti-
bodies: anti-CARM1 (1/1000, rabbit polyclonal 09.818 Millipore),
anti-PRMT1 (1/700, rabbit monoclonal A33 Cell Signaling), anti-
cytokeratin 7 (CK7, 1/700, mouse monoclonal OV-TL12/30 Dako),
anti-cytokeratin 8 (CK8, 1/1000, mouse monoclonal Ab2530
Abcam), anti-neuromedin B receptor (NMBR, 1/1000, rabbit poly-
clonal SP4598P Acris). Loading control was confirmed using anti-
GAPDH antibody (1/1000, chicken polyclonal Ab2302 Millipore).
Images were analyzed with the Image ] software and are repre-
sentative of 3 independent immunoblots.

2.4. siRNA transfections

The siRNA oligonucleotide duplexes were purchased from
Ambion (Applied Biosystems) for targeting the human PRMT1 and
CARM1 in A549 and H1299 cells. The siRNA sequences are (sense
strand indicated): siPRMT1-1: 5'-GCCUGCAAGUGAAGCGGAALt-3,
siPRMT1-2: 5'-GCAACUCCAUGUUUCAUAAtt, siCARM1-1: 5'-
GAAGGAGAUUUGCACAGGALtt-3’, siCARM1-2: 5'-AGACAGAGCUAC
GACAUCALtt-3’ and siRNA used as control and designated siNON-
targeting: 5-UUGAUGUGUUUAGUCGCUA-3'. siRNA duplexes
(10 nM final concentration) were transfected with lipofectamine
(Invitrogen). Five days post-transfection, A549 and H1299 cells
were harvested for RNA or protein extraction or immuno
cytochemistry.

2.5. Cell proliferation analysis
A549 and H1299 cells were plated in 6-cm dishes at

2.5 x 103 cells/dish, transfected twice with siCARM1 or siPRMTT1,
12 h after seeding and at day 5. Cells were counted in triplicate in 3

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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independent experiments at day 2, 5, 7 and 10 using trypan blue to
measure cell viability.

2.6. Colony formation in soft agar

The ability of A549 and H1299 cells to form macroscopically
visible colonies was tested in soft agar, 3 days post-transfection
with siNontargeting, siCARM1 or siPRMT1. Briefly, 1.5-mL under-
layers of 1x RPMI containing 10% fetal calf serum and 0.5% agar
(Sigma) were prepared in 35-mm dish. Cell dilution at a concen-
tration of 2.0 x 10° cells/mL were prepared in 1x RPMI containing
20% fetal calf serum and 0.7% agarose (Eurobio) and 1.5 mL of each
dilution was pipetted on the underlayers in triplicate. After 3 weeks
colonies were stained with 0.005% crystal violet and counted.

2.7. Immunochemistry analysis

Tissues were fixed in 10% formalin. Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde 5 days post-siRNAs transfection then cell blocks
were prepared with Histogel (ThermoScientific). Paraffin
embedded sections from cell blocks or tissue specimens were
deparaffinised by heating at 97 °C in 10 mM citrate buffer (pH 6) for
20 min for antigen retrieval. Inmunochemical staining was per-
formed with the Flex+ Envision kit (Dako). Primary antibodies used
in immunocytochemistry were raised against Ki-67 (1/200, mouse
monoclonal MIB-1, Dako), CK7 (1/50), CK8 (1/50) and NMBR (1/50)
and those used in immunohistochemistry were raised against
CARMI1 (1/50) and PRMTT1 (1/50). Slides were prepared in triplicate
in 3 independent experiments and inspected by 2 independent
observers. CK7, CK8, NMBR, CARM1 and PRMT1 immunoreactivities
were analyzed by estimating the percentage of cells showing
characteristic staining and the intensity of staining. The intensity of
staining was graded 1 for weak, 2 for medium and 3 for strong.
Results were scored by multiplying the percentage of positive cells
(P) by the intensity (I) that is by using the quick score (Q). A Q-score
between 0 and 300 is obtained where 300 is equal to 100% of cells
strongly stained (Q = P x I, maximum = 300). For Ki-67 only the
percentage of positive cells was estimated and results were scored
as the ratio of stained cells to total number of cells.

2.8. Statistical analysis

All quantitative variables are described as medians and per-
centiles [Interquartile range (IQR), 25—75th percentile]. All pro-
portions are expressed as percentages with 95% confidence
intervals (95% CI). The cohort of patients included in the study was
divided into subgroups according to CARM1 and PRMT1 scores
quartiles or a priori defined thresholds (<100, 100 to 200, and
>200) in both normal and tumor tissues. Proportions across sub-
groups were compared using the chi-square test or the Fisher’s
exact test, as appropriate. The comparison of proportions between
matched sets was carried out using the Cohrane Q test. The com-
parison of CARM1 and PRMT1 scores was performed using the
Mann—Whitney U test or Kruskal-Wallis test, as appropriate. In
Kruskal—Wallis test, post-hoc analysis for pairwise comparison of
subgroups was performed according to Conover, in order to avoid
multiple testing problem [18]. All correlations were studied using
the Spearman’s rank-order correlation coefficient. Agreement be-
tween subgroup classification of patients according to their CARM1
and PRMT1 scores was carried out using weighted Kappa statistics.
The cumulative probabilities of patients’ survival after surgery were
estimated using the Kaplan—Meier method. The duration of pa-
tients’ follow-up was calculated and expressed in months. Log-rank
test for trend was used to assess the probability that there was a
trend in patients’ survival across successive CARM1 and PRMT1

scores quartiles or patients’ a priori defined subgroups, as they
represent ordered categorical variables. Results from cell experi-
ments are presented as mean =+ standard error of the mean (s.e.m)
and analyzed by ANOVA. All the reported P-values were two-sided,
and P-values <0.05 were considered statistically significant. Sta-
tistical analyses were performed using MedCalc software, version
12.7.0.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

3. Results

3.1. CARM1 and PRMTT1 are frequently strongly expressed in tumor
tissues and weakly expressed in normal counterpart tissues and this
distribution is statistically significant

Immunohistochemistry was carried out on 60 paired samples
including a tumor tissue and its corresponding healthy tissue (Fig
1A). Table 2 reports the proportion of patients according to their
CARM1 and PRMTT1 scores. In normal tissue, the proportion of pa-
tients with a CARM1 score below 100 was 90% (95% CI, 82%—98%).
This proportion was significantly lower when CARM1 score was
calculated in tumor tissue (10%; 95% CI, 2%—18%; P < 0.001).
Conversely, the proportions of patients with CARM1 score above 200
was significantly higher in tumor than normal tissue (38% vs. 0%;
P < 0.001). The same observation was applicable for PRMT1 score
comparison between normal and tumor tissue (Table 2 and Fig. 1B).

3.2. Median CARM1 and PRMT1 expression is significantly elevated
in tumor tissues compared to that of the corresponding normal
tissues

The median value of CARM1 score in tumor tissue was signifi-
cantly higher than in normal tissue (180, IQR 25th—75th: 140—240
vs. 60, IQR 25th—75th: 40—80; P < 0.0001) (Fig. 1C). Likewise, the
PRMTT1 score was significantly higher in tumor than normal tissue
(140, IQR 25th—75th: 90—180 vs. 60, IQR 25th—75th: 40—80;
P < 0.0001) (Fig. 1D).

3.3. The expression of CARM1 and PRMTT1 are not correlated in
tumor tissue despite the fact that the higher the expression of
CARM1 and PRMT1 in normal tissues, the higher their expressions in
corresponding tumor tissue

Table 3 shows the correlation matrix between CARM1 and
PRMTT1 scores in normal and tumor tissues. Comparison between
normal and tumor tissue showed that CARM1 score as well as
PRMT1 score were significantly correlated (p = 0.292, P = 0.0234
and p = 0.404, P = 0.0014, respectively). However, CARM1 score and
PRMT1 score were significantly correlated in normal tissue only
(p = 0319; P = 0.0128) but not in tumor tissue (p = 0.172;
P = 0.1880).

3.4. Agreement between CARM1 and PRMT1 expressions is found in
normal but not tumor tissue by using either a priori thresholds or
quartile scores

When patients were classified into three subgroups by using a
priori thresholds (<100, 100 to 200, and >200), the agreement in
normal tissue between CARM1 and PRMTI1 scores was moderate
(weighted k = 0.419; standard error = 0.143; 95%, CI: 0.139—0.698).
When quartiles were used instead of the a priori thresholds, the
agreement between CARM1 and PRMT1 scores was fair (weighted
k = 0.365; standard error = 0.129; 95% CI: 0.112—0.618)
(Supplemental Tables 1 and 2 online). In tumor tissue, the agree-
ment between CARM1 and PRMT1 scores was fair for the a priori
thresholds (weighted k = 0.253; standard error = 0.103; 95%, CI:

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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Fig.1. CARM1 and PRMT1 are significantly elevated in tumor tissues by comparison to healthy counterparts (A) CARM1 and PRMTT1 display a significantly stronger staining (brown)
in tumor specimens than in their healthy counterparts (p < 0.001). Inmunohistochemistry was carried out on formalin-fixed and paraffin-embedded tissues using antibodies
against CARM1 and PRMT1. Original magnification, CARM1 X400 and PRMT1 X200. (B) Number of patients with CARM1 and PRMT1 scores above 200 is significantly higher in
tumor than normal tissue (p < 0.001). (C, D) Median CARM1 and PRMT1 scores are significantly elevated in tumor tissue (p < 0.0001).

0.0502—0.455) (Supplemental Table 3 online) and poor for the
quartiles (weighted « = 0.138; standard error = 0.121; 95%,
Cl: —0.0995—-0.376) (Supplemental Table 4 online).

3.5. CARMT1 expression is significantly associated with tumor
differentiation

CARMT1 score in tumor tissue was significantly influenced by
tumor differentiation with higher median CARM1 score observed in
well differentiated tumors (210; IQR, 160—240) in comparison to

Table 2
Proportion of patients’ subgroups according to their CARM1 and PRMT1 scores in
normal and tumor tissues.

moderately (140; IQR, 110—165) and poorly differentiated tumor
(170; IQR, 120—210) (P = 0.0416 for comparison across the 3 groups
and P = 0.0280 for comparison between well differentiated vs.
combined moderately and poorly differentiated tumors)
(Supplemental Table 5 and Supplemental Figs. 1 and 2 online).

3.6. Neither CARM1 nor PRMT1 expression is correlated with
survival

After a median follow-up of 43 months (95%, Cl: 26—60
months), 82% of patients had died. Using Kaplan—Meier method,

Table 3
Correlation matrix between CARM1 score and PRMT1 score.

N % 95% Cl, % P-value®
Normal CARM1 score <100 54 90 82-98 <0.001
tissue CARM1 score 6 10 2-18 <0.001
between 100 and 200
CARM1 score >200 0 0 — <0.001
Tumor CARM1 score <100 6 10 2—-18 —
tissue CARM1 score 31 52 39-65 —
between 100 and 200
CARM1 score >200 23 38 26-51 -
Normal PRMTT1 score <100 46 77 66—88 <0.001
tissue PRMTT1 score 14 23 12-34 <0.001
between 100 and 200
PRMTT1 score >200 0 0 — 0.005
Tumor PRMTT1 score <100 16 27 15-38 —
tissue PRMTT1 score 36 60 47-73 —
between 100 and 200
PRMTT1 score >200 8 13 4-22 —

PRMT1-score, CARMI1-score, PRMT1-score,
normal tissue tumor tissue  tumor tissue

CARM1-score, Correlation  0.319 0.292 0.030
normal tissue coefficient

P-value® 0.0128 0.0234 0.8180
Number of 60 60 60
subjects

PRMT1-score, Correlation 0.084 0.404

normal tissue coefficient

P-value® 0.5229 0.0014
Number of 60 60
subjects
CARM1-score, Correlation 0.172
tumor tissue  coefficient

P-value® 0.1880
Number of 60
subjects

2 Normal tissue vs. tumor tissue, Cochrane Q test.

¢ Spearman rank correlation coefficient.

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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Fig. 2. CARM1 and PRMTT1 are elevated in A549 and H1299 NSCLC cells compared to NHBE cells (control) (A, B) and single knock-down of either CARM1 or PRMTT1 efficiently
diminishes CARM1 or PRMT1 RNA and protein (C, D). (A) RNAs were extracted and CARM1 and PRMT1 concentrations measured by qRT-PCR; (B) protein extracts were separated by
SDS-PAGE and immunoblotting was carried out with specific antibodies against CARM1 and PRMTT1. A representative immunoblot image is shown. (C,D) A549 and H1299 cells were
transfected with siNON-targeting (control) or 2 alternative siRNAs against CARM1 or PRMTT1. Five days post-transfection, CARM1 and PRMT1 RNAs were measured by RT-qPCR (C)
and proteins were identified by Western Blot (D). In C results are normalized to RNA polymerase Il and expressed as mean and s.e.m. All results were reproduced in 3 independent

experiments. * significantly different from control.

the probability of survival was 90% (+£4%), 63% (£6%), 45% (+6%),
and 35% (+6%) at 1, 2, 4, and 5 years respectively (Supplemental
Fig. 3 online). In log-rank and log-rank for trend test, neither
CARM1 nor PRMT1 quartiles scores, in either normal or tumor tis-
sue, were associated with patients’ survival (Supplemental Table 6
and Supplemental Fig. 4a—c, and d online). Consistently, neither
CARMT1 nor PRMTT1 scores based on a priori thresholds (<100, 100 to
200, and >200), in normal or tumor tissue, were associated with
patients’ survival (Supplemental Table 7 and Supplemental Fig. 5a—
¢, and d online).

3.7. CARM1 and PRMTT1 are both elevated in A549 and H1299 cells;
their independent knockdown via siRNA technique reduces
tumorigenic growth

In A549 and H1299 cells, CARM1 was significantly elevated at
the RNA (p < 0.005) and protein (p < 0.0005 and p < 0.01
respectively) levels (Fig. 2A and B) compared to NHBE cells (Fig. 2A
and B). Similarly, PRMT1 was significantly elevated in A549 cells
(p < 0.0005 and p < 0.05 for RNA and protein respectively) and its
elevation in H1299 cells was significant at the protein level
(p < 0.05) (Fig. 2A and B). To assess the consequences of CARM1 or

PRMTT1 inactivation on NSCLC cells growth, we established single
knockdown using transient transfection of soluble double-stranded
siRNA to deplete each enzyme. Against each one of the 2 enzymes,
we employed 2 different siRNA sequences which proved to be
equally efficient in reducing CARM1 and PRMT1 RNAs (p < 0.0001)
(Fig. 2C) and completely suppressing proteins (Fig. 2D) by com-
parison with siNon-targeting. It should be noted that siCARM1 in
addition to abolishing CARM1 expression also diminished PRMT1
expression as previously reported [3]|. Thus, in all subsequent
conditions with siCARM1, the results reflect inhibitions of both
CARM1 and PRMTI1. Staining with blue trypan indicated that
siPRMT1 or siCARM1 significantly reduced the number of viable
A549 and H1299 cells from day 5 onward, that is during the dif-
ferentiation phase (for example, siPRMT1 or siCARM1 vs siNon-
targeting, p < 0.005 at day 7) (Fig. 3A). Furthermore, A549 or
H1299 cells transfected with siPRMT1 or siCARM1 failed to form
colonies in soft agar compared to cells transfected with siNon-
targeting (p < 0.001) (Fig. 3B). Immunocytochemistry showed
that the number of tumor cells stained positive by Ki-67, a marker
of cell division, was lower in A549 and H1299 cells transfected with
siPRMT1 or siCARM1 (37% and 33% respectively) than in cells
transfected with siNon-targeting (47%) (Fig. 3C). Taken together,

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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Fig. 3. Either CARM1 or PRMT1 depletion reduces proliferation in vitro and anchorage-independent growth. (A) siCARM1 or siPRMT1 reduces cell number in vitro. A549 and H1299
cells were transfected twice, 12 h after seeding and at day 5, with siNON-targeting (control), siCARM1 or siPRMT1. Cells were counted after staining with trypan blue. (B) siCARM1 or
siPRMTT1 inhibits colony formation in soft agar. 3 days post transfection, diluted cells were laid down on the agar underlayers. After 3 weeks colonies were fixed, stained with
methylene blue and the plates were photographed. Results are expressed as mean and s.e.m. (C) siCARM1 or siPRMT1 reduces the number of A549 and H1299 cells stained positive
by the brown nuclear proliferation marker Ki-67. Inmunocytochemistry was carried out on formalin-fixed and paraffin-embedded cells using an antibody against Ki-67, 5 days
post-transfection with siNontargeting, siCARM1 or siPRMT1. Original magnification, X40. All results shown are representative of 3 different experiments. * significantly different

from control.

these results show that siPRMT1 or siCARM1 reduces cell prolif-
eration in A549 and H1299 cells.

3.8. Knockdown of either PRMT1 or CARM1 increases cytokeratins
expression in A549 cells and reduces NMBR expression in A549 and
H1299 cells

We examined the consequences of PRMT1 or CARM1 silencing
on the expression of epithelial markers in the 2 NSCLC cell lines.
Cytokeratins (CKs) 7 and 8 were selected because they are
expressed in A549 cells [19]. The Neuromedin B receptor (NMBR)
binds Neuromedin B, a mitogen and growth factor for gastroin-
testinal tissue and normal and neoplastic lung [20]. It was reported
to be expressed in several NSCLC cell lines among which H1299
cells [21]. Preliminary Western Blot and immunocytochemistry
experiments showed that CKs 7, 8 and NMBR are expressed in A549
cells whereas in H1299 cells, NMBR only is expressed (data not
shown). Therefore the consequences of PRMT1 and CARMI1
depletion were assessed by monitoring CKs 7, 8 and NMBR in A549
cells and NMBR only in H1299 cells. Western Blot analysis in A549
cells showed that siPRMT1 or siCARM1 increased CK7 expression in
comparison with siNon-targeting (p < 0.0001), increased CK8

expression (p < 0.005) and decreased NMBR expression
(p < 0.0001). In H1299 cells, siPRMT1 or siCARM1 decreased NMBR
expression in comparison with siNon-targeting (p < 0.0005 and
p < 0.005 respectively) (Fig. 4A).

These results were confirmed by immunocytochemistry
(Fig. 4B). A549 cells transfected with siPRMT1 and siCARM1
showed stronger expression for CK7 (Q = 267 and Q = 234
respectively) than cells transfected with siNon-targeting (Q = 207).
Likewise, expression of CK8 was stronger in A549 cells transfected
with siPRMT1 and siCARM1 (Q = 163 and Q = 180 respectively)
than in cells transfected with siNon-targeting (Q = 131). A549 cells
transfected with siPRMT1 and siCARM1 showed weaker expression
of NMBR (Q = 176 and Q = 205 respectively) than cells transfected
with siNon-targeting (Q = 224). H1299 cells transfected with
siPRMT1 and siCARM1 showed weaker expression of NMBR
(Q = 103 and Q = 141 respectively) than cells transfected with
siNon-targeting (Q = 160).

4. Discussion

In the study presented here we show that CARM1 and PRMT1
are significantly overexpressed in tumor tissue from 60 patients

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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Neuromedin B Receptor. * significantly different from control.

with Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC). CARM1 and PRMT1 ex-
pressions are correlated in healthy tissue but not in tumor tissue.
However, there is a baseline effect: the higher CARM1 or PRMT1 are
expressed in the surrounding healthy region the more they are
elevated in the tumor region. Only CARM1 is associated with tumor
differentiation and neither CARM1 nor PRMT1 correlate with sur-
vival. Together these data suggest that there is no hierarchy be-
tween CARM1 and PRMTT1 in their involvement in proliferation.
Based on the previous observation that in mice bearing
disruption of CARM1, pulmonary cell proliferation is increased and
alveolar type 2 cell differentiation to alveolar type 1 is blocked [16],
loss of CARM1 would be expected in lung cancer. However, our
study does not confirm this prediction. It is likely that CARM1
initiates many events in the cell and these events are divergent
according to the biological context and might be different during
development and tumorigenesis in adult tissues. It is worth noting
that the role of CARM1 in cancer is controversial and seems to be
context dependent. CARM1 is specifically required for the estrogen-
induced expression of the critical cell cycle transcriptional regu-
lator E2F1 in the MCF-7 breast cancer cell line [13]. However,
CARM1 was found to inhibit breast cancer progression in estrogen
receptor-alpha positive tumors by activating p219P! and p27XP,
which are negative cell-cycle regulators, instead of E2F1 [14].
Likewise, PRMTT1 activity is dysregulated in many cancers [22] and
it has been suggested that PRMT1 has a critical role in cell growth

regulation [10,11] and genome integrity [11]. The knock-down of
PRMT1, or its substrate Sam68, suppressed mixed lineage leukemia
mediated transformation [23].

That neither CARM1 nor PRMT1 correlate with survival suggests
that they cannot be considered as predictors of outcome. However,
we found that CARM1 correlates with tumor differentiation with
the limitation that the statistical significance did not reach a high
level (p = 0.028). Investigation on a larger number of samples is
needed in order to determine if CARM1 identifies a clinically rele-
vant group or if CARM1 can potentially guide the administration of
a combination of chemotherapy with drugs interfering with his-
tone modifications.

We also report that PRMT1 and CARMT1 are elevated in 2 NSCLC
cell lines A549 and H1299. PRMT1 knockdown by siRNA was found
to reduce cell number and inhibit colony formation in soft agar.
siPRMT1 also increased cytokeratins 7 and 8 (epithelial markers)
and decreased neuromedin B receptor(binds a mitogeneic factor)
expressions. These results are in agreement with the findings in
tumor biopsies and indicate that PRMT]1 acts to facilitate prolifer-
ation and inhibit differentiation. Similar results were obtained by
invalidating CARM1, even though we have to emphasize one limi-
tation. As this was previously reported [3], siCARM1 inhibited
PRMTT1 in addition to CARM1. Thus, the results obtained in condi-
tions with siCARM1 reflect inhibition of both CARM1 and PRMT1.
This phenomenon deserves to be further investigated because it

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2013.10.021
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might predict the functional importance of CARM1/PRMT1 inter-
action. PRMTs are known to form homo or heterodimers [1,2] and it
is of interest to determine if dimers formation is a way of regulating
PRMT activities.

In the conditions with siPRMT1 or siCARM1, elevation of cyto-
keratins expression suggests that invasiveness of lung cancer cells
is reduced. This is supported by a recent report showing that
cytokeratins negatively regulate the invasive potential of lung
cancer cell lines [19]. In this report, the invasive cell sublines
derived by repeated selection from 2 lung adenocarcinomas cells,
A549 and HI1017, showed lower expression levels of cytokeratins
compared with the parental cells. Reduction of Neuromedin B re-
ceptor (NMBR) also contributes to inhibit proliferation. The NMBR
is part of the bombesin receptor family known to bind regulatory
neuropeptides, such as gastrin-releasing peptide (GRP) and neu-
romedin B, that function as autocrine and/or paracrine growth
factors in human lung carcinomas [24—28].

The mechanisms by which PRMTs can contribute to carcino-
genesis include notably activation of Wnt/beta-catenin signaling
and elevation of key pluripotency genes levels. In colon cancer,
beta-catenin recruits CARM1 on the promoters of Wnt/beta catenin
target genes [29]. PRMT1 is involved in different ways in Wnt/beta
catenin pathway regulation. Wnt stimulation activates PRMT1
which stimulates G3BP1 (a dishevelled-associated protein) pro-
voking accumulation of beta-catenin mRNA and activation of the
canonical Wnt pathway [30]. In contrast, methylation by PRMT1
increases stability of axin, a negative regulator of Wnt signaling
[31]. Arginine methylation seems to be a general mechanism
required for pluripotency since CARM1, PRMT1 and PRMT5 act to
maintain pluripotency in embryonic stem cells [4,6—9]. It is
reasonable to believe that these PRMTs may serve the same func-
tion in adult stem cells. They might hijack self-renewal and plu-
ripotency pathways in normal adult stem cells which then gain the
ability to proliferate and initiate cancerogenesis.

In conclusion, CARM1 and PRMT1 were found to be overex-
pressed in 60 tumor specimens from NSCLC patients and in 2 NSCLC
cell lines. Our study did not identify a hierarchical role of one
protein over the other. Neither protein correlated with survival but
analysis of a larger number of samples is required to determine if
they provide prognostic information. siPRMT1 diminishes prolif-
eration, and promotes differentiation. siCARM1 leads to similar
results. However since the results with siCARM1 reflect inhibition
of both CARM1 and PRMT1, it underscores the functional impor-
tance of CARM1/PRMTT1 interaction. Further investigation is needed
in order to assess a therapeutic strategy that either specifically
target CARM1 or PRMT1 in lung cancer, or as an alternative de-
velops agents that regulate arginine methylation.
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