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Etude des mécanismes épigénétiques et épitranscriptomiques impliqués dans I'acquisition
de la résistance aux inhibiteurs du cycle cellulaire (CDK4/6) dans les cancers du sein hormono-

dépendants.

Mots clés : Cancer du sein, épigénétique, épitranscriptomique, Palbociclib, résistance, biomarqueurs

Résumé. Depuis plusieurs années, la prise en
charge des cancers du sein luminaux repose
sur l'utilisation d’inhibiteurs du cycle cellulaire
ciblant les kinases CDK4/6 (CDK4/6i) comme
le Palbociclib. Malgré des résultats
prometteurs, on constate que la plupart des
patientes développent une résistance a ces
inhibiteurs. Pour surmonter, éviter ou retarder
cette résistance, des combothérapies peuvent
étre mises en place.

Afin de proposer un rationnel au design de
combothérapies innovantes, nous avons émis
hypothése que les reprogrammations
épigénétiques et épitranscriptomiques induites
par les CDK4/6i pourraient générer des
vulnérabilités thérapeutiques
« dynamiques/transitoires »  pouvant  étre
inhibées par des molécules de thérapies
ciblées. Les travaux présentés vont dans ce
sens. La surexpression de la protéine BRD4
au sein de cellules Palbocilcib-résistantes et
l'intégration de résultats de 3’RNAseq et de

BRD4-ChlIPseq nous ont conduit & mettre en
évidence [l'existence de trois options de
combothérapies dynamique/adaptative. De plus,
nos travaux identifient le niveau de méthylation
du géne BRD4 dans le sang des patientes

comme pouvant étre un biomarqueur de
sensibilité a ces combothérapies.
L’étude des mécanismes et signatures

épitranscriptomiques a ensuite montré que
ceux-ci étaient modifiés au sein de cellules
Palbocilcib-résistantes et l'intégration de ces
résultats nous a également permis de mettre en
évidence I'existence d’options de
combothérapies dynamiques/adaptatives.

En conclusion, lI'ensemble de ces travaux
supportent l'idée d’utiliser des biomarqueurs
épigénétiques et/ou épitranscriptomiques pour
le design de combothérapies innovantes
s’inscrivant dans un cadre de traitement
personnalisé et de précision des cancers.

Study of epigenetic and epitranscriptomic mechanisms involved in acquiring resistance to cell
cycle inhibitors (CDK4/6) in homono-dependant breast cancers.

Keywords : Breast cancer, epigenetic, epitranscriptomic, Palbociclib, resistance, biomarkers

Abstract. For several years, the management
of luminal breast cancers has been based on
the use of cell cycle inhibitors targeting CDK4/6
kinases (CDK4/6i) as the Palbociclib. Despite
promising results, most patients develop
resistance to these inhibitors. To overcome,
avoid or delay this resistance, combotherapy
can be implemented.

To propose a rationale for the design of
innovative combotherapy, we hypothesized that
the epigenetic/epitranscriptomic reprogramming
induced by CDK4/6i could generate
"dynamic/transitory” therapeutic vulnerabilities
that could be inhibited by targeted-therapy
molecules. The work presented is in line with
this idea. The overexpression of BRD4 protein
in Palbocilcib-resistant cells and the integration
of 3'RNAseq and BRD4-ChlIPseq results led us

to highlight the existence of three options of
dynamic/adaptive combotherapy. Furthermore,
our work identifies the methylation level of
BRD4 gene in the blood of patients as a
possible biomarker of sensitivity to these
combotherapy. The study of epitranscriptomic
mechanisms and signatures then showed that
these were modified in Palbocilcib-resistant cells
and the integration of these results led us to
highlight the existence of dynamic/adaptive
combotherapy options.

In conclusion, all of this work supports the idea
that epigenetic and/or  epitranscriptomic
biomarkers can be used to design innovative
dynamic/adaptive combotherapy in a
personalized and precision cancer treatment
framework.
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1. L'épigénétique
1.1. Historique et définition

L'épigénétique signifie ce qui est « au-dessus » de la génétique. La génétique se définit
comme |'étude de la transmission des caractéres héréditaires portés par les génes. Dans le
dictionnaire, la génétique est définie comme " partie de la biologie qui étudie les lois de
I'hérédité" (Larousse, n.d.). L'épigénétique se caractérise donc comme I'ensemble des
mécanismes qui modifient I'expression des genes sans en changer la séquence. Ces
mécanismes sont réversibles et transmissibles, lors des divisions cellulaires mais aussi a la

descendance.

La notion d’épigénétique est apparue en 1942 avec la publication de Conrad Waddington
(Waddington, 2012). Waddington est un embryologiste qui s’intéresse a la différenciation
cellulaire et aux mécanismes associés. A cette époque, les mécanismes liés au développement
cellulaire sont peu connus. La question principale est : comment d’une méme cellule peut-on
générer un organisme complet avec des tissus spécialisés ? Car en principe, si toutes les
cellules disposent d’'un méme ADN, celles-ci devraient toutes se développer de la méme
maniere. Pendant longtemps, il était admis de dire que I’'embryon était un « mini organisme »
qui grandissait avec le temps (théorie de préformationnisme). En paralléle, la théorie de
I'épigéneése suggere que les différents tissus apparaissent au cours du temps grace a des
interactions successives des constituants de 'embryon et du sperme (Speybroeck et al., 2002).
Pour Waddington, la clef réside dans les deux hypotheses : dans la théorie de préformation,
I’ADN peut étre considéré comme le matériel de base pour la mise en place des différents
tissus et organes de I'organisme : il représente I’'ensemble des genes dans leur état statique.
Dans la deuxieme théorie, I'ensemble des mécanismes liés a I'épigenése donneraient une
dynamique a I'expression des genes, expression hiérarchisée et temporalisée. C'est cette
vision des choses qui donnera naissance a la définition suivante de I'épigénétique : « branche
de la biologie qui étudie les interactions causales entre les genes et leurs produits qui font
naitre le phénotype » (Waddington, 1968; Dupont et al., 2009). Dans cette nouvelle théorie,
Waddington considére qu’au cours du développement embryonnaire, les cellules initialement
toutes identiques, vont prendre des chemins différents selon les génes qui vont étre exprimés.

Cette modification d’expression des genes intervient a un moment critique ou les cellules vont
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se spécialiser. Ainsi, il décrit le « paysage épigénétique » qui déterminera le phénotype que va
développer une cellule en fonction du chemin qu’elle prendra: d’'un méme patrimoine
génétique, il existe une multitude de possibilités en fonction des genes exprimés. De ce fait,
méme si toutes les cellules d’un organisme disposent du méme patrimoine génétique, grace
a I'épigénétique, I'expression des génes differe selon le type cellulaire et permet d’avoir des
cellules spécialisées propre a chaque organe. Waddington caractérise également les
mécanismes épigénétiques comme étant sous l'influence de I’environnement.

Une description plus aboutie des mécanismes épigénétiques et qui ont permis de
compléter la définition de Waddington est apparue en 1987 (Holliday, 1987) avec la
description de la méthylation de I’ADN, du maintien de cette méthylation au cours des
divisions cellulaires mais également dans les lignées germinales. Holliday introduit également
le phénomene des épimutations, définis comme étant des mutations épigénétiques (et non
de la séquence de I’ADN) réparables, mais pouvant entrainer des instabilités génomiques
transmissibles a la descendance.

Ces mécanismes ont donc une place importante dans la régulation de I'expression des
genes. lls dépendent de I'environnement, de |'alimentation, de I'état émotionnel et de

I'activité physique des individus.

Il existe différents mécanismes épigénétiques dont les deux principaux sont: la
méthylation de I'ADN et les modifications post-traductionnelles des protéines histones
(PTMs), qui, ensemble, vont permettre un remodelage de la chromatine (ensemble d’ADN et

de protéines) et son accessibilité, ce qui va permettre de réguler I'expression des genes.

Un troisieme mécanisme qui est plus débattu en raison de I'interprétation de la définition
de I'épigénétique, inclus les ARNs non codants et notamment les longs ARNs non codants
(ARNInc), dont I'exemple le plus connus est 'ARN XIST capable de compacter, et donc
d’inactiver, I'un des 2 chromosomes X de la femme (Morlando and Fatica, 2018). Ce type de

régulation ne sera pas décrit dans cette introduction.
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1.2. Méthylation de I'ADN

Un des principaux mécanismes épigénétique passe par la méthylation de ’ADN. Cela
consiste en I'ajout d’'un groupement méthyle (CH3) en position 5 des cytosines et forme alors
une 5-methylcytosine (5mC). Cette méthylation apparait principalement sur un motif bien
particulier : une cytosine suivie d’une guanosine (motif CpG). La méthylation de cytosines dans
des motifs non CpG est tres rare, elle est retrouvée dans les cellules souches embryonnaires
et au cours du développement mais ce type de 5mC disparait par la suite (Ramsahoye et al.,

2000; Lister et al., 2009).

D’apreés la teneur en cytosines guanosines de I’ADN (~42%), il devrait y avoir 4,4% de
CpG. Or, la proportion de CpG observés dans le génome humain est inférieure a 1% (Bird,
1980). Cette différence de proportion s’explique car les cytosines méthylées ont un haut
potentiel de mutation de par leur conversion en thymine (C>T) lors d’un phénomeéne de
désamination. En effet, si une désamination apparait sur une cytosine méthylée, celle-ci se
transforme en thymine. Cette désamination se fait de maniére passive ou via I'enzyme
APOBEC3A (Apolipoprotéins B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) (Wijesinghe
and Bhagwat, 2012). Parmi ces 1% de CpG, 67,7% sont méthylés (valeur pour des lignées
primaires de fibroblastes humains). Ce taux de méthylation peut varier selon le tissu mais
également dans les cancers avec une diminution de la méthylation globale de 'ADN (Crider et

al,, 2012).

La répartition des CpG n’est pas homogene dans I'ensemble du génome humain, il
existe :
- des régions enrichies en CpG appelées ilots CpG (CGI) qui représentent 2% des CpG du
génome et qui sont localisées surtout au niveau des régions promotrices des genes,
- des séquences répétées, issus d’éléments transposables (SINEs, LINEs, LTR), qui représentent
au total 50,6% des CpG du génome (Figure 1) (Luo et al., 2014).
Les 47,4% de CpG restants sont réparties dans le reste du génome (introns, exons, éléments
régulateurs, etc).
Les éléments répétés comportent la plus grande proportion des CpG méthylés de 'ADN

génomique (environ 70% de ces séquences sont méthylées (Babenko et al., 2017)). Ceci
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participe au maintien de la stabilité génomique via le recrutement d’hétérochromatine qui

empéche la rétrotransposition de ces éléments.

LINE 13% LTR 8%

OthW/ Alu] 2%

AluS 15%
SINEs 25%

AluY 6%

\, | Other SINE 2%

Figure 1 : Répartition du nombre de CpG dans le génome humain

Nonrepeat 49%

Les éléments répétés contiennent plus de 50% des CpG du génome dont la plus part font partie des éléments SINEs d’aprés la base de
données hg19. LINE: Long Interspersed Nuclear Element ; LTR : Long Terminal Repeat ; SINE : Short Interspersed Element. D’aprés Luo et
al 2014.

Les CGI peuvent se caractériser par leur taille (entre 300 et 3000 paires de bases (pb))

. oA L. N . «nombre de CpG observé »
et leur teneur en CG qui doit étre supérieur a 50% avec un ratio P

«nombre de CpG attendu» '

Les CGl sont présents majoritairement au niveau des promoteurs des genes et sont impliqués
dans la régulation de la transcription. De maniére générale, on retrouve une hypométhylation
des flots CpG au niveau du promoteur d’un gene transcrit et une hyperméthylation dans le
corps de ce géne. Inversement, un gene non transcrit aura une hyperméthylation au niveau
de son promoteur et une hypométhyaltion dans son corps (Sproul and Meehan, 2013). Selon
le statut de méthylation du promoteur, les complexes protéiques se liants a ’ADN vont
différer. Par exemple, si le promoteur est déméthylé, les facteurs de transcriptions (FT) vont
pouvoir se fixer sur ’ADN et initier la transcription. Dans le cas contraire, d’une part, la
présence des groupements méthyles va occasionner une géne stérique et empécher la fixation
des FT, et d’autre part, les CpG méthylés vont étre reconnus par des protéines MBD (methyl
CpG binding domain) comme MeCP2, qui vont se fixer sur 'ADN et empécher la fixation des
FT (Dhasarathy and Wade, 2008). Contrairement aux éléments répétés, on estime que 70%

des ilots CpG sont hypométhylés dans un contexte non tumoral (Babenko et al., 2017).
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La 5mC de I’ADN est réalisée par une famille de protéines appartenant a la catégorie
des méthyltransférases : les DNMTs (DNA MéthylTransférases). On compte 5 enzymes
appartenant a cette famille: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L. Les DNMT1, 3A
et 3B sont les principales méthyltransférases de I’ADN (Lyko, 2018). Elles possedent un large
domaine catalytique en C-terminale et un domaine de régulation en N-terminale et ont
différents réles dans I'ajout et le maintien de la méthylation sur 'ADN qui seront décrits dans
les parties suivantes (Figure 2.a). DNMT3L posséde un domaine catalytique tronqué qui n’est
pas fonctionnel seul (Ren et al, 2018)). Cependant, DNMT3L forme un complexe avec
DNMT3A et DNMT3B, ce qui stimule leur activité méthyltransférase, notamment lors du
développement embryonnaire et dans la lignée germinale chez les souris (Moore et al., 2013).

DNMT2 présente une forte homologie avec les autres DNMT (Figure 2.a), celle-ci
présente une faible activité ADN méthyltransférase. Hermann et son équipe ont montré que
DNMT2 posséde une faible activité catalytique mais est toutefois capable de méthyler 'ADN
au niveau d’une séquence spécifique ttnCGga(g/a) (Hermann et al., 2003). Cette séquence
correspond a la séquence de fixation de facteurs de transcription de la famille ETS impliqués
dans différentes voies de signalisations et le recrutement des protéines histones acétyle
transférases (HATs) (Sharrocks, 2001). Les travaux de Goll et ses collaborateurs ont démontré
que DNMT2 possede une activité ARN méthyltransférase, principalement au niveau de I’ARN
de transfert (tRNA) de I'acide aspartique (Goll et al., 2006) et contribuerai a la biogenése des
tRNAs Cette activité est plus forte que l'activité ADN méthyltransférase de DNMT2. Les
travaux de Kaiser montrent que DNMT2 est capable de méthyler des hybrides ADN-ARN

possédants une structure similaire aux tRNAs (Kaiser et al., 2016).
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Figure 2 : Représentation des différents domaines des protéines de la famille DNMT (a) et de la réaction de
cytosine méthylation qu’elles catalysent (b)

a) DNMT1, DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L possedent un domaine catalytique trés conservé en C-terminal (MTase) et d’un domaine
régulateur en N-terminal. Le domaine régulateur de DNMT1 est plus complexe que pour les autres DNMT. DMAPD : domaine d’interaction
de la protéine 1 associée a la méthyltransférase de I’ADN ; PCNA binding : domaine de liaison a PCNA ; NLS : signal de localisation
nucléaire ; RFTS : domaine de ciblage des foyers de réplication ; CXXC : domaine CXXC ; Autoinhibitory linker : domaine d’auto-inhibition ;
BAH1 et BAH2 : domaine d’homologie bromo-adjacents 1 et 2 ; (GK)n : répétition de glycine lysine séparant la partie N-term et C-term ;
PWWP : domaine PWWP ; ADD : Domaine ATRX-DNMT3-DNMT3L d’aprés Ren et al 2018. b) Initiation de la méthylation de I’ADN par
I’attaque nucléophile de la cystéine du motif VI du cite catalytique des DNMTs sur le carbone C6 de la cytosine. Le groupe méthyle du SAM
est ensuite transféré au C5 de la cytosine, possiblement médiée par une base de I'enzyme (B:). En vert : les acides aminés de I'enzyme
impliqués dans la réaction ; en violet : le cofacteur SAM ; en rouge : le groupement méthyle. D’aprés Lyko 2018.

La réaction de cytosine méthylation catalysée par les DNMTs se produit par une
succession d’interactions covalentes entre les acides aminés constituants le site catalytique
de la protéine, la cytosine receuveuse du groupement méthyle et une molécule qui va donner
le groupement méthyle (Figure 2.b) (Lyko, 2018)). La molécule dite « donneuse » de méthyle,
aussi appelée coenzyme ou cofacteur, va céder un groupement méthyle lors de la réaction. Le
cofacteur utilisé par les DNMTs est le SAM (S-adénosylméthionine) qui va étre transformé en
SAH (S-adnénosylhomocystéine) puis étre régénéré en SAM via le cycle du folate et le cycle
SAM (Figure 3). L’activité des DNMTs est directement régulée par la concentration de SAH : si
celle-ci est trop forte, alors I'activité est inhibée (Figure 3) (Rowling et al., 2002; Crider et al.,

2012).
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Figure 3 : Métabolisme du S-adénosylméthionine et régulation de I'activité DNMT

DHF, dihydrofolate; DHFR, dihydrofolate reductase; DNMT, DNA methyltransferase; dTMP, thymidylate; dUMP, deoxyuridine
monophosphate; MS, methionine synthase; MTHFR, methylenetetrahydrofolate reductase; SAH, S-adenosylhomocysteine; SAM, S-
adenosylmethionine; SHMT, serine hydroxymethyltransferase; THF, tetrahydrofolate; TS, thymidylate synthase, d’aprés Crider et al., 2012.

La méthylation de novo consiste en I'ajout de nouvelles marques de méthylations sur
un ADN non méthylé. La méthylation de novo est un mécanisme qui se fait principalement a
2 moments dans la vie d’un individu : lors de la gamétogenese et lors du développement
embryonnaire. Apres fécondation, une déméthylation asymétrique du génome chez le zygote
se produit : une déméthylation rapide du génome paternel appelée déméthylation active et
une déméthylation plus lente du génome maternel, appelée déméthylation passive (voir
chapitre 1.2.4). Seules les régions soumises a I'empreinte parentale et certaines régions
contenant des éléments transposables restent méthylées. L'empreinte parentale correspond
a des régions d’ADN différentiellement méthylées entre le génome maternel et paternel, ce
qui signifie que certains génes vont étre exprimés grace au génome maternel et d’autres grace
au génome paternel. Les génes soumis a I'empreinte parentale sont principalement des génes
impliqués dans le développement embryonnaire. Ce phénomene fut mis en évidence en
1984 : les chercheurs ont observé que des embryons reconstitués avec deux pronucléus
femelles (gynogéniques) ou 2 pronucléus males (androgéniques) se développent trés

faiblement apres implantation tandis que ceux reconstitués avec un pronucléus male et
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femelle se développaient a terme (McGrath and Solter, 1984; Surani et al., 1984). Ces résultats
suggerent que chaque génome possede un rble pour le développement embryonnaire,
indépendamment de leur séquence génétique, mais dépendant de I'empreinte parentale
propre au sexe du donneur. Il a d’ailleurs été montré par la suite que le phénomene de disomie
uni parentale, c’est-a-dire la présence de deux chromosomes homologues issus d’un seul
parent dans une cellule, entraine des maladies génétiques différentes selon que le doublet

de chromosome provienne du péere ou de la mére pour une méme région soumise a empreinte

4_

Androgenetic

parentale (Figure 4) (Bartolomei and Ferguson-Smith, 2011; Lalande, 1996).
ar

’ i’i’
Parthenogenetic/Gynogenetic
or B B
Paternal uniparental disomy Maternal uniparental disomy ' '

1_ B B
No gene A
Double dose gene B

Figure 4: Génes soumis a empreinte et disomie parentale

Double dose gene A
No gene B

Au centre, une cellule qui posséde un chromosome maternel et un paternel avec chacun une copie du géne A et du géne B soumis a
empreinte parentale. Le carré bleu représente un gene non soumis a I’'empreinte parentale. Dans cette configuration, le gene A est réprimé
sur le chromosome paternel et activé sur le chromosome maternel et inversement pour le géne B. Une seule copie de chacun de ces genes
est donc transcrite contrairement au gene bleu qui est transcrit sur les deux brins : ceci représente le niveau basal nécessaire et normal
pour cette cellule et ces genes. Dans la cellule de gauche qui représente le cas d’'une disomie uni parentale paternelle, le gene A réprimé
sur le chromosome paternel n’est pas transcrit. A l'inverse, le géne B est transcrit sur les 2 chromosomes ce qui entraine un défaut de
transcrit A et une double dose de transcrit B, ce qui impacte négativement la fonction de la cellule et le développement du zygote. Méme
chose dans le second cas de droite avec une disomie uniparentale maternelle avec le phénomeéne inverse (géne A doublement activé et
géne B inactivé), d’aprés Bartolomei and Ferguson-Smith, 2011.

La reprogrammation épigénétique post-fécondation permet une remise a zéro de la
plupart des marques épigénétiques propres aux parents et de redonner un aspect de
totipotence caractéristique des cellules souches embryonnaires. Aprés implantation et au
cours des divisions cellulaires et de la formation des différents tissus et organes, les cellules
vont progressivement retrouver un niveau de méthylation élevé, associé a la perte de leur
totipotence et I'acquisition des caractéristiques de cellules somatiques spécialisées. Durant le

développement embryonnaire, de nombreux mécanismes vont se mettre en place. Ceux-ci
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permettent la polarisation de 'embryon, I'expression de facteurs de transcription spécifiques
avec des gradients selon la polarité de 'embryon. Ces gradients de facteurs de transcription
vont entrainer la formation de complexes protéiques localisés et temporalisés permettant la
formation des différentes structures du futur feetus. Cette temporalisation va nécessiter
I'implication des mécanismes épigénétiques qui vont permettre cette régulation fine de
I'expression des facteurs de transcriptions comme la famille des genes Hox par exemple
(Soshnikova and Duboule, 2009). Ces facteurs de transcription, nécessaires au développement
embryonnaire, sont caractérisés comme oncogénes dans les cellules somatiques et sont
inactivés par les mécanismes épigénétiques (méthylation de ’ADN, modifications d’histones
et remodelage de la chromatine) empéchant leur transcription. Cest pourquoi la
reprogrammation épigénétique post-fécondation est importante : elle permet de retrouver
I'expression séquentielle de ces génes, permettant la formation des différents tissus du nouvel
individu.

La deuxieme reprogrammation épigénétique est celle qui se produit dans les cellules
précurseurs de la lignée germinale au cours du développement embryonnaire, aussi appelées
cellules germinales primordiales (PGCs). Chez la souris, cette reprogrammation débute 7.25
jours aprés la fécondation (stade E7.25) ou une cinquantaine de cellules de I'épiblaste vont
proliférer et migrer vers la créte génitale qui donnera les gonades par la suite. Ce phénoméne
de prolifération et de migration va durer jusqu’aux jours E10.5/11.5 et est accompagné d’une
déméthylation importante de I’ADN pour revenir a un statut de cellules pluripotentes, suivie
d’une suppression de marques d’histones et le remplacement de protéines histones par des
variants une fois la migration finie (Hajkova et al., 2008). Contrairement a la reprogrammation
épigénétique post-fécondation, celle-ci va également remettre a zéro les modifications des
génes soumis a empreinte. Lors de la gamétogenése, le génome des gameétes est
progressivement reméthylé au cours des étapes de différenciation des cellules avec la
réimposition des marques, notamment au niveau des génes soumis a empreinte, qui, cette
fois ci, dépendra du sexe de I'embryon ; si 'embryon est de sexe masculin, les génes soumis a
empreinte auront les mémes empreintes que le génome d’origine paternelle et inversement
si I'embryon est du sexe féminin. La méthylation de novo dans les embryons males se fait
avant la méiose dans les prospermatogonies et est compléte avant la naissance tandis que
dans les embryons femelles, la reméthylation se fait apres la naissance pendant la croissance

folliculaire et des ovocytes (Figure 5) (Smallwood and Kelsey, 2012).
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Figure 5 : Déméthylation et méthylation de novo de I'ADN dans un embryon de souris

a) Les PGCs entament leur prolifération et migration de I’épiblaste jusqu’a la créte génitale a partir du stade E7.25 avec une déméthylation
globale de leur ADN. b) En fonction du sexe de I'embryon, une méthylation de novo a lieu dans les cellules germinales précurseurs de
maniére asymétrique entre male et femelle : dans les embryons males, la méthylation de novo a lieu avant la méiose dans les
prospermatogonies, en arrét mitotique (phase G1, ligne bleue) et se finit avant la naissance. Dans les embryons femelles, les oocytes
primaires entrent en méiose et s’arrétent en prophase | au stade diploténe. La méthylation de novo est réalisée apreés la naissance durant
le développement folliculaire (ligne rouge). c) L’autre vague de déméthylation (chronologiquement la premiére du point de vue du zygote),
apparait suite a la fécondation et est asymétrique : une déméthylation rapide et active du génome paternel (ligne bleue) et une
déméthylation lente et passive du génome maternel (ligne rouge). Cette vague de déméthylation n’inclut pas les génes soumis a empreinte
(ligne verte). d) La reméthylation du génome de I'embryon a lieu entre I'implantation du blastocyste et la détermination des lignées
cellulaires. D’aprés Smallwood and Kelsey, 2012.

1.2.3. Généralités sur le role de I’épigénétique dans la spécialisation tissulaire

(d’apres la revue de (Rasmussen, 2003)

Au cours du développement embryonnaire et foetal, les différents tissus vont
progressivement se mettre en place (ectoderme, endoderme, mésoderme). Lors de
I'apparition de ces tissus, les cellules souches vont progressivement se différencier et perdre
leur capacité de totipotence (vers le stade blastula). Les cellules souches embryonnaires
deviennent pluripotentes : elles sont capables de former les trois feuillets embryonnaires mais
ne peuvent plus former tous les tissus annexes comme le placenta par exemple. Dans ces
feuillets, les cellules vont progressivement passer de pluripotentes a multipotentes au cours

des divisions cellulaires : les cellules sont capables de se différencier uniqguement en cellules
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du tissu. Lorsque les différents organes sont mis en place, certaines cellules souches vont
conserver leur capacité de multipotence mais vont produire des cellules unipotentes capables
de donner un seul type cellulaire avec une fonction propre au tissu : les cellules spécialisées
Figure 6. Cette présence de cellules multipotentes permet de régénérer les cellules
différenciées qui sont spécialisées mais quiescentes.

Cette spécialisation progressive est possible grace aux mécanismes épigénétiques qui
vont se mettre en place au cours des divisions cellulaires et faire en sorte que les cellules
expriment uniqguement des génes propres a leurs fonctions. L'épigénétique représente
également un moyen de réguler la dépense énergétique des cellules puisque chaque
phénomeéne de réplication, transcription et traduction consomme de I’énergie. Une cellule ne
pourrait pas étre totipotente et spécialisée car son co(t énergétique serait trop important.
C’est pourquoi lors de la spécialisation, les cellules perdent I'expression des genes dit
oncogenes, nécessaires a la prolifération cellulaire, ainsi que I'expression de tous les génes
non nécessaires a sa fonction. Par exemple un neurone va exprimer des protéines synaptiques
et de communication nerveuses tandis que certaines cellules pulmonaires vont produire du

mucus.
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Figure 6 : Représentation du devenir des cellules souches embryonnaires au cours du développement

Au départ, les cellules souches embryonnaires sont totipotentes et peuvent former I'ensemble des tissus du zygote. Au cours des divisions,
certaines cellules souches vont perdre leur totipotence et devenir pluripotentes : elles sont alors capable de former les 3 feuillets
embryonnaires (endoderme mésoderme et ectoderme). Lors de la formation des organes, ces cellules vont se différenciées, gagner en
spécialisation et perdre leur multipotence pour devenir unipotentes. Image crée a partir de Biorender.com.

1.2.4. Les mécanismes de méthylation de ’ADN

Dans la famille des DNMTs, le role de la méthylation de novo est attribué au complexe
DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L. DNMT3A et 3B ont une structure trés proche et sont toutes
les deux capable de méthyler de 'ADN non méthylé et hémiméthylé, sur les CpG dans les
cellules somatiques ou non CpG dans les cellules souches embryonnaires (Gao et al., 2020).
DNMT3B est tres exprimée lors du développement embryonnaire précoce et tres peu dans les
cellules différenciées (a I'exception de la thyroide, des testicules et de la moelle osseuse),
tandis que DNMT3A est exprimé de maniére ubiquitaire, au cours du développement
embryonnaire mais aussi dans les cellules différenciées (Xie et al., 1999). La temporalité
d’expression des DNMT3 est corrélée avec les différentes phases de reprogrammation
épigénétique du génome au cours du développement embryonnaire. DNMT3B est exprimé

dans les phases précoces du développement embryonnaire post et préimplantatoire (E4.5-E7
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pour des embryons de souris), principalement au niveau du trophectoderme au stade blastula,
tandis que I'expression de DNMT3A est détecté a partir du jour E10.5 au niveau des membres
postérieurs et de la queue et dans les membres antérieurs a partir de E14.5 (Watanabe et al.,
2002). De méme, DNMT3L est tres exprimé dans les cellules germinales en développement et
dans les phases précoces de 'embryogenése, notamment dans les cellules ES, mais elle n’est
plus exprimée dans les cellules différenciées (Veland et al., 2019). Le niveau d’ARN messager
(ARNm) de DNMT3A et DNMT3B est plus important dans les cellules ES que dans les cellules
différenciées. DNMT3A et DNMT3B contribuent a la mise en place de modifications
épigénétiques tissus spécifiques de par leur différence de temporalité d’expression, de
localisation et de recrutement par leurs partenaires (Watanabe et al., 2002). Le knockout (KO)
de DNMT3B dans les embryons de souris entraine I'arrét du développement et la Iétalité de
I'embryon, tandis que le KO de DNMT3A n’empéche pas le développement de I'embryon mais
la survie des individus (mort des souris 4 semaines apres leur naissance). Le KO de DNMT3L
induit une sous expression de I'isoforme DNMT3A2 et un hypométhylation au niveau de ses
cibles. Cela n’‘impacte pas le développement embryonnaire ni la survie des individus mais leur
fécondité : le manque de méthylation de novo provoque la réactivations d’éléments
transposables dans les spermatogonies et spermatocytes chez les males et un manque de
d’apposition des empreintes maternelles, entrainant la stérilité des individus (Hata et al.,
2002; Bourc’his and Bestor, 2004). DNTM3A et DNMT3B semblent donc avoir différentes
cibles de méthylation malgré leur homologie de séquence, dépendant du complexe dans
lequel les protéines sont recrutées (DNMT3A-DNMT3B-DNMT3L, DNMT3A-DNMT3A-
DNMT3L) mais également de leurs domaines PWWP et ADD. En effet, DNMT3B est recruté
préférentiellement via son domaine PWWP qui reconnait la tri-méthylation de la lysine 36 de
I'histone H3 (H3K36me3) retrouvé dans le corps des génes et permet la formation de
I’hétérochromatine (Baubec et al.,, 2015). DNMT3A est recruté via son domaine ADD qui
reconnait la lysine 4 de I’histone H3 non modifiée (H3K4me0), au niveau des enhancers de
génes impliqués dans la pluripotence cellulaire et entraine leur inactivation (Petell et al.,
2016). DNMT3L est également capable de reconnaitre H3K4me0 et de médier la méthylation
de novo (Ooi et al., 2007). DNMT3L ne posséde pas de domaine catalytique, mais son
interaction avec DNMT3A et DNMT3B permet de stimuler leur activité catalytique
(notamment celle de DNMT3A) et joue un réle dans leur recrutement au niveau de la

chromatine (Veland et al., 2019).
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Méme si la fagon dont elles reconnaissent leurs cibles n’est pas clairement identifié,
des mécanismes ont été proposés, impliquant I'interface homodimérique des complexes et |a
différence de conformation comme étant responsable de la différence d’activité catalytique
observée entre DNMT3A et DNMT3B. DNMT3A posséde une plus forte affinité pour les CpG
méthylés de par son domaine PWWP qui est plus spécifique que celui de DNMT3B (Gao et dl.,
2020). Dans les cellules souches embryonnaires (cellules ES) de souris, DNMT3B est impliquée
dans la méthylation des centromeéres et des séquences satellites mineures (portion de 600 kilo
bases (kb) contenant des répétitions de 120pb)) tandis que DNMT3A méthyle les séquences
satellites majeures péricentromériques (portions de 6 mégabases contenant des répétitions
de 234pb) : les protéines ne sont pas recrutées au niveau des mémes cibles et possedent des
réles particuliers dans le maintien de la stabilité chromatinienne (Okano et al., 1999).

D’autre part, la capacité des DNMTs a induire la méthylation de I'ADN sur des
séquences spécifiques est possible via un phénomeéne dit de transcription factor directed DNA
méthylation. En effet, il a été montré en 2009 par Hervouet et ses collaborateurs, que des
facteurs de transcriptions comme c-myc, sont capables de recruter DNMT3A sur des
séquences spécifiques de I’ADN et induire la méthylation des CG incluant ou juxtaposant le
site de fixation. Le complexe c-myc-DNMT3A est impliqué dans la méthylation de séquences
spécifiques reconnus par c-myc, comme par exemple les genes codants pour CDKN1a, CCND1
et TIMP2 dans les glioblastomes multiformes (GBM) (Hervouet et al., 2009). D’autres
exemples de ces mécanismes de recrutement médié par des FT est par exemple le
recrutement du complexe MBD2-MBD3-GCNF-DNMT3A-DNMT3B au niveau des boites RAREs
qui sont reconnues par le répresseur GCNF. L'interaction avec I'hélicase WRNp et I'histone
méthyltransférase G9a au niveau du promoteur d’OCT-4 et du complexe MBD2-MBD3-GCNF-
DNMT3A-DNMT3B recruté par GCNF entraine le silencing d’OCT-4 durant le développement
embryonnaire (Athanasiadou et al., 2010). Bien que DNMT3L soit dépourvu d’activité
catalytique, elle est capable d’interagir avec des facteurs de transcriptions avec lesquels
DNMT3A et DNMT3B sont incapables d’interagir seuls, ce qui permet le recrutement des
complexes DNMT3A-DNMT3B-DNMT3L ou DNMT3A-DNMT3A-DNMT3L vers de nouvelles
cibles via les partenaires d’interactions de DNMT3L (Pacaud et al., 2014).

Les FT interagissant avec DNMT3A peuvent étre différents de ceux interagissant avec
DNMT3B ou DNMT3L. De méme, I'expression et le recrutement des DNMTs par leurs FT

varient au cours du cycle cellulaire et de I'expression de ceux-ci. Les FT sont capables de
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reconnaitre des séquences spécifiques de I'ADN. Leur capacité a interagir avec les DNMTs
permet de les recruter au niveau de leurs cibles et la méthylation de celles-ci (Hervouet et al.,

2018).

Lors de la réplication de I’ADN, I’ADN polymérase lll ajoute les bases complémentaires
du brin matrice pour reformer un ADN double brin néo synthétisé. Les acides nucléiques
ajoutés ne comportent aucune modification. La nouvelle molécule d’ADN est donc
hémiméthylé : sans mécanismes de maintenance de la méthylation de I’ADN (aussi appelé
méthylation de maintenance), au bout de deux divisions cellulaire, des cellules auraient des
molécules d’ADN complétement déméthylées, ce qui causerait de graves problémes
d’instabilité génomique.

Parmi les cing DNMTs qui composent le génome humain, il a été montré que DNMT1
joue un réle prépondérant dans le maintien de la méthylation au cours du temps en méthylant
le brin néo-synthétisé en recopiant la méthylation du brin matrice (Bostick et al., 2007; Sharif
et al.,, 2007). L'inactivation de DNMT1 au stade précoce du développement embryonnaire
entraine la |étalité des embryons chez les souris, de méme avec la mutation du domaine
catalytigue de DNMT1 qui provoque un arrét post-gastrulation avec une perte de méthylation
de I’ADN mais également des accidents mitotiques (Chen et al., 2007; Takebayashi et al.,
2007). DNMT1 est donc essentielle au développement des mammiferes puisque la majeure
partie de la méthylation de 'ADN est régulée par DNMT1. En regardant de plus pres les
différents domaines qui la composent présenté sur la Figure 2, DNMT1 posséde un signal
d’adressage nucléaire (NLS), un domaine a doigt de zinc capable de reconnaitre les CpG non
méthylés (domaine CXXC) qui inhibe la méthylation de novo de DNMT1 en bloquant I'acces au
site actif, 2 domaines BAH (Bromo-adjacent homology) qui possédent deux réles distincts :
BAH1 qui contribue au réle du domaine CXXC et BAH2 dont le réle n’est pas clairement défini
(Yarychkivska et al., 2018). Seule, DNMT1 est capable de reconnaitre les CpG hémiméthylés
via son domaine N-terminal (Araujo et al., 2001). Comme DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L,
DNMT1 peut intéragir avec différentes protéines pour étre recruté au niveau de leurs cibles.
DNMT1 possede différents domaines qui lui permettent d’étre recrutée au niveau des
fourches de réplication durant la phase S: un domaine RFTS (replication foci targeting

sequence) qui interagit avec UHRF1 (Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1)
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également au niveau des centromeres (Jeltsch and Jurkowska, 2016) et un domaine PCNA
binding qui permet a DNMT1 d’interagir avec la protéine PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) qui est un facteur d’élongation présent dans les fourches de réplication et dans les
processus de réparation de I’ADN. Le recrutement de DNMT1 via PCNA permet de maintenir
la méthylation de ’ADN au cours de la synthése du nouveau brin. Le complexe PCNA/DNMT1
se forme uniquement lorsque PCNA interagit avec I’ADN (lida et al., 2002). Les mécanismes
de maintenance de la méthylation de 'ADN par DNMT1 et son interaction avec la machinerie
de réplication ne sont pas clairement définis : bien que 'activité méthyltransférase soit plus
rapide lors de I'interaction PCNA-DNMT1 (deux fois plus qu’avec une mutation du site PCNA-
binding de DNMT1), cette interaction n’est pas nécessaire pour la méthylation de
maintenance (Schermelleh et al., 2007). DNMT1 est également recrutée au niveau des
cytosines hémiméthylées via UHRF1 qui reconnaft certains résidus d’histones (notamment la
tri-méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 : H3K9me3 couplée a I'arginine 2 non méthylée :
H3R2me0). En paralléle, UHRF1 reconnait I’ADN hémiméthylé grace a son domaine SRA (SET
and RING associated domain). Le domaine RING, qui possede une activité ubiquitine ligase E3,
a été identifié comme responsable de |'ubiquitination des lysines 14, 18 et ou 23 de I’histone
H3, ce qui serait nécessaire au recrutement de DNMT1 au cours de la phase S, via une
reconnaissance par le motif RFTS et un changement de conformation qui permet de rendre le
site actif accessible a la cytosine non méthylée (Ren et al., 2018). Il a également été montré
gu’UHRF1 joue un réle dans la formation du complexe PCNA-DNMT1 en ubiquitinylant le
facteur PAF15 (PCNA associated factor 15) au début de la phase S (Nishiyama et al., 2020).
Nishiyama et ses collaborateurs ont suggéré que le recrutement de DNMT1 au niveau des
histones ubiquitinylées et un mécanisme de sauvegarde permettant de maintenir la
méthylation de I'ADN en dépit d’une perturbation avec la machinerie de réplication.
Contrairement au complexe PCNA-DNMT1, le complexe PCNA-PAF15-DNMT1-UHRF1 est
essentiel pour le maintien de la stabilité génomique et de la méthylation de I’ADN : Hervouet
et ses collaborateurs ont montré que I'inhibition de ce complexe dans des cellules de GBM
humain conduit a une hypométhylation globale de 'ADN entrainant une instabilité génomique
et la surexpression de genes spécifiques comme PDGF-B, survivine, H-ras et MGMT (Hervouet
et al., 2010). Le recrutement de DNMT1 par des facteurs de transcription a également été

observé, comme avec E2F1, Rb et HDAC1. L'interaction Rb-E2F1-HDAC1-DNMT1 permet de
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méthyler les promoteurs sur lesquels E2F1 est recruté et de contrdler la transcription, la

réplication de I’ADN et la tumorigenése (Robertson et al., 2000).

L'ensemble des interactions de DNMT1 dans les différents complexes qui I'impliquent
entraine des changements structurels qui vont réguler son activité de maniére positive ou
négative. De ce fait, son domaine catalytique va étre soit accessible soit bloqué (Figure 7) (Ren
et al.,, 2018). Ce processus de régulation strict confére donc a DNMT1 un réle prépondérant
dans la méthylation de maintenance. Des études de 2010 suggérent un rOle dans la
méthylation de novo mais les mécanismes sont encore peu compris. Cette méthylation de
novo impliquerait le domaine DMAP1 (DNMT1 associated protein 1 binding domain). Le réle
du complexe DNMT1/DMAP1 est peu décrit méme s’il semble jouer un réle dans la stabilité
génomique apres réparation des cassures d’ADN en méthylant localement au niveau du site
de réparation, ce qui donnerait a DNMT1 un réle dans la méthylation de novo de I’ADN (Lee

etal., 2010).

DNMT1 DNMT1
Autoinhibitory Autoinhibitory
State | State Il
TRD Unmethylated CG DNA
a) .
Unmethylated CG
BAH1.2 b)
BAH1,2
UHRF1 autoinhibitory ~ H3K18UL/K23Ub-NCP N /
1 NC : SN
H3K9Ime3-NCP ‘ o \{
& Ub
Hemi-mUG DNA | 7 = ub r Hemi-mCGC
H3 tail
UBL
w . DNMT1
H3Kome3 BAHL2Y  Active State

UHRF1 active state
Figure 7: Modeéle de régulation allostérique de la méthylation de maintenance de ’ADN médiée par DNMT1

a) UHRF1 reconnait 'ADN hémiméthylée et H3K9me3 et ubiquitine I'histone H3. b) L’'ubiquitination d’H3 permet le changement
conformationnel de DNMT1 qui passe de sa forme auto-inhibée a sa forme active et catalyse la méthylation de maintenance. Le stade 1
d’auto-inhibition correspond a la forme de DNMT1 avant reconnaissance de I’ADN hémiméthylé. Le stade Il correspond a la forme auto-
inhibée apres liaison avec I’ADN hémiméthylé. D’apres Ren et al., 2018.
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Comme l'indique la définition de I'épigénétique, ces modifications sont réversibles. Il
existe plusieurs mécanismes responsables de la déméthylation de I'ADN impliquant des

phénomenes passifs ou actifs comme les protéines TETs ou le systéme de réparation de ’ADN.

Un des mécanismes de déméthylation de I’ADN correspond a la déméthylation passive.
Cette déméthylation se fait par phénomeéne de « dilution » au cours des divisions cellulaires,
par manque de méthylation de maintenance causée par un défaut d’expression de DNMT1,
ou une modification de son activité en raison de modifications métaboliques (Battle and
Hawkins, 2020). Lors du phénomeéne de déméthylation passif, aprés la premiere division
cellulaire, deux cellules avec de 'ADN hémiméthylé sur certaines séquences sont obtenues.
Lors de la deuxieme division cellulaire quatre nouvelles cellules sont formées : deux avec des

séquences hémiméthylées et deux avec des séquences déméthylées (Figure 8).

1 ere division cellulaire

Celllule mere

Déméthylation
passive de la région
donnée

Diminution
DNMT1, v————ﬁlMemywnondemammnmmel
Inhibiteurs

TRAJc|Gc|T|GjA

Brin néosynthétisé

Brin parental

© Méthylation
Figure 8: Mécanisme de déméthylation passive de ’ADN

La déméthylation passive intervient lors d’une diminution de I’expression de DNMT1, une absence de recrutement au niveau de ses cibles,
par son inhibition via des inhibiteurs spécifiques ou une modification du métabolisme. Lors des réplications suivantes, les régions
concernées sur le brin néosynthétisé ne sont pas reméthylées lors de la méthylation de maintenance, ce qui entraine |'apparition de
région hémiméthylées qui seront totalement déméthylées lors des divisions suivantes (phénomeéne de dilution). Image crée a partir de
Biorender.com.
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La déméthylation active de I’ADN est initiée par la famille d’enzymes TET (Ten-Eleven-
Translocation). On compte trois membres de cette famille : TET1, TET2 et TET3 qui présentent
une grande homologie de structure, notamment au niveau du domaine catalytique, constitué
d’une région riche en cystéine et d’'un domaine DSBH (hélice B double brin) trés conservé entre
les différents membres de la famille (Figure 9.a). TET1 et TET3 possédent un domaine a doigt
de zinc CXXC (comme celui de DNMT1) qui est impliqué dans leur recrutement au niveau de
I’ADN sur des CpGs non méthylés, ce qui préviendrai de méthylations aberrantes (Xu et al.,
2011). Le domaine CXXC de TET3 en revanche, montre plus d’affinité pour les CpGs contenant
des modifications de 5-carboxylCytosine (Jin et al., 2016). Cependant, ce domaine ne semble
pas étre le seul mécanisme de recrutement a ’ADN puisque TET2 en est dépourvu a la suite
d’une inversion dans son géne durant I'évolution, séparant le domaine CAAX du reste du géne
et formant un nouveau gene : Idax (Ko et al., 2013). Certaines isoformes de TET1 et TET3 sont
également dépourvues de ce domaine. Chaque isoforme semble avoir une expression
différente au cours du développement embryonnaire, du type cellulaire, mais également une
activité catalytique ou un recrutement plus ou moins efficace. Les mécanismes de
recrutement des enzymes TETs semblent étre relativement complexes et sont encore peu
connus méme si différents modes de recrutement sont proposés : I'un impliquant le domaine
CXXC dépendant qui va varier selon I'isoforme, I’autre via des protéines capable de les recruter
a 'ADN (DNA-binding-factors) pour un recrutement a des loci particuliers, mécanisme
similaire a celui des FT capables de recruter les DNMTs (Melamed et al., 2018). C’est par
exemple le cas avec les isoformes courts de TET3, dépourvus de domaine CXXC, qui sont
recrutés au niveau de I’ADN des cellules de la rétine via REST, un facteur de transcription. Dans
le méme contexte, ces isoformes de TET3 interagissent avec NSD3, méthyltransférase de la
lysine 36 de I’histone H3 (H3k36me3). Le recrutement de TET3 sur I’ADN au niveau des cibles
de REST permettrait la formation de 5hmC séquence spécifique et le recrutement de NSD3 et
la triméthylation d’"H3K36 suivie I'activation de la transcription (Perera et al., 2015).

D’autres travaux montrent également un cross talk entre les modifications d’histones
et le recrutement des enzymes TETs au niveau d’ilots CpGs, notamment TET1 qui est retrouvé
enrichie dans des régions contenant de la triméthylation des lysines 4 et 27 de I'histone H3

(H3k4me3 et H3k27me3) (Wu et al., 2011).
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Figure 9 : représentation des mécanismes de déméthylation active de ’ADN médiée par les protéines TETs

a) Représentation des différents domaines des protéines TETs : CXXC : domaine CXXC, Cys-Rich : région riche en cystéine, DSBH : hélice
double brin. Les domaines Cys-Rich et DSHB constituent le cite catalytiques des enzymes TETs. D'aprés, Kao et al., 2016. b) Cycle de
méthylation et déméthylation de I’ADN : une DNMT convertit une cytosine non méthylée en 5mC. Les protéines TETs permettent le retour
a la forme non méthylée en catalysant la réaction d’oxydation vers les formes 5ShmC puis 5fC et pour finir 5caC. Les formes 5fC et 5caC
sont prises en charge par le systéme d’excision de bases et réparation de I’ADN (TDG/BER) qui va remplacer la cytosine modifiée par une
cytosine non modifiée, ce qui compléte le cycle de déméthylation (noté AM-AR sur le schéma pour Active Modification- Active Removal).
Les différentes modifications de cytosines peuvent également étre éliminées par déméthylation passive au cours de la réplication de ’ADN
(notée AM-PD sur le schéma pour Active Modification-Passive Dilution). D’aprés Wu and Zhang, 2017.

L’ensemble des enzymes TETs possedent une activité identique, dépendante de I'oxygéene,
de I'alpha-cétoglutarate (a-KG) et du fer comme co-facteur. La réaction d’oxydation médiée

par les enzymes TETs a pour produit du CO2 et du succinate. L’activité des enzymes de la

substrat

famille TET est directement régulée par le métabolisme des cellules et le ratio oroduit (Lu et

al., 2015).

Malgré leur différence de recrutement et d’affinité pour les différentes formes de
cytosines, les 3 enzymes TETs sont capables de catalyser I'ensemble des réactions de
I'oxydation de la 5-méthylcytosine en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) puis en 5-
formylcytosine (5fC) et pour finir en 5-carboxylcytosine (5caC) méme si leur vitesse de réaction
est plus grande pour la conversion de la 5mC en 5hmC que la conversion 5hmC en 5fC (lto et
al., 2011). La déméthylation médiée par les enzymes TETs peut également étre couplée au
systéme de réparation de I’ADN : TDG/BER (Tymine DNA Glycosilase/ Base Excition Repair)

comme présenté sur la Figure 9.b. TDG reconnait les formes 5fC et 5caC et entraine I’excision
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des bases oxydées (He et al., 2011). Cela génére un cite abasique reconnu par une
endonucléase qui va cliver la liaison sucre-phosphate. Une ADN polymérase est alors recrutée
et va insérer une cytosine non méthylée. L'inactivation du gene Tdg dans des embryons de
souris entraine une augmentation du niveau de méthylation de certains promoteurs ou
enhancers lié a une dérégulation d’expression des génes concernés, notamment des génes du
développement embryonnaire (Cortazar et al., 2011).

L'autre mécanisme de déméthylation couplé a l'oxydation de la 5mC se fait par
déméthylation passive : lors des divisions, I’ADN néosynthétisé ne sera pas reméthylé car le
complexe DNMT1/UHRF1 présente moins d’affinité pour les formes 5hmC, 5fC et 5caC. La
cytosine n’est alors pas reconnue comme méthylée et ne sera pas reméthylée sur le brin
néosynthétisé (Frauer et al,, 2011; Hashimoto et al., 2012). De plus, les différentes formes
d’oxydation des cytosines méthylées peuvent étre reconnues par des protéines et jouer
diverses roéles dans la transcription et le remodelage de la chromatine. Par exemple la 5hmC
est retrouvée au niveau de régions transcriptionnellement actives du génome, dans le corps
des genes et dans les enhancers. Les protéines capables de reconnaitre la 5hmC sont peu
connues. MeCP2 est la principale protéine identifiée comme capable de reconnaitre la 5hmC
dans me systéme nerveux et permet la régulation de la structure de la chromatine et de la
transcription des genes (Mellen et al., 2012). Comme pour la 5hmC, la 5fC est associée a
I'activation de la transcription. Elle est retrouvée au niveau des CGl des promoteurs et dans
les exons. Les promoteurs enrichies en 5fC en comparaison avec de la 5mC ou de la 5hmC sont
transcriptionnellement plus actifs et ont un niveau de triméthylation de la lysine 4 de I’histone
H3 plus élevé (marque d’histone également associée avec des régions transcriptionnellement
actives) (Raiber et al., 2012). La 5fC est reconnue par diverses protéines de la famille de
facteurs de transcriptions FOX et de facteurs de régulations RFX ainsi que les protéines a
domaine SCAN (Bai et al., 2021). La 5caC est retrouvée au niveau d’enhancers et de régions
régulatrices distales. La 5caC permet le recrutement des facteurs de transcriptions TCF4 et
MAX au niveau d’E-box et la transcription des génes associés (Yang et al., 2019). La présence
des protéines « readers » de ces différentes formes de cytosines oxydées les proteges de la
déméthylation active et contribue a la déméthylation passive de 'ADN (lurlaro et al., 2013).
Ces différentes formes de méthylation semblent jouer un réle important durant le
développement embryonnaire et la premiére phase de reprogrammation épigénétique,

nottamment sur la déméhtylation active du génome paternel. En effet, il a été observé une
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augmentation de la quantité de 5fC et de 5caC génomique durant la période préimplantatoire
d’embryons humains, avec une distribution particuliéere de ces marques dans le génome

d’origine paternel (Pendina et al., 2018).

1.2. Modification post-traductionnelle des histones

Pour comprendre le réle des protéines histones, il faut connaitre la structure 3D de
I’ADN. Sans parler de la structure en double hélice et de I'appariement Watson-Crick des
bases, ici je m’intéresserai aux phénomenes de compaction et décompaction de I’ADN. En
effet, ’ADN du génome humain mesure environ deux metres, or, le noyau d’une cellule
eucaryote a un diameétre de 5 a 6 um... C'est la que les protéines histones entrent en jeu dans
un premier temps. Il existe quatre types de protéines histones canoniques appelées H2A, H2B,
H3 et H4, une histone de liaison appelée H1 ainsi que leurs différents variants qui peuvent
avoir un role dans la réparation de I’ADN, la viabilité et le développement, la réplication de

I’ADN ou bien I'inactivation du chromosome X chez la femme (Talbert and Henikoff, 2021).

Les histones canoniques s’assemblent en octamere (2 protéines de chaque histone
canonique) pour former le coeur histone ou cceur du nucléosome. Le nucléosome est formé
du coeur histone et d’ADN qui s’enroule autour de ce cceur. Ce premier niveau de compaction
est décrit comme une structure en « collier de perles » : les nucléosomes sont espacés de
54pb et 146pb sont enroulées autour du cceur histone, formant une fibre de 11nm de
diametre (Figure 10.a). Le deuxiéme niveau de compaction implique I’histone H1 capable de
se fixer sur 'ADN entre deux nucléosomes et induit une courbure de la chromatine et conduit
a sa spiralisation. Ceci est appelé fibre solénoide ou fibre chromatinienne d’un diametre de
30nm (Figure 10.b). Cette fibre est capable de former une hélice. Un tour de cette hélice
mesure 11nm et comporte 6 nucléosome, ce qui correspond a une compaction d’un facteur
40 de I'ADN. Un niveau de compaction encore supérieur peut-étre atteint lors d’une
association avec des protéines non histones sous forme de « charpente » : les fibres de
chromatines forment alors des boucles, la structure posséde un diamétre de 300nm, soit un

facteur de compaction de 1000 (Figure 10.c). Ce sont les constituants principaux de
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I'euchromatine : région de I’ADN peu dense aux électrons et accessible aux ARN polymérases.
Ces régions sont associées avec la transcription de ’ADN. A I'inverse, I’hétérochromatine se
forme lorsque ces structures en charpente se replient sur elle-méme pour former de nouvelles
boucles (Figure 10.d). L’'hétérochromatine est une structure compactée de I’ADN qui, en
microscopie, est dense aux électrons, et non accessible aux ARN polymérases.
L’'hétérochromatine se retrouve donc principalement dans les régions contenant des éléments
répétés. Cette hétérochromatine est dite constitutive, elle est commune a toutes les cellules,
notamment au niveau des centromeres et des télomeres. Un deuxieme type
d’hétérochromatine est également retrouvé dans les régions non exprimées, dépendant du
type cellulaire, appelée chromatine facultative. Celle-ci peut étre modifiée au cours du temps.
Ces structures apparaissent notamment lors des phases de compaction de I’ADN qui
précédent la mitose. Petit a petit, '’ADN va se surcompacter jusqu’a la formation de
chromosomes distincts, tels qu’observé lors de la métaphase. Ce dernier niveau de

compaction correspond a un facteur de 10 000 (Figure 10.e).
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Figure 10: Illlustration des différents niveau de compaction de la chromatine

a) structure en collier de perles, b) fibre chromatinienne, c) Boucle de chromatine, composant de I'’euchromatine, d) chromatine
condensée, composant de I’'hétérochromatine, e) Chromosome mitotique. d’aprés McAnena et al., 2017

Les interactions histones-ADN sont possibles graces aux charges des protéines
histones, majoritairement composées d’arginines et de lysines, des acides aminés chargés
positivement. Durant remodelage de la chromatine facultative, nécessaire a I'expression de
génes spécifiques, ces interactions peuvent étre modifiées par l'ajout de différents
groupements chimiques (méthylation, acétylation, phosphorylation) ou de peptides
(sumoylation) (Bannister and Kouzarides, 2011) sur I'extrémité N-terminal, aussi appelée
« queue » des histones. Ces modifications permettent de renforcer ou de diminuer
I'interaction avec I’ADN soit en diminuant la charge des protéines histones (acétylation des
lysines), soit via I'ajout de groupements chargés négativement (phosphorylation) ou par la
réduction de la formation de liaisons hydrogenes et le renforcement de I’'hydrophobicité et la

taille des acides aminés (méthylation des lysines) (Luo, 2018).
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Ces maodifications n’ont pas seulement comme role de diminuer ou renforcer les
liaisons entre I’ADN et les protéines histones, ils servent également de marqueurs capables
d’étre reconnus par diverses protéines et de jouer un rble dans le remodelage de Ia
chromatine, l'initiation de la transcription ou sa répression. Ces mécanismes sont appelés
« code histones » et sont de plus en plus étudiés depuis les années 90. Les modifications
d’histones sont maintenant connues pour jouer un rbéle au cours du développement
embryonnaire, dans la spécialisation des cellules mais également dans des pathologies dont
les cancers (Bannister et al., 2002). De maniére générale, on décrit trois types d’acteurs de ce

code :

-les protéines dites « writers » qui sont responsables de I'apposition de la modification

chimique (aussi appelée marque).

-les protéines dites « readers » capables de reconnaitre les marques et de recruter d’autres

acteurs.

-les protéines dites « erasers » capables de retirer les marques.

Par la suite nous allons nous intéresser aux deux principales modifications d’histones, celles
qui sont les plus décrites a I’'heure actuelle et qui jouent les roles les plus importants dans
I'activation et I'inhibition de la transcription des génes : la méthylation et I'acétylation des

protéines histones.
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Les MPT des histones ont une nomenclature bien particuliére, basée sur la protéine
histone qui est modifiée (H3 ou H4 principalement), le résidu lysine (K) ou arginine (A), la
position de I'acide aminé sur la queue de I'histone, sa modification : acétylation (ac) ou sa
méthylation (me) et son niveau de méthylation noté meX. Par exemple pour la tri-méthylation
de la lysine 4 de I'histone H3, la notation correspondante est H3K4me3 et son acétylation
H3K4ac.

La méthylation des histones consiste en I'ajout d’un groupement -CH3 principalement

sur les résidus arginine et lysines des extrémités N-terminales des protéines histones (Figure

11.a).
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Figure 11: Représentation des différentes formes de méthylation des lysines et arginines

a) Les différentes formes de lysine méthylée, b) les différentes formes d’arginine méthylée. D’apres Bannister et al., 2002.

La méthylation des histones, contrairement a la méthylation de I'ADN, peut étre
associée a la fois a I'activation de la transcription ou a sa répression en fonction du nombre
de groupements ajoutés (jusqu’a trois groupements méthyle sur une lysine), de I’histone

modifiée et de la position de I'acide aminé sur la queue histone. La méthylation des arginines
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est plus complexe : les arginines peuvent étre soit mono-méthylée soit di-méthylées, de
maniere symétrique ou non, entrainant une modulation de I'expression des genes différentes.
Par exemple, H3R3 di-méthylé symétriquement inhibe la transcription, tandis que sa di-
méthylation asymétrique entraine l'activation de la transcription ((Guccione and Richard,
2019), Figure 11.b). Par la suite, je vais développer uniguement les méthylations des lysines,

leurs roles et leur déméthylation car ce sont celles les plus décrites dans la littérature.

Par exemple, la mono- di ou tri-méthylation d’H3K4 est associée avec I'activation de
la transcription tandis que la di- ou tri-méthylation d’"H3K9 est associée avec l'inactivation de
la transcription alors que sa mono-méthylation est associée a de l'activation de la
transcription. La méthylation des histones ne modifie pas la charge des acides aminés
contrairement a d’autres modifications. Son effet sur I'activation ou l'inhibition de la

transcription se fait par le recrutement de protéines et le remodelage de la chromatine.

La grande famille de protéines capable de méthyler les protéines histones sont appelées
histones méthyle transférases (HMT). Parmi ces enzymes, il existe deux sous-catégories
capables de méthyler les lysines ou les arginines : les histones lysines méthyltransférases
(HKMT) et les protéines arginines méthyltransférases (PRMT). Toutes les HMTs, comme les
DNMTs, utilisent le méme co-facteur pour catalyser la réaction : le SAM. La premiere HMT a
été découverte chez Drosophila Melanogaster et son géne a été nommé Su(var)3-9, une
méthylase spécifique d’H3k9mel qui catalyse la réaction de tri-méthylation d’H3K9
(Tschiersch et al., 1994; Schotta et al., 2002). Des analyses chez I'Homme ont permis
d’identifier 55 protéines contenant un domaine nommé SET (Su(var)3-9, enhancer of zeste
and trithorax) (Petrossian and Clarke, 2011). Sur ces 55 protéines, la moitié possede une
activité de HKMT (Figure 12.a). Seules 2 HKMT (DOT1L et DOT1) ne possédent pas de domaine
SET mais un domaine 7BS (seven-beta-strange). Cette catégorie de méthyltransférase est
principalement impliquée dans la méthylation de métabolites, lipides ou acides nucléiques

(Falnes et al., 2016).
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a Histone KMTs

b Additional histone
methylation activities
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Figure 12: liste des HKMTs identifiées chez I'homme

I H4K20 I_SETDB,I H4K20 I

a) classification des HKMTs humaines en fonction de leur substrats. b) Liste de protéines additionnelles présentant une activité HKMT
ainsi que des méthylations non canoniques dont les HKMTs n’ont pas été identifiées. c) exemple de fonctionnement non exhaustif
d’HKMTs : la di-méthylation ou la tri-méthylation d’H3K36 ne nécessite pas de méthylations intermédiaires tandis que la di- ou tri-
méthylation d’"H4K20 nécessite sa mono-méthylation préalablement. D’aprés Husmann and Gozani, 2019.

Les méthylations des lysines se font sur les lysines 4, 9, 27, 36 et 79 pour la version
canonique d’H3, la lysine 5 d’H2B et sur la lysine 20 de I’histone canonique H4, les lysines 56

et 64 de la version non canonique d’H3 et sur la lysine 12 pour la version non canonique d’'H4

(Figure 13).
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Figure 13: liste des méthylations, acétylations et phosphorylation post-traductionnelles des histones
canoniques et leurs fonctions

K=Lysine, R=Arginine, S=Serine.
Les différentes modifications sont exclusives entre elles: les lysines peuvent étre soit acétylées soit méthylées mais jamais les deux en
méme temps. D’apres Dai and Wang, 2014
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Chacune de ces marques est reconnue par des protéines possédant divers domaines
de liaisons : chromodomaine, Bromo Adjacent Homology (BAH), ATRX-DNMT3A-DNTMT3B
(ADD), ankyrine, WD40, PWWP, Malignant Brain Tumor (MBT), Tandem Tudor Domain (TDD),
Tudor, zf-CW, capables de reconnaitre les différentes formes de méthylation des lysines
(Tableau 1) (Musselman et al., 2012). Ces « readers » sont par la suite capables de recruter
différents acteurs au niveau de la chromatine, permettant d’initier la transcription des génes
cibles, la réplication de I’ADN ou de sa recombinaison, la réparation de I’ADN ou bien le
remodelage de la chromatine par la propagation de la méthylation de 'ADN et des marques
répressives des histones. C’'est par exemple le cas avec le complexe SUV39H1/2-DNMT3A/B
qui est recruté par HP1 (heterochromatin protein 1) pour méthyler les régions enrichies en
H3K9 méthylée dans I’hétérochromatine constitutive et renforcer la condensation de I’ADN
(Fuks et al., 2003). Ceci n’est pas le seul exemple de cross talk entre DNMTs et PTMs
d’histones. En effet, comme il a été développé dans la partie 1.2.4.2, UHRF1 est capable de
reconnaitre H3K9me3 pour guider la méthylation de maintenance médiée par DNMT1.
D’autres interactions impliguant DNMT3A/B et les PTMs d’histones dans la méthylation
facultative ont aussi été observées (Epsztejn-Litman et al., 2008). A l'inverse, la méthylation
d’H3K4 inhibe le recrutement de DNMT3A par DNMT3L et la méthylation de novo (Ooi et al.,
2007). H3K4me3 se trouve étre trés présente au niveau des régions promotrices des génes
transcrits et les travaux de Milne et ses collaborateurs ont montré une interaction entre ’ARN
polymérase Il (ARN Pol IlI) et KMT2A, la méthyltransférase responsable de la tri-méthylation
d’H3K4, ce qui suggere une interdépendance de la méthylation d’H3K4 et de la machinerie

transcriptionnelle (Milne et al., 2005).
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Reader PTM d'histone

ADD H3K9me3
Ankyrine H3K9me2, H3K9me1l
BAH H3K20me?2

Chromo-barrel |H3K36me3, H3K36me2, H4K20me1l, H3K4me1l
Chromodomaine |H3K9me3, H3K9me?2, H3K27me3, H3K27me2

lysine DCD H3K4me3, H3K4me2, H3K4me1l
méthylées MBT H3Kxme1l, H3Kxme2, H4Kxmel, H4Kxme?2

PHD H3K4me3, H3K4me2, H3K9me3
PWWP H3K36me3, H4K20me1l, H4K20me3, H3K79me3
TTD H3K4me3, H3K9me3, H4K20me?2
Tudor H3K36me3
WD40 H3K27me3, H3K9me3
zf-CW H3K4me3

Tableau 1 : Liste des domaines capables de reconnaitre la méthylation des lysines et leurs cibles

X=n"importe quelle lysine. D’aprés Musselman et al, 2012.

Pour finir, comme toutes marques épigénétiques, la méthylation des histones est
réversible. Le mécanisme principal de déméthylation des histones implique une catégorie
d’enzymes appelées histones déméthylases (HDM). Celles-ci se regroupent en deux grandes
familles : KDM1 (amino oxidase homolog lysine demethylase 1) et les protéines déméthylases
contenant un domaine JmjC (Jumoniji C), di-oxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate de
Fe?*et d’oxygéne pour catalyser la réaction d’hydroxylation conduisant a la déméthylation des
lysines. Les protéines de la famille KDM1, comme LSD1, sont capables de déméthyler
uniguement H3k4 et H3K9 mono- ou di-méthylées (Shi et al, 2004). Cette famille de
déméthylases possede une homologie de séquence avec les amines oxydases nucléaires
dépendantes de I'adénine flavine dinucléotide (FAD). La réaction oxydative catalysée par la
famille KDM1 conduit en la formation d’une imine intermédiaire hydrolysée spontanément
formant du carbinolamine, un groupe instable qui donne par la suite du formaldéhyde et la
lysine déméthylée. Les déméthylases de la famille JmjC sont capable de déméthyler toutes
les formes de lysines méthylées avec une affinité plus importante pour les lysines tri-
méthylées (Couture et al., 2007). Le remplacement des histones canoniques par leurs variants
gqui comportent quelques variations de séquence semble également étre impliqué dans ces

phénomenes de déméthylation. Les variants d’histones sont également utile au cours du cycle

Page | 31




cellulaire et permette un remodelage de la chromatine plus important qu’avec les histones

canoniques (Henikoff and Smith, 2015).

Les lysines des histones sont chargées positivement, ce qui permet une forte
interaction avec I’ADN. L'acétylation des lysines permet de diminuer leur charge et donc leur
interaction avec I'ADN, ce qui contribue a l'ouverture de la chromatine et a la rendre
accessible aux facteurs de transcriptions et autres acteurs du remodelage de la chromatine

(Luger and Richmond, 1998).

L'acétylation des histones est catalysée par la grande famille des Histones Acétyle
Transférases (HATSs), et plus particulierement les Lysines Acétyltransférases (LATs) divisées en
sous-familles selon leur domaine catalytique et leur séquence. Il existe 5 sous-familles qui
sont : HAT1, Gen5/PCAF, MYST, p300/CBP et Rtt109 (Yang, 2004; Berndsen and Denu, 2008).
Ces HATSs ont toutes la méme spécificité de substrats pour les lysines et le co-facteur acétyl-
coenzyme A (acétyl-COA) qui est le donneur d’acétyle pour la réaction. L’acétylation et Ia

méthylation des lysines se faisant sur le méme site, celles-ci sont exclusives.

Les protéines capables de lire I'acétylation des lysines d’histones (readers) possedent
pour la plus-part un bromodomaine (BrD). Ce domaine est également retrouvé chez certaines
HATSs et des protéines de remodelage de la chromatine ATP-dépendantes, nécessaires pour la
progression de la transcription et le déplacement des nucléosomes pour lever la barriere
transcriptionnelle qu’ils constituent, empéchant la progression de I’ARN Pol Il (Petesch and
Lis, 2012). Plus récemment, il a été montré que des protéines a doigts de zinc (PHD fingers) ou
double domaine PHD (DPF), initialement connues pour interagir avec les lysines méthylées,
sont également capables de reconnaitre des lysines acétylées (H3K14ac) (Klein et al., 2017,

Zeng et al., 2010).

Le domaine BrD est trés conservé et présente une structure en faisceau de quatre
hélices alphas a pas gauches et deux boucles inter hélicoidales capable de reconnaitre les
lysines acétylées. Les résidus flanquant I'un ou l'autre des c6tés de la lysine acétylée
permettent d’augmenter la spécificité de liaison (Marmorstein and Zhou, 2014). Certaines

protéines contenant un BrD sont capables de reconnaitre plusieurs lysines acétylées
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simultanément. Le bromodomaine est historiquement le premier domaine identifié comme
pouvant reconnaitre |'acétylation des histones (Dhalluin et al., 1999). Au total, 42 protéines a
bromodomaines ont été identifiées. Chacune de ces protéines possede entre 1 a 6
bromodomaines qui peuvent avoir différentes séquences (56 bromodomaines individuels
uniques ont été recensés au total) (Sanchez and Zhou, 2009). Parmi I'’ensemble des protéines
possédant un bromodomaine, il existe une famille nommée BET (Bromodomaine and Extra-
Terminal Domain) incluant les protéines BRD2, BRD3, BRD4 et BRDT (testiculaire, non détaillée
ici) issus de génes paralogues dupliqués durant I’évolution. Ces protéines possedent un double
domaine BrD et un domaine extra-terminal. BRD4 possede plusieurs isoformes, une longue
avec un domaine CTM (C-terminal motif) et deux courtes qui comportent toutes les trois un
site de phosphorylation N-terminal (Figure 14). Les membres de la famille BET sont connus
pour jouer un réle important dans la régulation de la transcription des genes au cours de la
prolifération et de la différenciation cellulaire. Pour comprendre le role des protéines de cette
famille, il faut savoir que le génome s’organise en diverses structures 3D complexes,
entrainant la formation de compartiments nucléaires et de territoires chromosomiques. Au
sein de chaque territoires, la chromatine va s’organiser selon différentes régions : permissives
(compartiments A) ou répressives (compartiment B). Les interactions au sein de ces
compartiments vont former des structures appelées TADs (toplogical associating domains),
structures délimitées par des régions enrichies en Cohésine et en CTCF (protéine isolateur).
L’ensemble de ces structures, leurs réles et régulation sont particulierement bien détaillées

dans la revue de Pongubala et Murre (Pongubala and Murre, 2021).
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BRD4L — BD1 BD2 — NPS- BID— ET —CPS — —CTM

1 58-163 349-456 462-506 524-579 601-683 697-720 1343-1362
BRD4Sa 1— BD1 —— BD2 — NPS- BID— ET—CPS '722
BRD4Sb 1— BD1 ——— BD2 — NPS - BID — ET — CPS —794
BRD2 — BD1 BD2 Edl

74-185 345-457 632-710 801

BRD3 — BD1——BD2 Eil§

T 34145 307-419 562-640 726
BRDT - BD1——BD2 Eili

T27138  268-380 500-578 947

Figure 14: représentation des domaines fonctionnels des protéines de la famille BET
BRDAL : isoforme longue de BRD4, BRD4Sa : isoforme courte a de BRD4, BRD4Sb : isoforme courte b de BRDA4.
BD1 : premier bromodomaine, BRD2 : deuxieme bromodomaine, NPS : site de phosphorylation N-terminal, BID : domaine d’interaction

enrichie en résidu basique, ET : domaine extra terminal, CPS : site de phosphorylation C-terminal, CTM : motif C-terminal. D’arés Cheung
et al., 2021.

Chague membre de la famille des BETs possede une spécificité pour une ou plusieurs
lysines acétylées de par leurs bromodomaines : BRD2 reconnait préférentiellement H4K12ac
et H4K5ac, et active le recrutement de facteurs de transcriptions, la transcription et
I’élongation en interaction avec BRD3 (Kanno et al., 2004). Le complexe BRD2/BRD3 est
également capable de reconnaitre I'acétylation d’H3K14 dans les portions de chromatine
enrichies en H4K5ac, H34K12ac et une faible proportion en H3K9me2 (LeRoy et al., 2008).
BRD4 est capable de moduler la prolifération cellulaire en régulant I'expression de facteurs de
transcriptions dans des lignées cellulaires de souris (Dey et al., 2000). BRD4 interagit et stimule
I'activité du complexe P-TEFb (positive transcription elongation factor b, formé par la Cycline
T1 et Cdk9) impliqué dans la plupart des mécanismes de transcription médiés par I’ARN Pol II.
Le complexe est capable d’activer ’ARN Pol Il en la phosphorylant. Le recrutement de ce
complexe au niveau de la chromatine est dépendant du niveau d’acétylation qui est reconnu
par le bromodomaine de BRD4, notamment H3K27ac (Jang et al., 2005). BRD4 est recruté sur
de nombreux genes impliqués dans la transition G1-S du cycle cellulaire et permet leur
activation (Mochizuki et al., 2008). BRD4 est également connu pour réguler la transcription via
I'activation d’enhancers/super-enhancers. Les enhancers sont des séquences non-codantes
cis-régulatrices capable d’activer la transcription d’un ou plusieurs génes situés sur le méme
chromosome. Ces régions peuvent réguler [|'expression d'un ou plusieurs geénes

indépendamment de leur orientation, de la distance et de leur localisation. Les enhancers
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peuvent se retrouver dans une méme région, ce cluster est appelé super-enhancer. Les
enhancers sont majoritairement situés dans des régions intergéniques et introniques, et de
maniéere plus rare dans des exons. Les enhancers possedent de nombreux sites de fixation
pour des facteurs de transcriptions. Lors de l'initiation de la transcription par les enhancers,
les facteurs de transcriptions et des protéines de remodelage de la chromatine, et des
protéines architecturales comme la cohésine et la condensine vont reconnaitre les enhancers
et modifier la structure de la chromatine pour former des boucles et rapprocher I'enhancer et
les facteurs de transcription de la région promotrice du ou des genes a transcrire, et permettre
le recrutement de ’ARN Pol Il et son activation (Panigrahi and O’Malley, 2021). Ces régions
sont particulierement enrichies en H3K27ac lorsqu’elles sont transcriptionnellement actives
(Lovén et al., 2013). La structure d’une boucle de transcription formée par un super-enhancers
et BRD4 est présentée plus bas sur la Figure 15.

Un autre rble des protéines a bromodomaines contribue a la maintenance de
I'euchromatine en empéchant les phénomeénes de désacétylation de par leur présence sur la
chromatine. BRD2 et BRD4 semblent jouer un réle dans ce phénomene au cours des divisions
cellulaires : en effet, BRD2 et BRD4 sont retrouvés au niveau de la chromatine durant la
mitose, phénomeéne trés peu observé pour d’autres protéines a BrD et de maniére globale ou
la plus part des protéines liées a la chromatine sont expulsées de la chromatine a cette étape

du cycle cellulaire (Kanno et al., 2004).

La désacétylation des histones est catalysée par des histones désacétylases (HDACs)
comprenant 18 protéines chez les mammiféres, divisées en 4 sous-groupes réparties selon
leur homologie de séquences : HDACs | (HDAC 1, ,2,3 et 8), Il (HDAC4, 5,6, 7,9 et 10) et IV
(HDAC 11) qui sont des amidohydrolases dépendantes du zinc. La troisieme catégorie
d’HDACs, appelées sirtuines, different de par leur fonction catalytique qui dépend du NAD
(nicotinamide adenine dunicléotide). Les sirtuines sont également capable de désacétyler des

protéines non histones comme p53 (SIRT1) et I'a-tubuline (SIRT2) (Park and Kim, 2020).

Comme nous avons pu le voir dans chaque sous-partie de ce chapitre, les mécanismes
épigénétiques contribuent a la structuration et au maintien de la chromatine au cours des

divisions et de la différenciation cellulaire et jouent un réle important dans la régulation de
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I'expression des genes. Bien que présentés individuellement, I'ensemble de ses mécanismes
forment un tout, un code trés précis et finement régulé, un cross talk permanent entre
méthylation de I’ADN et modifications post-traductionnelles d’histones avec des acteurs que
I'on pourrait caractériser de bivalents, capables de reconnaitre a la fois les modifications de
I’ADN et d’histones (cf UHRF1) pour pouvoir recruter diverse complexes impliqués dans le
remodelage de la chromatine en propageant les marques, soit de répression, soit d’activation,

de la transcription ou dans le recrutement de facteurs de transcription par exemple.

Dans cette sous-partie, j’ai décidé de traiter deux exemples de phénomeénes épigénétiques
impliqguant des complexes, d’'une part associés a |'activation de la transcription, et, d’autre

part, a la formation de I'hétérochromatine.

Le premier exemple concerne la protéine BRD4 qui reconnait H3K27ac qui est
particulierement enrichie dans les super-enhancers, via ses domaines BrD et recrute le
complexe P-TEFb, responsable de I'activation de I’ARN Pol Il et de l'inactivation de NELF
(negative elongation factor) via leur phosphorylation (Jang et al., 2005). La phosphorylation
du NELF inhibe sa capacité de fixation aux facteurs de transcriptions et aux cofacteurs, les
rendant disponible pour étre recruté sur la chromatine. La phosphorylation de I’ARN Pol Il est
dépendante de BRD4, qui présente une activité kinase (Devaiah et al., 2012). BRD4 est
également retrouvé associé au complexe Médiateur au niveau des super-enhancers mais aussi
au niveau des TSS (transcription start site) des régions promotrices, enrichies en H3K4me3.
BRD4 est capable d’interagir avec des HATs comme P300, des histones arginines déméthylases
comme JMID6, et des histones méthyltransférases comme NSD3 (H3K36, associée a
I’activation de la transcription) via son domaine extra terminal ou son CTM ainsi qu’avec des
enzymes de remodelage des nucléosomes (CDH4, SWIF/SNF) (Ali et al., 2022). L’ensemble de
ces mécanismes contribuent au remodelage de la chromatine et son ouverture, favorisant a
la fois le recrutement de facteurs de transcriptions mais aussi l'initiation de la transcription et

son élongation (Figure 15).
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Figure 15: Représentation de la formation d’une boucle de transcription médiée par BRD4

BRD4 reconnait les régions de la chromatine hyper acétylée (notamment au niveau du super-enhancer) puis recrute le complexe Médiateur
qui constitue la plateforme d’assemblage des protéines régulatrices de la transcription. Cette structure permet de créer le rapprochement
spatial entre le super enhancer et le promoteur, favorisant et stabilisant I'interaction de I’ARN Pol Il. L’interaction de BRD4 avec le P-TFEb
permet la phosphorylation de I’ARN Pol Il et I'initiation de I’élongation. D’aprés Donati et al., 2018.

Le deuxiéme exemple correspondant a la formation de I’hétérochromatine implique le
recrutement d’histones déméthylases médiée par les protéines CoREST et REST.

Les HDMs sont retrouvées dans différents complexes permettant de les guider sur
leurs cibles, comme par exemple le complexe CoREST impliquant LSD1 et permettant de
stimuler son activité et de la recruter au niveau des nucléosomes. En dehors de ce complexe,
LSD1 présente une activité H3K4mel,me2 déméthylase sur des peptides ou des monomeres
d’histones mais pas sur des nucléosomes. C'est son recrutement dans le complexe impliquant
la protéine CoREST (Repressor Element 1 Silencing Transcription factor Correpressor) qui
permet de guider LSD1 sur les nucléosomes et d’augmenter sa spécificité et son activité
déméthylase. Le complexe composé de CoREST, de la protéine REST qui joue le rble de
plateforme d’assemblage du complexe et de guide et reconnait une séquence de 21 paires de
bases tres conservées de I’ADN (séquence RE1). On dénombre environ 2000 génes possédant
cette séquence (Bruce et al., 2004). Le complexe CoREST semble jouer un role prédominant
principalement dans le développement du systeme nerveux (Abrajano et al., 2010).
L’association avec les HDAC1/2 et la méthyltransférase G9a (qui méthyle H3K9) entraine le
remodelage de la chromatine par la désacétylation d’H3K9 puis sa méthylation via G9a
associée avec la déméthylation d’H3k4 par LSD1. L’apposition de ces nouvelles marques a pour
but de recruter les protéines MeCP2 et HP1, impliquées dans la condensation de la chromatine

(Figure 16)(Maksour et al., 2020).
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A BRG1 recognises H4K8 and REST binding to RE1 site B 1pac1/2 deacetylates H3k9o

mSin3

CHDAC1/Z 1§
BRG1, 2 Ls;

CoREST

c G9a methylates H3K9 and LSD1 demethylates H3K4 D Chromatin condensation

T Acetyl group

§ Methyl group

Figure 16: Initiation de la répression des génes médiée par REST

REST sert de plateforme pour le recrutement de mSin3-HDAC1/2 sur sa partie N-terminale et COREST-BRDG1-HDAC1/2-LSD1-G9a sur sa
partie C-terminale. A) REST se fixe a la séquence RE1, I'interaction est renforcée par BRG1 qui reconnait I’acétylation d’"H4K8. B) HDAC1/2
initient la désacéthylation d’H3k9. C) LSD1 déméthyle H3K4mel/me2 et G9a méthyle H3K9. D) Formation d’hétérochormatine via le
recrutement de MeCP2 et HP1 au niveau H3K9. D’aprés (Maksour et al., 2020).

Il a également été observé que la protéine CoREST seule est capable de se lier a I’ADN
sur des sites spécifiques via son domaine SANT2 et de médier la désacétylation d’"H3K9, K14
et K18 et la déméthylation d’H3K4 via le recrutement d’"HDAC1/2 et de LSD1 (Barrios et al.,
2014; Pilotto et al., 2015), ceci conduisant également a la formation d’hétérochromatine

(Figure 17).
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Figure 17: Initiation de la répression des génes médiée par COREST

A) CoREST se fixe sur sa séquence cible via son domaine SATN2 et rend accessible les queues des protéines histones. HDAC1/2 désacétyles
diverses lysines et LSD1 déméthyle H3K4mel/me2. B) L’ensemble de ces modifications conjointes entraine le remodelage de la
chromatine et la formation d’hétérochromatine. D’aprés Maksour et al., 2020

Le « code histone » est donc relativement complexe et régulé finement, permettant le
remodelage de la chromatine de maniere temporalisée (cf lors du développement
embryonnaire) et localisée. Certaines marques ont pour but de réprimer les mécanismes
inverses, par exemple, I'acétylation d’'H3K14 inhibe la déméthylation d’H3K4 et contribue au
maintien de l'euchromatine (Wu et al, 2018). Ainsi, I'ensemble des modifications
épigénétiques (i.e méthylation de ’ADN et PTMs d’histones) sont en crosstalk permanent pour
initier ou réprimer I'expression des genes, lors des étapes du développement embryonnaire,
des divisions cellulaires et tout au long de la vie de la cellule. D’autres complexes majeurs qui
ne seront pas détaillés ici sont également impliqués dans ces crosstalk et remodelages de la
chromatine, comme les complexes polycomb (PcG) avec par exemple le complexe PRC2, et
trithorax (TrxG) avec les complexes SWI/SNF (Margueron and Reinberg, 2011;
Schuettengruber et al., 2017).

Tous ces mécanismes dépendants de co-facteurs issus de voies métaboliques sont donc
susceptibles d’étre modifiés rapidement par de nombreux parameétres tels que
I'environnement, le stress, le régime alimentaire ou bien I'exposition a des pesticides ou des
produits chimiques (aussi bien polluants que médicaments) qui peuvent modifier le
métabolisme des cellules. Comme toutes réactions chimiques, la catalyse des réactions de
méthylation/acétylation/phosphorylation et autres ainsi que leur réaction inverse dépend de
la proportion de substrat et de produits de la réaction. Si une forte concentration de donneur

de méthyle est disponible, alors la réaction de méthylation sera favorisée par rapport a la
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déméthylation, et inversement si la concentration en donneur de méthyle est faible, la

déméthylation sera favorisée (Figure 18)(Reid et al., 2017).
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Figure 18: Régulation métabolique des enzymes épigénétique

A) Sensibilité des enzymes en présence de leur substrat calculée selon I’équation de Michaelis et Menten. Les enzymes DNMTs, HMTs et
HATSs possedent des Km proche de la concentration physiologique de leurs substrats. Celles-ci sont plus faible que la disponibilité en ATP
dont dépendent par exemple les kinases et E3 ligases (et qui ne sont donc pas régulées par ce facteur). Les DNMTs, HATs et HMTs sont
donc trés sensibles aux changements de concentration de leur substrat. B) L’absorption de macronutriments et leur catabolisme dans les
différentes voies métaboliques permet la régénération des substrats/co-facteurs régulant I'activité des acteurs épigénétiques. D’aprés
Reid et al., 2017

Aprés avoir mis en évidence les mécanismes épigénétiques impliqués dans le
remodelage de la chromatine et la régulation de I'expression des genes, nous allons nous
intéresser a un autre mécanisme qui rajoute un niveau de complexité a ces phénomenes de
régulation de I'expression des genes. Celui-ci intervient au niveau post-transcriptionnel et est
capable de réguler la traduction des ARNm via différentes modifications de I'ensemble des

catégories d’ARNs : I'épitranscriptomique.
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2. Epitranscriptomique
2.1. Définition

L'épitranscriptomique est une discipline qui, sur le méme principe que |'épigénétique,
s’intéresse a I'étude des modifications post-transcriptionnelles des ARNs (ARNs messagers,
ribosomaux, de transferts, ARNs long non codants, micro ARNs et autres catégories d’ARNs).
En effet, il a été mis en évidence 109 modifications post-transcriptionnelles dont la plupart sur
des ARNs de transferts (ARNt) ou ribosomaux (ARNr) (Cantara et al., 2011). Bien que le role
de certaines modifications ne soit pas totalement compris, d’autres comme la coiffe 5’ sont
parfaitement caractérisées et permettent la maturation et la prise en charge des ARNm dans
les processus de traduction (Byszewska et al., 2015). Une des modifications de base retrouvée
sur les ARNs est leur méthylation. Comme pour I'ADN, on retrouve la méthylation de la
cytosine en position 5 (m5C) et la méthylation de I’adénosine en position 6 (m6A). On retrouve
également la méthylation de la guanosine en position 7 (m7G) et d’autres types de
méthylations comme la méthylation en position 1 de I'adénosine (m1A) (Zhao et al., 2017).
Toutes ces modifications jouent un role dans I'épissage alternatif, I'export nucléaire, la

stabilité et |la traduction des ARNSs.

L'étude de la méthylation de la catégorie des ARNs non codants (ARNnc) est
particulierement intéressante car elle joue un réle important dans la régulation de la
traduction. Que ce soit grace aux ARNs dits de ménages ou les ARNs régulateurs, comme la
catégorie des micros ARNs (miRNAs) qui est de plus en plus étudiée depuis les derniéres
années. En effet, a eux seuls, cette catégorie d’ARNs non codants permet la régulation post-
transcriptionnelle d’un tiers du génome (Zendjabil et al.,, 2017). La méthylation des miRNAs
est encore peu décrite, mais elle joue un réle important dans leur biogenése (maturation),
leur régulation (activation ou inactivation) et leur stabilité (Alarcén et al., 2015b; Berulava et
al., 2015; Briand et al., 2020; Cheray et al., 2020). Leur expression et leur méthylation est
également modifiée dans les cancers et peuvent étre analysés dans le sang des patients, ce
qui leur confére un role important en tant que biomarqueurs dans le dépistage des cancers et

la réponse aux traitements (Briand et al., 2020; Cheray et al., 2020; Konno et al., 2019).
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2.2. Role des miRNAs dans la vie d'une cellule

Les miRNAs font partie d’'une sous-catégorie d’ARNs dits non codants qui caractérisent
I'ensemble des ARNs qui ne sont pas traduits en protéines. Pendant longtemps, cette
catégorie d’ARNs était considérée comme des sous-produits ou déchets de la transcription,
jusqu’a l'identification des ARNr et ARNt dans les années 50 ainsi que la découverte
progressive des longs ARN non codants dont la taille est supérieure a 200 nucléotides (nt)
(ARNInc) et des petits ARNs non codants dont la taille est inférieure a 200nt (smallRNA, Tableau
2) (Delihas, 2015; Zhang et al., 2019).

Tvpe Abbreviation Full name Size

Housekeeping ncRNAs rRNA ribosomal RNA 120-4,5300 nt
tRNA tansfer RNA 76-90 nt
snRNA small nuclear RNA 100-300 nt
snoRNA small nucleolar RNA 60-400
TERC telomerase RNA /
tRF tRNA-Derived Fragments 16-28 nt
tiRNA tRNA halves 20-50nt

Regulatory ncRNAs miRNA microRNA 21-23 nt
siRNA small interfering RNA 20-23 nt
piRNA piwi-interacting RNA 26-32nt
eRNA enhancer RNA 50-2,000 nt
IncRNA long non-coding RNAs =200 nt
circRNA circular RNA 100-10,000 nt
TRNA YTRNA /

Tableau 2 : Liste des caractéristiques, fonctions, tailles et dénominations des ARNs non codants, d’apreés
(Zhang et al., 2019)

Les miRNAs se caractérisent par leur taille (~21-24nt) et sont produits a partir de transcrits
possédant une structure en épingle a cheveux (O’Brien et al., 2018). Proportionnellement, les
miRNAs représentent les ARNnc les plus abondants dans une cellule. En 2019, 2654 miRNAs
humain matures ont été recensés dans la banque de donnée mirbase 22 (Kozomara et al.,
2019; Plotnikova et al., 2019). Les miRNAs possédent la capacité de s’hybrider totalement ou
partiellement aux régions 3’ (plus rarement sur la région 5’) des ARNm et inhibent leur

traduction en entrainant leur séquestration ou leur dégradation (Figure 19).
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Figure 19 : Biogenése des miRNAs

Aprés transcription du miRNA-géne par I’ARN Pol Il ou 11, le Pri-miRNA est pris en charge par le complexe microprocesseur DROSHA/DGCRS8
pour étre clivé en Pré-mirNA puis exporté via I’exportine 5 dans le cytoplasme ou il va de nouveau étre clivé par DICER en miRNA double
brin. L'ARN double brin va se séparer en deux (structure instable) puis étre recruté par la protéine RISC qui va permettre de guider le
miRNA sur sa cible et d’entrainer sa répression post-transcriptionnelle. Source : Merk.

Ce niveau de régulation post-transcriptionnelle permet le controle de I'ensemble des
fonctions d’une cellule, de sa survie a sa mort en passant par sa prolifération jusqu’a sa
différenciation. Depuis plus récemment, leur role dans diverses pathologies comme les
cancers ont été mis en évidence (Reddy, 2015), ceux-ci seront détaillés dans la partie 3 de

I'introduction.

Comme pour tout ARNs, les miRNAs, sont régulés de maniére épigénétique au niveau de
leur promoteur et leur gene (méthylation d’ADN, PTMs d’histones) et sont transcrits par ’ARN
Pol Il et dans de rares cas par I’ARN Pol Il (Zhou et al., 2008). Lors de leur synthése, la premiére
forme de miRNA produite est appelée Pri-miRNA qui va étre clivée par le complexe
microprocesseur (DROSHA-DGCRS). Le Pre-miRNA produit va ensuite étre pris en charge par
I'exportine 5 pour étre transporté vers le cytoplasme. La protéine Dicer reconnait le Pre-
miRNA et initie un deuxieéme clivage qui libere un complexe instable de miRNAs double brin
qui va se séparer en deux. Le brin le plus stable est pris en charge par le complexe Pre-RISC
(RNA-induced silencing complex) formé de la protéine RISC et d’'une protéine Argonaute

(AGO) qui permet de guider le miRNA sur sa cible (miRNA binding site) et d’initier la
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dégradation de ’ARNm ou l'inhibition de sa traduction (Rani and Sengar, 2022). Le deuxieme
brin quant a lui est dégradé. Si les deux brins ont une bonne stabilité, alors ils sont tous les
deux pris en charge dans des complexes RISC et sont capable de réprimer leur cible (I'un en
3, 'autre en 5’ : d’ou la notation miRNA-XXX-3p ou miRNA-XXX-5p).

Chaque étape de la biogenése des miRNAs ou de leur rble biologique est régulée par des

modifications épitranscriptomiques notamment la méthylation.

2.3.  Principaux acteurs et role des méthylations des miRNAs

Les principaux acteurs (méthyltransférases) identifiés dans la méthylation des miRNAs
sont connus comme étant impliqués dans la méthylation d’ARNm, ARNt ou méme, de I’ADN.
Parmi ces acteurs, on retrouve les protéines METTL3 (m6A), DNMT3A (m5C) et METTL1 (m7G).
L’étude de la méthylation des miRNAs étant relativement récente (Alarcén et al.,, 2015b;
Berulava et al.,, 2015), I'ensemble des acteurs protéiques impliqués dans ces mécanismes
n’est, aI’heure actuelle, pas encore pleinement déterminé. Une partie de I'interactome de ces
enzymes a été caractérisé comme nécessaire a la méthylation de différents ARNs (messager
ou transfert) ou méme de I'ADN, mais ne sont pas caractérisés dans la méthylation des
miRNAs. Ces observations suggerent que certaines protéines de l'interactome permettent
I'adressage des méthyltransférases vers leurs différentes cibles (ARNm, ARNt ou miRNAs),

adressage qui pourrait différer selon le complexe formé.

La N-6méthyladénosine a été identifiée pour la premiére fois en 1974 par Desrosiers,
Friderici et Rottman sur des ARNm de rat (Desrosiers et al., 1974) et a, par la suite, été
caractérisée comme la modification post-transcriptionnelle la plus fréquente des ARNm de
diverses espéces (plantes, mammiferes, mouches...) (Zhao et al., 2017). La premiére
description de la methyltransférase like 3 connue sous le nom de METTL3 (également appelée
MTA70 pour N6-méthyltransférase 70kDa subunit) en tant que méthyltransférase des ARNm,
a été faite en 2002 (Bujnicki et al., 2002; Clancy et al., 2002). C'est depuis 2013 que le nombre
de publications sur METTL3 augmente considérablement et que son réle dans les processus
de maturation des ARNm, puis des miRNA est mis en évidence pour finir par son role dans de
nombreuses maladies et cancers. La premiére publication évoquant le réle de METTL3 dans la

méthylation des miRNA est celle d’Alarcon et ses collaborateurs en 2015 qui montrent le role
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de la m6A médiée par METTL3 dans la maturation des miRNAs (Alarcén et al., 2015b). La
méthylation des Pri-miRNAs par METTL3 permet leur prise en charge par DGCR8 et leur clivage
par le complexe microprocesseur. Dans leur étude, ils ont montré qu’une perte d’expression
de METTL3 entraine une accumulation de miRNA non matures. |l a été montré que la m6A des
ARNm était particulierement enrichie sur la séquence consensus DRACH et sur la séquence
consensus RRACH des Pri-miRNAs ou miRNAs matures (D=A,G ou U; R=G ou A; H=A,C ou U)
(Linder et al., 2015; Berulava et al., 2015).

METTL3 est une protéine constituée de 580 acides aminés dont la séquence primaire
permet de distinguer deux domaines a doigt de zinc (en position 259-336) et un domaine
catalytique en C-terminal (357-580) avec 3 régions permettant la prise en charge du SAM (377-
378, 536-539, 549-550), nécessaire a la réaction de méthylation (Wang et al., 2016). METTL3
possede également un site de liaison aux ARNs chargé positivement en position 465-478 ainsi
gu’une capacité de liaison a ’ADN, en moindre mesure, via ses deux domaines a doigt de zinc,
permettant I'adénosine méthylation de I’ADN (Qi et al., 2022). METTL3 est a la fois retrouvée
dans le noyau grace a sa séquence d’adressage NLS en position 210-215, mais aussi dans le
cytoplasme en interaction avec des ribosomes lors de la traduction des ARNm (Lin et al.,
2016a). Cette double localisation permet a METTL3 d’étre a la fois recrutée pour la maturation
des Pri-miRNAs mais aussi pour leur méthylation sous leurs formes mature dans le
cytoplasme, qui a été décrite comme entrainant un changement structurel des miRNAs et une
inhibition de leur recrutement dans le complexe RISC et leur adressage sur leurs ARNm cibles

(Konno et al., 2019; Briand et al., 2020).

METTL3 fait partie du complexe appelé N6-méthyltransférase principalement
composé de I’hétérodimere METTL3-METTL14 dans lequel METTL14 joue un role prédominant
dans I'adressage de METTL3 sur ces cibles afin d’augmenter son activité méthyltransférase.
METTL14 possede une homologie de séquence de 43% avec METTL3 mais son site actif n’est
pas fonctionnel (Liu et al., 2014). Le complexe N6-méthyltransférase peut également interagir
avec les protéines WTAP, VIRMA, ZC3H13 et/ou RBM15/15b (mRNA-splicing protein) pour la
méthylation des ARNm, mais ce type d’interaction n’a pas été décrite pour la méthylation des
miRNAs (Figure 20). Cependant, la plus part des acteurs de ce complexe permettent le
recrutement de METTL3-METT14 au niveau nucléaire (ZC3H13), sur les régions 3’'UTR des

ARNSs (VIRMA) et des séquences spécifiques (RBM15/15b) : le complexe N6-méthyltransférase
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est donc recruté via un ensemble de protéines que I’'on peut caractériser de guides, bien que
cela ne soit pas leur seul role dans le complexe (Han et al., 2021). D’autres études montrent
gue la m6A des miRNAs est reconnue par des protéines capables de se lier aux ARNs (RNA
binding protein) comme des membres de la famille HNRNP. Par exemple, HNRNPA2B1 qui
intervient dans la maturation des miRNAs en permettant le recrutement de DGCRS et la prise
en charge par le microprocesseur (Alarcén et al., 2015a), HNRNPC reconnait le Pri-miRNA-21
possédant de la m6A et permet sa maturation en miRNA-21 (Park et al., 2012). D’autre RNA
binding protein sont impliquées dans le processus de déméthylation des ARNm ou miRNAs.
Parmi ces protéines se trouve DDX3 qui participe a la fois a la déméthylation en position 6 des
adénosines des ARNm en interagissant avec la déméthylase ALKBH5 et régule la
déméthylation des miRNAs par son interaction avec les protéines AGO2 et ALKBH5 (Shah et
al., 2017). Une autre protéine est également connue pour jouer un réle important dans la
démeéthylation des miRNAs : FTO (fat mass and obesity associated gene). Son KO entraine une
accumulation de miRNA contenant de la m6A, qui, en absence de KO, ne sont pas retrouvés
comme méthylés (Berulava et al., 2015). FTO contribue a la biogenese et a la stabilité des
miRNAs. Une diminution de son expression peut conduire a une accumulation de miRNAs

inactivé par gain de méthylation (Berulava et al., 2015).
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Figure 20 : Exemple des complexes connus dans la 6-adénosine méthylation et déméthylation des ARNm
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Le complexe méthyltransférase es composé de METTL3/METTL14/WTAP ainsi que d’autres co-facteurs (comme KIAA1429, RBM15,
ZC3H13 et METTL16). La déméthylation est médiée par FTO et ALKBH5. Certaines protéines sont capables de reconnaitre et d’intéragir la
m6A des ARNm et jouent un role dans diverses mécanismes cellulaires. D’apres Wang et al., 2020.
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Pour finir, le complexe METTL3-METTL14 semble également interagir avec des facteurs
de transcription comme SMAD2/3. Ces interactions ont été mises en évidence par
immunoprécipitations (IP) de METTL3 et METTL14 et confirmé également par reverse co-IP
des protéines SMAD2/3 (Bertero et al., 2018). Ces interactions avec SMAD2/3 permet le
recrutement de METTL3/METTL14 sur un sous ensemble de transcrits reconnus par le TFBD
(Transcription Factor Binding Site) de SMAD2/3. D’autres travaux datant de 2021 décrivent
des interactions avec des facteurs de transcription tel que ZEB2 (Covelo-Molares et al., 2021)
avec comme hypothése que cette interaction permettrait de promouvoir la m6A de certains

transcrits comme pour SMAD2/3.

Le phénomene de recrutement de METTL3-METTL14 semblerait donc homologue au
phénomene de méthylation de I’ADN dirigé par des facteurs de transcription existants pour la
méthylation de 'ADN médiée par les DNMTs (pages 15, 17). Le phénomeéne de I'adénosine
méthylation des ARNs et miRNAs semblerait donc régulé par un phénomene dit de

transcription factor-directed (mi)RNA methylation.

La découverte de DNMT3A comme méthylase des miRNAs date de 2020 et a été
réalisée par Cherray et ses collaborateurs (Cheray et al,, 2020). Dans cette publication, les
auteurs ont montré que le complexe DNMT3A-AGO4 est capable de méthyler les miRNAs. Ceci
a été mis en évidence grace a l'inhibition via des siRNAs de différentes 5-méthyltransférases
de I’ADN et ARNs connus comme NSUN2 et DNMT2, qui étaient par alors décrites comme
impliquées dans la m5C des ARNt (Tuorto et al., 2012). Leurs résultats ont montré que
I'inhibition de DNMT3A ou de la protéine argonaute AGO4 entrainent une diminution de la
méthylation du miRNA-181a-5p sans modifier son niveau d’expression. lls ont par ailleurs
démontré I'interaction DNMT3A/AGO4 et I'implication du complexe dans la m5C des miRNAs
par diverses expériences de Co-IP et reverse Co-IP, de proximity ligation assay (PLA) et de
mesure d’incorporation de groupement méthyle radiomarqué sur des miRNA-181a-5p
synthétiques apres inhibition de DNMT3A et/ou AGOA4. Ces résultats, bien qu’a premiére vue
étonnants puisque DNMT3A a surtout été décrite dans les mécanismes de méthylation de
novo de I'ADN, font finalement sens en considérant les différents mécanismes de recrutement

des acteurs protéiques sur leur cibles mais également que DNMT2, qui fait partie de la grande
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famille des DNA méthyltransférases, posseéde la capacité de méthyler les ARNs de transferts.
L’absence de séquence NLS de DNMT3A lui permet d’étre recrutée a la fois au niveau nucléaire
mais aussi dans le cytoplasme, en fonction des protéines avec lesquelles elle va interagir (Kim
et al., 2002). Cette double localisation de DNMT3A renforce son réle de candidat en tant que
méthyltransférases des miRNAs. D’autre part, les protéines de la famille Argonaute sont
décrites pour interagir avec les miRNAs et les ARNm et pour jouer un réle dans I'adressage
des miRNAs dans le complexe RISC : ceci conforte le phénomene dit de transcription factor-
directed (mi)RNA methylation évoqué dans la sous partie précédente.

La suite des travaux de Cheray et ses collaborateurs ont montré que la m5C des miRNA-181a-
5p, 193a-5p et 451a matures joue un réle dans l'inhibition de la formation du complexe
miRNA/mRNA, inhibant ainsi la fonction de ces miRNAs. Ce phénomeéne d’inhibition de la
fonction des miRNAs mature via la m5C a également été décrit auparavant par Konno et al

(Konno et al., 2019).

La protéine METTL1 fait partie de la méme grande famille que METTL3 (Wong and
Eirin-Lopez, 2021). C’'est une protéine de 276 acides aminés qui dispose de 3 régions de liaison
a la molécule SAM (107-109, 140-141, 238-240, UniProtKB-Q9UBP6), une région
méthyltransférase (156-200) ainsi qu’un site de phosphorylation en position 27 qui permet
son inhibition par PKB et RSK (Cartlidge et al., 2005). Initialement connue pour son réle dans
la méthylation des guanosines en position 7 sur les ARNt et ARNm, METTL1 a été récemment
décrite comme méthylant les miRNAs par Pandolfini et son équipe (Pandolfini et al., 2019).
Cette m7G interne permet de modifier la structure G quadruplex des Pri-miRNAs riches en
guanosine et d’initier sa prise en charge par le complexe microprocesseur (Figure 21). Pour le
moment, peu de choses sont connues sur la m7G des miRNAs et les complexes qui y
contribuent, les readers ou erasers. Seules des suppositions basées sur ce qui a déja été décrit
pour les autres types d’ARNs peuvent étre faites. METTL1 interagit avec la protéine WRD4 qui
est une sous unité non catalytique impliquée dans la m7G en position 46 des ARNt (UniProtKB-
AOA8C8XRJ4) ainsi que sur des ARNm. Lin et al. et Bao et al. ont identifié des séquences
consensus sur lesquels la m7G était enrichie dans différents types d’ARNs : RAGGU (R=A ou G)

et UUCG (Bao et al., 2018; Lin et al., 2018). Il serait donc envisageable de regarder si ce type
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de séquence est retrouvé dans les miRNAs pour confirmer par la suite I'implication du

complexe METTL1-WRD4 dans la m7G des miRNAs.
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Figure 21 : Réle de METTL1 dans le processus de maturation des miRNAs

METTL1 catalyse la 7-guanosine méthylation du G-quadruplex du Pri-miRNA et permet une restructuration plus stable de celui-ci et sa prise

en charge par le complexe microprocesseur DROSHA/DGCRS et la maturation du miRNA. D’aprés Pandolfini et al., 2019.

L'ensemble des phénomenes épigénétiques et épitranscriptomiques contribuent donc
al’homéostasie de I'organisme. Cependant, nous avons vu que ces mécanismes sont finement
régulés et tres sensibles. La moindre dérégulation peut avoir des conséquences néfastes sur
I'expression des génes et entrainer un déréglement de la machinerie cellulaire. C’est ce genre
de déreglements qui sont de plus en plus étudiés a I’'heure actuelle dans les cancers car leur
existence n’est plus a prouver. L'étude des mécanismes épigénétiques et
épitranscriptomiques offrent de nouvelles potentialités dans le dépistage et la mise en place

des traitements. C’'est ce que nous allons étudier dans le chapitre suivant.

3. Epigénétique/épitranscriptomique et cancers

L’évocation du réle de I'épigénétique dans le développement des cancers est apparue
dans les années 1970 (Sherbert, 1970), mais c’est seulement a partir des années 2000 que le
réle de ces mécanismes a été de plus en plus étudié, avec le développement notamment des
nouvelles technologies de séquencage haut débit. Concernant Iépitranscriptomique,
I'identification de I'implication de ces mécanismes dans les cancers remonte aux alentours de
2010 avec les premiéres descriptions des modifications post-transcriptionnelles des ARNm et

progressivement de la modification d’expression des enzymes qui les régulent (Tusup et al.,
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2018). La premiére description des modifications épitranscriptomiques des miRNAs dans les
cancers a été faite en 2019 par Konno et ses collaborateurs et sont de plus en plus étudiées a

ce jour (Konno et al., 2019).

3.1. Profil épigénétique et épitranscriptomique des cancers

Comme nous avons pu le voir dans les parties précédentes, les génes exprimés sont
souvent hypométhylés au niveau des CGl dans leurs régions promotrices et hyperméthylés
dans le corps du gene et inversement pour les génes non exprimés. Dans les cancers, 'ADN
est globalement hypométhylé avec une hyperméthylation aberrante des CGI des promoteurs
et premiers exons (Ando et al., 2019). Cette modification du profil épigénétique peut faire
penser a la reprogrammation qui a lieu durant le développement embryonnaire. Cette
reprogrammation, qui pourrait étre qualifiée de reprogrammation épigénétique cancéreuse,
a pour finalité une ré-expression d’oncogenes avec une inhibition des genes anti-tumoraux
(Gaudet et al., 2003). Elle entraine également une instabilité du génome avec une réactivation
possible d’éléments transposables qui peuvent se répliquer et s’intégrer a d’autres endroits
dans le génome, provoquant ainsi des mutations ou des modifications d’expression de génes
(Daskalos et al., 2009). L’hyperméthylation aberrante des CGl provoque une augmentation de
la probabilité de mutations C>T (cf partie 1.2.1) pouvant contribuer a la carcinogenése

(Esteller et al., 2001).

Cette reprogrammation épigénétique cancéreuse peut étre causée par différents
facteurs comme l'altération du métabolisme des cellules tumorales et du
microenvironnement, qui modifie I’activité des DNMTs et autres enzymes impliquées dans les
PTMs d’histones et donc le remodelage de la chromatine. C'est par exemple le cas dans les
tumeurs hypoxiques ol les réactions dépendantes d’oxygénes seront inhibées (van den
Beucken et al., 2014). Des modifications de I'expression des enzymes épigénétiques, qui
divergent selon le type de cancers, ainsi que des mutations dans leurs génes, sont également
retrouvées. C’'est par exemple le cas dans certains carcinomes mammaires ou DNMT1, 3A et
3B sont surexprimés, associé a un faible pronostique de survie dans le cas d’une forte
surexpression de DNMT3A (Mirza et al., 2013; Coronel-Herndndez et al., 2021). Dans d’autres
cancers comme les GBM, des mutations dans le variant d’histone H3.3 sont retrouvées comme

étant a I'origine, dans certains cas, de la pathologie pour les jeunes enfants (Bjerke et al.,
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2013). De méme, la mutation du géne IDH1/2 (isocitrate déhydrogénase 1/2) entraine une
réduction de I'a-KG en 2-hydroxyglutarate (2HG) et I'inhibition des protéines TETs et histones
déméthylases, ce qui provoque indirectement [I'hyperméthylation de I'ADN et le
développement de GBM (Raineri and Mellor, 2018). Dans d’autres cas, la perte d’intégrité du
complexe DNMT1-PCNA-UHRF1 conduit a une hypométhylation de I’ADN et a une instabilité
génomique et I'expression d’oncogenes (Hervouet et al., 2010; Pacaud et al., 2014).

Par ailleurs, des modifications dans I’expression de miRNAs capables d’inhiber des acteurs
épigénétiques ou épitranscriptomiques ont été décrites. Dans les revues de Karimzadeh et
Papadimitriou, ce type de miRNAs est caractérisé d’épi-miRNAs et sont référencés par leurs
cibles, les types de cancers dans lesquels ils sont impliqués et leur facteur de pronostic (Figure
22) (Karimzadeh et al., 2021; Papadimitriou et al., 2022). Dans certains cancers comme les
leucémies aigués myéloides, la surexpression du miRNA-29b inhibe la traduction de I’ARNm
codant pour la protéine SP1 qui est impliquée dans la transcription du géene de DNMT1. Ceci
entraine I’hypométhylation du génome par défaut de méthylation de maintenance. Ce méme
mMiRNA est capable d’inhiber directement la traduction des protéines DNMT3A et DNMT3B par
interaction avec la partie 3’UTR de leurs ARNm, réduisant également la méthylation de novo
et contribuant a I’hypométhylation des cellules cancéreuses (Garzon et al., 2009). Cet exemple
de mécanisme démontre le r6le des miRNAs dans la régulation indirecte de la méthylation de

I’ADN et des mécanismes épigénétiques.
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Figure 22 : Liste des principaux epi-miRNAs impliqués dans des cancers et le pronostique associé a leur niveau
d’expression

Epi-miRNA ciblant des membres de la machinerie: a) de méthylation I’ADN, b) de méthylation des ARNSs, ¢) des modifications d’histones.
D’apres Papadimitriou et al., 2022.

Les génes codants pour les miRNAs subissent la méme régulation épigénétique que les
n‘importe quel autre géne. Les miRNAs peuvent jouer des roles pro-tumoraux (s’ils ciblent des
ARNm codants pour des protéines anti-tumorales) ou anti-tumoraux (s’ils ciblent des ARNm
codants pour des protéines pro-tumorales) et certains peuvent avoir un rdle bivalent,

dépendant du contexte et du type cellulaire (Svoronos et al., 2016).
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Dans les cancers, I'ensemble des mécanismes qui régulent la biogenése des miRNAs, de
leur transcription a leur maturation, peuvent étre dérégulés (Figure 23). Ainsi, des mutations
ou hyperméthylations des promoteurs des genes codants pour les miRNAs entrainent une
diminution de I'expression des miRNAs en questions et la ré-expression des protéines dont ils
inhibent la traduction (Calin et al., 2002; Hoareau-Aveilla and Meggetto, 2017). La
modification d’expression des enzymes METTL3, METTL1, DNMT3A ou I'ensemble de leurs
interactants peut modifier le niveau de méthylation des miRNAs a différentes
étapes notamment au niveau de leur biogenése. Si METTL3 est sous exprimée, leur biogenése
diminue. Inversement, si METTL3 est surexprimée, leur biogenéese est augmentée (Alarcon et
al., 2015b). Sur les miRNAs matures, les études récentes ont montrées que la présence de
méthylations (m6A ou m5C) était capable d’inhiber la prise en charge des miRNAs dans le
complexe RISC et leur adressage au niveau de leur cible (Konno et al., 2019; Cheray et al.,
2020; Briand et al., 2020) et donc conduire a I'absence de répression de leurs cibles (i.e
I'inactivation des miRNAs). Ainsi, la modification d’expression des enzymes
épitranscriptomiques peut altérer la méthylation des miRNAs et permettre le silencing de
miRNAs anti-tumoraux et I’activation de miRNAs pro-tumoraux par défaut de méthylation,
comme illustré sur la Figure 23. Les enzymes épitranscriptomiques n’ayant pas uniquement
pour cible les miRNAs, leur variation d’expression impacte également les différents processus
dans lesquels elles sont impliquées au niveau des autres types d’ARNs. Par exemple, METTL3
est surexprimée dans les adénocarcinomes pulmonaires et son KD (knock down) réduit la
traduction des ARNm et entraine un arrét de la croissance cellulaire, diminue leur invasivité

et conduit a I'apoptose des cellules (Lin et al., 2016b).
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Figure 23: Comparaison de la régulation épitranscriptomique de la biogenése et de I'activité des miRNAs
entre une cellule tumorale et non tumorale

Dans les cellules cancéreuses, la différence d’expression des acteurs épitranscriptomiques peut modifier I'efficacité de biogenése des
miRNAs, tout comme leur régulation post-transcriptionnelle. Les miRNAs oncogénes sont retrouvés surexprimés et déméthylés au
détriment des miRNAs anti-tumoraux qui sont méthylés et donc inactifs. Ainsi, les ARNm codants pour des protéines antitumorales sont
réprimés et ceux codants pour des protéines oncogéniques sont traduits : la balance s’inverse en comparaison avec une cellule normale.
Les pointillés signifient un changement d’expression des protéines, qui peut étre soit augmentée soit diminuée selon le cancer. La
modification d’expression des déméthylases comme FTO peut également modifier I’expression et la méthylation des miRNAs et participer
aux processus de tumorigenése. Adapté a partir de (Duforestel et al., 2021).

3.2. Marqueurs prédictifs de I'évolution d'un cancer ou d'une réponse a un

traitement

L'un des principaux enjeux de la médecine moderne est de pouvoir dépister de maniere
précoce les cancers pour pouvoir anticiper leur progression et les prendre en charge
rapidement. Plus un cancer est pris en charge t6t et plus les chances de guérisons sont grandes
(Crosby et al., 2020). C'est pourquoi, I'identification de biomarqueurs prédictifs des cancers
mais également de la réponse aux traitements est devenu crucial. Ces biomarqueurs doivent
pouvoir étre analysables facilement a partir d’examens cliniques les moins invasifs possible. A
I'heure actuelle, de nombreux examens moléculaires sont réalisés une fois que le cancer est
développé. Ces analyses de marqueurs moléculaires sont faites a partir de biopsie de la

tumeur si cela est possible, et permettront ensuite de déterminer le choix du traitement. Ce
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type de biopsies étant invasif, notamment pour certains cancers comme les GBM ou il est
difficile d’obtenir un fragment de la tumeur. Les recherches se tournent de plus en plus vers
I'identification de nouveaux biomarqueurs plus facilement analysables, retrouvés dans les
urines, la salive ou le sang par exemple. Dans le sang, on retrouve de I'ADN, sous forme de
fragments dégradés, les ARNs et notamment les miRNAs ou encore des vésicules
extracellulaires, sécrétées par les cellules et enrichies en miRNAs. Les patients atteints de
cancers ont un niveau d’ADN circulant librement dans le sang (cfcDNA) plus élevé que des
personnes saines. Ceci s’explique par la prolifération plus rapide de ces cellules, qui entraine
une plus forte libération de cfcDNA liée a leur apoptose ou nécrose, mais aussi par des
mécanismes actifs de sécrétion cellulaire, en raison d’instabilité génomique (Sozzi et al., 2003;
Bronkhorst et al., 2019). L'une des premieres études de détection de génes mutés dans le
cfcDNA a été réalisée par Sorenson et ses collaborateurs en 1994 ou ils ont mis en évidence la
mutation de K-ras comme marqueur présumé hautement spécifique de tumeurs précoces ou
de multiples tumeurs malignes (Sorenson et al., 1994). Ces résultats avant-gardistes
apportent une preuve de concept de la possibilité d’utiliser des biopsies liquides pour réaliser
des dépistages de cancers, du suivi de la pathologie et de |'efficacité des traitements utilisés.
Ainsi, cette nouvelle voie de dépistage par biopsie liquide est trés étudiée. Une étude de
séquencage NGS (next-generation sequencing) de 60 tissus tumoraux et 31 plasmas issus de
17 patientes atteintes de cancer du sein métastatique, a montré une correspondance de 76%
entre les mutations retrouvées dans les tissus et dans le cfcDNA contenu dans le plasma de
ces patientes, ce qui démontre I'enrichissement de cfcDNA d’origine tumoral dans le plasma.
La conclusion de cette étude est que le plasma peut étre utilisé prospectivement comme
alternative aux biopsies métastatiques, et donc un réel potentiel des biopsies liquides pour le

dépistage des cancers (Rothé et al., 2014).

Les marques épigénétiques sont propres a chaque type cellulaire. Les tumeurs possédent
donc a la fois les marques du tissus dont elles proviennent mais également de nouvelles
marques acquises durant le processus tumoral. Le cfcDNA provenant de cellules tumorales
possede donc des modifications épigénétiques liées au type de tissu dont il provient, mais
également des marques de méthylations spécifique des tumeurs. L'étude du cfcDNA et des
marques épigénétiques qu’il contient permettrait donc de dépister des cancers et de

connaitre 'origine de ceux-ci, avant méme qu’ils ne se déclarent (Guo et al., 2017). La
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détection de méthylation dans le cfcDNA est possible par les techniques classiques d’analyse
de la méthylation de ’ADN comme le séquencage bisulfite qui peut étre utilisé pour séquencer
les profils de méthylation du génome entier, ou, plus applicable a du dépistage clinique : de la
gMSRE (Methylation Sensitive Restriction Enzyme couplée a de la gPCR: quantitative
Polymerase Chain Reaction) qui est utilisable si le marqueur est déja identifié, avec des

concentrations relativement faibles d’ADN.

Les miRNAs peuvent également constituer une nouvelle catégorie de biomarqueurs
circulants prometteurs, de par leurs fonctions pro ou anti-tumorale et leur expression tissus
spécifique. Leur niveau d’expression pouvant varier selon le type de pathologies, celle-ci peut
également étre analysée dans le plasma des patients (Bai et al., 2017). La détection de perte
ou gain d’expression de miRNAs dans certains cancers constitue déja des marqueurs de bon
ou mauvais pronostic. C'est par exemple le cas dans I’étude de Bai et ses collaborateurs qui se
sont intéressés aux signatures des miRNAs plasmatiques et tissulaires dans le pronostic et le
développement de cancers du poumon. Ils ont identifiés que les patients qui présentent une
augmentation d’expression du miRNA-19a plasmatique aprés opération ont un risque plus
important de développer une métastase que ceux qui ont une quantité plasmatique du

miRNA-19a plus faible.

Une autre étude clinique de 2020 démontre I'utilité du suivie de I'expression de miRNA
circulants dans le sérum de patients atteints de carcinomes hépatocellulaires dans la
prédiction de réponse aux traitements : la surexpression des miRNA-4454 et 4530 et la sous
expression du miRNA-4443 sont prédictifs d’'une réponse compléte au traitement de résection
de la tumeur suivie de radiothérapie. La surexpression des miRNA-4454 et 4530 est également
associée a une durée de vie plus longue. Dans la méme étude, la sur-expression du miRNA-
4492 avant traitement par chimioembolisation transartérielle est un marqueur prédictif de
réponse compléete au traitement. Les autres cas de figure d’expression de ces miRNAs avant
traitement sont associés avec une réponse partielle ou une faible réponse au traitement
(Pratama et al., 2020). Ainsi, cette étude met en évidence qu’initialement, tous les patients ne
sont pas aptes a répondre a un méme traitement, c’est pourquoi il est nécessaire et urgent de

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques personnalisées, comme Pratma et ses

Page | 56



collaborateurs le propose a la fin de leur étude, basées sur le niveau d’expression des miRNAs

identifiés (Figure 24).

Logit formula miR- Positive Response to
4454, 4530, -4443 =P 2050 =) treatment
lv High expression of:
<0.50 miR-4454 - lOV6" °I "I"“
miR-4530

AA Cq Positive Response to
expression )y 21260 -—) treatment
miR-4492
Figure 24 : Schéma stratégique modélisant le choix du traitement des carcinomes hépatocellulaires basée sur

le niveau d’expression des miRNA-4454, 4530, 4443 et 449

Le niveau d’expression des 4 miRNAs serait analysé au moment de la prise en charge des patients et permettrait de déterminer le choix
du traitement par anticipation de la réponse a celui-ci. D’aprés Pratama et al., 2020.

HCC= Carcinome hépatocellulaire, DFS= survie sans maladie, TACE= chimioembolisation transartérielle

Récemment, Konno et son équipe ont mis en évidence la possibilité d’analyser I'adénosine
méthylation des miRNAs plasmatiques et que ce niveau de méthylation, ici, du miRNA-17-5p,
pouvait étre un marqueur précoce dans le dépistage des cancers gastro-intestinaux, marqueur
plus efficace que ceux actuellement utilisés. Cette étude démontre a la fois I'importance du
niveau d’expression des miRNAs mais également leur niveau de méthylation dans leur usage
comme biomarqueurs dans les cancers (Konno et al., 2019). De méme, dans la revue de
Papadimitriou et la Figure 22, il est maintenant connu que le niveau d’expression de certains

miRNAs dans les cancers est associé avec un mauvais pronostic.

Dans ce sens, les travaux de Cheray et ses collaborateurs en 2020 démontrent que le
niveau d’expression et de m5C du miRNA-181a-5p joue comme facteur pronostic pour les
patients atteint de GBM. En effet, le miRNA-181a-5p est décrit comme suppresseur de tumeur
dans cette étude et, sous sa forme méthylée, cette fonction de suppresseur de tumeur est

inhibée. L'analyse de 48 biopsies de patients atteints de GBM ont permis de les classer selon
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deux groupes en fonction de leur niveau d’expression du miRNA-181a-5p et le niveau de
méthylation de celui-ci. Le groupe présentant le pronostic le plus favorable (i.e la durée de vie
la plus longue) correspond a celui qui a une forte expression du miRNA-181a-5p non méthylé
et donc fonctionnel. L’autre groupe qui I'exprime sous forme méthylée ou faiblement sous
forme déméthylée, présente un mauvais pronostique de survie (le miRNA est inactif dans le
premier cas de figure et certainement trop faiblement exprimé dans le deuxiéme cas pour

remplir son role anti-tumoral a 100%) (Cheray et al., 2020).

Ainsi, I'identification de biomarqueurs circulants reposant sur le niveau de méthylation
des cfcDNA, d’expression et/ou de méthylation des miRNAs circulants, constituent de
nouvelles pistes prometteuses pour le dépistage précoce des cancers, I'orientation des
stratégies thérapeutiques mais également la prédiction de réponse aux traitements, du suivie
de I'évolution des cancers et de la survie des patients. Les modifications épigénétiques étant
temporalisées, il est également envisageable de suivre le niveau de méthylation de ces
biomarqueurs au cours du temps pour adapter les traitements dans le temps et de mettre en

place de nouvelles thérapies personnalisées et temporalisées.

3.3. Cibles thérapeutiques et épidrogues

Les épidrogues sont des molécules qui ciblent et inhibent différents acteurs épigénétiques.
Elles sont capables de « reprogrammer » I'épigénome des cellules et de réinduire I'expression
de genes anti-tumoraux. Ces épidrogues doivent étre utilisées en combinaison avec des
drogues cytotoxiques ou cytostatiques et permettent de restaurer leur action via les nouveaux
génes exprimés. L’hypothése étant la suivante : l'inhibition des acteurs épigénétiques
permettrait d’inhiber la reprogrammation épigénétique cancéreuse et I'expression
d’oncogenes et des voies de signalisations associées. Ainsi, inhiber les acteurs épigénétiques
reviendrait a inhiber la progression du développement des cancers et de ré-exprimer des
génes suppresseurs de tumeurs qui sont inhibés épigénétiquement.

Les thérapies dirigées contre des acteurs épigénétiques ou épitranscriptomiques sont
appelées épidrogues (dérivé de I'anglais « epidrugs »). Tout un panel d’épidrogues ciblant les
DNMTs, les enzymes TETs, HDACs, HDMTs ou acteurs épigénétiques comme les BETs ont été
développés dans ce sens. Certaines de ces molécules sont approuvées par I'agence nationale

de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM) ou la FDA (U.S Food and Drug
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Admnistration). La premiere génération d’épidrogues a été développée sous forme
d’analogues de cytosines. La decitabine, un déoxiribonucléotide, est incorporé au niveau de
I’ADN. A haute dose, la decitabine inhibe la synthése de I’ADN et a un effet cytotoxique. A
plus faible dose, la decitabine entraine une diminution de la méthylation de I’ADN en inhibant
les DNMTs. L’azacytidine est un ribonucléotide qui est intégré dans les ARNs a 80/90% et
provoque un assemblage anormal des ribosomes et inhibe la synthése protéique. Dans 10 a
20% des cas, I'azacytidine est transformée en 5-aea-2’-deoxycytidine par une ribonucleotide
reductase et est incorporé dans I’ADN. Ceci entraine l'inhibition des DNMT. Le but de ces
DNMTi était de restaurer le profil de méthylation de cellules non tumorales pour permettre la
réexpression des génes anti-tumoraux dans les cellules cancéreuses. Cependant, ce type de
drogues manque de spécificité et inhibe I’ensemble des méthyltransférases de I’ADN, qui ont
une grande similarité de substrat (Ma and Ge, 2021). Ce manque de spécificité dans cette
génération d’épidrogues a entrainé des résultats décevants avec un faible taux de réponse et
de nombreux effets négatifs provoqué par I’hypométhylation du génome provoquant la
réexpression de génes protecteurs de tumeurs mais également d’oncogéenes. Par exemple
dans une étude de phase Il de traitement de syndromes myélodysplasiques par la decitabine,
sur 170 patients, seuls 17% présentent un taux de réponse global élevé et 13% ont une
amélioration hématologique, ce qui indique que la majorité des patients n’ont pas répondu
au traitement (Kantarjian et al., 2006). Utilisé dans des leucémies aiglies myéloides, la durée
de vie des patients est augmentée de seulement 2.7 mois en comparaison avec le traitement
standard par Cytarabine et de nombreux effets secondaires sont observés chez les patients
(fievre, anémie, pneumonie) (European Medicines Agency EMA/344257/2016
EMEA/H/C/002221). Le probleme étant le manque de spécificité de ces inhibiteurs pour leur
cible moléculaire mais aussi pour les cellules tumorales en particulier, ce qui peut entrainer
des modifications de profil épigénétique d’autres types cellulaires. L’identification de
biomarqueurs associés a une bonne réponse provoquée par ce type de traitement semble
difficile car I'expression de nombreux genes sont modifiés par ces DNMTi. Malgré tout, ces
inhibiteurs ont été approuvés dans ces pathologies a défaut de mieux. lls apportent une
preuve de concept que cibler les acteurs responsables du remodelage de la chromatine
permet la ré-expression de genes suppresseurs de tumeurs bien que les générations actuelles

ne permettent pas de cibler spécifiquement les genes ré-exprimés.
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D’autres inhibiteurs sont trés étudiés, comme les inhibiteurs d’HDACs et de BRD4, car ces
protéines sont surexprimées dans de nombreux cancers comme les cancers intestinaux,
hémopathies malignes, cancers du sein, lymphomes pour les HDACs, cancers du sein, des
ovaires, GBM ou leucémie aiglie myéloide pour BRDA4.

Les inhibiteurs d’"HDACs montrent une grande efficacité en combinaison avec les traitements
de chimiothérapies et permettent de réduire la toxicité de ces traitements (réduction des
doses utilisées pour une meilleure réponse) ainsi qu’inhiber certaines résistance en
empéchant la reprogrammation épigénétique cancéreuse. Il existe différents inhibiteurs
d’HDCAs, certains capable de cibler 'ensemble des HDACs appelés pan-HDACs (sauf les
sirtuines) et d’autres plus spécifiques. La combinaison de ces inhibiteurs avec des inhibiteurs
du protéasome, de tyrosines kinases, d’agents alkylant, de radiothérapie ou
d’'immunothérapies a montré des effets antitumoraux synergiques dans de nombreux
cancers, dans des essais précliniques et cliniques (Hontecillas-Prieto et al., 2020).

Le premier inhibiteur de protéines de la famille des BETs est le JQ1. Le JQ1 entre en
compétition avec les histones acétylées au niveau du site de reconnaissance des protéines
BETs. L’interaction JQ1-BETs empéche [linteraction avec la chromatine et entraine la
séquestration des BETs. Parmi I'ensemble des protéines a bromodomaines, le JQ1 possede
une affinité plus importante pour BRD4, qui est impliqué dans de nombreux cancers.
L'inhibition de BRD4 dans différents modeles de cancer du sein, de médulloblastome, cancer
du poumon ou de leucémie aiglie myéloide, a démontré un effet anti-tumoral avec une
inhibition de la prolifération cellulaire, la réduction de I’expression d’oncogenes comme MYC
ou E2F1, et I'induction de la différenciation cellulaire (Bandopadhayay et al., 2014). D’autres
inhibiteurs ont par la suite été développés, basés sur la formule du JQ1, pour permettre un
usage clinique, car le JQ1 possede une faible biodistribution et pharmacocinétique (Shorstova
etal., 2021). L'OTX015 est un inhibiteur des protéines de la famille des BETs qui a été optimisé
pour étre utilisé en clinique. Plusieurs essais cliniques de phase Il ont été menés dans
différents types de cancers (cancers de la prostate résistants avec castration, GBM, cancer du
sein triple négatifs), pour définir et optimiser les doses de traitement et les doses maximums
tolérées, mais deux études sur trois ont été terminées a cause d’une efficacité limitée de
I'OTX15 (Nguyen et al., 2020). Comme la plupart des epidrogues, in vitro, des effets
prometteurs ont pourtant été observés, comme dans le traitement de I'ostéoporose ou

I'inhibition de BRD4 permet de supprimer la différenciation cellulaire des ostéoclastes et
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d’augmenter |'osteoblastogenése in vitro ainsi que l'activité de minéralisation des
ostéoblastes (Baud’huin et al., 2017). Mais également en combinaison avec d’autres
traitements, comme par exemple dans le cancer du sein triple négatif avec le Palbociclib (Ge

et al., 2020).

La littérature s’accorde sur le fait que les épidrogues représentent des thérapies
prometteuses capables de restaurer la réponse a des traitements ou de re-sensibiliser les
cellules a la mort, mais que les recherches actuelles doivent s’orienter sur des marqueurs
prédictifs de réponse a ce types de thérapies pour maximiser les chances de réponses des
patients et améliorer la spécificité de ces molécules (Cossio et al., 2020). Celles-ci montrent

également des effets plus importants en combinaison avec d’autres traitements que seules.

Les nouvelles générations d’épidrogues développées sont plus spécifiques : se basant sur
I'étude précise des mécanismes de méthylation de I’ADN gene-spécifique, c’est-a-dire sur les
complexes impliqués dans le recrutement des DNMTs au niveau de sites spécifiques associés
a des genes d’intéréts (anti-tumoraux) afin de développer des épidrogues dirigées contre ces
complexes particuliers et inhiber la méthylation de ces géenes pour permettre leur
réexpression. Certaines épidrogues en cours de développement sont basées sur I'étude des
partenaires d’interaction des acteurs épigénétiques et leurs partenaires d’interactions, a la
différence des générations précédentes qui inhibent I'activité catalytigue mais de maniere
non spécifique, sans savoir quel complexe est responsable de la méthylation de quel géne.
Cette nouvelle génération d’épidrogues sont appelées EXD (Epigenetic player/protein-X-
disruptor) (Cartron et al., 2020). L'idée derriere ces EXD est d’inhiber les complexes de
méthylation spécifiqguement retrouvés dans les cellules cancéreuses, impliquant des facteurs
de transcriptions qui guident méthyltransférase sur de nouvelles cibles. Ceci permettrait
d’inhiber uniqguement les méthylations aberrantes retrouvées dans les cellules cancéreuses.
Certaines de ces inhibitions sélectives sont capables de restaurer la réponse a un traitement
dans des contextes de résistance comme par exemple via l'inhibition du complexe
DNMT1/CFP1 permet d’augmenter la sensibilité de cellules de GBM aux effets du
témozolomide, I'agent de chimiothérapie utilisé dans ce contexte (Cheray et al., 2014). Des
résultats similaires ont été obtenus en inhibant le complexe DNMT1/ISGF3y dans ce méme

modele (Cheray et al., 2016). L'inhibition du complexe STAT3-DNMT1 dans des cellules de

Page | 61



cancer du sein triple négatif entraine I'arrét de la prolifération des cellules et la réexpression
de genes anti-tumoraux comme VHL et PDLIM4 (Kang et al., 2015).

L'idée portée par ces nouvelles épidrogues serait d’identifier des complexes spécifiques
formés uniquement ou favorablement dans les cellules tumorales, ainsi, ces inhibiteurs
n"auraient pas d’effets dans des cellules non tumorales. lls inhiberaient la formation des
complexes responsables, soit de la méthylation des génes anti-tumoraux, soit des complexes
de déméthylation de I’ADN/acétylation des histones impliqués dans la transcription des
oncogenes, ou bien, au niveau épitranscriptomique, en inhibant les complexes responsables
de la méthylation de miRNAs anti-tumoraux. Ainsi, afin de limiter la non réponse des patients
aux traitements, leur éligibilité a ces traitements serait déterminé par la détection de

biomarqueurs circulants préalablement identifiés.

Une autre catégorie d’épidrogue est basée sur I'administration de miRNAs anti-tumoraux
synthétiques. En effet, comme la dérégulation de I'expression et de la méthylation des
miRNAs dans les cancers est associée avec la progression tumorale et la résistance aux
traitements, l'introduction de miRNAs sous exprimés dans ces cellules ou des miRNAs
antagonistes de miRNAs pro-tumoraux, peut conduire a la re-sensibilisation des cellules au
traitement initial (Garofalo and Croce, 2013). Cependant, I'utilisation des miRNAs en clinique
est encore compliquée, avec plusieurs limites comme des doses administrables relativement
faible en raison d’une activation du systeme immunitaire, doses auxquelles les effets
thérapeutiques ne sont pas ou trés peu observables. Les miRNAs thérapeutiques manquent
également de stabilité et leur administration ciblée a la tumeur est encore difficile, sans parler
des effets off-targets qui restent a étre optimiser (Bartoszewski and Sikorski, 2019; Caffrey et
al., 2011). C’est pourquoi Briand et ses collaborateurs se sont intéressés a I'administration
d’une forme méthylée du miRNA-200b-3p, et donc inactivée, comme pro-drogue dans des
cellules de GBM. En effet, leur étude se base sur le fait que les cellules de GBM sont capables
de déméthyler le miRNA et de le rendre actif grace a I'expression de la déméthylase FTO et
I'absence de mutation d’IDH1 qui, sous sa forme mutée, diminue la concentration d’aKG qui
est nécessaire a la déméthylation médiée par FTO. Le miRNA-200b-3p ainsi déméthylé conduit
a I'inhibition de I’ARNm codant pour une protéine anti-apoptotique (XIAP) et a restaurer la
mort de ces cellules. Cette forme méthylée du miRNA-200b-3p n’est pas modifiée dans les

autres types cellulaires. Ici, la mutation IDH1 peut étre utilisée comme marqueur négatif de

Page | 62



I'éligibilité au traitement par le miRNA-200b-3p méthylé (Briand et al., 2020). La présence de
modifications telles que la méthylation permet également d’augmenter la stabilité du miRNA

et le protéger des dégradations.

Apres avoir décrit le role des reprogrammations épigénétiques et épitranscriptomiques
dans les cancers, leur potentiel en tant que nouveaux biomarqueurs et cibles thérapeutiques,
nous allons caractériser plus en détails les cancers du sein, qui est le sujet d’étude principal de
cette thése. Le chapitre suivant détaillera principalement le sous type de cancer du sein

hormono-dépendant, ses traitements et les stratégies utilisées en cas d’échec thérapeutique.

4, Les cancers du sein

4.1. Généralités

Le cancer du sein représente la premiére forme de cancer chez la femme avec 29,2%
de I'ensemble des cancers en 2018 dans I’'Union Européenne, soit environ 400 000 nouveaux
par an (Dafni et al., 2019). |l représente également la premiére cause de mortalité féminine
par cancer, soit 16,2% des déces cette méme année en Europe. Malgré cela, le taux de
mortalité par cancer du sein est en diminution depuis plusieurs années, du fait des avancées

thérapeutiques et des pratiques de dépistage.

Comme pour la plupart des cancers, des facteurs de risques ont été identifiés et sont
recensés sur le site de I'INCA (INCA, n.d.):

-Ceux liés a I’age : dans 80% des cas de cancers du sein, ceux-ci apparaissent apres 50 ans.
-Ceux liés au mode de vie : comme l'alimentation, la consommation d’alcool et de tabac, le
mangque d’activité physique et le surpoids peuvent augmenter les risques de développer un
cancer du sein.

-Le sexe : 99% des cancers du sein touchent les femmes.

Des prédisposions génétiques ont également été identifiées. Celles-ci peuvent étre
transmises, et sont principalement retrouvées dans les cancers familiaux, comme les
mutations dans les génes BRCA1 et 2 (BReast CAncer 1 et 2) qui sont impliqués dans la
réparation des dommages a I’ADN et la recombinaison homologue (BRCA2). Cependant, ce

type de mutation n’est retrouvée que dans 0.2% de la population en moyenne avec des
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variations jusqu’a 2.5% dans certaines ethnies (Janavicius, 2010). D’autres mutations
constitutionnelles augmentent le risque de cancers du sein comme les mutations ATM,
PALB2, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11. Cependant, méme si ces mutations prédisposent
aux cancers du sein, elles ne sont souvent pas suffisantes pour provoquer la pathologie. C’est
I'accumulation d’autres mutations ou l'exposition a des facteurs environnementaux qui

peuvent entrainer le développement du cancer (Rudolph et al., 2016; Duforestel et al., 2019).

Classiqguement, les cancers du sein sont classés selon trois catégories. Cette
classification est basée sur I'expression des récepteurs aux hormones (ocestrogénes et/ou
progestérone) et I'expression de la protéine HER2 (human epidermal growth factor receptor
2). Ces différentes catégories sont : les cancers du sein dit triple négatifs qui n’expriment
aucun de ces 3 récepteurs et constituent la forme la plus agressive de cancers du sein. Les
cancers du sein dit HER2 positifs qui surexpriment la protéine HER2 et leur prolifération est
dépendante de cette voie de signalisation. Dans cette catégorie, les récepteurs hormonaux
(RH) peuvent étre soit exprimés ou non. La derniére catégorie correspond aux cancers du sein
dit hormonaux dépendants. Ces tumeurs expriment les récepteurs aux hormones cestrogénes
et/ou progestérone et sont dépendants de ces voies de signalisation. Ce sous-type de cancer
du sein représente la forme majoritaire de cancer du sein (Tableau 3) avec environ 43 290
nouveaux cas par an en France en 2018 d’apres les données de I'INCA et Mesa-Eguiagaray et

al (INCA, 2022; Mesa-Eguiagaray et al., 2020).

RH+/HER2+

Sous-type RH+/HER2- RH-/HER2-

RH-fHER2+

Prévalence 74% 11% 15%

Tableau 3 : Prévalence des sous types moléculaires des cancers du sein dans la population d’Ecosse entre 2009
et 2016, d’aprés Mesa-Eguiagaray et al., 2020

4.2. Prise en charge des cancers du sein RH+/HER2- localisés

Il existe différents traitements des cancers du sein hormonaux dépendants. Ils sont

choisis en fonction de I'extension de la maladie au diagnostic.
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La chirurgie est réalisée soit sous la forme d’une tumorectomie qui consiste au retrait
de la masse ou d’une mastectomie qui correspond a I'ablation de I’ensemble de la glande
mammaire. Cette chirurgie peut s’accompagner également de traitements complémentaires
comme la chimiothérapie ou une hormonothérapie adjuvante pour prévenir d’'une éventuelle
rechute. Il est également possible de réaliser une radiothérapie aprés la chirurgie au niveau
de la glande mammaire restante ou des aires ganglionnaire. L’hormonothérapie est I'un des
traitements spécifiqgue des cancers du sein hormonaux dépendant. Cette approche
thérapeutique consiste a inhiber les différentes voies de production ou de réponse des cellules
aux cestrogenes et a la progestérone. Ces traitements vont dépendre du statut ménopausique
de la patiente. Si la patiente n’est pas ménopausée, il lui sera prescrit des modulateurs
sélectifs des récepteurs aux cestrogénes comme le tamoxiféne et ou des analogues de
I'hormone LHRH (lutéinostimuline) qui vont hyper-stimuler I'hypophyse qui ne va plus
répondre et stopper la sécrétion de LH (hormone lutéinisante), la stimulation ovarienne et in
fine, la production d’cestrogenes. Ceci induit une ménopause précoce a visée thérapeutique
chez la patiente. Pour les femmes ménopausées, des inhibiteurs de I'aromatase seront
prescrits comme le létrozole. L'aromatase est une enzyme qui permet la conversion
périphérique des hormones androgénes en ocestrogénes, son inhibition permet la diminution

du niveau d’cestrogeénes (ARC, 2021).

4.3. Cancer du sein métastatique RH+/HER2-

Les métastases correspondent a un ensemble de cellules cancéreuses qui se sont
détachées de la tumeur primitive et qui ont migré par les vaisseaux lymphatiques ou sanguins
a distance de I'organe initial. Dans les cancers du sein, les localisations métastatiques les plus
fréquentes sont les poumons, le foie, les os ou le cerveau (Institut national du cancer, n.d.).
Celles-ci peuvent avoir des marqueurs différents de la tumeur initiale. Ceci est provoqué par
I'accumulation de mutations supplémentaires. Le pronostique des cancers métastatiques est
souvent sombre avec I'absence de projet curatif. Les métastases sont plus agressives et
invasives que les tumeurs primaires et appariassent principalement a la suite d’échecs

thérapeutiques, ce qui complique leur traitement.
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La maladie métastatique peut survenir dés le diagnostic (cancer métastatique de novo)
ou dans le cadre d’une rechute d’un cancer préalablement traité a un stade localisé. On estime

a 20% le nombre de patientes développant des métastases chaque année (ARC, 2020).

Le choix du traitement dans le contexte métastatique dépend de I'histoire de la
maladie de la patiente et de son état général. Le traitement anti hormonal est souvent le
traitement de premiére intention sauf en cas de crise viscérale ol la chimiothérapie est
préférée. Si la patiente est ménopausée, le traitement sera un inhibiteur de I'aromatase ou
du fulvestrant, molécule qui entraine la dégradation des récepteurs aux cestrogénes Era, et
sera poursuivi jusqu’a progression. Si la patiente n’est pas ménopausée, une ménopause est
souvent réalisée par voie chimique ou chirurgicale et ensuite, la patiente sera traitée comme
une patiente ménopausée.

Sila patiente a développé une maladie métastatique en cours d’hormonothérapie adjuvante,
le choix du nouveau traitement anti hormonal exclura celui qui était en cours au moment de
la rechute (Cancer.Net, 2021).

Depuis quelques années, des thérapies ciblées ont été développées en association
avec I'lhormonothérapie. Celles-ci sont basées sur I'existence de mutations/surexpression de
genes dans la tumeur, qui peuvent faire I'objet d’un ciblage thérapeutique. En effet, il a été
retrouvé chez les patientes une activation de la voie PI3K/Akt/mTOR avec des mutations dans
le gene PIK3CA retrouvées chez ~40% des patientes (Ellis and Perou, 2013). Ces mutations gain
de fonction dans la sous-unité catalytique de PI3K entrainent une activation constitutive de
celle-ci. Son inhibition permet de restaurer I'apoptose des cellules dans les cancers du sein
RH+/HER2- PIK3CA muté, notamment en association avec une privation d’cestrogénes
(Sanchez et al., 2011). D’autres inhibiteurs de cette voie de signalisation ont été développés
comme l'everolimus, un inhibiteur de mTOR approuvé par la FDA en 2012 en combinaison
avec un inhibiteur d’aromatase. Dans un essai clinique randomisé de phase I, la combinaison
tamoxifen/everolimus permet d’augmenter la durée de survie sans progression de 4,1 mois
en comparaison avec un traitement tamoxifen seul (8,6 mois de durée de vie sans progression

contre 4,5 mois) avec une diminution du risque de décés de 55% (Bachelot et al., 2012).
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La classe thérapeutique la plus récente est celle des inhibiteurs du complexe CyclinD-
CDK4/6 (cyclin dependant kinase) Ce complexe est impliqué dans la progression du cycle
cellulaire et la transition G1-S avec la phosphorylation (et I'inactivation) de la protéine RB
(protéine du rétinoblastome) qui permet la libération du facteur de transcription E2F, la
transcription des cyclines E et CDK2 qui phosphorylent de nouveau la protéine RB et
permettent la synthése de I’ADN et donc la progression dans le cycle cellulaire (Figure 25).

Le niveau d’expression de la Cyclin D est augmenté dans les cancers du sein RH+
notamment par amplification du géne codant pour la Cycline D. La voie de signalisation
associée au récepteur aux cestrogénes entraine une augmentation de la transcription des
ARNm codants pour la cycline D1 et donc la surexpression de la cycline. Celle-ci est
surexprimée d’environ 50% dans les cancers du sein RH+/HER2- et participe aux mécanismes
de résistances a I’hormonothérapie, ce qui en fait une cible thérapeutique (Stendahl et al.,

2004; Eeckhoute et al., 2006).

Figure 25 : Mécanismes moléculaires de la transition entre les phases G1/S du cycle cellulaire

Durant la phase G1, la cycline D (CycD) et CDK4/6, la cycline E (cycE) et CDK2 vont phosphorylé la protéine du rétinoblastome RB1. Le
facteur de transcription E2F est activé et permet I'entré en phase S via la transcription de différents genes cibles. Les membres de la
famille INK (p16/Nk4A p15INK4B n57KIP2) jnhibent le complexe cycline D-CDK4/6. Les protéines KIP/CIP (p21©P!, p27XPl, et p57XIP2) inhibent le
complexe cycline E-CDK2. p27XP! et p21°P servent de « facteurs d’assemblages » du complexe cycline D-CDK4/6, ce qui permet leur
séquestration et I'activation du complexe cycline E-CDK2. Les protéines fréquemment sous-exprimées dans les cancers sont indiquées
avec des fleches vertes tandis que celles fréquemment surexprimées sont indiquées avec des fléches rouges. D’apres Fassl et al., 2022.
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Il existe actuellement 3 inhibiteurs de CDK4/6 (iCDK4/6) prescrits dans les cancers du
sein: le palbociclib, 'abémaciclib et le ribociclib. Le palbociclib est le premier inhibiteur a avoir
été développé et il a permis 'augmentation de le médiane de survie sans progression des
patientes traitées palbociclib+letrozole (24.8 mois contre 14.5 mois avec du letrozole seul).
Des résultats similaires ont été observés pour le ribociclib et I'abémaciclib. L’abémaciclib a été
testé en combinaison avec du fulvestrant et a permis d’augmenter la durée médiane de survie
sans progression de 7.1 mois en comparaison a un traitement fulvestrant seul (16,4 mois vs
9,3 mois) pour des patientes résistantes a une hormonothérapie. Le palbociclib et le ribociclib
ont une spécificité plus grande pour le complexe Cyclin D-CDK4/6 que I’'abémaciclib, qui est
également capable d’inhiber d’autres kinases (effets « off target », Tableau 4) ce qui peut
expliquer la différence de réponse observée dans les études cliniques. En effet, le palbociclib
et le ribociclib sont basés sur une formule chimique similaire optimisée pour étre spécifique
des complexes Cycline D-CDK4/6 tandis que I'abémaciclib possede deux atomes de fluores
capables de se fixer a la poche de liaison a I’ATP des CDKs et donc une sélectivité moins grande

(George et al., 2021).

Name of compound ICsq Other known targets Stage of clinical development
Palbociclib (PD-0332991) D1-CDK4, 11 nM FDA-approved for HR™/HERZ™ advanced
D2-CDKS6, 15 nM; breast cancer in combination with
D3-CDK4, 9 nM endocrine therapy; phase 2/3 trials
for several other tumor types
Ribociclib (LEEQ1L) DI1-CDK4, 10 nM; FDA-approved for HR™/HERZ™ advanced
D3-CDKS6, 39 nM breast cancer in combination with

endocrine therapy; phase 2/3 trials
for several other tumor types

Abemaciclib (LY2835219) DI-CDK4, 06 to 2 nM Cyclin TI-CDK9, PIM1, HIPK2, CDKLS5, FDA-approved for early (adjuvant) and
D3-CDK6, 8 nM CAMK2A, CAMKZD, CAMK2G advanced HR™/HERZ2™ breast cancer in
GSK3aw/B, and (at higher doses) combination with endocrine therapy;
cyclin E/A-CDK2 and cyclin B-CDK1 FDA-approved as monotherapy in advanced

HR™/HER2™ breast cancer; phase 2/3 trials
for several other tumor types

Tableau 4 : Liste des iCDK4/6 autorisés dans le traitement des cancers du sein RH+/HER2-.

Bien gu’il n’existe pas de régles préétablies concernant le choix du traitement et que
celui-ci dépend de I'histoire de chaque patiente, des algorithmes de traitement ont été

développés pour guider la prise en charge.

Deux situations sont rencontrés : des patientes qui ont une résistance primaire aux

thérapies endocrines, caractérisée par une rechute de la maladie dans les 2 ans de traitement
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avec de 'hormonothérapie adjuvante, ou, des patientes qui vont avoir une progression apres
6 mois d’hormonothérapie en premiere ligne de traitement dans le cas de premier diagnostic
de cancer métastatique (MBC). La résistance secondaire est définie comme toutes les autres

situations cliniques (ABC6, 2021).

La premiere ligne de traitement préconisée le plus souvent est une combinaison d’un
inhibiteur de CDK4/6 et d’une hormonothérapie. Il n’y a pas de recommandation spécifique
quant au choix de l'inhibiteur de CDK4/6 qui semblent avoir une efficacité similaire.
Cependant si une patiente développe une toxicité a I'un de ces inhibiteurs, il est possible de
le remplacer par un des deux autres. La chimiothérapie est utilisée en traitement de premiere
ligne sila progression de la maladie est rapide et menace la survie de la patiente a court terme,
phénomene connu sous le nom de crise viscérale. Elle peut étre associée a un traitement de
relai par inhibiteur de CDK4/6-hormonothérapie a l'issue de la chimiothérapie. Malgré une
efficacité importante, la progression sous traitement est quasiment inéluctable. Dans ce
contexte, il est alors envisagé de dépister les différentes mutations somatiques tel que PIK3CA
ou constitutionnelles telles que BRCA1/2, PALB2 pour mettre en place des traitements de
seconde ligne apres I'arrét du traitement par iCDK4/6. Parmi les options thérapeutiques, on
peut citer I'association fulvestrant + alpelisib, (anti PI3K) ou examestane (anti-aromatase)-

everolimus (inhibtieur de mTOR). La chimiothérapie est aussi parfois utilisée (Figure 26).

Page | 69



Patients with ER+/HER2- MBC

If imminent organ failure

* ChT
l

ET-CDK4/6 inhibitor [1, A +
At PD

Somatic mutation testing
(tissue or liquid) o
Germline BRCAT/Z testing + PALBZ

i

\vd
Mo risk of organ failure ] Imminent organ failure

Bh

Everolimus—exemestane?
Fubvestrant= [I, B] If PIK3CAm+: If germling BRGAPALBZm:.:
{+ CDK4/6 inhibitor if not or fulvestrant-alpelisib PARP inhibitor
used previously) Everolimus—fulvestant* [I, B; MCBS 2; ESGAT |-A]=< [I, & MGBS 4; ESCGAT I-A]~
(1, B]
1 |
+
'
[ PD after several ines of ET + targeted therapies
+

GhT 4

Figure 26 : Algorithme de traitement des cancers du sein RH+/HER2- métastatiques

Violet : catégories générales ou stratifications ; turquoise : combinaison de traitements ou traitements systémiques ; blanc: autres
aspects de la gestion ; bleu : thérapie anticancéreuse systémique.

Ai : aromatase inhibiteur ; CDK4/6 cyclin-dependant kinase 4 et 6 ; ChT : Chimiotherapie ; EMA : European Medicines Agency ; ER:
oestrogene récepteur ; ESCAT, ESMO : échelle de prédiction de cibles moléculaires ; ESR1 : oestrogéne récépteur 1; ET : endocrine
thérapie ; FDA : Food and Drung Administration ; HER2 : human epidermal growth factor receptor 2 ; m : mutation ; MBC : cancer du
sein métastatique, MCBS : échelle de I'ampleur des avantages cliniques réalisées par 'ESMO ; OFS: Suppression de la fonction
ovarienne ; PALB2: partner and localiser of BRCA2; PARP : poly(ADP-ribose) polymérase; PD: maladie progressive; PIK3CA:
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate-3-kinase catalytic subunit alpha.

a OFS si la patiente est pré-ménopausée. b A préférer si la patiente posséde une mutation ESRI [ESCAT score : II-A].c Calcul des scores de
thérapie par ESMO-MCBS v1.1 (consulter la publication originale pour plus d’informations). @ Scores ESCAT pour les altération
génomiques. © Si la rechute <12 mois aprés 'arrét de I'adjuvant Al : fluvestrant-CDK4/6 inhibiteurs. Si la rechute est >12 mois aprés
I'arrét de I’adjuvant Al : AI-CDK4/6 inhibiteur. (Gennari et al., 2021)

4.4. Mécanisme résistance aux iCDK4/6 et a ’hormonothérapie

Avant la mise en place des traitements iCDK4/6, certaines patientes ont été traitées
avec de ’lhormonothérapie et ont développé une résistance a ces traitements, conduisant a
la progression du cancer vers le stade métastatique. De méme, au cours du traitement
iCDK4/6-hormonothérapie, un phénomene de résistance peut apparaitre. C’est pourquoi il est

important de comprendre quels sont les mécanismes propres a chaque type de thérapie
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(iCDK4/6 et hormonothérapie) pour développer de nouvelles combinaisons de traitements

permettant de les contourner.

Les mécanismes de résistances a I’hormonothérapie connus sont : des dérégulations
dans les voies de signalisation des récepteurs hormonaux (cestrogenes et progestérone), avec
I'expression d’isoforme tronqué du récepteur ERa, I'amplification et la surexpression des
geénes codants pour des récepteurs tyrosine kinases, ainsi que des déréglements du cycle
cellulaire et I'autophagie.

Dans 10% des cas, la résistance aux traitements d’hormonothérapie est due a une perte du
récepteur ERa provoqué par la mutation ESR1. Cette mutation est trés peu présente chez les
patientes n’aillant jamais recu de traitement (3% des patientes) tandis que sa fréquence
augmente chez les patientes atteintes de MBC prétraités avec des thérapies anti aromatase
(11%) et jusqu’a 25% pour des patientes prétraitées avec des anti- Era (Robinson et al., 2013;
Toy et al., 2013).

Un deuxiéme mécanisme de résistance a ’hormonothérapie correspond a I’hyper-activation
des récepteurs tyrosine kinases, soit par surexpression, soit par amplification de leurs génes.
Ces récepteurs (FGFR1, HER2, HER3, EGFR, IGF1R) activent les voies de signalisations
PI3K/AKT/mTOR et RAF/MEK/ERK. Ces hyper-activations entrainent la prolifération des
cellules de maniere indépendante du récepteur ERa. La mutation du gene PIK3CA est
retrouvée dans 40% des cancers du sein (Arthur et al., 2014). Au total, la voie de signalisation
de PI3K est dérégulée dans 70% des cancers du sein via des mutations dans d’autres génes de
la voie de signalisation comme AKT1, AKT2 ou PDK1. Des protéines inhibitrices de cette voie
de signalisation comme PTEN et INPP4B sont également retrouvées mutées (Fu et al., 2013).
La phosphorylation d’AKT va entrainer |'activation des protéines mTORC1 et mTORC2 et
modifier le métabolisme des cellules et la synthése protéique (Lauring et al., 2013).
L'inhibition de I'autophagie dans les modeles de cellules résistantes aux thérapies endocrines
permet de restaurer la sensibilité a ces thérapies (Maycotte and Thorburn, 2014). En effet,
I'autophagie est augmenté dans les tumeurs en raison du stress engendré, notamment dans
les régions hypoxiques, par le traitement et I'altération du métabolisme et de la faible
disponibilité en nutriments (White, 2012).

Des dérégulations des points de contrbles du cycle cellulaire ont également été décrites

comme contribuant a la résistance aux thérapies endocrines. En effet, la surexpression
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d’acteurs du cycle cellulaire comme c-Myeg, les cyclines E1 et D1 et CDK4 ont été observé. C-
Myc contribue a la prolifération indépendante des récepteurs aux cestrogénes, tandis que les
cyclines E1 et D1 et CDK4 vont contribuer a la phosphorylation de la protéine RB et Ila
progression dans le cycle cellulaire. La diminution de I’expression des protéines p21 et p27
(inhibiteurs du cycle cellulaire) a également été observée dans les phénomeénes de résistances

au tamoxiféne (Nair and Vadlamudi, 2008; Finn et al., 2020).

Certains mécanismes de résistances aux iCDK4/6 sont communs aux mécanismes
décrits pour les résistances aux hormonothérapies. L'un des mécanismes de résistance aux
iCDK4/6 le plus décrit est la mutation du géne codant pour RB1 entrainant une perte de
fonction de la protéine. Elle peut étre acquise durant le traitement, ou prédisposer a une
résistance avant tout traitement (Li et al., 2018). Ces mutations peuvent étre détectées dans
I’ADN circulant librement dans le sang des patientes et dans les tumeurs de ces patientes
(Condorelli et al., 2018; Wander et al., 2020). Cependant, ce type de mutations n’est retrouvé
que chez 5 a 10% des patientes. L'amplification du géne codant pour CDK6 ainsi que la
surexpression de la protéine associée a été retrouvée dans des cas de résistance a
I'abémaciclib et au palbociclib (Yang et al., 2017; Formisano et al., 2019). Un mécanisme
similaire a été observé avec CDK4 dans des modeles de glioblastome ou de sarcome (Olanich
et al., 2015) mais son implication dans la résistance aux iCDK4/6 dans les cancers du sein reste
a déterminer, car la variation de son expression ne semble pas impacter la réponse aux
inhibiteurs (Bollard et al., 2017). D’autres anomalies génétiques entrainant une activation des
voies de signalisations des cyclines D conférent également une résistance aux inhibiteurs de
CDK4/6, comme |'amplification du gene FGFR1/2 ou des mutations activatrices dans celui-ci
(Formisano et al.,, 2019). La formation de complexes non canoniques cycline D1-CDK2
permettent également la résistance aux iCDK4/6 et lever I'arrét du cycle cellulaire provoqué
par le palbociclib, tout comme I'expression de la cycline E qui permet d’outrepasser le role du
complexe cycline-D-CDK4/6 (Herrera-Abreu et al., 2016). L’activité du complexe Cycline E-
CDK2 est régulée par les protéines KIP/CIP. Leur sous-expression est donc un facteur de
résistance, tout comme la perte d’expression de PTEN qui entraine I'activation de la voie de
signalisation AKT, I'export de p27¥®' dans le cytoplasme et la diminution de I'expression de
P27 provoquant une augmentation de I'activité kinase de CDK2 (Wang et al., 2007; Costa et

al., 2020). Le réle du complexe Cycline E-CDK2 a été confirmé dans la résistance au palbociclib
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+ fulvestrant ou letrozole dans les cancers du sein métastatiques (Turner et al., 2019). Un
dernier mécanisme observé dans les cancers du sein triple négatifs est la séquestration des
iCDK4/6 dans les lysosomes, ce qui réduit la quantité d’inhibiteurs disponibles dans le noyau
(Fassl et al., 2020). L'ensemble des principaux mécanismes de résistance décris
précédemment sont résumés sur la Figure 27. Par ailleurs, I'inhibition du complexe Cycline D-
CDK4/6 provoque une reprogrammation métabolique entrainant une augmentation du
nombre de mitochondries, de lysosomes, une stimulation de la voie mTOR et une
augmentation des réactions de phosphorylations oxydatives (Fassl et al., 2022).

Il a également été montré qu’un transfert de résistance aux cellules avoisinantes est possible
via la production d’exosomes (microvésicules de 30 a 150 nM transportant des miRNAs)
contenant le mir-432-5p qui inhibe la voie de signalisation TGF-B/SMAD4 et entraine la
surexpression de CDK6 (Cornell et al., 2019).

Des mécanismes épigénétiques peuvent étre impliqués dans la résistance aux iCDK4/6,
via des mutations dans des génes codants pour des acteurs épigénétiques, ou des effets
indirectes liés a I'inhibition du complexe. Par exemple, la mutation de KMT2C (une histone
méthyltransférase) retrouvée chez 10% des patientes qui ont progressé sous
hormonothérapie, pouvant prédisposer a un remodelage de la chromatine différent en
réponse aux inhibiteurs de CDK4/6. La perte de KMT2C entraine la prolifération des cellules
de maniere indépendantes au récepteur aux cestrogenes (Gala et al., 2018). Une étude
d’ATAC-seq sur des lignées de cellules traitées par I'abémaciclib montre un remodelage de la
chromatine avec des modifications importantes dans les régions activées et inhibées a la suite
du traitement, notamment au niveau des cibles du facteur de transcription E2F. Ce
remodelage de la chromatine serait médié par le facteur de transcription AP-1 et le gain
d’H3K27ac, permettant la formation de nouveaux enhancers, entrainant la résistance a
I'apoptose et 'immunogénicité des cellules tumorales. Cependant cette étude n’a pas cherché
a mettre en évidence les régions remodelées dans un modeéle de cellules résistantes, mais
uniguement celles au début du traitement (Watt et al., 2021). Les mécanismes épigénétiques
impliqués dans la résistance aux iCDK4/6 demeurent trés peu connus, ce qui renforce I'intérét
de les étudier pour permettre d’approfondir les connaissances globales sur les mécanismes

de résistances et augmenter I'arsenal thérapeutiques.

Page | 73



CycE-CDK2 activation

N/

CDK4/ 6 inhibitor
resistance

Figure 27 : Principaux mécanismes de résistance aux inhibiteurs de CDK4/6.

Les principaux mécanismes connus regroupent la perte d’expression/activité de la protéine RB1, I'activation indirecte de voies de
signalisations communes avec le complexe cycline D-CDK4/6, I'amplification/mutations gains de fonction des génes codants pour CDK4/6
avec une surexpression des protéines, 'activation et la formation du complexe Cycline E-CDK2, la séquestration lysosomale. Toutes les
pieces du puzzle ne sont pas encore identifiées (Fassl et al., 2022).
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Les objectifs de ma these se divisent en deux parties avec une problématique commune :
identifier des biomarqueurs prédictifs de vulnérabilités thérapeutiques permettant de
prévenir I'acquisition de la résistance au palbociclib ou de re-sensibiliser les cellules devenues

résistantes a cet inhibiteur de CDK4/6.

Dans la premiére partie de ma thése, je me suis intéressé aux mécanismes impliqués dans la
reprogrammation épigénétique conduisant a I'acquisition de la résistance afin d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques soit en inhibant ces mécanismes épigénétiques via des
épidrogues, soit par inhibition des protéines nouvellement surexprimées a l'issus de cette
reprogrammation épigénétique cancéreuse. De plus, les modifications épigénétiques étant
réversibles, leur variation au cours du temps et leur analyse dans le cfcDNA permettrait un
suivi personnalisé en temps réel de la réponse au traitement et une adaptation potentiel de

celui-ci (le cas échéant).

Dans le deuxiéme projet, je me suis intéressé aux mécanismes épitranscriptomiques,
notamment a 'identification des partenaires impliqués dans les complexes responsables de
I'adénosine méthylation des miRNAs. J'ai étudié les modifications de cet interactome dans le
contexte de résistance au palbociclib et I'impact de ce changement d’interactome dans la
méthylation des miRNAs. Cette étude a pour but d’identifier de nouveaux biomarqueurs
circulants basés sur le niveau de méthylation des miRNAs, associés a de nouvelles
vulnérabilités thérapeutiques. En effet, dans le cas d’'une modification de I'interactome de
METTL3, de nouveaux miRNAs cibles vont étre méthylés tandis que d’autres ne le seront plus.
Les nouveaux miRNAs méthylés ne pourront plus inhiber leurs ARNm cibles, et de nouvelles
protéines potentiellement impliquées dans la résistance seront surexprimées. Le suivie de la
méthylation des miRNAs présent dans les exosomes circulants dans le sang des patientes au
cours du traitement permettrait un suivi personnalisé et en temps réel de la réponse au
traitement et une adaptation de celui-ci, comme pour I'étude précédente. Le but de cette
étude et de celle précédente est également d’étendre I'arsenal des possibilités de

combothérapies existantes grace a la prise en compte de ces nouveaux biomarqueurs.

Ces deux études ont pour but d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes de cancers
du sein RH+/HER2- métastatique en leur proposant une prise en charge adaptée dans le temps

en fonction des biomarqueurs circulant et ainsi anticiper I'apparition des mécanismes de
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résistance au cours du temps. Ces études ouvrent la voie a des thérapies personnalisées, en
temps réel et adaptatives. Cette approche permettrait de délivrer le bon traitement au bon
moment. C'est pourquoi, I'émergence des tests compagnons qui permettent de catégoriser
les patients par rapports a certains marqueurs établis, prédisposant a une réponse a un

traitement plut6ot gu’a un autre est une piste a développer.
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Culture cellulaire

La lignée cellulaire de cancer du sein RH+ HER2- MCF7 utilisée pour les différentes
études et la génération du modeéle de résistance au palbociclib provient d’ATCC : the Global
Bioresource Center (ATCC, #HTB22, US). Les cellules MCF7 ont été cultivées dans du milieu
Dublecco’s modified Eagle’s (DMEM, Gibco™ 11960044) supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal (SVF, Eurobio CVFCVF00-01), 1% de glutamine (Gibco™, A2916801), 1%
péniciline/streptomycine (Gibco™, 15140122). Les cellules sont cultivées dans un incubateur

humide a 37°C et 5% CO2.

Génération du modele de cellules résistantes au palbociclib

Par la suite, les cellules résistantes au palbociclib seront nommées MCF7-PalboR et les

cellules initiale, non traitées MCF7-PalboS.

Les cellules MCF7 ont été traitées avec 1uM de palbociclib (MedChemExpress) dilué
dans du DMSO (Sigma-Aldrich, D2650) 5% avec un changement de milieu 2 fois par semaines
(lundi, mercredi et vendredi) jusqu’a I'observation d’une résistance caractérisée par une
vitesse de prolifération identique aux cellules non traitées au palbociclib et une I1c50
supérieure aux cellules initiales (ici 5.7 fois supérieure : MCF7-PalboR= 4.286 uM, MCF7-
PalboS=752 nM). Par la suite, les cellules ont été maintenues en culture avec le méme schéma

de traitement pour continuer la pression de sélection.

Test de prolifération et calcul du temps de doublement

Le temps de doublement des cellules, c’est-a-dire, le temps nécessaire pour compléter
un cycle cellulaire complet et obtenir le doublement des cellules, a été calculé grace au cite
Doubling Time Calculator (Roth, 2006 http://www.doubling-time.com/compute.php). Les
cellules ont été ensemencées a JO a une concentration de 10° cellules (comptage par Scepter™
2.0 Cell Counter, Merck-Millipore, France). AJ1 les cellules ont été incubées avec les différents
inhibiteurs : Vorinostat (inhibiteur d’HDACs, CAS N°: 149647-78-9); Decitabine (inhibiteur de
DNMTs, CAS N°: 2353-33-5), Bizine (inhibiteur de LSD1, CAS N°: 1591932-50-1), JQ1 1uM
(inhibiteur de BRD4, CAS N°: 1268524-70-4). 24h/48 et 72h apres incubation, les cellules ont

été récoltées puis comptées par cytométrie en flux (BD Accuri™ C6 plus Flow Cytometer).

Page | 79



Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire est mesurée a I'aide du test 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, VWR Chemicals, France). Les cellules MCF7 ont été
ensemencées a une densité de 500 cellules par puits dans 100uL de milieu complet a JO. Les
traitements ont été ajoutés a J1 et sont dilués dans du milieu DMEM complet contenant 1%
de SVF. Aprés incubation pendant 72h, 10uL de MTT (10pug/mL) ont été ajoutés dans chaque
puits et incubé pendant 3h dans l'incubateur humide a 37°C, 5% CO2. Les puits sont ensuite
vidés et le milieu a été remplacé par 200uL de DMSO. La révélation est faite par mesure de

densité optique a 570nm par spectrophotométrie (VICTOR, Perkin-Elmer, France).

Culture d’organoides et traitement au palbociclib

La préparation de la culture d’organoides a été réalisée a partie des protocoles décrits
par Lohard et al et Sachs et al (Sachs et al., 2018; Lohard et al., 2020). Les tissus de cancers du
sein provenant de patientes ayant subi une intervention chirurgicale a [IInstitut de
Cancérologie de I'Ouest, René Gauducheau, Nantes, France et ayant donné leur
consentement (ptocole THEREX) ont été dissocié mécaniquement dans une boite de pétri
100mm puis transféré dans un tube falcon contenant du milieu AdDF+ (Adavance DMEM/F-
12 + antibiotiques, Gibco #12634028) et de la collagénase a 2mg/mL. Les broyats de tumeurs
ont été incubés pendant 2h a 37°C, 5% CO2 sur roue avec de la collagénase. La collagénase a
ensuite été inhibée par ajout de 1mL de SVF. Les cellules ont été centrifugées pendant 5 min
a 400g et le culot a été repris dans 1mL de milieu AdDF+. Les cellules ont été transférées sur
un filtre de 70um puis laver 3 fois avec le milieu. Le dissocia est centrifugé pendant 5 minutes
a 400g puis le culot a été repris dans 1mL de milieu AdDF+++ (AdDF + 1X glutamax + 10mM
HEPES + antibiotiques). Aprés comptage, les cellules sont centrifugées 30 secondes a 450g
puis repris dans 500uL de milieu BC + 5% BME (gibco #21010046) et 200 000 cellules/puits ont
été déposées dans plaques 24 puits ultra-low attachment traitées avec de la membrane basale
adhérente (Culturex Pathclear Reduced Growth Factor BME, Biotechne #3433-010). Le milieu
de culture est renouvelé tous les quatre jours. Les organoides ont été maintenus en culture

pendant 7 a 14 jours avant le traitement au plabociclib 10uM pendant 3jours.
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Marquage d’immunofluorescence

Les marquages d’'immunofluorescence ont été réalisés comme ceux décrits par (Wilson
et al., 2021). Les organoides ont été fixé dans 4% de paraformaldéhyde pendant 30 minutes
puis perméabilisés avec 0.3% de Triton X100 pendant 30 minutes. Les organoides ont été
bloqués dans 5% de sérum de chévre avant le marquage avec I'anticorps BRD4 (santa cruz
#sc518021, 1 :25) et un anticorps secondaire anti-souris 1gG2b-488 (1 :500 Life Technologies
A21141). L’ADN a été marqué par un colorant Hoechst. Les organoides ont été inclus dans de
I'agarose a bas point de fusion et la fluorescence a été observée grace au microscope

confocale Lightsheet Z1 Zeiss.

Immunoprécipitaion de Chromatine (chlP)

Les cellules (2x107) sont fixées avec du paraformaldéhyde 1% pendant 10 minutes a
température ambiante (RT). La réaction est inhibée par l'ajout de glycine 0.25M
(concentration finale) pendant 2 minutes a RT. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec
du PBS froid. Les cellules sont ensuite grattées dans 500uL de PBS froid contenant un cocktail
d’inhibiteurs de protéases 1X (Roche) et centrifugées pendant 5 minutes a 800g a 4°C. Le culot
est ensuite repris dans le tampon de lyse LB1 (50 mM Hepes pH7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA,
10% glycérol, 0,5% NP-40 et 0,25% Triton X-100) pendant 10 minutes a 4°C. Apres
centrifugation (5 minutes, 4°C, 2000g), le culot est repris dans du tampon LB2 (10
mM Tris pH 8,0, 200 mM NacCl, 1 mM EDTA et 0,5 mM EGTA) pendant 5 minutes a 4°C. Aprés
une nouvelle centrifugation comme précédement, le culot est repris dans du tampon LB3 (10
mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 0,1 % Na-deoxycholate et 0,5% N-
lauroylsarcosine) puis mis a sonication pendant trois cycles de 7 minutes (30 secondes ON/30
secondes OFF, Bioruptor® Plus (Diagenode Cat # B01020001)). Apres sonication, du Triton-X-
100 est ajouté a une concentration finale de 1%. Le mélange est ensuite centrifugé a 20 000g
pendant 10 minutes a 4°C. La chromatine ainsi obtenue est incubée a 4°C toute la nuit sous
rotation avec des billes magnétiques couplées a 5uG d’anticorps BRD4 Diagenode C15410337.
Le lendemain, les billes sont lavées 6 fois dans 1mL de tampon RiPA (#89901, ThermoFisher,
France) sur glace et 2 fois avec du Tris-HCl 10mM pH8. L’élution a été réalisée avec 100uL de
tampon d’élution (50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS, 50 ug/mL proteinase K)

pendant une nuit a 65°C sous agitation. La chromatine éluée est ensuite incubée avec de la
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RNAse A (50uG/mL) pendant 30 minutes a 37°C. Le surnageant est ensuite séparé des billes
grace a un portoir magnétique et I’ADN est ensuite purifiée a I’aide des billes NucleoMag NGS
(Macheray-Nagel). La préparation des librairies est ensuite réalisée a l'aide du kit
NEBNext®Ultra™Il DNA Library Prep Kit for Illumina® (NEB) conformément aux instructions
du fournisseur. Les librairies NGS ainsi obtenue ont été validées par lecture sur puce ADN
(Agilent High Sensitivity DNA kit) de I'instrument 2100 Bioanalyzer (Agilent, Figure 28). Un
triplicat biologique indépendants (différences de passages entre les échantillons) a été réalisé

pour chaque condition.

sample 1

[FU]

100

100 — R —

35 —  — — T T T T T T T T T 1T 1T
35 150 300 500 1000 10380 [bp]

L 1
Figure 28 : Exemple de profil de librairie NGS obtenu pour un échantillon avec le Bioanalyzer 2100 Agilent

Analyse ChlP-seq

Les librairies du ChIP-seq BRD4 ont été séquencées avec l'appareil [llumina NovaSeq
6000 par la plateforme GenoBird (Nantes, France). La qualité des fichiers Fastq a été analysée

grace a FastQX v0.11.5 (Andrews, 2010) disponible a [I'adresse suivante:

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. Les fragments  d’ADN
séquencés (reads) ont été séparés des séquences des adaptateurs puis filtrés par I'outil Trim
Galore v0.6.6 (Krueger, 2015) disponible en ligne :

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim galore/. Les reads sont ensuite

alignés avec bowtie 2v2.3.1 sur le génome de référence hg38 (Langmead and Salzberg, 2012).
L'identification des pics de BRD4 a été réalisée a I'aide de I'outil MACS2 v2.2.6 avec les

parameétres par défaut (Zhang et al., 2008). Les pics BRD4 ont été associés au site d’initiation
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de transcription (TSS) le plus proche. Ces pics ont été fusionnés en un ensemble de pics
standardisés entre les différents réplicats et conditions avec bedtools v2.26.0 (Quinlan and
Hall, 2010). Des seuils de 2,5 et 1071° ont été utilisés respectivement pour discriminer le fold-
change et la p-value ajustée entre les conditions. L’analyse de super-enhanceurs a été réalisée
a partir de l'algorithme ROSE. Les pics les plus proches sont fusionnés et le signal ChIP BRD4
est évalué sur ces régions plus larges, permettant de distinguer les SE des enhancers

classiques.

Extraction d’ARN et séquencgage (3’'RNA-seq)

Les échantillons proviennent d'une cinétique de cellules MCF7 traitées pendant
différents temps avec 1uM de Palbocilcib en quadruplicats biologique indépendants. Les
culots cellulaires ont été conservé a -80°C dans du tampon de lyse RLT (Qiagen)
immédiatement aprés collection de ceux-ci. L'extraction d’ARNs a été réalisée a I'aide du
QlAcube et du protocole Qiagen RNeasy Cells and tissue (Qiagen #74116). Les échantillons ont
été dosés a I'aide du kit RNA High Sensitivity et de I'appareil Qubit (Qiagen). Les librairies de
séquencage 3’ d’ARN ont été préparées a partir de 500ng d’ARN et séquencés par I'appareil

Illumina NovaSeq 6000 par la plateforme GenoBird (Nantes, France) (Charpentier et al., 2021).

Analyse des résultats de 3’RNA-seq

Apres séquencage, les reads sont alignés a un génome de référence (hg38) et le nombre
de chaque reads correspondants a un géne est quantifié, pour 'ensemble des génes du
génome. L'analyse différencielle entre les conditions a été réalisée a |'aide de R v3.6.3 et du
package DESeq2v1.24.0 (Love et al., 2014). Les graphiques ont été générés grace aux packages
ggplot2 v3.3.4 (wickham, 2016) et ggrepel v0.9.1 (Slowikowski et al., 2021). La p-value a été
ajusté selon la méthode de Benhamini-Hochberg. Pour discirminer les différences
d’expression entre les différentes conditions, nous avons fixé un seuil de fold-change a 2.5 et

ajusté la p-value a 0,05.

Purification du plasma a partir d’échantillons sanguins de patients

A partir d’échantillons sanguins de 10mL prélevé dans des tubes EDTA K+, 4 a 5mL de
plasma est isolé par deux séries de centrifugation (10 minutes, 4°C 1900g puis 10 minutes, 4°C

16 000G). Les échantillons sont ensuite identifiés et stockés a -80°C jusqu’a utilisation.
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Purification des miRNA contenu dans les exosomes sanguins

1mL de plasma précédemment purifié est utilisé pour isoler les miRNA a I'aide du kit

ExomiRNeasy Midi kit (#77144, Qiagen) et des instructions du fournisseur.

Extraction d’ADN et de cfcDNA

Les extractions ont été réalisées a partir de culot cellulaire (ADN) ou de plasma de
patients (cfcDNA) a I'aide de I'automate QlAcube, des kits QIAmp DNA Mini QiaCube (Qiagen,
#51326) et QlIAmp Circulating Nucleic Acid (Qiagen, #55114).

Extractions protéiques (pour Western Blot/ELISA)

Les cellules issus des différentes conditions sont décollées par digestion avec de la
Trypsine-EDTA (Gibco 25300054) pendant 5 minutes a 37°C puis la réaction est inhibée en
ajoutant du milieu DMEM complet. Les cellules sont transférées dans un tube Falcon de 15mL
puis centrifugées pendant 5minutes a 100g. Le culot cellulaire est lavé dans 1mL de PBS puis
transféré dans un tube Eppendorf de 1,5mL et centrifugé 5 minutes a 100g. Le culot cellulaire
est ensuite incubé avec un volume de tampon RIPA équivalent au volume du culot pendant
1h sur glace. Le lysat est ensuite soumis a sonication pendant 20 minutes puis centrifugé
pendant 10 minutes a 16 000g a 4°C. Le surnageant est récupéré et la concentration en

protéines est déterminée par dosage BCA (Uptima BC Assay reagent, Interchim).

Extraction d’ARNs

Les ARNs totaux ont été extraits a partir de culots cellulaires a I'aide kit RNeasy Mini QlAcube

et de 'automate QlAcube (Qiagen #1038703) conformément au protocole du fournisseur.

Extraction de miRNAs

Les culots cellulaires obtenus de la méme maniéere que pour I'extraction protéique sont
repris dans 700uL de QiAzol (Qiagen) avant d’étre conservé a -80°C jusqu’a extraction. La suite
a été réalisée conformément aux instructions du fournisseur et a I'aide du QlAcube et du kit
miRNeasy Mini (Qiagen). Les échantillons ont été dosés a I'aide du kit microRNA assay kit et

du Qubit (Qiagen).
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ELISA

Les ELISA ont été réalisés a partir des kits suivants et des recommandations des
fournisseurs : kit ELISA BRD4 (MyBiosource, #MBS945281), kit ELISA MAP4K4 (MyBiosource,
#MBS917832), kit ELISA TET2 (MyBiosource, #MBS166992) et (MyBiosource, #MBS4500903),
kit m6A/miRNA (EpigeneTek, P-9005-96) Les extraits protéiques proviennent d’extractions au
RIPA (méme protocole d’extraction que pour le western blot) et les miRNAs ont été extraits

de la méme maniére que décris précédemment.

Western Blot

50 uG d’échantillons protéiques de chaque condition ont été déposés sur des gels de
polyacrylamide (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Precast Gels, Biorad) puis séparé par
éléctrophorese dans du tampon de migration (cat#1610772, biorad).Les protéines sont
ensuite transférées sur une membrane de PVDF (Trans-blot Turbo Mini 0.2uM PVDF Transfer
Packs, Biorad) par transfert liquide toute la nuit (overnight) a 4°C sous 10V (cat#1610771,
Biorad). Le lendemain, la membrane est bloquée pendant 1h a RT dans du PBS 0,1% Tween-20
(PBST 0,1%) et 5% lait. Le marquage des protéines a été réalisé par incubation avec des
anticorps primaires (voir conditions d’incubation selon I'anticorps utilisé dans le Tableau 5).
Apres trois lavages au PBST 0,1%, la membrane a été incubée pendant 1h a 37°C dans du PBST
0,1%, 1% lait avec des anticorps secondaires spécifiques conjugués a la peroxidase, dilués au
1:5000 (anti-souris AB_2338525 ou anti-lapin AB_2337936; Jackson Laboratory). Les
membranes ont été révélées avec du réactif de chimiluminescence ECL (Enhanced
ChemiLuminsescence) (Clarity Western ECL, Biorad) et I'imageur Chemidoc MP (Biorad). Le

témoin de charge utilisé pour la quantification était soit de la f —actine, soit de la B-tubuline.
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Température Durée
Référence anticorps Espéce Dilution

d’incubation d’incubation
Santa Cruz, sc48772  Lapin 1:200 4°C Overnight
ﬂ Abcam, ab195352 Lapin 1 :500 37°C 2h
st s Ozyme, HPAD38002 Lapin  1:1000 37°C 2h
ThermoFisher,
Souris  1:500 4°C Overnight
HODO0181-M10
ThermaoFisher,
Souris  1:1000 4°C Overnight
MAS38577
ThermaoFisher,
Souris 1 :1000 4°C Overnight
MA124632
B-
Santa Cruz, sc-23949  Souris 1:50 4°C Overnight
tubuline
ThermoFisher
p-actine Souris  1:1000 37°C 1h

Scientific, ACTNOS

Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés pour les Western Blot

qMSRE

Les digestions ont été réalisées a partir de d’ADN de cellules (100 ng) ou de cfcDNA (10

ng) avec 40U d’enzyme de restriction Hpy166Il (NEB, #R0616S, France) a 37°C pendant 2h dans un
volume de 50uL. Les échantillons contréles ont été traités dans les mémes conditions mais sans ajout
d’enzyme (pour pouvoir calculer le pourcentage de méthylation) 5uL des échantillons digérés et non

digérés ont été utilisés pour réaliser les gPCR. Les qPCR ont été réalisées a partir du kit

QuantiFast SYBR Gree PCR (Qiagen, #204057) et 'appareil Rotor-Gene Q (Qiagen). Les primers
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utilisés sont : gMSRE-BRD4-S : agtcagacttctagcagtagta et gMSRE-BRD4-AS :
ctgcagggagaggtcttg crées spécifiguement (Sigma). Le niveau de méthylation est calculée grace

aux Ct issus de la gPCR des échantillons digérés et non digérés et de la formule 100 x 272,

Transfection de siRNA et miRNA

Les cellules (2*10°) ont été ensemencées dans des plaques 6 puits et ont été incubées
pendant 24h a 37°C dans un incubateur a 37°C et 5% de CO2. 60 pmol de siRNA, 5 ou 30 pmol
de miRNA ont été préparés avec le kit de transfection HiPerfect (Qiagen) et ajoutés dans le
milieu de culture et les cellules ont été incubées pendant 7h a 37°C et 5% CO2. Sans retirer le
surnageant, ImL de milieu DMEM contenant le double de
SVF/péniciline/streptomicine/glutamine a été ajouté et les cellules ont été incubées pendant
24h. Le milieu est ensuite renouvelé avec du milieu DMEM complet et les cellules ont été

incubées pendant 48h avant d’étre récupérées pour les différentes expériences. Voir le

Cible Fournisseur Référence
siRNA-BRD4 ThermoFisher #AM160708
siRNA-TET2 S5anta Cruz #sc-88934
siRNA-A Santa Cruz #sc-37007
siRNA-METTL3 Santa Cruz #sc-92172
siRNA-RPS3 Santa Cruz #sc-96950
miRNA-143-3p méthylé et | Qiagen MSY0000435

non méthylé

miRNA-1910-3p méthylé et Qiagen M5Y0026917

non méthylé

Tableau 6 : Liste des siRNA et miRNA utilisés pour les transfections

Tableau 6 pour la liste des siRNA et miRNAs utilisés.
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Préparation des échantillons pour spectrométrie de masse (Co-IP METTL3)

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de pétri de 100mm et ont été utilisées
a 75% de confluence. Les boites sont lavées deux fois avec du PBS 1X puis incubées avec 500uL
de tampon de lyse (20mM TrisHCI pH 7,4, 150mM de NaCl, ImM EDTA, 1% Triton-X100 +
cocktail d’inhibiteur de protéases (Roche)) pendant 5 minutes sur Glace. Les boites ont ensuite
été grattées et centrifugées dans un tube falcon 15mL pendant 15 minutes a 14 000g a 4°C.Le
surnageant est récupéré et la concentration en protéines est déterminée par dosage BCA
(Uptima BC Assay reagent, Interchim). Le surnageant a été aliquoté puis conservé a -80°C
jusqu’a utilisation. Une étape de pré-nettoyage des échantillons est réalisée dans un premier
temps pour éliminer le potentiel bruit de fond (crapome) lors de I'IP. 20uL de billes
magnétiques (DeanaBeads) par conditions sont placées dans un tube Eppendorf de 1,5mL
contenant 1ImL de tampon de lyse et lavées deux fois avec celui-ci. 500pug de
protéines*nombre d’immunprécipitations sont placées dans le tube contenant les billes et le
volume finale est complété a 1mL avec du tampon de lyse. Les échantillons sont incubés sur
un agitateur rotatif pendant 1h a 4°C. Apres séparation magnétique, le lysat est divisé en
nombre d’IP a réaliser (soit 500ug de protéines par IP) et incuber overnight a 4°C sur I'agitateur
rotatif avec 1uG d’anticorps (METTL3 Abcam ab195352 lapin, 1gG lapin Cell signalling Cs-2729).
Le lendemain, 20uL de billes par IP sont équilibrées avec du tampon de lyse comme
précédemment et les échantillons sont mis a incuber avec les billes sur I'agitateur rotatif (4°C,
2h). Apres incubation, les billes (qui ont fixé les anticorps et les protéines IP) sont lavées deux
fois avec du tampon de lyse puis une fois avec le méme tampon sans Triton-X100 et
transférées dans un nouveau tube de 1,5mL low binding. Un dernier lavage avec le tampon de
lyse sans Triton-X100 est réalisé. Les billes sont reprises dans 100uL de NH4HCO3 a 50mM
pH=8. Les IP ont été validées par Western Blot et stockés a -80°C avant d’étre envoyés a

séquencer dans I'équipe de Catherine Guette (ICO Angers, Equipe 12 CRCI’NA UMR1307).

Spectrométrie de masse

La digestion a été réalisée a partir de 86uL de billes auxquelles a été ajouté 9uL de DTT
0.1M (réf. 09830-500G, Sigma Aldrich) pendant 15 minutes a 50°C sous agitation a 750rpm a

I'abri de la lumiére. 5uL de MMTS 200mM ont été rajoutés aux échantillons (incubation 10
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minutes, 37°C, 750 rpm). 5uL de trypsine TPCK (réf. 4352157, Sciex) a 1uG/uL a été rajouté
(incubation 18h, 37°C, agitateur rotatif). Les peptides ont ensuite été purifiés a I'aide d’un set
pack C18 (réf. 186000383, Waters) puis les solvants sont évaporés a I'aide d’un speed vac
(ThermoFisher). Le culot sec de peptides est repris dans de I'acide formique 0.1%
(réf. 84865.260, VWR) et dosé avec le kit microBCA (réf. 10249133, Fisher Scientific). Les
échantillons sont ensuite préparés a une concentration de 100ng/uL dans de I'acide formique
0.1%. 200ng d’échantillons sont injectés sur la colonne C18 (réf. 1867781Aurora 25cm,
Bruker) nano LC Bruker nano Elute couplées au spectrometre de masse Tims Pro2 Bruker. Un
gradient de deux solutions sont appliquées au niveau de la colonne nano Elute : 98% H20-2%
ACN (Acétonitrile réf. 83640.290, VWR)-0,1% acide formique et la deuxieme : 80% ACN-20%
H20-0,1% acide formique.

Analyse des résultats de spectrométrie de masse

Apres le séquencage par spéctrométrie de masse, une liste excel est générée,
comportant le nom des protéines identifiées, leur numéro d’accession UniProt, I'espéce et le
nombre de peptides séquencés. Pour faciliter I'analyse des données, nous avons mis en place
un outil bioinformatique permettant de nettoyer les listes et de récupérer le nom des
protéines et le nombre de peptides séquencés associé uniqguement. Ensuite, l'outil va
comparer la liste des protéines immunoprécipitées dans I'IP d’intérét a la liste des protéines
retrouvées dans I'IP I1gG (controle négatif) pour extraire uniquement les protéines présentes
dans la liste d’'IP avec la protéine d’intérét et le nombre de peptides correspondants. A cette
liste, I'outil va ajouter toutes les protéines communes aux deux IP (d’intérét et 1gG) qui
rempliront la condition suivante : nombre de peptides (IP intérét) —
nombre de peptides (IP IgG) > 0. Ainsi, toutes les protéines IP de maniére non spécifiques
sont retirées de la liste avec le postulat que celles communes aux deux conditions qui sont
conservées dans la liste nettoyée sont enrichies dans I'lP d’intérét. Ensuite, une analyse
comparative est réalisée entre les triplicats de chacune des conditions et seules les protéines
communes sont conservées et le nombre de peptides est moyenné entre les trois expériences.
Une analyse différentielle est ensuite réalisée entre les deux conditions (MCF7-PalboS et
MCF7-PalboR) avec le package R DESeq2 comme utilisé pour les analyses de RNA-seq. Grace
a ce package, les résultats sont récupérés sous forme de tableau avec le log2 Fold Change et

la p-value ajustée (calculée a partir du test de Wald). Les seuils suivant ont été déterminés
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pour discriminer les protéines entre les conditions : p-value ajustée=0,05 et un log2=2,5 pour
étre le plus discriminant possible. Ainsi on obtient un classement des protéines « sur-
immunoprécipitées » et « sous-immunoprécipitées » dans la condition MCF7-PalboR par
rapport a la condition MCF7-PalboS. Le volcano plot est généré dans un premier temps grace
au package R ggplot puis par le package ggploty pour pouvoir interagir directement avec

chaque points.

Les résultats ainsi obtenu ont pu étre comparé avec diverses banques de données pour
juger de leur significativité. Il faut cependant garder a I'esprit que les banques de données ont
été générées a partir d’autres types cellulaires et dans des contextes différents de ceux
étudiés, elles sont donc indicatives. Une analyse avec la banque de données BioGRID

(https://thebiogrid.org/) permet de récupérer uniquement les interactants connus de la

protéine d’intérét. Méme chose avec la banque de donnée STRING (https://string-db.org/). La

comparaison des résultats avec ces deux banques de données permet de confirmer des
partenaires déja connus, et donc de valider les immunoprécipitations, sans pour autant

invalider les nouveaux partenaires non identifiés dans ces banques de données.

Immunoprécipitation des miRNAs méthylés et analyse du niveau de méthylation

Apres extraction avec le Qiacub comme décrit plus haut, 5uG de miRNA ont été utilisé pour
chaque RIP (immunoprécipitation d’ARNs) Les RIPs ont été réalisé grace a des Dynabeads
(#10007D, ThermoFisher Scientific) couplées a la protéine G avec des modifications du
protocole conformément a ce qui a été décrit par Berulava et Briand (Berulava et al., 2015;
Briand et al., 2020). 5uG d’anticorps anti m6A ont été utilisés pour les immunoprécipitations
et 5uG d’'IgG ont été utilisés comme contréle négatif (AB208577, Abcam ; ab18443, Abcam).
Dans chaque échantillons, 1pM de mir-38 de c.elegans méthylé (m6A, MSY0000009, Qiagen)
a été rajouté comme spike-in (témoin positif pour valider les RIPs). Les miRNAs
immunoprécipités ont été rétrotranscrit a I'aide du kit miRCURY LNA RT (#339340, Qiagen)
conformément aux instructions du fournisseur. L’ADNc obtenu a été analysé par gPCR avec le
kit miRCURY LNA SYBR Green PCR (#339346, Qiagen) en suivant les indications du fournisseur.
Le taux d’enrichissement a été calculé a I'aide des Ct obtenus apres RT-qPCR des échantillons

inputs (avant RIP), RIP-m6A et RIP-IgG et de la formule 224,
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RT-qPCR

Les RT-gPCRs oné té réalisées a partir des extractions d’ARNs réalisés a I'aide du QlAcube (voir
plus haut) et du kit Quantitect Reverse Transcription Kit (#205313, Qiagen) et du kit Quantifast
SYBR Green PCR (#204057, Qiagen). Les primers spécifiques proviennent du catalogue
Quantitect Primer Assays (#249900, Qiagen). L'appareil utilisé est le Rotor-Gene Q,
thermocycleur en temps réel de Qiagen. Le géne de référence utilisé pour la quantification est

RPLPO, et le caclul a été réalisé a 'aide des Ct des échantillons apres RT-qPCR la formule 2

AACt

Analyses statistiques

Sauf contre-indications dans les différents articles, les résultats sont représentatifs de la
moyenne * |'écart-type sont calculées a partir de trois expériences indépendantes (quatre
pour le ChIP-seq BRD4). La moyenne et I'écart type ont été calculés a I'aide du t-test de
Student. La significativité de la corrélation entre deux parameétres a été calculée par un test

de Pearson. Une p-value<0.05 a été utilisée comme critére de significativité.

Patients et échantillons

Le plasma a été collecté auprés de patiente atteintes de cancers du sein RH+/HER2-
métastatique a l'institut de cancérologie de I'ouest (ICO, http://www.ico-cancer.fr). Elles ont
toutes donné leur consentement éclairé et signé. Tous les échantillons collectés et les
informations cliniques associées ont été enregistrés dans une base de données (EPICURE-Sein
CPP: CPPIDF1-2018-ND40-cat.1) validée par le ministere frangais de la recherche. Les
échantillons biologiques ont été stockés au « Centre de Ressources Biologiques-

Tumorotheque » (ICO, Saint-Herblain, F44800, France).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre 1 : Etude des voies de signalisations induites par BRD4 pour l'identification
de nouvelles options thérapeutiques permettant d’inhiber la résistance au
palbociclib dans le cancer du sein.

1. Préambule

Les cancers du sein hromonodépendants représentent la forme majoritaire de cancers
du sein chez la femme. Malgré un arsenal thérapeutique largement développé, il subsiste des
patientes pour lesquelles ces traitements ne sont pas adaptés. Celles-ci développent des
métastases et de multiples résistances aux traitements, ce qui limite grandement leur
espérance de vie. Le développement d’inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines 4 et
6 (ICDK4/6), comme le palbociclib, a cependant permis une nette augmentation de la durée
de vie des patientes dans ce cas. Malheureusement, ces effets sont limités par I'existence de
mécanismes de résistance innée et/ou acquise a ces inhibiteurs chez la majorité des patientes.

Comme détaillé précédemment, dans la littérature, un certains nombres d’acteurs ont
été décrits comme impliqués dans la résistance aux iCDK4/6. Leur implication a souvent un
lien directe avec I'inhibition du complexe de par la mise en place de « voies relais » permettant
d’outrepasser le réle du complexe inhibé. Cependant, toutes ses modifications de voies de
signalisations nécessitent I'expression de nouveaux génes, et donc, I'action des mécanismes
épigénétiques. Ces acteurs majeurs du remodelage de la chromatine restent cependant trés
peu étudiés dans ce contexte. Notre étude a pour but de mettre en évidence certains de ces
mécanismes impliqués dans la résistance aux iCDK4/6, tout en proposant une stratégie
thérapeutique alternative permettant d’inhiber celle-ci et permettre de prolonger la réponse
des patientes au traitement.

Pour ce faire, nous avons généré un modele de cellules résistantes (MCF7) au palbociclib
puis nous avons testé leur sensibilité a différents inhibiteurs d’acteurs épigénétiques. Notre
screening a permis de mettre en évidence l'implication de la protéine BRD4 dans ce
phénomeéne de résistance. BRD4 est une protéine a bromodomaine capable d’interagir au
niveau de super-enhancers et d’activé la transcription de nombreux génes. Elle est décrite
comme acteur majeure de nombreux cancers. En combinant des analyses de 3’'RNA-seq et de
ChIP-seq-BRD4, nous avons souhaité identifier les genes surexprimés par BRD4 dans notre

modele d’étude. En comparant ces données a des listes de molécules de thérapies ciblées déja
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autorisées sur le marché, nous avons voulu mettre en évidence de nouvelles cibles
thérapeutiques en validant leur surexpression dans notre modele et le regain de sensibilité au
palbociclib en inhibant ces cibles. L'idée derriere cette étude est d’identifier des biomarqueurs
prédictifs de vulnérabilités thérapeutiques permettant d’adapter le traitement au cours du
temps et de créer de nouvelles combothérapies dynamiques pour minimiser au maximum

I'apparition du phénomene de résistance.

2. Article soumis (voir annexe)
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Deciphering the BRD4 pathway provides therapeutic options to overcome the Palbociclib

resistance in breast cancer.
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ABSTRACT

Rationale: By targeting the cell-cycle machinery, the use of cyclin-dependent kinase 4 and 6
(CDK4/6) inhibitors such as Palbociclib, has remarkably improved the outcome of patients with
HR+/HER2 advanced breast cancer. However, this outcome is still limited by the existence of
intrinsic or acquired resistance mechanisms in a significant number of patients. Our study
attempts to identify some of these resistance mechanisms while seeking to propose
alternative therapeutic strategies likely to enhance the efficacy of CDK4/6 inhibitors and
ultimately improve patient survival.

Methods: A cell culture model was firstly established to evaluate molecular mechanisms
associated with the acquired Palbociclib-resistance phenomenon via integrative RNA-seq and
ChiIP-seq analyses. Organoids- and blood samples- derived from breast cancer patients were
secondly employed to valide the cellular observations and extend the Palbociclib resistance
observation to other CDK4/6 inhibitors.

Results: Using a Palbociclib-resistant MCF7 cell model and Palbociclib-treated breast cancer
patient-derived organoids we show show that Palbociclib induces hypomethylation- mediated
BRD4 overexpression and that therapeutic targeting of BRD4 (JQ1 and OTX015) limits the
Palbociclib resistance. Integration of BRD4 ChlIPseq and RNAseq data identified MAP4K4 or
MAPK12 along the BRD4 pathway as two others therapeutic vulnerabilities those targeting by
the DMX-5804 and Doramapimod molecules increases the effectiveness of Palbociclib. Finally,
longitudinal plasma samples treated with CDK4/6 inhibitors allowed us to show that BRD4
hypomethylation occurs in 10/31 breast cancer patients treated with Palbociclib, and that
BRD4 methylation status can be dynamic during the CDK4/6 inhibitors exposure.
Conclusions: Our work identifies the methylation level of BRD4 as a blood biomarker that can
help to identify the right time for the right patient to be treated with the therapies combining
Palbociclib/CDK4/6 inhibitors with inhibitors of BRD4 or MAP4K4 or MAPK12 in a dynamic

manner in order to prolong the efficacy of the Palbociclib/CDK4/6 inhibitors treatment.
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INTRODUCTION

Endocrine therapy-based treatments are the cornerstone of therapy for HR+/HER2-
metastatic breast cancer patients. Several approaches have been developed including direct
targeting of ER with the use of selective ER modulators (SERMs) or selective ER degraders
(SERDs), or blocking estrogen synthesis, by the use of aromatase inhibitors (Als) in
postmenopausal patients or ovarian function suppression (OFS) in premenopausal
patients[1]. In the metastatic setting, resistance eventually occur and combination therapy
has been developed to overcome this resistance as mTOR inhibitors (Everolimus) or PIK3CA
inhbitors (Alpelisib)[2]. The most significant advance in the management of HR+/HER2-
metastatic breast cancer over the last few years has been the introduction of a new class of
agent, the CDK4/6 inhibitors, in combination with an endocrine therapy. Three agents
(Palbociclib, Ribociclib and Abemaciclib) have been approved and incorporated into clinical
practice in combination with ET both in first and second line settings, providing a significant
overall survival benefit over placebo. CDK4/6 inhibitor is now approved in early breast cancer
in the adjuvant setting. However, a subset of patients exhibit primary resistance and acquired
resistance develops in almost all patients after a median exposure of 24-28 months as
frontline therapy used [3] [4] [5].

Several studies were conducted in order to detect the presence of acquired resistance to
targeted therapies. Those focused on CDK4/6 inhibitors hinted on several biomarkers
associated with the acquired resistance to these inhibitors. Herrera-Abreu et al. (2016) found
that cells acquiring resistance to CDK4/6 inhibitors due to CCNE1 amplification [6]. CCNE1
encoding for cyclin E1 and cyclin E1 interacting with CDK2, this work suggests that CDK2
inhibitor could abrogate the acquisition of resistance to CDK4/6 inhibitors. Yang et al. (2017)
reported that the acquired CDK6 amplification promotes breast cancer resistance to CDK4/6
inhibitors [7]. Condrorelli et al. (2018) reported that the acquired resistance to CDK4/6
inhibitor was associated with the emergence of somatic RB1 mutations [8]. Li et al. (2018)
report that the loss of FAT1 promotes resistance to CDK4/6 Inhibitors via the Hippo pathway
[9]. Jansen et al. (2019) highlight a role for the PI3K-PDK1 signaling pathway in mediating
acquired resistance to CDK4/6 inhibitors [10]. Formisano et al. (2019) showed that the
aberrant FGFR signaling mediates resistance to CDK4/6 inhibitors in ER+ breast cancer [11].

The work of Del Re et al. (2019) indicated that, in plasma-derived exosomes, the increase in
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TK1 and CDK9 mRNA copies/ml is associated with clinical resistance [12]. The work of
McCartney et al. (2020) and Cabel et al. (2020) also incriminated TK1 as a signature of acquired
resistance to Plabociclib [13][14].

Based on these works, several therapeutic strategies were proposed to prevent or abrogate
the acquired resistance to CDK4/6 inhibitors. Thus, literature reported that the
pharmacological inhibition of CDK2, PDK1 and PI3K in combination with CDK4/6 inhibitors can
be used to restore the sensitive of cells to CDK4/6 inhibitors [15][10].

To expand the investigations on the combinatorial approaches aiming to restore the sensitivity
of cells to CDK4/6 inhibitors, we here studied the effect of a panel of epigenetic drugs
(epidrugs) since the use of these types of drugs is envisioned to overcome therapy resistance
in cancer [16][17]. Based on this approach, we observed that breast cancer cells presenting a
resistance to Palbociclib showed an increased sensitivity to JQ1, an epidrug targeting BET
proteins such as BRD4. Our results associated the gain of JQ1 sensitivity with the BRD4
overexpression in a context of hypomethylation of BRD4 gene. Thus, the methylation status
of BRD4 gene appears as a signature to combine JQ1 and Palbociclib in order to limit the loss

of sensitivity to the Palbociclib therapy.

Materials and methods
A detailed description of the reagents, materials, equipment and software used in this article

are provided in Supplementary Table T3.

Cell culture and treatment

The human breast cancer cell line MCF7 was obtained from ATCC (ATCC, #HTB22, US) and was
cultured in DMEM medium (ThermoFisher Scientific, #11960044, France) supplemented with
10 % fetal bovine serum (Eurobio, #CVFCVF00-01, France), 1 % penicillin/streptomycin
(ThermoFisher Scientific, #15140122, France) and 1 % glutamine (ThermoFisher Scientific,

#A2916801, France) in a humidified incubator at 37 °C with 5 % CO2. Chemotherapeutic
agents (MedChemExpress, France) were dissolved in PBS/5% dimethylsulfoxide
solution (DMSO; Sigma-Aldrich, France). PBS/5% dimethylsulfoxide solution was used

as control treatment.

Proliferation assay and doubling time.
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Doubling time (i.e. the period of time required for a quantity to double in size) was calculated
by using the Doubling Time Online Calculator website (Roth V. 2006, http://www.doubling-
time.com/ compute.php) and counting the proliferation of 103 cells over 120 hours. Cell
number was determined, every 24h over 120h, using a Scepter™ 2.0 Cell Counter (Merck-

Millipore, France).

Cell viability assay

Cell viability was measured using the 3 -(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay. Briefly, MCF7 cells were seeded overnight into 96-well plates at a
density of 500 cells/well in 0.100 mL of complete medium. Chemotherapeutic agents were
then added for 72 h. After incubation, 10 pL of MTT (10 pg/ml) (VWR Chemicals, France) was
added in each well, and the cells were incubated for 3 h. Finally, the medium containing MTT
was removed, and 200 pL/well of DMSO was added to measure the optical density at 570 nm

using a spectrophotometer (VICTOR, Perkin-Elmer, France).

Organoids culture

Patient derived organoid cutures were performed essentially as described in Lohard et al.
(2020)[18] using breast cancer tissues from patients that underwent surgical tumor resection
in the Institut de Cancerologie de I’'Ouest, Rene Gauducheau, Nantes, France, after informed
consent (THEREX protocol) and employing the protocol described by Sachs et al. (2018)[19].
Briefly, isolated cells were plated in adherent basement membrane extract drops (Cultrex
Pathclear Reduced Growth Factor BME, Biotechne), and overlaid with optimized breast cancer
organoid culture medium. Medium was changed every 4 days and organoids were maintained
in culture from 7-14 days before Palbociclib treatment (10 upM) for 3 days.
Immunofluorescence staining of organoids was performed as described by Wilson et al.
(2021)[20]. Briefly, organoids fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min were permeabilized
with 0.3% Triton X-100 for 30 min, and blocked with 5% goat serum before staining. The

following antibodies were used: anti-BRD4 antibody (1:25) and anti-mouse IgG2b 488 (1:500;
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Life Technologies A21141). Hoechst was used to stain DNA. Organoids were embedded in low—

melting point agarose and analyzed using a Lightsheet Z1 Zeiss microscope.

Chromatin immunoprecipitation

Cells (2x107) were crosslinked with 1% formaldehyde/PBS for 10 min at RT, quenched with
0,25 M glycine for 2 min at RT and washed twice with ice-cold PBS. Cells were scraped in 0,5
mL ice-cold PBS containing 1X Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) and centrifuged
at 4°C at 800 g for 5 min. Cell pellet were then lysed for 10 minutes at 4°C with

10 mL of LB1 buffer (50 mM Hepes pH 7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), 10% glycerol, 0.5% NP-40 and 0.25% Triton X-100). After 5
min of centrifugation at 2000 g, the pellet was then dissolved in 10 mL of LB2 buffer (10 mM
Tris pH 8.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.5 mM EGTA) for 5 minutes at 4°C. Finally, the
lysate was cleared by centrifugation at 2000 g for 5 min at 4°C. The pellet obtained was
suspended in LB3 buffer (10 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.1 %
Na-deoxycholate and 0.5 % N-lauroylsarcosine) and sonicated for 3 cycles of 7 minutes (30
seconds ON / 30 seconds OFF) (Bioruptor Plus sonication device, Diagenode, Belgium). After
adding Triton X-100 at 1 % final, the mixture was clarified by centrifugation at 20,000 g for 10
minutes at 4°C. Chromatin from 2x10’ cells was incubated with antibody bound magnetic
beads (4 pg anti-BRD4, #C15410337, Diagenode, France) at 4°C overnight with rotation. The
next day, beads were washed 6 times in 1 mL of RIPA buffer on ice and two times with Tris-
HCI 10 mM pH 8. Chromatin was eluted from beads by incubating in 100 pL Elution Buffer (50
mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1 % SDS, 50 ug/mL Proteinase K) overnight at 65°C under
agitation. Finally chromatin was incubated with 50 ug/mL RNAse A for 30 min at 37°C. After
separating the supernatant from beads, chromatin has been cleaned up using NucleoMag NGS
beads (Macherey-Nagel #744970, France) and library preparation was performed using NEB
Next Ultra Il DNA Library Prep Kit for lllumina (NEB #E7645S, France) and NEB Next Multiplex
Oligos (NEB #E7600S, France) for dual indexing. Libraries were pooled and sequenced by
Illumina NovaSeq 6000.

RNA extraction and RNA-seq analysis
RNA extractions were performed using RNeasy kit (Qiagen, # 74116, France) according to the

manufacturer’s instructions. The 3’-RNA-seq libraries were produced from 500ng of RNA and
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sequenced by the Illlumina NovaSeq 6000 by the GenoBird platform (Nantes, France) (DOI:
https://doi.org/10.21203/rs.3.pex-1336/v1). Differential gene expression analysis was done
using Rv3.6.3 and the R package DESeq2 v1.24.0 (https://doi.org/10.1186/s13059-014- 0550-
8). Finally, the R packages ggplot2 v3.3.4 (Wickham, H., 2016. ggplot2: Elegant Graphics for
Data Analysis, Springer-Verlag New York. Available at: https://ggplot2.tidyverse.org) and
ggrepel v0.9.1 (Slowikowski K., 2021. ggrepel: Automatically Position Non-Overlapping Text
Labels with ‘ggplot2’. Available at: https://cran.r-project.org/package=ggrepel) were used to
make the volcano plots. P-values were corrected using the Benjamini-Hochberg method to
account for the numerous tests conducted. To determine the genes with significant
differential expression, we used the thresholds 2.5 fold-change and 0.05 adjusted p-value.

RNA-seq data are available on European Nucleotide Archive (accession number: XXX).

ChIP-seq analysis

The BRD4 ChiIP-seq libraries were sequenced by the Illumina NovaSeq 6000 by the GenoBird
platform (Nantes, France). Fastq files were quality checked thanks to FastQC v0.11.5 (Andrews
S. (2010). FastQC: a quality control tool for high throughput sequence data. Available online
at: http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqgc). The reads were adapter-
trimmed and quality-filtered using Trim Galore v0.6.6 (Krueger F., 2015, Trim galore: A
wrapper tool around Cutadapt and FastQC to consistently apply quality and adapter trimming
to FastQ files. available online at
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). Reads were aligned
with bowtie2 v2.3.1[21] to the reference genome hg38. Finally, the identification of BRD4
peaks was done using MACS2 v2.2.6 (https://doi.org/10.1186/gb-2008-9-9-r137 ) with default
parameters. The BRD4 peaks were merged into a common set of peaks standardized between
replicates and conditions with bedtools v2.26.0
(https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq033). Thresholds 2.5 and 10'° were used
respectively for fold-change and adjusted p-value. ChIP-seq data are available on European

Nucleotide Archive (accession number: XXX).

Immunoblot analysis
Cells (6.10°) were resuspended in RIPA lysis buffer (#89901, ThermoFisher, France) and
sonicated with Bioruptor apparatus from Diagenode (sonicated for 3 cycles of 7 minutes (30
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seconds ON / 30 seconds OFF). Protein concentration was measured using bicinchoninic acid
(BC Assay protein quantitation kit, Interchim, #3082, France). Fifty micrograms of proteins
were loaded in 4-12% Mini-PROTEAN TGX Precast protein Gels (Bio-Rad, France), and
transferred to PVDF membrane. Membranes were blocked in 3% milk for 1h, incubated with
the primary antibody overnight at 4°C, washed, and incubated with the appropriate
horseradish-conjugated secondary antibody for 1h at 37°C. An enhanced chemiluminescent
(ECL) kit and the Molecular Imager® ChemiDoc™ system (Bio-Rad, France) were used to

visualize the signal. The antibodies used are defined in Supplementary Table T3.

DNA and cfc DNA extraction
A QlAcube automate, QIAmp DNA Mini QiaCube and QiaAmp Circulating Nucleic Acid kits
(Qiagen, # 51326 and # 55114, France) were used to isolate DNA from tumor and plasma,

respectively.

qMSRE Assay

Digestions were performed with the Hpy166ll restriction enzyme (NEB, #R0616S, France).
Typically, 10-100ng of genomic DNA were digested with 40 U of enzymes at 37°C for 2h in 50
ul of reaction. Control samples were treated in the same way but without addition of the
enzyme. 5 ul of digested and undigested mixtures were used for gPCR using QuantiFast SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, #204057, France) and Rotor-Gene Q (Qiagen, France). The primers
used in these qPCRs are defined in Supplementary Table T3. Methylation level was next
calculated using Ct values from qPCRs performed with digested and undigested DNA and the

100 x 22 formula.
ELISA
All ELISA kits (MyBiosource, #MBS945281, #MBS917832, #MBS166992 and #MBS4500903,

US) were used in accordance with the recommendations of the manufacturers.

SiRNA transfection
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siRNA-BRD4 (ThermoFisher, #AM16708, France) and siRNA-TET2 (Sant Cruz, #sc-88934,
France) were transfected in cells. siRNA-A (Santa Cruz, #sc-37007, France) i.e. a scrambled
sequence devoid of specific degradation of any cellular message was used as control. In a six
wells culture plate, 2.10° cells were incubated for 24h at 37°C in CO; incubator. Then, 60pmol
of siRNA were incubated on cells for 7h at 37°C in a CO; incubator. Without removing the
siRNA mixture, we next added 1 ml of normal growth medium containing 2 times the normal
serum and antibiotics concentration, for 24h. Then, cells were expensed for 48h in normal

culture medium. Thus, analyses were realized about 72h after the siRNA incubation.

Statistical analysis and results

Except when indicated, data are representative of the mean and standard deviation calculated
from three independent experiments. Significance of the differences in means + standard
deviations was calculated using the Student-t test. The significance of correlation between
two parameters was calculated using Pearson’s test. p < 0.05 was used as a criterion for

statistical significance.

Patients data

Plasma was collected from patients treated at the “Institut de Cancérologie de I'Ouest” (ICO,
http://www.ico-cancer.fr). All patients recruited gave signed, informed consent. All the
samples collected and the associated clinical information were registered in the database
(EPICURE-Sein CPP: CPPIDF1-2018-ND40-cat.1) validated by the French research ministry.
Biological resources were stored at the “Centre de Ressources Biologiques-Tumorothéque

(CRB)” (Institut de Cancérologie de I'Ouest, Saint-Herblain, F44800, France)[22].

RESULTS

Identification of BRD4 as a therapeutic vulnerability in Palbociclib-resistant cells

To determine whether pharmacologically tractable epigenetic changes contribute to
Palbociclib resistance, we first generated Palbociclib-resistant MCF7 cells by culturing MCF7
cells in presence of 1uM of Palbociclib three times per week during 4 consecutive weeks
(Figure 1A). The IC50 of the Palbociclib-exposed MCF7 cells was six times higher than the one
of parental MCF7 cells (4.286 uM and 0.752 uM respectively) (Figure 1B). Thus, Palbociclib-
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exposed MCF7 cells were named Palbociclib-resistant MCF7 cells (MCF7-PalboR), while
parental MCF7 cells were named Palbociclib-sensitive MCF7 cells (MCF7-PalboS). Notably,
transcriptomic characterization of the MCF7-PalboR cells exhibited molecular signatures
associated with Palbociclib resistance by previous studies. At transcriptional level, our data
indicated that MCF7-PalboR cells were characterized by the overexpression CCNE1™RNA s
suggested by several articles [6] [23][24], the partial presence of the RBsig defined by Malorni
et al. (2016)[25], the overexpression of CDK9™*NA in exosome/extracellular vesicles but not by
the overexpression of TK1™NA in exosome/extracellular vesicles such as described by Del Re
et al. (2019)[12] (Supplementary figure S1).

To determine whether epidrugs could be used to reverse the resistance to Palbociclib, we
analyzed the impact of four epidrugs on the doubling time of MCF7-PalboR namely Vorinostat
(HDACs inhibitor, CAS N°: 149647-78-9); Decitabine (DNMTi, CAS N°: 2353-33-5), Bizine (LSD1
inhibitor, CAS N°: 1591932-50-1), JQ1 (BRD4 inhibitor, CAS N°: 1268524-70-4).

Our study indicated that JQ1 was the most efficient epidrug to increase the doubling time of
MCF7-PalboR cells (Figure 1C). To explain this gain of JQ1 sensitivity at molecular level, we
hypothesized that MCF7-PalboR cells could overexpress BRD4 since this protein is the
selective target of JQ1 [26]. Western blot (Figure 1D and Supplementary Figure S2) and ELISA
(Supplementary Figure S3) analyses indicated that BRD4 was overexpressed in MCF7- PalboR
in comparison with MCF7-PalboS. Our data also associated this overexpression with the BRD4
hypomethylation (Figure 1E). Supplementary investigations indicated that the BRD4
hypomethylation was associated with the increase of TET2 recruitment on BRD4 and the
decrease of DNMT1 recruitment on BRD4 (Supplementary Figure 4A). The fact that the siRNA-
mediated down-expression of TET2 increased the BRD4 methylation and repressed the BRD4
expression in MCF7-PalboR cells also supported the idea that TET2 plays a crucial role on the
hypomethylation-mediated BRD4 overexpression in these cells (Supplementary Figure 4B).
To determine whether the Palbociclib-induced hypomethylation-mediated overexpression of
BRD4 is specific to MCF7 cells or not, these two parameters were analyzed in parallel from
organoids of primary cancer cells derived from two distinct breast cancer patients. After a
three days treatment with Palbociclib, we observed that some organoids derived
from patient#2 showed overexpression BRD4 and harbored a hypomethylation of BRD4 gene
(Figure 1F).
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To confirm that BRD4 overexpression could be exploited as a therapeutic vulnerability of
MCF7-PalboR cells by means other than JQ-1 treatment, we compared the effect of OTX015
(Birabresib or MK-8628 CAS N°: 202590-98-5) a BRD4 inhibitor used in breast cancer clinic trial
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02698176 and NCT02259114), on MCF7-PalboS and
MCF7PalboR cells. Our data indicate that the Palbociclib+OTX015 combotherapy was more
effective on MCF7-PalboR than on MCF7PalboS (IC50: 8.82 nM and 341.46 nM respectively)
(Figure 1G).

Altogether these results support the idea that BRD4 could be used as a therapeutic target to
overcome the Palbociclib resistance that this vulnerability can be detected via the study of

BRD4 methylation status.
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Figure 1. Identification of BRD4 as a therapeutic vulnerability during the Palbociclib
resistance.

A. Schematic representation of the Palbociclib treatment of MCF7 cells in order to make
them resistant to this molecule.

B. Dose-response curve used to calculate the IC50 of Palbociclib.

C. Impact of an epigenetic drug panel on the doubling time of MCF7-PalboR cells. Here,
doubling time was calculated following cell counting (Scepter™ 2.0 Cell Counter) 72h after
incubation of 1ImM HDACI/Vorinostat, DNMTi/Decitabine LSD1i/Phenelzine Sulfate and
BRDi/JQ1.

D. Western blot illustrating the overexpression of BRD4 within MCF7-PalboR cells
compared to MCF7-PalboS cells. Actin is used here as an internal loading control.

E. The level of BRD4 methylation is here analyzed by gMSRE using a restriction enzyme

and primers allowing analysis of the GC at ch19:15,391,271.

F. Impact of Palbociclib on BRD4 expression and methylation level within organoids
derived from two distinct breast cancer patients. Organoids treated with DMSO or Palbociclib
(10
uM, 3 days) were stained for BRD4. The methylation level is analyzed by gMSRE following DNA

extraction from the organoids.

G. Dose-response curve used to calculate the IC50 of OTX015 from MCF7-PalboS and
MCF7- PalboR cells.
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Identification of two new therapeutic vulnerabilities from BRD4 pathway deciphering

BRD4 being considered as a dominant positive transcriptional regulator [27], we sought to
identify genes directly up-regulated by BRD4 in MCF7-PalboR. For this purpose, we combined
the RNAseq and BRD4-ChlPseq approaches.

RNAseq experiments showed that 640 genes were differentially expressed between MCF7-
PalboS and MCF7-PalboR cells: 278 transcripts were up-expressed in MCF7-PalboR (Figure
2A). BRD4-ChlPseq experiments shown that 50 genes were differentially co-
immunoprecipitated with BRD4 between MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells: 37 genes were
« over-ChlPed » in MCF7-PalboR (Figure 2B). Finally, 26 genes were commonly « over- ChlPed
» with BRD4 and overexpressed in MCF7-PalboR cells (Figure 2C and Supplementary Table
T1). Interestingly, the use of the Enrichr website and MsigDB Hallmark resource indicated that
the BRD4 targets [28] were associated with “the estrogen responses early and late “and the
“KRas signaling up” (Figure 2C), while the use of GONet indicated the presence of 4 kinases
including MAPK12 and MAP4K4 (Figure 2C and Supplementary Figure S5). Interestingly, the
interplay of these genes with a list of targeted therapies used in clinical or preclinical trials
(according to clinicaltrila.gov and preclinicaltrials.eu) predicted the existence of 2
target/targeted therapy pairs: MAP4K4/DMX-5804 and MAPK12/Doramapimod. In other
terms, this finding suggests the existence of 2 potential therapeutic vulnerabilities in MCF7-

Palbo-R cells mediated by the BRD4 overexpression.

To investigate this point, we sought to validate the fact that BRD4 regulated the MAPK12 and
MAP4K4 expression. For this purpose, the MAPK12 and MAP4K4 expression were analyzed in
MCF7-PalboR cells treated with siRNA directed against BRD4. In addition to confirm that the
acquisition of Palbo-resistance was associated with the BRD4 overexpression, ELISA assay
indicated that siRNA directed against BRD4 decreased the MAPK12 and MAP4K4 expression
(Figure 2D). Finally, we analyzed the impact on MCF7- PalboS/R cells of therapies combining
Palbociclib with DMX-5804 (a MAP4K4 inhibitor) or Doramapimod (a MAPK12 inhibitor). Thus,
MCF7-PalboS and -PalboR cells were therefore treated with Palbociclib alone or in
combination with DMX-5804 and Doramapimod. The DMX-5804 and Doramapimod doses
(5nM) were chosen to induce less than 5% PBMC death (Supplementary Figure S6).
Interestingly, we noted that the combination of Palbociclib+DMX-5804 and

Palbociclib+Doramapimod reduced the viability of MCF7-PalboR cells while the individual use
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of these molecules has no effect (Figure 2E). We also observed that the Palbociclib+DMX-5804
and Palbociclib+Doramapimod combotherapies had no greater effect on MCF7-PalboS cell
viability than Palbociclib alone (Supplementary Figure S7).

All these results indicated that the deciphering of the BRD4 pathway identifies DMX-5804 and

Doramapimod as news therapeutic options to overcome the Palbociclib resistance.
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Figure 2. Identification of two new therapeutic vulnerabilities from BRD4 pathway
deciphering.

A. Volcano plot representing differentially expressed transcripts between MCF7-PalboS
and MCF7-PalboR cells. The log2 FC indicates the mean expression level for each transcript.
Each dot represents one transcript. Grey dots represent no significant differentially expressed
transcripts between MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells. Green dots represent transcripts
overexpressed in MCF7-PalboS cells compared to MCF7-PalboR cells and red dots represent
transcripts over-expressed in MCF7-PalboR cells compared to MCF7-PalboS cells.

B. Volcano plot representing genes differentially co-immunoprecipitated with BRD4
between MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells. Each dot represents one gene. Grey dots
represent genes whose differential presence in BRD4-ChIP products is not significant. Green
dots represent genes sub-expressed in BRD4-ChIP products in MCF7-PalboR cells versus
MCF7- PalboS cells and red dots represent genes over-expressed in BRD4-ChlP products win
MCF7- PalboR cells versus MCF7-PalbosS cells.

C. Schematic representation of the integration of RNAseq and BRD4-ChlPseq data to
predictively identify genes encoding for potential therapeutic vulnerabilities. This schematic
also includes the results of Enrichr and GONET analyses performed on the 26 genes identified
as differentially regulated by BRD4 in our cells.

D. Analysis of the impact of siRNA-mediated downexpression of BRD4 on the MAP4K4
and MAPK12 expression. The graphs represent the results of ELISA analyses performed 72h
after siRNA transfection. siRNA-A is a non-targeting 20-25 nt siRNA designed as a negative

control (Santa Cruz, France).

E. Graph representing the impact of Palbociclib, DMX-5804 and Doramapimod (alone or

in combination) on MCF7-PalboR cells. The percentage of cell viability was calculated here

from MTT assays performed 72h after the incubation of the indicated molecules.
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Analysis of BRD4 methylation level in breast cancer patients treated with Palbociclib

We extended our study by analyzing the BRD4 methylation level in cell-free circulating DNA
(cfcBRD4methvlation) of patients treated with frontline CDK4/6 inhibitors + endorine therapy for
HR+/HER2- metastatic breast cancer since BRD4 hypomethylation was also observed in MCF7
cells treated with Abemaciclib and Ribociclib (Supplementary Figure S8).

A first analysis performed from blood samples of 31 breast cancer patients treated with
CDK4/6 inhibitors (Supplementary Table T2) showed that the tumor progression was
accompaniedin 32% (10/31) of cases by the BRD4 gene hypomethylation i.e. a 2-fold decrease
in the cfcBRD4Methvlation |aye| between the start of the CDK4/6 inhibitor treatment and our
second time point of investigation (Figure 3A).

We also performed a second analysis based on the use of longitudinal blood samples of two
breast cancer patients treated with Palbociclib. Based on conventional imaging, we observed
tumor progression occurred for Patient#A 254 days after initiation of the Palbociclib
treatment. During this period of time, we showed a decrease of cfcBRD4™Methviation dyring
Palbociclib therapy (Figure 3B). In other terms, we here observed a hypomethylation of BRD4
during Palbociclib therapy. Patient#B received Palbociclib during 693 days before tumor
progression. During this period of time, the cfcBRD4™ethation ggcillated with periods of
hypomethylation (methylation level lower than the initial level at TO) and hypermethylation
(methylation level higher than the initial level at TO) (Figure 3C). Interestingly, the BRD4
methylation level in buffy coat cells of patients #A and #B was stable during Palbociclib
treatment. This result suggests that the BRD4 methylation changes observed in cfcDNA are
not influenced by buffy coat cell DNA.

In conclusion of these two analyses, it appears that BRD4 hypomethylation may be a fairly
frequent signature (about 1/3) at the time of progression of patients treated with Palbociclib.
This may suggest that one third of Palbociclib-treated patients may receive
Palbociclib+OTX015 or Plabociclib+DMX-5804 or Palbociclib-Doramapimod combination
therapy to overcome the Palbociclib resistance. However, longitudinal analysis in patient#B
indicates that the decrease in BRD4 methylation level may not be linear. This imposes the
need to perform longitudinal sampling between the time of Palbociclib administration and the

time of tumor progression and thus to adopt dynamically the administration of
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Palbociclib+OTX015 or Plabociclib+DMX-5804 or Palbociclib-Doramapimod combination

therapies.
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Figure 3. Analysis of BRD4 methylation level in breast cancer patients treated with CDK4/6
inhibitor therapy

A. Graphillustrating the analysis of the evolution of BRD4 methylation level between the
beginning of the CDK4/6 inhibitor treatment and the second point of investigation. Each point
represents a patient (n=31). Black points represent patients in whom the BRD4 methylation
level decreased by at least a factor of 2. The grey dots represent patients in whom the BRD4
methylation level increased by at least a factor of 2. The white dots represent patients with
BRD4 methylation levels between these 2 values.

B and C. Analysis of BRD4 methylation levels from longitudinal blood samples collected
from a breast cancer patient between the start of Palbociclib treatment and the diagnosis of
progression. Each point represents a sampling date. BRD4 methylation level is calculated by
gMSRE performing from cfcDNA (plasma, blue) and buffy coat cells issue to longitudinal blood
samples (brown). The blue dashed line represents the initial level of BRD4 methylation in
cfcDNA/plasma. Medical imaging is used here to follow tumor progression via evaluation of
hepatic injury (B) or Douglas pouch (C). Traffic lights and blue boxes delimit the putative

periods of combotherapies.
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DISCUSSION

Recent advances in the understanding of the molecular mechanisms that drive the acquired
resistance to the CDK4/6 inhibitors such as Palbociclib have provided meaningful progress.
Indeed, as reported previously, several combination therapies have been and are currently
under study to overcome the acquired resistance to the CDK4/6 inhibitors [29]. Still, much
more has to be done in order to improve present therapeutic approaches in a context of
personalized medicine in order to administrate the right combination therapy at the right
patient at the right time. The present work was performed in this context and it establishes
that that the use of a selective BRD4 inhibitor can reduce the proliferation of breast cells with
acquired resistance to Palbociclib. Furthermore, our work provides proof of concept that the
BRD4 methylation level in cfc-DNA could be used as a biomarker to identify an appropriate
and personalized time window for the use of Palbociclib+OTX015, Palbociclib+DMX-5804 or

Palbociclib+Doramapimod combination therapies.

Several works already support the interest of combining inhibitors targeting CDK4/6 and BRDs
proteins. Thus, Burgoyne et al. (2020) developed a molecule, SRX3177, having the ability to
inhibit the CDK4/6 and BRDs proteins (in reality, SRX3177 has a triple action against CDK4/6,
BET and PIK proteins) [30]. Ge et al. (2020) reported a synergic effect of JQ1 (a BRD4 inhibitor)
and Palbociclib in the triple-negative breast cancer since Palbociclib combined with JQ1
induced significant cell-cycle arrest and a moderate apoptosis [31]. Our study complements
these data by showing that BRDi could be used to restore the sensitivity of Palbociclib-
resistant cells.

In addition, our data also identified DMX-5804, a MAP4K4 inhibitor (CAS N°:2306178-56-1)
and Doramapimod (CAS N°: 285983-48-4), a MAPK12 inhibitor as two molecules susceptible
to combine with Palbociclib to overcome the Palbociclib resistance. Initially developed to
target MAP4K4 and promote cardio-protection following heart attacks, MAP4K4 inhibitors
(such as DMX-5804) emerges since several years as a target in cancer [32] [33]. Indeed, Prolo
et al. (2019) reported that the inhibition and CRISP-Cas9 invalidation of MAP4K4 limit
glioblastoma invasion [34]. Similarly, Liu et al. (2011) reports that the shRNA invalidation of
MAP4K4 inhibits the hepatocellular carcinoma growth [35]. As our data that support the idea

to combine MAP4K4 inhibitor with Palbociclib, a project from the Jesse Brown VA medical
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Center (Chicago, US) also envisions to combine MAP4K4 inhibition and immunotherapy in
pancreatic cancer (https://grantome.com/grant/NIH/I01-BX004903-01A1). The use of
MAPK12 inhibitors seems beginning to emerge in oncology since their first indication are
against rheumatoid arthritis (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02214888) or Crohn’s disease
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02209792). Recently, Ma et al (2021) report that the use of
Doramapimod limits the increased proliferation of GBM [36], and Shi et al. (2021) report that
the use of Doramapimod limits the proliferation and invasion of non-small cell lung cancer

[37].

The identification of MAP4K4 and MAPK12 as therapeutic targets to restore the sensitivity of
Palbociblib resistant cells stems from our work investigating the differential targets of BRD4
between Palbo-sensitive and -resistant cells. Indeed, the integration of differential
RNAseq and differential BRD4 ChlPseq data revealed 26 genes overexpressed and binding
BRD4 in Palbo-R cells compared to Palbo-S cells. Among these 26 genes is MAP4K4. The fact
that the use of MAP4K4 and MAPK12 inhibitors is comparable to that of BRDi suggests that
the use of MAP4K4i and MAPK12i could be an alternative to BRDi for which the literature
describes acquired resistance phenomena in the treatment of breast cancer [38] [39].
Moreover, Ge et al (2020) have characterized the acquired resistance to Palbo/JQ1l
combination treatment at a single cell level by showing heterogeneous mechanisms including

activation of G1-S and senescence pathways in triple-negative breast cancer [31].

In addition to the concept of using MAP4K4 or MAPK12 inhibitors as alternatives to BRDi in
order to limit the acquisition of resistance to BRDi/Palbociclib combination, the interpretation
of our data brings another alternative solution. Indeed, the demonstration of BRD4
methylation as a biomarker for the use of BRDi, MAP4K4i or MAPK12 could allow to combine
them with Palbociclib in a dynamic way: administration in case of BRD4 hypomethylation and
stop of administration in case of hypermethylation. In other words, the clinical translation of
our results could allow the development of dynamic combination therapy schedule in which
Palbociclib would be administered continuously and BRDi, MAP4K4i and MAPK12i would be
administered discontinuously or intermittently according to BRD4 methylation status. Of
course the implementation of combination therapy requires many precautions and not all

therapies can be combined because of too important side effects. In this respect, the website
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(https://gdsc-combinations.depmap.sanger.ac.uk) and the work of Jaaks et al (2022) list
several combination therapies of interest for the treatment of breast cancer [40]. In addition
to proposing different combination therapies, our work suggests that their administration be
dynamic in the sense that one molecule (Palbociclib) would be administered continuously and
the second (OTX015, DMX-5804 and Doramapimod) would be administered discontinuously
or intermittently. Thus, through this point, our work raises the question of the challenge of
optimizing the scheduling of combination therapy in order to maximize the effect while
limiting the appearance of side effects and resistance phenomena such as discussed by Lopez

and Banerji (2017) [41].

Interestingly, the study of BRD4 methylation level in 2 patients showed the existence of
different evolutionary profiles. In the first patient, we observed a rather pronounced and rapid
hypomethylation of BRD4 suggesting that this patient could have been early eligible for
Palbociclib+BRDi/MAP4K4i/MAPK12i combination therapy in which BRDi, MAP4K4 or
MAPK12i could have been administered in alternation so as not to induce resistance to the
considered combination therapy. In the second patient, the oscillation of the BRD4
methylation level suggests that this patient could have been placed on a dynamic
Palbociclib+BRDi or MAP4K4i or MAPK12i combination therapy which would have been
administered during the BRD4 hypomethylation phases only (the patient being treated with
Palbociclib only during the hypermethylation phases). A complementary study carried out in
a patient treated with hormone therapy shows that the BRD4 methylation level does not vary
during this therapy (Supplementary Figure S9). Without being able to generalize on this case,
it seems nevertheless that the impact of a given therapy on the BRD4 methylation level is not
automatic. In any case, our work reinforces the idea of the need for a paradigm shift in which
the combination therapy administration to overcome the acquisition of Pabociclib resistance
would be done in real time according to the detection of biomarkers in the blood that signal
the presence of vulnerability/therapeutic options (such as the modification of BRD4

methylation).

In conclusion, our work has allowed to increase the knowledge on the BRD4 pathway via the
interplay of RNAseq and BRD4 ChiIPseq data, while identifying new therapeutic options likely

to overcome the resistance to CDK4/6 inhibitors such as Palbociclib while proposing to
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improve the detection of CDK4/6inhibitor-resistant patients (via the identification of a non:
cfcBRD4methvlation) - gnd  their therapeutic management via the proposal of innovative
combotherapies both in the molecules they combine and in their mode of administration

(dynamic echoing to the BRD4 methylation status).

Abbreviations
CDK: Cyclin-Dependent Kinase; cfcDNA: cell-free circulating DNA; MCF7-PalboS: MCF7 cells
sensitive to Palbociclib; MCF7-PalboR: MCF7 cells resistante to Palbociclib; ChIP: Chromatin

immunoprecipitation.
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Supplementary Figure S1. Characterization of MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cell.

A. Graph showing the overexpression of cyclin E1 transcript (CCNE1™®N4) in MCF7-PalboR cells
compared to MCF7-PalboS cells. RT-gPCR were performed as described above.

B. Graph reporting the expression of CDK9 (CDK9™RNA) and TK1 (TK1™RNA) transcripts in
exosomes/extracellular vesicles (EV) of MCF7-PalboR cells (CDK9™®N4)  compared to
exosomes/extracellular vesicles of MCF7-PalboS cells. RT-qPCR were performed as described above.
C. Venn diagram illustrating the fact that 6 of the 87 SBsig genes are differentially expressed between
MCF7-PalboS cells and MCF7-PalboR cells.
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Supplementary Figure $2. Western blot analysis showing that BRD4 is overexpressed in

MCF7-PalboR cells in comparision with MCF7-PalboS cells. After transfert step, membrane was cut into
piece previous to be incubated with anti-BRD4 and anti-Actin. Picture in red panel are used in figure of
our article. Biologic triplate is here referred S1, S2 and S3.
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Supplementary Figure $3. ELISA analysis showing that BRD4 is overexpressed in MCF7-
PalboR cells in comparision with MCF7-PalboS cells.
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Supplementary Figure S4. |dentification of TET2 as a player in BRD4 hypomethylation
within MCF7-PalboR cells.

A. Plot representing the enrichment of DNMT1, TET1, TET2 and TET3 proteins on the BRD4 gene
following ChIP experiments within MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells.

B. Impact of TET2 expression repression by siRNA on TET2 expression (ELISA) and on BRD4
methylation level (qMSRE) and expression (ELISA).
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Supplementa ry Figure S5. Molecular function associated with the 26 genes

commonly « over-ChlPed » with BRD4 and overexpressed in MCF7-PalboR cells according to

GONet (https://tools.dice-database.org/GOnet/)/
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Supplementary Figure S6. curves representing the effect of DMX-5804 and

Doramapimod on the viability of PBMC from blood of healthy person. PBMC were incubated
for 72h with indicated doses of DMX-5804 and Doramapimod. To choose the doses retained,
we chose to use doses inducing 5% death of PBMC.
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Supplementary Figure S7. Graph representing the impact of Palbociclib, DMX-5804

and Doramapimod (alone or in combination) on MCF7-PalboS cells. The percentage of cell
viability was calculated here from MTT assays performed 72h after the incubation of the
indicated molecules.
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Supplementary Figure S8. Graph illustrating the evolution of BRD4 methylation level

during 4 weeks of MCF7 treatment with Abemaciclib or Ribociclib (1pM) according similar
protocol than the one used for Palbociclib.
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Supplementary Figure $9. curve (blue) illustrating the evolution of BRD4
methylation level during the 759 days of hormono-therapy received by a breast cancer patient.
Each point represents a sampling date. BRD4 methylation level is calculated by gMSRE
performing from cfcDNA. The red dashed line represents the initial level of BRD4 methylation in
cfcDNA. No change of cfcBRD4 methylation a5 observed during the hormono-therapy of this breast
cancer patient.
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38 973

1 P

2 75 P 223
3 50 A 808
4 72 P 799
5 54 R 205
6 72 A 794
7 67 A 798
8 76 P 563
9 42 A 364
10 66 A 321
11 51 A 30
12 48 A 5
13 46 P 21
14 75 P 381
15 60 P 397
16 50 P 25
17 61 A 1125
18 66 P 214
19 66 A 807
20 78 R 845
21 53 R 30
22 65 R 174
23 57 R 114
24 75 P 623
25 73 R 40
26 60 R 609
27 76 R 416
28 50 A 161
29 22 A 332
30 53 R 256
31 37 R 35

P: Palbociclib ; R: Ribociclib and A: Abemaciclib

Supplementary Table T2. characterization (Age, CDK4/6 inhibitor used in treatment
(CDK4/6i), and days number between the start of the CDK4/6 inhibitor treatment and our second
time point of investigation (daysSt2/!"vest) hreast cancer patients including in our study (n=31).
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REAGENT or RESOURCE T R IDENTIFIER

Therapeutic molecules
Decitabine
Jai
0OTX015
LSD1
Vorinostat
Doramapimod
DMX-5804
Palbociclib
Antibodies
Anti-BRD4 (western blot)
Anti-BRD4 (ChIP)
Anti-DNMT1
Anti-TET1
Anti-TET2
Anti-TET3
Anti-Actin (western blot)
Primers
gMSRE-BRD4-5 : agtcagacttctagcagtagta
gMSRE-BRD4-AS : ctgcagggagaggtcttg
CCNE1 (QuantiTect primer)
TK1 (QuantiTect primer)
CDK9 (QuantiTect primer)
RPLPO QuantiTect primer)
siRNA
siRNA-BRD4
siRNA-TET2
siRNA-A
Cell lines and reagents
MCF7
DMEM
SVF
Glutamine
Penicillin/streptomycin
Trypsin-EDTA
Reagents
dimethylsulfoxide solution (DMSO)
3 -{4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT)
Hpy166ll
RIPA buffer
Equipment and materials
Cell Counter
spectrophotometer
sonication device
Molecular Imager® ChemiDoc™ system
QlAcube automate
Rotor-Gene Q
CO, incubator
PSM
Software and algorithms
Imagel
Microsoft Excel

Doubling Time Online Calculator website

Supplementary Table T3. additional key resource Table

MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress

Santa Cruz
Diagenode
Active Motif
Active Motif
Cell Signaling
Active Motif

invitrogen

Sigma
Sigma
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

ThermoFisher Scientific
Santa Cruz
Santa Cruz

ATCC
ThermoFisher Scientific
Eurobio scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Sigma
VWR

NEB
ThermoFisher

Merck-Millipore
Perkin Elmer
Diagenode
BioRad
Qiagen
Qiagen
Panasonic
BIOMEDIS

Schindelin et al. 2012
Microsoft

http://www.doubling-time.com/

compute.php

HY-AODD4
HY-13030
HY-15743
HY-121095
HY-10221
HY-10320
HY-111754
HY-50767

sc48772
C15410337
39204
61443
18950
61395

MA5-11889

custom synthesis

custom synthesis
QaTo00041986
QTO0083874
QaTo0208523
QaTo0075012

AM16708
sc-88934
sc-37007

HTB22
11960044
CVFCVFO0-01
A2916801
15140122
25300054

D2650
M2128

RO616S
89901

Scepter™ 2.0
Victor X3 20301634
Bioruptor Plus
731BR0O1995
47082
RO513212
MCO-19AIC
ESCO-2014-89449

https://imagej.nih.gov/ij/download.html

N/A
N/A
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4. Discussion

Dans le but d’améliorer la prise en charge des patientes aillant développé une résistance
aux iCDK4/6 mais également les patientes qui viennent d’étre diagnostiquées avec un cancer
du sein RH+/HER2- et qui débuteraient ce traitement, nous avons voulu développer de
nouvelles stratégies de médecine personnalisée. En effet, I'idée serait de complémenter la
thérapie iCDK4/6 avec d’autres thérapies, comme c’est déja le cas actuellement avec des
combinaisons d’hormonothérapies, des inhibiteurs de PI3K (alpelisib, pictilisib) ou mTOR
(vistusertib, everolimus) par exemple (Rampioni Vinciguerra et al.,, 2022). Notre approche se
base sur I'utilisation d’épidrogues qui représentent une classe d’inhibiteurs de plus en plus
prometteuse dans le traitement des cancers et la levée de la résistance aux thérapies (Issa et
al., 2017; Quagliano et al., 2020). Par leur déréglement, les acteurs épigénétiques vont
contribuer a I'expression de nouvelles protéines impliquées dans la résistance aux
traitements, tout comme ces mémes acteurs vont contribuer a lI'inhibition de I'expression des
protéines qui pourraient contribuer a une bonne réponse au traitement. Ainsi, I'inhibition des
acteurs épigénétiques impliqués dans cette mise en place de la résistance permet de
continuer a sensibiliser les cellules au traitement initial. D’autres parts, caractériser les
protéines nouvellement exprimées par ces acteurs peut également permettre la mise en place
de nouvelles thérapies ciblées. Ainsi, le but ne serait pas d’inhiber ces mécanismes
épigénétiques directement, car les épidrogues possédent des spectres larges, et peuvent
réactiver I'expression d’oncogenes et de genes anti-tumoraux, mais les produits de ces
reprogrammations. Ceci représente une deuxieme fagon de re-sensibiliser les cellules au
traitement initial. L'idée d’une combo-thérapie CDK4/6-BRDs est déja étudiée depuis plusieurs
années notamment dans les cancers du sein métastatiques : I'étude de Stratikopoulos et
collaborateurs avait montré que l'inhibition des protéines BET et PI3K dans différents cancers,
dont les cancers du sein métastatique, permettait d’inhiber totalement la voie de signalisation
associée a PI3K et de lever la résistance aux inhibiteurs de PI3K (Stratikopoulos et al., 2015).
Les résultats de notre étude vont dans le sens d’une combo-thérapie palbociclib- BRD4i dans
I'inhibition de la résistance au palbociclib. En effet, nous avons montré que les cellules MCF7-
PalboR sont plus sensibles aux inhibiteurs de BRD4 et qu’elles surexpriment cette protéine.
De plus, la déméthylation du promoteur de BRD4, qui est associée a sa surexpression dans

notre modele, passe par une déméthylation active médiée par TET2. Bien que nous n’ayons
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pas cherché a caractériser plus précisément comment TET2 est recrutée au niveau du
promoteur de BRD4, cela semble néanmoins indiquer que la surexpression de BRD4 est
nécessaire a la mise en place de la résistance. L'observation d’'un phénomene similaire dans
des organoides dérivés de patientes (1 patiente sur 2) va dans ce sens. Son réle est tel que son
inhibition permet d’augmenter considérablement le temps de doublement des cellules. Des
résultats similaires avaient été obtenus dans le cas d’'une combo-thérapie palbociclib-BRD4i
dans le cancer du sein triple négatif (Ge et al., 2020).

Les analyses de 3’RNA-seq et de ChIP-seq-BRD4 ont permis de révéler les voies de
signalisations surexprimées par BRD4 dans notre modele. Parmi celles-ci, sont retrouvées des
voies de réponses précoces et tardives aux cestrogenes (Jagannathan and Robinson-Rechavi,
2011) et la voie de signalisation KRas. La voie de signalisation KRas est étroitement reliée avec
I'expression de la cycline D1 et des CDK4/6. En effet, il est fréquemment retrouvé une
surexpression de la cycline D1 dans les cancers du sein comportant une mutation KRas, ainsi
gue dans les cancers du poumon non a petites cellules KRas muté (Figure 29) (Galie, 2019; Goh
and Lim, 2020). Dans les cancers du sein RH+/HER2-, il est connu qu’un des mécanismes de
résistance aux iCDK4/6 passe par la surexpression et 'amplification des génes codants par
CDK4/6 et la cycline D1 (McCartney et al., 2019). |l est donc possible que BRD4 joue un réle
dans la surexpression de ce complexe dans les cellules résistantes au palbociclib en sur-
activant la voie de signalisation KRas (Figure 29). Nous verrons par la suite I'implication de KRas

dans la résistance aux iCDK4/6 via notre seconde étude.
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Figure 29 : illustration de la voie de signalisation KRas dans le cancer du poumon non a petites cellules et des
thérapies ciblées pour ces acteurs

AMPK : AMP-activated protein kinase ; BET : Bromodomains and extra-terminal domain ; CDK : Cyclin dependant kinase ; DDR1: discoidin
domain receptor 1; ERK: extracellular signal-regulated kinase; FGFR1: fibroblast growth factor receptor; FOXO: forkhead box O3; GAP
GRPase activating protein; GEF: guanine nucleotide exchange factor; MEK: MAPK/ERK kinase; mTOR: mammalian target of rapamycin;
mut: mutation; NICD: Notch intracellular domain; NF: nuclea factor; PD1: programmed death-1 receptor-1; PDL1/2: ligand of programmed
death-1 receptor-1/2; PI3K: phosphatidylinositol-4,-5bisphosphate; RAF, rapidly growing fibrosarcoma; RALGDS: RAL guanine nucleotide
dissociation simulator; RAS: rat sarcoma virus; Rb: retinoblastoma; RTK: receptor tyrosine kinase. D’aprés Ferrer et al., 2018.

Toujours dans notre recherche de combothérapie, nous avons recoupé les 26 génes
surexprimés par BRD4 a des listes de protéines pour lesquelles il existe déja des thérapies
ciblées, soit en essai clinique, soit déja validées. Cette analyse nous a permis d’identifier deux
protéines surexprimées par BRD4 pour lesquelles des inhibiteurs existent : MAP4K4 et
MAPK12. Ces protéines appartiennent a la famille des MAP kinases (mitogen activated protein
kinases) qui représentent une grande famille de protéines activées en cascades et impliquées
dans la prolifération cellulaire. Les voies de signalisations KRas et MAP kinases sont
étroitement reliées et d’aprés nos résultats, BRD4 semble jouer un role dans leur
surexpression dans notre modele, favorisant la progression des cellules dans le cycle cellulaire.
MAP4K4 est impliquée dans la motilité des cellules et est impliqué dans les phénoménes
d’invasivité des cellules cancéreuses. Elle joue également un role dans le métabolisme du
glucose, dans I'apoptose, la régulation de la prolifération et de senseur matriciel (Tripolitsioti

et al., 2017). MAPK12 ou aussi appelée p38y est également activée par la voie de signalisation
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KRas dans la formation des métastases, la transition mésenchymateuse, la tumorigenése, la
formation de cellules souches cancéreuses et le métabolisme anaérobique du glucose.
MAPK12 est retrouvée dans les cancers du sein métastatiques et associé a I'agressivité de la
tumeur (Xu et al., 2021). Le réle de BRD4 dans la surexpression de ces deux MAP kinase a été
validé par nos expériences de transfection de siRNA-BRD4 qui montrent que lorsque BRD4 est
inhibé, I'expression de MAP4K4 et MAPK12 est diminuée en comparaison avec les cellules
MCF7-PalboR transfectées avec le siRNA-A (contréle). En revanche, dans les cellules MCF7-
PalboS, le niveau d’expression de BRD4 étant relativement faible en comparaison avec les
cellules MCF7-PalboR, les deux MAP kinases sont également peu exprimées, ce qui sous-
entend que ces voies de signalisation sont peu impliquées dans les mécanismes de
prolifération des cellules non traitées au palbociclib. Le traitement des cellules MCF7-PalboS
et PalboR avec du palbociclib seul, en combo-thérapie avec le doramapimod (MAPK12i) ou le
DMX-5804 (MAP4K4i) confirme encore une fois cette observation. En effet, seul, le palbociclib
induit une diminution de 50% de la viabilité des cellules sensible. La combinaison
Palbociclib+MAP4K4i ou MAPK12i n’impacte pas d’avantage la viabilité des cellules, ce qui
laisse penser une absence d’efficacité des inhibiteurs en raison de la faible expression des
protéines cibles dans ces cellules. En revanche, dans les cellules résistantes, le palbociclib seul
n’affecte pas la viabilité des cellules, ce qui est normal puisqu’elles ont une IC50 4 a 5 fois
supérieur a la dose utilisée. Cependant, I'ajout de I'un ou I'autre des MAP kinases inhibiteur
entraine une diminution ~50 a 70% de la viabilité des cellules. De maniere intéressante, ces
inhibiteurs n’ont pas d’effets en absence de palbociclib. Une hypothése qui permettrait
d’expliquer ce phénomeéne est que le palbociclib est nécessaire a la surexpression de BRD4 et
que sans palbociclib, BRD4 n’étant pas surexprimé, les génes régulés par celui-ci dans le
modele ne le sont plus non plus. Ce constat renforce I'idée d’'une combinaison de traitements
palbociclib-BRDi ou palbociclib MAP kinase inhibiteurs. Ces résultats vont dans le sens de ceux
de Liu et collaborateurs qui ont montré un phénomeéne similaire sur des cancers multiples de
I'ovaire, résistants au palobciclib : le traitement avec I'AZD5153, un inhibiteur de BRD4,
entraine un effet synergique avec le palbociclib permettant I'arrét du cycle cellulaire et
I'inhibition des voies de signalisations MAPK/PI3K-AKT (Liu et al., 2022).

Pour aller plus loin dans notre étude, nous nous sommes demandé s’il était possible
d’analyser le niveau de méthylation du gene de BRD4 dans le cfcDNA des patientes. Pour cela

nous avons extrait le cfcDNA a partir de plasma de patientes au début de leur traitement au
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palbociclib puis soit au cours du traitement ou a terme de celui-ci, et avons analysé le niveau
de méthylation de BRD4 par gMSRE. Sur 33 patientes, nous avons observé que 11 d’entre elles
avaient un niveau de méthylation de BRD4 au moment du deuxieme prélevement inférieur au
niveau de méthylation initial (au début du traitement). Ces résultats suggerent que les
patientes surexpriment BRD4 au moment a ce moment précis. Nous avons par la suite analysé
plus en détails I'évolution du profil de méthylation de BRD4 au cours du temps dans le cfcDNA
de deux patientes qui ont présenté une progression tumorale au cours du traitement au
palbociclib. De maniere intéressante, pour l'une des deux patientes (patiente #A),
I’hypométhylation de BRD4 apparait rapidement aprées le début du traitement et est maintenu
jusqu’a la rechute. Pour la deuxieme patiente (patiente #B), celle-ci présente un niveau de
méthylation équivalent entre le début du traitement et la rechute. Cependant, le profil de
méthylation de BRD4 varie au cours du traitement, avec une alternance de phase
d’hypométhylation et d’hyperméthyaltion. Ces résultats, bien qu’ils n’aient été réalisés que
sur deux patientes, semblent indiquer que la réponse au traitement est propre a chaque
patientes et que celle-ci peut varier au cours du temps.

Concernant la mise en place d’'une combo-thérapie iCDK4/6-BRDi ou MAPKIi, celle-ci
pourrait-étre possible lors de la détection de I'hypométhylation de BRD4 dans le cfcDNA
puisque la variation de méthylation détectée semble étre liée avec le profil de méthylation de
la tumeur (puisque le niveau de méthylation de BRD4 ne varie pas au cours du traitement dans
les cellules sanguines, buffy coat). Bien entendu, pour confirmer cela il faudrait analyser le
niveau de méthylation de BRD4 dans des biopsies de patientes et le comparer au cfcDNA de
ces mémes patientes, mais d’aprés d’autres études réalisées dans un contexte similaires, le
cfcDNA retrouvé dans le sang des patientes était majoritairement enrichie en ADN tumoral
(Rothé et al., 2014). Ainsi, la combo-thérapie proposée permettrait d’adapter le traitement
des patientes au cours du temps et d’attribuer le bon traitement a la patiente éligible a celui-
ci, c'est-a-dire, a la patiente pour laquelle BRD4 serait hypométhylé dans le cfcDNA. En
fonction de I'évolution du profil de méthylation de BRD4, le traitement pourrait étre arrété
qguand celui-ci serait hyperméthylé, i.e que BRD4 serait sous exprimé. De plus, 'idée d’une
combo-thérapie dynamique, alternant les BRDi et les MAPKi permettrait de limiter les
phénomenes d’acquisition de résistance, notamment aux BRDi comme il a pu étre décrit dans
la littérature (Ge et al., 2020). Cependant, I'idée d’associer les BRDi et MAPKi n’est pas

envisageable, car I'inhibition de BRD4 diminue I'expression des MAPKi, il n’y aurait pas d’effets
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cumulatifs de ces inhibiteurs. En revanche, il pourrait-étre envisagé de tester in vitro I'effet
d’une combinaison palbociclib-Doramapimod-DMX-5804 puisque les deux MAP kinases sont
toutes les deux des produits d’expression de BRD4 mais sont indépendantes I'une de l'autre.
Un effet cumulatif des deux molécules pourrait étre observé, et donc renforcer le potentiel
de la combo-thérapie proposée.

En perspective de cette étude et avant de porter ces résultats en clinique, il serait
intéressant de : i) confirmer ces analyse sur un autre modeéle cellulaire comme la lignée T47D,
également utilisé couramment avec les MCF7 comme modeéle d’étude du cancer du sein
RH+/HER2-, ii) de réaliser d’autres analyse du niveau de méthylation de BRD4 sur les points
intermédiaires des 31 autres patientes pour déterminer si des tendances en ressortent ou si
chaque patientes possede son propre profil de méthylation, iii) analyser en paralléle le niveau
de méthylation entre le cfcDNA et des biopsies de métastases ainsi que le niveau d’expression
de BRD4, MAP4K4 et MAPK12 pour confirmer leur surexpression associé a la déméthylation

de BRD4 et I'éligibilité des patientes au traitement a l'instant t.

Un résultat annexe dont je n’ai pas discuté auparavant concerne la transition
mésenchymateuse (EMT) qui correspond a la transition entre des cellules épithéliales vers des
cellules mésenchymateuse capables de se déplacer et caractéristiques des métastases. J'ai
analysé différents marqueurs d’EMT (TCF8/ZEB1, E-cadherine, B-cathenine, ZO-1, N-
cadherine, Vimentine, Snail, Claudine 1) entre les cellules MCF7-PalboS et PalboR pour savoir
si le palbociclib induisait ce type de transition (également en lien avec le role de la MAPK12).
Cependant, aucune différence n’a été observée entre les deux conditions, celles-ci expriment
des marqueurs de cellules épithéliales. Ceci va dans le sens des travaux de Qin et ses
collaborateurs qui ont montré que le palbociclib inhibait 'EMT dans d’autres lignées du cancer
du sein comme les T47D, mais les travaux de Chang et ses collaborateurs montrent une
augmentation de I'EMT dans les cellules MCF7-PalboR (Qin et al., 2015; Chang et al., 2020).
Nos travaux n’excluent pas qu’une transformation mésenchymateuse transitoire ait pu se

produire au cours de 'acquisition de la résistance, mais cela n’a pas été étudié.
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Chapitre 2 : Le décodage de I'interactome de METTL3 permet d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques et biomarqueurs permettant l'inhibition de
I’acquisition de la résistance au palbociclib dans le cancer du sein RH+/HER2-

Toujours dans la méme optique d’identifier de nouveaux biomarqueurs et vulnérabilités
thérapeutiques pouvant permettre d’inhiber la résistance au palbociclib, nous nous sommes
intéressé aux mécanismes épitranscriptomiques, et plus particulierement a la méthylation des
miRNAs et leur implication dans le phénoméne de résistance. Comme expliqué dans
I'introduction, le role des miRNAs dans les cancers est de plus en plus étudié. Leur niveau
d’expression et de méthylation peut étre prédictif de cancers ou méme de facteur
pronostiques de survie (Konno et al., 2019; Cheray et al., 2020). La méthylation des miRNAs
mature conduit a leur inactivation, ils ne peuvent plus réprimer leurs cibles (Konno et al., 2019;
Briand et al., 2020; Cheray et al., 2020). Cela conduit a la ré-expression de protéines qui
étaient initialement réprimées dans les cellules non cancéreuses, et contribue a la
tumorigenése. Comme pour les mécanismes épigénétiques, il est légitime de penser que ces
mécanismes épitranscriptomiques peuvent étre dérégulés et impliqués dans la mise en place
de la résistance au palbociclib.

Nous nous sommes intéressés a la méthylatransférase like 3 (METTL3) qui est responsable
de I'adénosine méthylation des ARNs codants et non codants. Bien que différents partenaires
de cette protéine aient été caractérisés, trés peu de choses sont connues concernant son
mode de recrutement sur ces cibles et son rble de ces variations dans la tumorigenése ou
I'acquisition de résistances a des thérapies. Pour remédier a cela, nous avons mis en place
différentes expériences d’IP de METTL3 couplées a de la spectrométrie de masse (IP-MS). Ces
expérience nous ont permis d’identifier 44 protéines préférentiellement co-
immunoprécipitées (Co-IP) avec METTL3 dans la condition MCF7-PalboS, contre 17 protéines
dans la condition MCF7-PalboR. Ces résultats semblent confirmer un différentiel de
partenaires entre les deux conditions et donc I'hypothése selon laquelle un différentiel
d’interactome apparaitrait au cours de I'acquisition de la résistance au palbociclib. En allant
plus loin dans les analyses bioinformatiques, nous avons cherché a identifier les protéines
dites RNA Binding Protein (RBP), c’est-a-dire, les protéines capables de lier les ARNs. Nous

sommes partie de I'hypothése que METTL3 pouvait étre recrutée sur ces cibles via un
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phénomene similaire au recrutement des DNMTs sur ’ADN, médié par des DNA Binding
Protein (DBP). Parmi les protéines Co-IP avec METTL3, nous avons identifié 6 RBP dans la
condition MCF7-PalboS contre une seule dans la condition résistante : RPS3. Nous avons ainsi
pu décrire 'un des premiers mécanismes de méthylation des miRNAs guidées par des
protéines de liaison aux ARNs et identifier un potentiel biomarqueur de résistance au
palbociclib et trois nouvelles cibles potentielles pour mettre en place une combothérapies

avec le palbociclib, comme I'objectif de I’étude précédente.

Page | 139



METTL3 interactome deciphering identifies a biomarker and
therapeutic options to overcome the Palbociclib resistance in breast

cancer cells

Florestan COURANTY*, Cathérine GUETTEY?3, Klara EDERN*, Quentin ARBERETY*, Gwénola BOUGRAS-
CARTRONY?#, Philippe P JUIN*?*, Jean-Sébastien FRENELY>*, Pierre Frangois CARTRONY?#"

1CRCI2NA, INSERM, Université de Nantes, Nantes, France.
2 Institut de Cancérologie de I’Ouest, Saint-Herblain, France.
3 CRCI2NA, INSERM, Université d’Angers, Angers, France.

4SIRIC ILIAD, 44000 Nantes, France.

* Correspondance: pierre-francois.cartron@inserm.fr, CRCI2NA, INSERM 1307, CNRS 6075, Institut de

Cancérologie de I'Ouest, Boulevard du Pr Jacques Monod, Saint Herblain, 44805, France.

Running title: METTL3 interactome

Keywords: METTL3, epitranscriptomics, targeted therapy, personalized medicine, breast cancer.

Page | 140


mailto:pierre-francois.cartron@inserm.fr

ABSTRACT

Although METTL3 is considered as the major methyltransferase catalyzing adenosine
methylation of coding and non-coding RNAs, little is known about the METTL3 interactome
and the role that variations in it might play during tumorigenesis or therapeutic resistance. To
remedy this, we analyzed and deciphered the differential interactome of METTL3 in the
Palbociclib-resistant MCF7 cell model.

Co-Immunoprecipitation/mass spectrometry analysis indicates that 44 proteins were uniquely
or preferentially co-immunoprecipitated in MCF7-PalboS cells, and 17 in MCF7-PalboR cells.
Among these proteins, only one RNA-binding protein, RPS3, was uniquely co-
immunoprecipitated in MCF7-PalboR cells suggesting that a METTL3/RPS3-including complex
characterizes the MCF7-PalboR cells.

Based on the idea that the RPS3 protein provides methylation selectivity to METTL3 for
miRNAs having the RPS3 nucleotide binding sequence, a first bioinformatics analysis via our
DAmiRPred bioinformatics tool predicted the existence of 3 miRNAs likely to be methylated
by a METTL3/RPS3-inclusing complex. A second bioinformatics analysis via our miR4TO
therapeutic option prediction tool then identified adenosine methylation modifications of
miR-143-3p as the source of two potential therapeutic options: Venetoclax, BAY-293/
B11702963. In cellulo experiments validated these hypotheses and showed that MCF7-PalboR
cells have increased sensitivities to Palbociclib+Venetoclax, Palbociclib+Bay-293, and
Palbociclib+Trametinib combination therapies.

In conclusion, our work opens three innovative therapeutic options for the design of
combotherapies overcoming Palbociclib resistance while deepening the fundamental
knowledge of the METTL3 interactome and proposing the existence of a mechanism of

sequence-selective methylation of miRNAs.
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Letters

N6-methyladenosine (m6A) is one the most study post-transcriptional internal
epitranscriptomic modification of RNAs and aberrant adenosine methylation profiles of
various ARNs are associated with variety of biological and pathological processes 2. With the
development of sequencing techniques, literature defines the DRACH sequence (where A
denotes the methylatable adenosine, D denotes A, G or U, R denotes A and G, and H denotes

A, C or U) as the consensus motif of adenosine methylation in RNAs 34,

At molecular level, the RNA methyltransferase complex consisting of an enzymatic subunit
METTL3, a substrate recognition subunit METTL14 and a regulatory subunit WTAP, catalyzes
the RNAs adenosine methylation reactions6-7. Although major, the description of this
complex is not sufficient to explain how METTL3 can catalyze the adenosine methylation of a
large classes of RNAs, including mRNAs, IncRNAs, rRNAs, tRNAs and miRNAs and or explain

how METTL3 catalyzes the adenosine methylation of certain RNAs and not other 2.

In this context, a few numbers of publications support the existence of region or sequence
selective methylation mechanisms catalyzed by the METTL3 protein. Patil et al. (2016) show
the adenosine methylation of XIST™RNA js mediated RNA-binding motif protein 15 (RBM15) and
its paralog RBM15B, which bind the m6A-methylation complex and recruit it to specific sites
in RNAs 8. This results in the methylation of adenosine nucleotides in adjacent m6A consensus
motifs. Yue et al. (2018) report that the METTL3/METTL14/WTAP/VIRMA/HAKAI/ZC3H13
complex preferential methylates adenosines localized in 3'UTR and near stop codon and
alternative polyadenylation sites of mRNAs9. By reporting the presence of SMAD2/3 in co-
immunoprecipitation products of METTL3 and METTL14 (and vice versa), Bertero et al. (2018)
suggests that SMAD2/3 could address the N6-methyltransferase complex on a subset of
transcripts with sequences responsive to the TFBD of SMAD2/3 in order to methylate them 1°.
More recently, the work of Covelo-Molares et al. (2021) reports the existence of potential
interactions with other transcription factors including SALL1&2, STATS5B or ZEB211. Thus, by
homology to the phenomenon of transcription factor-directed DNA methylation existing for
DNMTs and DNA methylation 21314 it would seem that adenosine methylation of RNAs can
be, in part, regulated by a phenomenon that we here called transcription factor-directed RNA

methylation.
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In our laboratory, we wondered if such mechanisms could exist for miRNAs or if the knowledge
of the METTL3's interactome could allow the identification of new mechanisms of
sequence/region selective methylation of miRNAs. By transposing this basic biology question
to the clinical context of chemoresistance of tumor cells, we then hypothesized that anti-
chemoresistance therapeutic options could be identified via the targeting of proteins
overexpressed as a result of hypermethylation of certain miRNAs induced by the modulation
of the METTL3 interactome within chemo-resistant cells.

For this purpose, we focused our study on the analysis of the differential immunoprecipitated
interactome of METTL3 in the context of the CDK4/6 inhibitor-induced chemoresistance of
breast cancer cells. More particularly, we worked with MCF7 cells sensitive and resistant to
Palbociclib (CAS N°: 571190-30-2) referred here as MCF7-PalboS and MCF7-PalboR *°
(Supplementary Figure S1). Using standard co-IP/Mass spectrometry method, we identified
proteins in the METTL3 co-IP products derived from MCF7-PalboS and METTL3 co-IP products
derived from MCF7-PalboR (Supplementary Figure S2). To analyze these data, we have
developed under Shiny (R package) and using Python scripts an application named DAmiRPred
(Differential Analysis and miR Prediction) available online at https://XXXX. By using the
following parameters (condition#1: “output_PalboR”, condition#2: supplementary file 2
“output_PalboR”, Filtering of data: “RNA Binding Protein from Frontiers”, and a threshold of
3), DAmiRPred indicated that among the 65 proteins co-immunoprecipitated with METTL3, 23
were already known to be part of the METTL3 interactome in agreement with the METTL3
interactome defined by BioGrid or String DB (Supplementary Figure S3). Consequently, our
IP/MS analysis identified 42 news METTL3 interactors, among which RPS3 a RNA-binding
proteins according to the RBPDB database: (Supplementary Figure S3 and Supplementary
Table T1).

The differentially co-immunoprecipitated proteins analysis with METTL3 showed that 44
proteins were observed to be uniquely or preferentially co-immunoprecipitated in MCF7-
PalboS cells, and 17 were uniquely or preferentially co-immunoprecipitated in MCF7-PalboR
cells (Figure 1A and Supplementary Table T2). More particularly, our data indicated a
preferential co-IP between METTL3 and 6 RBPs (DDX5, DDX17, DDX3X, EIF4G1, HNRNPM and
HNRNPU) in MCF7-PalboS cells and between METTL3 and with only one in MCF7-PalboR cells:
RBP (RPS3) (Figure 1A and Supplementary Table T2). Note that the METTL14 protein (a well-
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documented METTL3 interactor) is co-immunoprecipitated with METTL3 in a similar manner
in MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells (Figure 1A and Supplementary Table T2).

Based on the fact that RPS3 was the unique protein “over-coimmunoprecipitated” with
METTL3 in MCF7-PalboR cells, we next hypothesized that METTL3/RPS3 could be involved in
the adenosine methylation of miRNAs opening therapeutic option overcoming the Palbociclib
resistance. To predict the putatively adenosine-methylated miRNAs by METTL3/RPS3
following their recruitment by RPS3, we used the manual search mode of the "miR binding
prediction" function of our DAmiRPred tool using the CUGUAC motif since it is defined as being
recognized by the RPS3 protein 6. With the threshold value of 80% sequence homology,
DAmiRPred identifies, from the miRNA sequences deposited in the miRBase database, 89
miRNAs (Figure 1B).

The analysis of these 89 miRNAs by the "prediction of methylations for a miRNA list" function
of our MemiRPred tool (accessible at https://XXXX) shows that 10 of these 89 miRNAs have
already been described as adenosine methylated in the literature: miR-103a-3p, miR-10a-5p,
miR-199b-5p, let-7g-5p, miR-143-3p, miR-363-3p, miR-378a-3p, MiR-541-3p, miR-1914-5p
and miR-4778-5p (Figure 1B) 7. We then focused our work on adenosine-methylated miRNAs
only. Thus, MemiRPred provided a list of 3 miRNAs devoid of predicted cytosine and guanosine
methylation: miR-143-3p, miR-541-3p and miR-4778-5p. The analysis of these 3 miRNAs by
our miR4TO tool (available at https://XXXX) predicts the potential existence of 2 triads
“miRNA/target protein/therapeutic option”: miR-143-3p/Bcl-2/Venetoclax, miR-143-
3p/KRAS/BI1702963 (Figure 1B).

To validate the veracity of these 2 triads, we first analyzed whether that Bcl-2 and KRAS were
overexpressed in MCF7-PalboR cells in comparison with MCF7-PalboS cells. ELISA indicated
that it was the case (Figure 1C). The involvement of the METTL3-mediated adenosine
methylation of miR-143-3p on these overexpressions was supported by the fact that the
METTL3 inhibition by UZH1a decreased the adenosine methylation level of miR-143-3p and
the Bcl-2 and KRAS expression in dose-dependent manner (Figure 1C). We also confirmed that
the adenosine methylated form of miR-143-3p loss its ability to repress the Bcl-2 and KRAS
expression since the transfection of MCF7 cells with the adenosine methylated form of mimic-
miR-143-3p unchanged the Bcl-2 and KRAS expression, while the transfection with
unmethylated form of miR-143-3p decreased the Bcl-2 and KRAS expression in dose

dependent manner (Supplementary Figure S4).
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We secondly searched to validate the idea that METTL3 and RPS3 were involved in the
adenosine methylation of miR-143-3p in MCF7-PalboR cells. For this purpose, MCF7-PalboR
cells were transiently treated with siRNA directed against METTL3 and RPS3 and the adenosine
methylation level of miR-143-3p was analyzed. As control, we used miR-1910-3p
(gaggcagaagcaggaugaca) i.e. a miRNA described as adenosine methylated by Berulava et al.
(2015) 7 but devoid of the RPS3 motif (CUGAC) 6. RT-gPCR indicated that siRNA-METTL3
decreased METTL3™RNA expression without affecting the expression of miR-143-3p, miR-1910-
3p and RPS3™RNA and that siRNA-RPS3 decreased RPS3™NA expression without affecting the
expression of miR-143-3, miR-1910-3p and METTL3™RNA (Supplementary Figure S5). MemiRIP
experiments indicated that siRNA-RPS3 decreased the adenosine methylation level of miR-
143-3p without affecting the one of miR-1910-3p, while siRNA-METTL3 decreased both
adenosine methylation level of miR-143-3p and miR-1910-3p (Figure 1D). Thus, these results
suggest that RPS3 is required, in MCF7-PalboR cells, for the adenosine methylation of miR-
143-3p and not for the one of miR-1910-3p. In addition, we also noted that siRNA-RPS3
decreased the methylation level of two other miRNAs (miR-541-3p and miR-4778-5p) having
the RPS3 motif (threshold>80%), described as adenosine methylated by literature and devoid
of putative other methylation types. These data suggest that METTL3/RPS3 is involved in the
adenosine methylation level of several miRNA (and not only miR-143-3p).

We thirdly analyzed whether MCF7-PalboR cells had a higher sensitivity than MCF7-Palbo$S
cells to Venetoclax (CAS N°: 1257044-40-8) and BAY-293 (CAS N°: 2244904-70-7) i.e. to
molecules targeting Bcl-2 and KRAS, respectively. BAY-293 was here used as non-clinical for of
pan-KRAS inhibitor such as BI1702963 (Boehringer-Ingelheim/Amgen). Calculation of the IC50
showed that this was the case since the IC50 of these molecules changes from 0.091uM and
11.741uM to 0.014uM and 2.859uM between MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells,
respectively (Figures 1E and 1F). These analyses were completed by considering Trametinib
(CAS N°: 871700-17-3), a MEK inhibitor, i.e. a molecule inhibiting an actor of the KRAS
pathway. The fact that Trametinib was already used in breast cancer clinical trials also
motivated our choice (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01964924 and NCT02900664).
Interestingly, we observed that MCF7-PalboR cells were approximately 25 times more

sensitive than PalboS cells to Trametinib (Figure 1G).
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Based on these experiments, we conclude that the METTL3/RPS3-mediated adenosine
methylation of miR-143-3p up-regulates the Bcl-2 and KRAS expression that generate a gain

in sensitivity of MCF7-PalboR cells to Venetoclax, BAY-293 and Trametinib.

We finally asked whether the gain of adenosine methylation of miR-143-3p could be an
observable molecular signature in patients treated with Palbociclib and more generally with
CDK4/6 inhibitors since Abemaciclib (CAS N°: 1231929-97-7) and Ribociclib (CAS N°: 1211441-
98-3) also induced a gain of adenosine methylation of cellular and exosomal/EV miR-143-3p
and not in MCF7-Tamoxifen resistant cells (Supplementary Figure S7). For this purpose, we
analyzed the adenosine methylation level of exosomal or extracellular vesicles miR-143-3p
(exomiR-143-3p) in 12 breast cancer patients for whom we have a blood sample before and
during their CDK4/6 inhibitor therapy (Supplementary Table T4). Our data indicated that a
significant gain of adenosine methylation of exomiR-143-3p was observed in 33% (4/12) of

breast cancer patients treated with CDK4/6 inhibitors (Figure 1H).
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Figure 1. METTL3 interactome deciphering identifies a biomarker and therapeutic options to

overcome the Palbociclib resistance in breast cancer cells

A. Volcano plot representing proteins differentially co-immunoprecipitated with METTL3 between
MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells. Each dot represents one protein. Orange dots represent proteins

defined as RNA-binding proteins and grey dots represent all other proteins.

B. Schematic representation of the workflow used to predict miRNAs likely to be both adenosine

methylated by METTL3/RPS3 and to cause overexpression of targeted therapy proteins.

C. Analysis of the impact of UZH1a, a METTL3 inhibitor on the Bcl-2 and KRAS expression and on the
adenosine methylation and expression level of miR-143-3p. The graphs represent the results of ELISA,
MemiRIP and RT-gPCR analyses performed 72h after the indicated cell treatment. DMSO5% was used

as negative control.

D. Analysis of the impact of siRNA-mediated downexpression of RPS3 and METTL3 on the adenosine
methylation enrichment of miR-143-3p. Graph represents the results of memiRIP analyses performed
72h after siRNA transfection. siRNA-A is a non-targeting 20-25 nt siRNA designed as a negative control

(Santa Cruz, France). miR-1910-3p was used as control untargeted by RPS3.
E. Dose-response curve used to calculate the IC50 of Venetoclax.

F. Dose-response curve used to calculate the IC50 of BAY-293.

G. Dose-response curve used to calculate the IC50 of Trametinib.

H. Graph illustrating the analysis of the evolution of adenosine methylation level of exosomal/EV miR-
143-3p in 12 breast cancer patients. Each dot represents a patient (n=12). For each patient, MemiRIP
was performed to estimate the adenosine methylation level of exosomal/EV miR-143-3p before the

beginning (pre-therapy) and during (under therapy) of CDK4/6 inhibitor treatment.

Page | 149



In conclusion and from a clinical point of view, our data suggest that the level of adenosine
methylation of exosomal/EV miR-143-3p could be used as a biomarker identifying a subgroup
of patients with breast cancer and treated with CDK4/6 inhibitor likely to be treated with
Palbociclib+Venetoclax, Palbociclib+BI1701963-BAY-293 or Palbocilcib/Trametinib
combotherapies in order to overcome the efficacy of the CDK4/6 inhibitors treatments that
they are currently receiving. Of course, the results obtained through the study of 12 breast
cancer patients treated with CDK4/6 inhibitors need to be reinforced by an analysis of a larger
number of patients. Despite this limitation, our results are consistent with the idea that
exosomal/EV miRNAs can be used as predictive/prognostic biomarkers for the management
of breast cancer therapies such as Schwarzenbach and Gahan 8, In addition to completing the
recently published list of predictive biomarkers of CDK4/6 inhibitors resistance °, our work
opens a new window by using the evolution of the level of adenosine methylation of miR-143-
3p as a biomarker that can guide the clinician towards prescribing combotherapies that can
overcome the resistance to CDK4/6 inhibitors. It should also be noted that the absence of an
increase in the level of adenosine methylation of miR-143-3p in MCF-7-Tamoxifen resistant
cells tends to support the idea that this biomarker is associated with the acquisition of
resistance to CDK4/6i.

From a fundamental point of view, our data suggest that the methylating action of METTL3
can be regulated via its interactome. As such, our IP/MS data confirms some METTL3
interactors and also highlights the existence of 42 new METTL3 interactors compared to the
STRING-DB and BioGRID databases. Whether it is in the confirmation or the highlighting of
new METTL3 interactors, several explanations can support our results: the use of the MCF7-
PalboS/PalboR model may be the source of METTL3 interactor detection specific to this model;
the absence of cross-linker in our IP protocol may induce the loss of METTL3 interactors;
antibody may also be the source of the lack of METTL3 interactor detection as the interaction

is through an amino acid region blocking the access of the antibody to its epitope in METTL3.

In addition to increasing fundamental knowledge about the METTL3 interactome, our data
also increase fundamental knowledge about the regulation of METTL3 functionality by
supporting the idea that the adenosine methylation of specific miRNA results from the
formation of a complex articulated around METTL3 and a protein having the ability to bind a

specific/preferential given nucleotide sequence. In our study, the RPS3 protein represents this
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type of proteins. To our knowledge, our paper is the first to define the existence of a sequence-
selective methylation mechanism for miRNAs. Indeed, the works of Betero et al. (2018) and
Covelo-Molares et al. (2021) had already mentioned the existence of a similar mechanism by
mMRNAs via the demonstration of interaction between METTL3 and the transcription factors
Smad2/3 on the one hand and SALL1&2, STATSB or ZEB2 on the other hand °'1. More
generally, our work reinforces the parallel between the miRNA and DNA methylation via the
existence of molecular mechanisms of sequence-selective methylation that can be described
as transcription factor-directed or RNA Binding Protein-directed methylation, depending on

the nature of the proteins interacting with DNA or miRNAs.
Material and methods.

Immunoprecipitation

After 2 cold PBS 1X washes (10ml), three 100mm dish culture at confluence 75% (2.10¢° cells) were
incubated with 500 pl of lysis buffer (20mM TrisHcl pH 7.4, 150mM de NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton +
Protease cocktail inhibitor) for 5 minutes on ice. Then, cells were scrapped and centrifuged in 1.5ml
Eppendorf tube (4°C, 15 min, 14 000g). After a transfer in a new tube, supernatant is used for protein
dosage (#23225, Pierce BCA Protein Assay Kit, ThermoScientific, France). At this step supernatant can
be stored at -80°C. Then, we performed of pre-clean step. For that, 20 uL of magnetic beads (#10004D,
DynaBeads, ThermoScientific, France) were twice washed with 1 ml of lysis tube in a 1.5ml Eppendorf
tube. After the last wash, 500 pug of lysate were added to magnetic beads previous an incubation of 2h
at 4°C on a revolver tube mixer (Labnet international, France). After magnetic separation, the lysate is
then collected to be incubated (overnight, 4°C, revolver tube mixer) with the antibody. Then, lysate-
antibody mixture was incubated (2h, 4°C, revolver tube mixer) with 20 ul of washed magnetic beads
(as previously described). Four washes were next performed (two with lysis buffer and two lysis buffer
devoid of triton). Finally, beads were resuspended in 100uL of Buffer NH4HCOs at 50mM pH=8 and

stocked for future use.
RNA Extractions

miRNA extractions were performed using miRNeasy mini kit (#217004, Qiagen, France) and QlAcube

according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, France).

RT-qPCR analysis
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RNA extract is performed using RNeasy Mini QlAcube Kit and QlAcube (#1038703, Qiagen, France). RT-
gPCRs are performed using QuantiTect Reverse Transcription Kit (#205313, Qiagen, France),
QuantiFast SYBR Green PCR Kit (#204057, Qiagen, France), QuantiTect Primer Assays (#249900,
Qiagen, France) and Rotor-Gene Q as real-time thermocycler (Qiagen, France). Reference gene RPLPO

was used, with the 2-AACt relative quantification method.

For miRNA expression analysis, miRNA was reverse transcribed using a miRCURY LNA RT Kit (#339340,
Qiagen, France) and analyzed by gPCR with the miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (#339346, Qiagen,
France) using the specific miRCURY LNA miRNA PCR Assay (#339306, Qiagen, France) according to the
manufacturer’s instructions. Rotor-Gene Q was used as real-time thermocycler (Qiagen, France).

Reference miRNA SNORD44 was used, with the 2-AACt relative quantification method.
Methylation level of miRNAs

For RNA immunoprecipitation (RIP), two rounds using 5 pg of anti-m6A (ab208577, Abcam, France),
antibodies and 5 pg of small RNA were performed. The reaction was carried out using a Dynabeads
protein G IP kit with some modifications (#10007D, ThermoFisher Scientific, France) such as described
by Berulava et al (2015) ! and Briand et al. (2021) . As a control, IP was performed using IgG
(#ab18443, Abcam, France) instead of anti-m6A antibody. miRNAs obtained from RIP were reverse
transcribed using miRCURY LNA RT Kit (#339340, Qiagen, France) and analyzed by gqPCR with the
miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (#339346, Qiagen, France) such as described above. Fold enrichment
was next calculated using Ct value obtained from gRT-PCR performed with input miR, IP-IgG, and IP-

m6A, and the 2-AACt formula.

Cell culture and treatment

The human breast cancer cell line MCF7 was obtained from ATCC (ATCC, #HTB22, US) and was cultured
in DMEM medium (#21696035, ThermoFisher Scientific, France) supplemented with 10 % fetal bovine
serum (#CVFCVF00-01, Eurobio, France), 1 % penicillin/streptomycin (#15140122, ThermoFisher
Scientific, France) and 1 % glutamine (#A2916801, ThermoFisher Scientific, France) in a humidified
incubator at 37 °C with 5 % CO2. Chemotherapeutic agents (MedChemExpress, France) were dissolved
in PBS/5% dimethylsulfoxide solution (DMSO; Sigma-Aldrich, France). PBS/5% dimethylsulfoxide

solution was used as control treatment.

siRNA transfection
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SiIRNA-METTL3 (#sc-92172, Santa Cruz, France) and siRNA-RPS3 (#sc-96950, Santa Cruz, France) were
transfected in cells. siRNA-A (#sc-37007, Santa Cruz, France) i.e. a scrambled sequence devoid of
specific degradation of any cellular message was used as control. In a six wells culture plate, 2.10° cells
were incubated for 24h at 37°C in CO; incubator. Then, 60pmol of siRNA were incubated on cells for
7h at 37°C in a CO;incubator. Without removing the siRNA mixture, we next added 1 ml of normal
growth medium containing 2 times the normal serum and antibiotics concentration, for 24h. Then,
cells were expensed for 48h in normal culture medium. Thus, analyses were realized about 72h after

the siRNA incubation.

Isolating exosomal miRNA from blood

From the blood sample collected in K+EDTA tubes, 4-5ml of plasma was isolated via two
centrifugations (10 min/1900 g/4 °C and 10 min/16,000 g/4 °C) of 10 m| whole blood. 1 ml of plasma
was processed for the isolation of miRNA using the ExomiRNeasy Midi kit (#77144, Qiagen, France)

according to the manufacturer’s instructions.

Patients data

Plasma was collected from patients treated at the “Institut de Cancérologie de I'Ouest” (ICO,
http://www.ico-cancer.fr). All patients recruited gave signed, informed consent. All the samples
collected and the associated clinical information were registered in the database (EPICURE-Sein CPP:
CPPIDF1-2018-ND40-cat.1) validated by the French research ministry. Biological resources were
stored at the “Centre de Ressources Biologiques-Tumorotheque (CRB)” (Institut de Cancérologie de

I’Ouest, Saint-Herblain, F44800, France)?!.

Statistical analysis and results

Except when indicated, data are representative of the mean and standard deviation calculated from
three independent experiments. Significance of the differences in means + standard deviations was
calculated using the Student-t test. The significance of correlation between two parameters was

calculated using Pearson’s test. p < 0.05 was used as a criterion for statistical significance.
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Supplementary Figure S1. characterization of MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cell.

A. Table summarizing the presence/absence of resistance signature to CDK4/6 inhibitors.

B. Graph showing the overexpression of cyclin E1 transcript (CCNE1™®N4) in MCF7-PalboR cells
compared to MCF7-PalboS cells. RT-qPCR were performed as described above.

C. Graph showing the overexpression of CDK9 transcript in exosome/extracellular vesicles of MCF7-
PalboR cells (CDK9™®NA) compared to exosome/extracellular vesicles of MCF7-PalboS cells. RT-gPCR
were performed as described above.

D. Venn diagram illustrating the fact that 6 of the 87 SBsig genes are differentially expressed between
MCF7-PalboS cells and MCF7-PalboR cells.

E. Graph showing the unchange of TK1 expression between MCF7-PalboS and MCF7-PalboS cells. TK1
expression was estimated using ELISA ().
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Supplementary Figure S4. Graph illustrating the effect of unmethylated and
adenosine-methylated transfection of miR-143-3p on the Bcl-2 and KRAS expression.

RT-gPCR analyses report that miR-143-3p increased following transfection of unmethylated and
adenosine-methylated minic miR-143-3p into MCF7-PalboS cells. Transfection of 5 pmol of miR-
143-3p in both its both form generates the same increase in expression of this miRNA. This
finding also prevails for transfections performed with 30 pmol. But, only the transfection of
unmethylated forms of mimic miR-143-3p promotes the down-expression of Bcl-2 and KRAS )
(ELISA).
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Supplementary Figure S5. Graph illustrating the impact of siRNA-A (control),
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of the RPS3 and METTL3 transcripts. As expected, siRNA-RPS3 represses only RPS3
expression and siRNA-METTL3 represses only METTL3 expression.

Page | 161



~
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Supplementary Figure $6. Impact of siRNA-mediated downexpression of RPS3

and METTL3 on the adenosine methylation of miRNAs having the RPS3 motif (thresold>80%),
described as adenosine methylated by literature and devoid of putative other methylation
types (Supplementary File F7).

A. Localization of RPS3 motifin miRNA.

B. Graph represents the results of memiRIP analyses performed 72h after siRNA transfection.
siRNA-A is a non-targeting 20-25 nt siRNA designed as a negative control (Santa Cruz, France).

Page | 162



Ctrl Abemaciclib Ribociclib Tamoxifen

2,0 } ; i
i i i
c
5 a s s
2]
8§35 i i i
1™
> 1 1 ]
52 | i a
[T} | | '
o 5 | | |
™S 10 S =3
m ° ! !
T i i
b B2 | |
L) ] 1
= ! !
E : :
] 1
1 1
1 1
1 1
1 1
0,0 - N
: : eEX0S0Ime/cv
' ! Cell
1000 : :
1 1
1 1
. 1 1
0 ; i
3 1 1
: 750 L !
= : :
£ i :
= . i
) . ;
£ a : :
) ' '
E : :
£ 1 1
S i :
£ 250 - : :
1 1
< ; '
o 1 1
£ i i
o ' !

Supplementary Figure S7. Graph illustrating the fact that MCF7 cells treated

with Abemaciclib (1uM) and Ribociclib (1uM) (6 weeks, twice treatment by week) also
harbored a enrichment of adenosine methylation of exosomal/EV (grey) and cellular (blue)
miR-143-3p, while the expression level of miR-143-3p unchanged. MemiRIP and RT-qPCR
were used to estimate the m6A enrichment and expression level of miR-143-3p such as
previous described. MCF-7-Tamoxifen resistant cells were obtained from Merck (#SCC101,
MCF-7/TAMR-1 Human Breast Cancer Cell Line)
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List of new METTL3 interactors (n=65)

ABCE1 GMPS PFKM TUBB
ACTG1 HNRNPM PFKP TUBB4B
ACTN4 HNRNPU PKM TUFM
AHNAK HSP90AA1 PPP2R1A VPS35
ATP5A1 HSP90AB1 PRKDC XPO1

CBR1 HSPA1A PSMC3
COPB1 HSPA4 PSMD11
COPG1 HSPAS RAB7A
DDX17 HSPAS RARS
DDX3X HSPB1 RPL10

DDX5 HYOU1 RPL6

DYNC1H1 ILF3 RPS16

EEF2 IPO5 RPS3
EIF4A1 IQGAP1 RPS4X
EIF4G1 LRPPRC RUVBL2

EPRS MCM3 SF3B3
ERCC6L METTL14 SLC25A10

FASN MYH9 TCP1

FLNA PABPC1 TMEDS

GDI2 PDIA3 TUBA1B

Supplementary Table T1. List of new proteins co-immunoprecipitated with
METTL3 in MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells. The new METTL3 interactors (i.e. those not
described by BioGrid and String-DB) are in blue. Among these proteins, we note the presence
of RPS3.

Page | 164



List of proteins co-immunoprecipitated with METTL3 in

MCF7-PalboS and MCF7-PalboS cells MCF7-PalboR cells
PalboR cells

ABCE1 IQGAP1 ACTG1
HSPAS ACTN4 LRPPRC ATP5A1
PABPC1 AHNAK MCM3 EEF2
TUBB CBR1 MYH9 EIF4A1
COPB1 PDIA3 ERCC6L
COPG1 PFKM FASN
DDX17 PFKP HSPS0AA1
DDX3X PPP2R1A HSPS0AB1
DDX5 PRKDC HSPA1A
DYNC1H1 PSMC3 HSPA8
EIFAG1 PSMD11 PKM
EPRS RAB7A RPL10
FLNA RARS RPL6
GDI2 RUVBL2 RPS3
GMPS SF3B3 RPS16
SURIIELL SLC25A10 RPS4X
HNRNPU TCP1 TMEDS

HSPA4 TUBA1B

HSPB1 TUBB4B

HYOU1 TUFM
ILF3 VPS35
IPO5 XPO1

Supplementary Table T2. List of proteins co-immunoprecipitated with METTL3
in MCF7-PalboS and MCF7-PalboR cells. RNA-binding proteins are in orange.
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m CDK4/6 inhibitors

1 Abemaciclib
2 Ribociclib
3 Palbociclib
4 Palbociclib
5 Palbociclib
6 Palbociclib
7 Ribociclib
8 Abemaciclib
9 Palbociclib
10 Ribociclib
11 Ribociclib
12 Abemaciclib

Supplementary Table T3. cbpka/6 inhibitor therapy of breast cancer patients
included in our study. Patients with a gain of adenosine methylation of exomiR-143-3p are in

bold.
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Venetoclax (CAS N°: 1257044-40-8)
BAY-293 (CAS N°: 2244504-70-7)
Palbocilich (CASN®: 571190-30-2)

Abemacilcib (CAS N°: 1231929-97-7)

Ribociclib (CASN®. : 1211441-98-3)
Trametinib (CAS N°: 871700-17-3

anti-mb6A
anti-METTL3
Anti-lgG

miR-143-3p
miR-1910-3p
miR-541-3p
miR-4778-5p
RPLPO
METTL3
RPS3
CCNEL
CDKS

Methylated and unmethylated miR-143-3p

Methylated and unmethylated cel-miR-38

SiRNA-RPS
SIRNA-METTL3
SIRNA-A

MCF7
MCF7-TAMR1

DMEM
SVF

Glutamine
Penicillin/streptomycin

Trypsin-EDTA

dimethylsulfoxide solution (DMSO)

3 -(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT)
RIPA buffer

Cell Counter
spectrophotometer
QlAcube automate

Rotor-Gene Q
CO; incubator
PSM

Microsoft Excel

Therapeutic molecules
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
MedChemExpress
Antibodies

Abcam
Abcam
CellSignaling
Primers
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Mimics

Qiagen

Qiagen
siRNA
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Cell lines and reagents
ATCC
Merck

ThermoFisher Scientific
Eurobio scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Reagents

Sigma
VWR

ThermoFisher

Equipment and materials

Merck-Millipore
Perkin Elmer
Qiagen
Qiagen
Panasonic
BIOMEDIS

Software and algorithms

Microsoft

REAGENT or RESOURCE | SOURCE | IDENTIFIER

HY-15531
HY-114338
HY-50767
HY-16297A
HY-15777
HY-10999

Ab208577
Ab195352
2729

YP00205992
YP02110313
YP00204276
YP02119877
QT00075012
Q700036540
SBHO188418
Q1000415986
Q100208523

MSY0000435

MSYD000009

sc-96950
sc-92172
sc-37007

HTB22
SCC101
21696035
CVFCVFO0-01

A2916801

15140122

25300054

D2650
M2128

89901

Scepter™ 2.0
Victor X3 20301634
47082
RO513212
MCO-13AIC
ESCO-2014-89449

N/A

Additional Table T1. Additional key resource Table
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Le complexe N6-méthyltransférase a été décrit comme étant composé de METTL3,
METTL14 et WTAP. METTL3 constitue la sous unité catalytique de ce complexe mais n’est
pas capable de reconnaitre ses cibles seules. METTL14 est la sous unité capable de
reconnaitre le substrat, tandis que WTAP régule I'activité catalytique de METTL3 (Liu et
al., 2014). Cependant, ce complexe a lui seul n’est pas capable de méthyler 'ensemble
des différentes catégories d’ARNs. Quelques mécanismes de recrutement de METTL3 sur
des séquences spécifiques ont été décrits comme par exemple via RBM15/15B qui recrute
le complexe sur I’ARN XIST, VIRMA-HAKAI-ZC3H13 qui permet le recrutement au niveau
des régions 3’'UTR proche du codon stop et des sites alternatifs de polyadénylation des
ARNm (Patil et al., 2016; Yue et al., 2018). D’autres protéines de la classe des facteurs de
transcriptions comme SMAD2/3, SALL1/2, STAT5B et ZEB2 sont également capable
d’interagir avec METTL3 et de recruter le complexe au niveau de ces cibles (Bertero et al.,
2018; Covelo-Molares et al., 2021). Ces mécanismes semblent étre similaires aux
mécanismes de recrutements des DNMTs. Ainsi, nous avons émis |I'"hypothése que si le
mode de recrutement de METTL3 sur ces différentes cibles est possible grace a des
protéines « guides », alors, si une dérégulation de celles-ci ou une modification des
partenaires apparait dans un contexte particulier comme la tumorigenese ou les
phénomenes de résistance aux traitements, cela pourrait entrainer un différentiel de
méthylation et des modifications d’expression de protéines. C’est pourquoi nous nous
sommes intéressés plus particulierement aux potentiels « guides » de METTL3 au niveau
des miRNAs. Les miRNAs sont directement impliqués dans I'activation ou I'inhibition de
la traduction des ARNm de par leur fonction. Il est admis que la m6A des miRNAs entraine
leur inhibition. Ils ne sont donc plus capables de réprimer leurs cibles, ce qui entraine la
traduction des ARNm. Inversement, s’ils sont déméthylés, alors ils sont capables d’inhiber
la traduction.

Pour investiguer les partenaires d’interaction de METTL3, nous avons réalisé des
immunoprécipitations contre METTL3 couplé avec du séquencgage par spectrométrie de
masse. Nous avons ainsi mis en évidences un total de 65 protéines Co-IP avec METTL3
dans nos conditions. Sur ces 65 protéines, 23 sont déja identifiées comme interagissant

avec METTL3 dans les banques de données BioGrid ou String DB. Sur ces 65 protéines, 44
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sont Co-IP uniguement dans les cellules MCF7-PalboS, 4 sont communément Co-IP dans
les deux conditions et 17 uniquement dans la condition MCF7-PalboR. En appliquant un
filtre pour sélectionner uniguement les RBPs, sont retrouvées 7 protéines dans les MCF7-
PalboS, 2 communément Co-IP et 1 dans la condition MCF7-PalboR. Les RBS
communément Co-IP sont METTL14 qui a une trés forte interaction avec METTL3, et
PABPC1 (Polyadénylate-binding protein 1). PABPC1 est impliqué dans le splicing des pre-
ARNm et leur stabilité en se fixant sur la queue poly(A) (Grosset et al., 2000). PABPC1 est
également capable de se lier aux ARNm contenant de la m6A et joue un role stabilisateur
(zhu et al., 2020). PABPC1 ne fait pas partie des protéines décrites comme interagissant
avec METTL3 mais sa fonction et sa localisation sur les ARNm est similaire aux protéines
VIRMA/HAKAI/ZC3H13, ce qui laisse penser que METTL3 pourrait étre également recruté
par PABPC1 pour assurer la stabilit¢ des ARNm. PABPC1 serait impliqué dans le
recrutement de METTL3 pour méthyler certains ARNm plutot que dans la reconnaissance
des ARNm m6A (ce qui ne serait pas incompatible avec sa co-localisation sur les ARNm
m6A). On pourrait imaginer que PABPC1 reconnait ses ARNm cibles, recruterai le
complexe de méthylation et permettrait de renforcer son interaction avec ses cibles pour
les stabiliser. Ceci n’est qu’une hypothése et nécessiterai plus de recherche sur le sujet.
Parmi les RBP Co-IP dans les cellules MCF7-PalboS, sont retrouvés plusieurs membres
de la famille des HNRNP (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) et de la famille des
DEAD-box Helicases (DDX) : HNRNPM, HNRNPU, DDX5, DDX3X, DDX17. Les deux autres
protéines sont EIF4G1 et ILF3. Certains membres des familles HNRNP et DDX sont connus
pour interagir avec les miRNA comme HNRNPC, HNNRPA2B1, DDX3. De maniére
intéressante, ces protéines ne sont pas Co-IP dans la condition MCF7-PalboR. Seulement
une RBP est Co-IP avec METTL3 : RPS3 (Ribosomal Protein S3). Ce constat va dans le sens
de notre hypothése : un switch de partenaires se produirait durant le phénomene de
résistance au palbociclib, conduisant a un différentiel de méthylation (miRNAs et autres
ARNs) qui pourrait participer au phénoméne d’acquisition de la résistance. De maniére
intéressante, ce switch ne serait pas dd a une perte d’expression des protéines. En effet,
I'analyse par western blot de I'expression de HNRNPM, HNRNPU, et EIF4AG1 montre

I’'absence de variations d’expression entre les deux conditions (Figure 30).
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Marqueur detaille

MCF 7-PalboS1
MCF 7-PalboR1
MCF 7-PalboS2
MCF7-PalboR2
MCF 7-palboS3
MCF7-PalboR3

« |EIF4G1 (250 KDa)

e HNRNPU (130 KDa)

= [W sl =] = [HNRNPM (75 KDa)

= — Actine (42 KDa)

Figure 30 : Western Blot des protéines EIF4G1, HNRNPU, HNRNPM comparées a I'actine

Les dépots sont réalisés en alternance des échantillons MCF7-palboS et MCF7-PalboR en triplicat avec les échantillons inputs qui ont servis
aux IP.

Afin de valider le réle de RPS3 comme potentiel acteur du recrutement de METTL3 au
niveau de miRNAs dans les cellules résistantes au palbociclib, nous avons, dans un premier
temps, réalisé un analyse bioinformatique basée sur la séquence de fixation de RPS3 sur le
MiRNA hsa-let7c-3p (CUGUAC). Nous avons considéré cette séquence comme la séquence
canonique de fixation de RPS3 aux miRNAs et I'avons recherché parmi la liste des miRNAs
identifiés comme étant adénosine méthylés par Berulava (Berulava et al., 2015). Par la suite,
nous avons exclus les miRNAs comportant la séquence de méthylation connue de METTL3
(DRACH) pour garder uniquement les miRNAs possédants la séquence attribuée a RPS3. Cette
analyse in silico a permis d’identifier 94 miRNAs (sur 2654 analysés) comportant la séquence
de fixation de RPS3 (avec au plus un mésappariement). 83 miRNAs de la banque de donnée
analysée comportent les deux séquences (CUGUAC et DRACH), soit un total de 177 miRNAs
possédant la séquence de fixation de RPS3. Parmi les 94 miRNA ne possédant que la séquence
de RPS3, 7 sont décrit comme méthylés par Berulava.

Au laboratoire, nous avons développé un outil de prédiction bioinformatique (miR4TO)

permettant d’associer les miRNAs a leurs cibles connus et a d’éventuelles thérapies ciblées
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contre les protéines réprimées par les miRNAs. Ainsi, si un miRNA est méthylé, sa cible est en
principe surexprimée et la thérapie ciblée identifiée devrait pallier a I'inhibition du miRNA.
L'utilisation de cet outil (miR4TO) nous a permis d’identifier un miRNA parmi les 7 pour lequel
des thérapies ciblées sont développées contre les protéines qu’il réprime : le miRNA-143-3p.
Celui-ci est capable de réprimer la traduction des ARNm de BCL2 et KRas. BCL2 est une
protéines anti-apoptotiqgue communément exprimé dans les cancers du sein RH+ de hauts
grades (Olopade et al., 1997; Lucantoni et al., 2021). Quant a KRas, son roOle a été décrit dans
I'étude précédente. Afin de valider notre prédiction bioinformatique, nous avons évalué
I'expression de ces protéines dans notre modele par ELISA. Les résultats semblent confirmer
cette prédiction puisque I'on observe une surexpression des protéines dans nos cellules
résistantes, expression qui diminue lors du traitement avec un inhibiteur de METTL3 (UZH1a)
associée a la diminution du niveau de méthylation du miRNA-143-3p (forme active). La
transfection d’'une forme méthylée du miRNA-143-3p et I'absence de variation d’expression
des protéines confirme bien que sous sa forme adénosine méthylé, le miRNA n’est pas capable
d’inhiber ses cibles. Ces résultats confirment le réle du miRNA-143-3p et sa capacité a se faire
méthyler par METTL3 indépendamment de I'absence de la séquence DRACH.

Pour déterminer si le complexe METTL3/RPS3 est bien responsable de la méthylation
du miRNA-143-3p, nous avons procédé a des transfections de siRNA dirigés contre METTL3 ou
RPS3 et analysé le niveau de méthylation du miRNA-143-3p ainsi que deux autres miRNAs
retrouvés comme adénosine méthylés, possédants la séquence consensus de RPS3 mais pas
la séquence DRACH (miRNA-541-3p et miRNA-4778-5p). Nous avons également analysés le
niveau de méthylation du miRNA-190-3p, qui posséde uniquement la séquence DRACH. Ces
expériences montrent que l'inhibition de RSP3 entraine la perte de méthylation des miRNA-
143-3p/541-3p/4778-5p, sans modifier le niveau d’expression du miRNA-143-3p. En revanche,
I'inhibition de METTL3 entraine la perte de méthylation de I'ensemble des miRNAs analysés.
Ceci confirme I'hypothese selon laquelle RPS3 est capable de recruter METTL3 pour méthyler
ses miRNAs cibles. Pour finir sur cet aspect moléculaire, la comparaison de tests de viabilité
entre nos deux conditions en présence des deux molécules de thérapies ciblées prédites par
I'outil miR4TO ont permis de valider celles-ci. Les cellules MCF7-PalboR sont plus sensibles aux
inhibiteurs de BCL2 et KRas, protéines surexprimées dans ces cellules. Nous avons également
confirmé le gain de sensibilité des cellules MCF7-PalboR pour un autre inhibiteur de la voie de

signalisation Mek/KRas : le trametinib, inhibiteur déja utilisé dans des essais cliniques pour le
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traitement de cancers du sein (Seo et al., 2020). La combothérapie palbociclib + trametinib a
déja été testée dans des études précliniques dans le traitement de cancers colorectaux KRas
mutés et a montré des effets synergiques intéressant dans le traitement de la pathologie (Lee

et al., 2016).

Ainsi, 83 miRNAs possédants les deux séquences de méthylation (DRACH CUGUAC) et
94 qui ne possedent que la séquence CUGUAC peuvent étre potentiellement régulés par ce
complexe. Bien que 7 miRNAs possédants la séquence de reconnaissance par RPS3 ont été
identifiés comme méthylés, il est possible de penser que selon le contexte, ou en réponse a
un autre traitement, d’autres miRNA parmi les 177 possédant le motif RPS3 pourraient étre
différentiellement méthylé par ce complexe, pouvant ouvrir la voie a de nouveaux
biomarqueurs/ stratégie thérapeutiques. D’autres analyses complémentaires de séquencage
de miRNA Co-IP avec METTL3 sont en cours d’analyse. Ceux-ci devraient fournir une liste des
miRNAs principalement méthylés dans chacune des conditions, et donc le potentielle
changement de cible de METTL3 médié par son nouvel interactome. De maniére intéressante,
on peut voir que l'interactome de METTL3 dans la condition MCF7-PalboR est enrichie en
protéines ribosomales. A priori, cela pourrait correspondre a du bruit de fond car les protéines
ribosomales sont connues pour étre contaminantes dans ce genre d’expériences. Cependant,
nos résultats semblent démontrer le contraire dans ce cas précis, d’autant plus que ces
protéines enrichies dans la condition résistante ne sont pas retrouvées dans les conditions
MCF7-PalboS. METTL3 étant capable d’interagir avec les boucles de traductions et les
ribosomes, cela semble renforcer nos observations (Lin et al., 2016a). Notre étude questionne
le rGle extra-ribosomales que peuvent avoir certaines protéines de cette famille, comme RPS3
qui est un des composants de la sous unité 40s des ribosomes. Ella a également un role
d’endonucléase et est impliquée dans la réparation de I’ADN lors de cassures induites par UV

(Gao and Hardwidge, 2011).

Pour faire un paralléle avec notre étude précédente, nous avons cherché a analyser le
niveau de méthylation du miRNA-143-3p dans les exosomes sanguins des patientes au début
du traitement avec un iCDK4/6 (palbociclib, ribociclib, abémaciclib) et au cours du traitement

pour comparer le niveau de méthylation initial et final. Ces résultats sur 12 patientes ont
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montré une augmentation du niveau de méthylation du miRNA-143-3p pour 4 patientes (1/3).
Nous avons décidé d’inclure des patientes ayant recu I'un des trois iCDK4/6 car nous avons
également observé une augmentation du niveau de méthylation du miRNA-143-3p dans des
cellules traitées avec ces inhibiteurs pendant 6 semaines. En comparaison, des cellules
résistantes au tamoxiféne n’ont pas de gain de méthylation du miRNA-143-3p, ce qui suggére
un mécanisme de réponse propre aux iCDK4/6. Parmi les 4 patientes ayant un gain de
méthylation du miRNA-143-3p, deux ont été traitées avec du palbociclib et deux avec du
ribociclib. Ces résultats montrent un intérét dans I'analyse de la méthylation du miRNA-143-
3p présent dans les exosomes / vésicules extracellulaires circulants dans le sang des patientes
comme biomarqueur prédictif de réponse aux combothérapies iCDK4/6-venetocalx, iCDK4/6-
trametinib, iCDK4/6-BI1701963-BAY-293. L’analyse d’une cohorte de patiente plus
importante traitée avec les trois iCDK4/6, avec un suivie a long terme et des points de
controles réguliers, allant du début du traitement jusqu’a une rechute confirmée, permettrait
d’affiner la classification des patientes éligibles a ces thérapies. Cela permettrait peut-étre
également de dégager une tendance/temporalité a partir de laquelle apparait ce biomarqueur

en fonction de I'iCDK4/6.

Nos travaux ont permis de démontrer [Iimplication des mécanismes
épitranscriptomiques dans I'acquisition de la résistance au palbociclib. Les modifications
d’interaction des méthyltransférases, notamment METTL3 au cours du traitement, entraine
une modification du recrutement de celle-ci et un changement de cibles : cela entraine la
méthylation de miRNAs anti-tumoraux et I'expression de protéines anti-apoptotiques et
oncogéniques dans notre modele. Cette étude a également démontré un mécanisme de
recrutement de METTL3 cible-spécifique, médié par des RNA Binding Protein au niveau de
miRNAs. Ce phénoméne permet d’expliquer comment sont régulées les méthylations des
miRNAs et expliquer le switch qui apparait durant les phénoménes de résistances aux
thérapies, voir méme dans les tumorigeneses, puisque de nombreux miRNAs anti-tumoraux
sont retrouvés méthylés et donc inactivés tandis que les miRNAs pro-tumoraux sont
démeéthylés. Ceci montrerait un mécanisme actif et sélectif de ce processus et pourrait
permettre le développement d’inhibiteurs spécifiques des complexes impliqués dans ces
méthylations pro-tumorales (complexes qui ne seraient pas formés dans les cellules saines, ce

qui limiterait les effets secondaires des épidrogues).
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L'identification du miRNA-143-3p comme potentiel biomarqueur prédictif de vulnérabilité
thérapeutique pourrait permettre d’améliorer le panel thérapeutique des patientes
résistantes au palbociclib (et aux autres iCDK4/6) en proposant des combothérapies

palbociclib et un des trois inhibiteurs identifiés (venetoclax, trametinib, BAY-293).

Cette étude ouvre de nouvelles perspectives dans le traitement des cancers et renforce
la nécessité d’étudier plus en détail I'interactome des différentes méthyltransférase, comme
DNMT3A ou METTL1 par exemple. Le déchiffrement des mécanismes de recrutement de ces
acteurs permettrait d’approfondir les connaissances et la compréhension du développement
des cancers et des mécanismes de résistances associés aux traitements. L'étude de la
méthylation des miRNAs peut donc s’avérer tres utile dans la prédiction de réponses a de

nouvelles thérapies, comme nous avons pu le voir dans cette étude.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les travaux menés durant cette thése ont permis de démontrer I'intérét de I’étude des
mécanismes épigénétiques et éptranscriptomiques pour la compréhension des phénomeénes
de résistance a des traitements. Bien que celle-ci soit exclusivement portée sur les cancers du
sein RH+/HER2- et a la résistance au palbociclib (et plus largement aux inhibiteurs de CDK4/6),
le schéma de réflexion peut étre appliqué a n’importe quel traitement, voir méme de maniére
générale, a n'importe quelle maladie puisque les mécanismes étudiés sont trés sensibles a
toutes variations. Ainsi cette nouvelle vision des processus de résistances aux traitements
consiste a ne plus se focaliser uniquement sur les cibles moléculaires des inhibiteurs utilisés,
mais sur toutes les adaptations qui vont étre mises en place par les cellules pour y répondre.
Ceci comprend les reprogrammations épigénétiques et épitranscriptomiques permettant
I'expression de nouvelles protéines et la mise en place de voies de signalisations

intermédiaires.

Ainsi, comme nous avons pu le constater, ces mécanismes temporalisés permettent de
suivre I’évolution du statut de résistance au cours du temps et de déterminer des phases de
sensibilité a des traitements et des phases de non réponse. Cet aspect temporalisé est
important pour la bonne prise en charge des patients et la détermination du bon traitement.
Actuellement, trop de traitements sont donnés de maniére protocolaire sans pouvoir juger
correctement de la réponse du patient. L'identification de biomarqueurs prédictifs de réponse
a un traitement correspond a un enjeu majeur de santé publique, qui limiterait le nombre de

rechutes due a une absence de réponse au traitement initial.

Nos travaux ont permis d’identifier deux biomarqueurs induits par le traitement et
associé aux mécanismes de résistance au palbociclib : la déméthylation du promoteur de
BRD4 et l'augmentation de I'adénosine méthylation du miRNA-143-3p causée par la
modification de I'interactome de METTL3. Ces mécanismes conduisent a la surexpression de
5 protéines : BRD4, MAP4K4, MAPK12, KRas et BCL2 dont I'inhibition permet de restaurer une
sensibilité au Palbocilcib des cellules résistantes in vitro. Le suivie du niveau de méthylation
de BRD4 et/ou du miRNA-143-3p dans le sang des patientes permettrait de déterminer des
fenétres d’éligibilité a ces traitements puisque nos résultats ont montré que leur niveau de
méthylation varie au cours du traitement au palbociclib et aux autres inhibiteurs de CDK4/6.
Cependant, d’autres études complémentaires doivent étre envisagées avant d’investiguer

plus en détails la possibilité clinique de ce genre de combothérapie, comme la validation des
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différents marqueurs circulants dans des biopsies de métastases et la surexpression des
protéines cibles dans ces mémes prélevements, car il existe toujours un risque que les
marqueurs sanguins étudiés proviennent d’autres types cellulaires. Des études sur un panel
plus important de patientes devront étre réalisées pour confirmer les tendances observées et
déterminer I’éligibilité des patientes aux traitements. Dans ces études, il serait envisageable
d’inclure différentes combinaisons de patients/traitements. Par exemple des patients avec le
méme type de cancer mais un traitement différent (autre iCDK4/6 par exemple, ou
hormonothérapie seule), des patients avec un autre type de cancer sous traitement avec du
palbociclib et d’autres sans pour déterminer si les biomarqueurs identifiés sont i) propre au
type de cancer ii) propre au palbociclib iii) propre au cancer et au traitement. Si le niveau de
méthylation des biomarqueurs varie uniquement dans les patientes atteintes de cancers du
sein RH+/HER2- traitées au palbociclib, alors leur robustesse sera confirmée.

Pour aller plus loin, un nouvel algorithme de traitement pourrait étre proposé. Pour cela, il
faudrait analyser la présence de différents biomarqueurs associés a la résistance aux iCDK4/6
comme la surexpression des ARNm de CCND1, CDK9, TK1 ou d’autres marqueurs comme ceux
décrits par (Malorni et al., 2016) ainsi que le niveau de méthylation de BRD4 et du miRNA-
143-3p. Cette tentative de classification des patientes est en cours au laboratoire, afin
d’associer des marqueurs de résistances connus a nos marqueurs prédictifs de réponse aux

combothérapies que nous avons identifié.

De maniere intéressante, nos études ont mis en évidence deux mécanismes différents
qui contribuent a I'activation de la méme voie de signalisation : Mek/KRas, d’une part par le
biais de BRD4 qui surexprime des membres de la famille des MAP kinases et de la voie de
signalisation de KRas, et par la modification de l'interactome de METTL3 qui entraine la
méthylation du miRNA-143-3p et la surexpression de KRas directement. L'implication de ces
voies de signalisations dans la résistance aux iCDK4/6 a déja été décrite dans la littérature
(Fassl et al., 2022), mais le déchiffrement des acteurs responsables de cette surexpression n’a
jamais été étudié auparavant. La question sous-jacente est : est-ce que les deux phénoménes
observés dans nos études agissent de maniére synergique dans la contribution au
développement de la résistance, ou sont-ils associés a deux mécanismes distincts mais

convergents ? Pour répondre a cette question, des analyses « single cell » pourraient étre
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envisagées pour savoir si nos deux marqueurs sont corrélés ou non au sein d’'une méme cellule

et juger de I'hétérogénéité tumorale.

Bien entendu, d’autres axes de recherche nécessitent d’étre étudiés pour approfondir
les connaissances sur les mécanismes de résistances au palbociclib, comme [|'étude du
microenvironnement, des réponses immunitaires ou encore le role de I'autophagie et des
transitions mésenchymateuses. Pour répondre a la question de la transition
mésenchymateuse, bien qu’elle soit absente dans notre modele de cellules résistantes, il est
possible que celle-ci se soit produite de maniére transitoire durant I'acquisition de la
résistance. La ré-analyse de nos résultats de RNA-seq pourrait révéler des séquences propres
de ce genre de transitions. De méme, nous nous sommes intéressé aux RNA Binding Protein
immunoprécipitée avec METTL3, nous pourrions d’une part caractériser les interactions avec
les RBP immunoprécitpitées dans la condition MCF7-PalboS de la méme maniere que nous
avons caractérisé celle de METTL3/RPS3, mais également comprendre le réle des autres
partenaires immunoprécipités dans les différentes conditions, qui appartiennent a différentes
catégories de protéines et qui pourraient jouer un role dans I’activation ou la répression de
I'activité du complexe, dans la méthylation des miRNAs mais aussi des autres catégories
d’ARNs. De plus, il pourrait étre intéressant de mettre au point des conditions
d’'immuniprécipitations sur des échantillons crosslinkés pour caractériser des interactions plus

faibles, tout en confirmant celles identifiées dans notre étude.

Les inhibiteurs du cycle cellulaire (iCDK4/6) restent pour le moment la meilleure
solution thérapeutique pour les patientes atteintes de cancer du sein RH+/HER2-
métastatique, mais également dans d’autres cancers pour lesquels ils sont de plus en plus
prometteurs (cellules squameuses de la téte et du coup, carcinome du nasopharynx, cancers
gastro-intestinaux) (Yang et al., 2020). Le déchiffrement des mécanismes de résistance
associés au traitement par ces inhibiteurs est donc prometteur pour le développement de
molécules permettant d’outrepasser ce phénomeéne et prolonger la durée de vie des patients,

jusqu’a leur rémission dans le meilleur des cas.
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Etude des mécanismes épigénétiques et épitranscriptomiques impliqués dans I'acquisition
de la résistance aux inhibiteurs du cycle cellulaire (CDK4/6) dans les cancers du sein hormono-

dépendants.

Mots clés : Cancer du sein, épigénétique, épitranscriptomique, Palbociclib, résistance, biomarqueurs

Résumé. Depuis plusieurs années, la prise en
charge des cancers du sein luminaux repose
sur l'utilisation d’inhibiteurs du cycle cellulaire
ciblant les kinases CDK4/6 (CDK4/6i) comme
le Palbociclib. Malgré des résultats
prometteurs, on constate que la plupart des
patientes développent une résistance a ces
inhibiteurs. Pour surmonter, éviter ou retarder
cette résistance, des combothérapies peuvent
étre mises en place.

Afin de proposer un rationnel au design de
combothérapies innovantes, nous avons émis
hypothése que les reprogrammations
épigénétiques et épitranscriptomiques induites
par les CDK4/6i pourraient générer des
vulnérabilités thérapeutiques
« dynamiques/transitoires »  pouvant  étre
inhibées par des molécules de thérapies
ciblées. Les travaux présentés vont dans ce
sens. La surexpression de la protéine BRD4
au sein de cellules Palbocilcib-résistantes et
l'intégration de résultats de 3’RNAseq et de

BRD4-ChlIPseq nous ont conduit & mettre en
évidence [l'existence de trois options de
combothérapies dynamique/adaptative. De plus,
nos travaux identifient le niveau de méthylation
du géne BRD4 dans le sang des patientes

comme pouvant étre un biomarqueur de
sensibilité a ces combothérapies.
L’étude des mécanismes et signatures

épitranscriptomiques a ensuite montré que
ceux-ci étaient modifiés au sein de cellules
Palbocilcib-résistantes et l'intégration de ces
résultats nous a également permis de mettre en
évidence I'existence d’options de
combothérapies dynamiques/adaptatives.

En conclusion, lI'ensemble de ces travaux
supportent l'idée d’utiliser des biomarqueurs
épigénétiques et/ou épitranscriptomiques pour
le design de combothérapies innovantes
s’inscrivant dans un cadre de traitement
personnalisé et de précision des cancers.

Study of epigenetic and epitranscriptomic mechanisms involved in acquiring resistance to cell
cycle inhibitors (CDK4/6) in homono-dependant breast cancers.

Keywords : Breast cancer, epigenetic, epitranscriptomic, Palbociclib, resistance, biomarkers

Abstract. For several years, the management
of luminal breast cancers has been based on
the use of cell cycle inhibitors targeting CDK4/6
kinases (CDK4/6i) as the Palbociclib. Despite
promising results, most patients develop
resistance to these inhibitors. To overcome,
avoid or delay this resistance, combotherapy
can be implemented.

To propose a rationale for the design of
innovative combotherapy, we hypothesized that
the epigenetic/epitranscriptomic reprogramming
induced by CDK4/6i could generate
"dynamic/transitory” therapeutic vulnerabilities
that could be inhibited by targeted-therapy
molecules. The work presented is in line with
this idea. The overexpression of BRD4 protein
in Palbocilcib-resistant cells and the integration
of 3'RNAseq and BRD4-ChlIPseq results led us

to highlight the existence of three options of
dynamic/adaptive combotherapy. Furthermore,
our work identifies the methylation level of
BRD4 gene in the blood of patients as a
possible biomarker of sensitivity to these
combotherapy. The study of epitranscriptomic
mechanisms and signatures then showed that
these were modified in Palbocilcib-resistant cells
and the integration of these results led us to
highlight the existence of dynamic/adaptive
combotherapy options.

In conclusion, all of this work supports the idea
that epigenetic and/or  epitranscriptomic
biomarkers can be used to design innovative
dynamic/adaptive combotherapy in a
personalized and precision cancer treatment
framework.



