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PREAMBULE

La traduction est une étape indispensable de 1’expression génique. Celle-ci est effectuée par les
ribosomes qui permettent la traduction d’ARN messagers (ARNm) en protéines. Il est
maintenant connu qu’une régulation traductionnelle favorise le développement de diverses
pathologies, dont le cancer. En effet, les cellules cancéreuses présentent une biogenése des
ribosomes augmentée, qui accroit le taux de synthése protéique permettant ainsi aux cellules
tumorales de maintenir leur état hyperprolifératif. Différentes études ont montré que I’inhibition
de la traduction €éliminait spécifiquement les cellules cancéreuses, ainsi les cellules cancéreuses
sont dites « dépendantes » de cette augmentation de la synthése protéique. De plus, la régulation
de la traduction de certains ARNm par des éléments régulateurs présents sur I’ARNm lui-méme,
est également impliquée dans la tumorigenése, notamment en induisant une variation de

traductionnelle d’ARNm codant des oncogenes et/ou des génes suppresseurs de tumeurs.

Le role des ribosomes dans la régulation de la traduction spécifique de certains d’ARNm a été
longtemps négligé. En effet, les ribosomes qui sont des complexes macromoléculaires
composés d’ARN ribosomiques (ARNr) et protéines ribosomiques (RP), ont toujours été
considérés comme de simples effecteurs de la traduction. Or, depuis une dizaine d’années, le
concept de « ribosomes spécialisés » a émergé. En effet, il s’avére que les ribosomes peuvent
présenter une variation de composition au niveau des ARNr et/ou des RP qui altererait leur
activité de traduction pour mettre en place différents phénotypes. Notre équipe a montré pour
la premiére fois qu’une variation de la méthylation en 2°-O des riboses (2°-O-Me) des ARNr
par surexpression de la protéine fibrillarine (FBL), la 2°-O ribose méthyltransférase des ARNr,
modifie ’activité de traduction du ribosome. Cette variation de la 2°-O-Me des ARNr favorise
la traduction d’ARNm contenant des structures de type Internal Ribosome Entry Sites (IRES)

et qui codent pour des oncogenes.

En oncologie clinique, le cancer du sein reste un des problémes majeurs de santé publique. En
effet, cette pathologie représente le cancer le plus fréquent et le plus mortel chez la femme.
Cette mortalité est causée par ’existence d’une forte hétérogénéité du cancer du sein. Il n’existe
pas un cancer du sein, mais plusieurs maladies distinctes avec des caractéristiques biologiques
et cliniques différentes. Ainsi la classification des tumeurs mammaires selon des

caractéristiques spécifiques est trés importante pour déterminer le pronostic et la prise en charge



des patientes atteintes de cancers du sein. Parmi les tumeurs mammaires les plus agressives, on
compte les cancers « Triples Négatifs » dont la chimiothérapie reste le seul traitement
disponible, malgré les nombreux effets secondaires et 1’apparition quasi-systématique de
résistances. L’amélioration de la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer du sein
passe par I’identification de voies de signalisation innovantes impliquées dans la tumorigenese
mammaire, qui permettront d’identifier de nouveaux biomarqueurs pronostiques et de nouvelles

cibles thérapeutiques anticancers.

Un nouveau sous-type des cancers du sein a été¢ récemment identifié, les Claudin-Low, qui sont
des cancers agressifs. Ces tumeurs dérivent de la transdifférenciation de cellules épithéliales en
cellules mésenchymateuses, un processus biologique appelé Transition Epithélio-
M¢ésenchymateuse (EMT). Ce processus contribue directement d’une part, a 1’initiation
tumorale et d’autre part, a la progression tumorale. L’EMT est induite par une reprogrammation
transcriptionnelle suite a I’expression de facteurs de transcription de ’EMT (EMT-TFs) qui
favorise 1’expression des marqueurs mésenchymateux et inhibe celle des marqueurs
épithéliaux. En plus de cette régulation transcriptionnelle, il apparait qu’une reprogrammation
traductionnelle jouerait un role clé dans la mise en place et le maintien de ’EMT, notamment
grace a une augmentation de la traduction dépendante des IRES de certains ARNm codant des
EMT-TFs et des marqueurs mésenchymateux. En revanche, le role du ribosome dans la

reprogrammation traductionnelle survenant dans I’EMT n’a jamais été exploré.

La traduction et plus spécifiquement les ribosomes n’ont encore été jamais étudiés dans les
cancers du sein. Or I’altération de la composition du ribosome et son impact sur le contrdle
traductionnel pourrait s’avérer €tre un nouveau mécanisme de tumorigenese, mais aussi une
nouvelle source de biomarqueurs et de cibles thérapeutiques dans les cancers du sein. Dans ce
contexte, 1’objectif de ma these est de démontrer 1’existence d’altérations de composition des
ribosomes dans les cancers du sein. Pour atteindre cet objectifs, deux axes ont été
développées (1) identifier les altérations d’expression des facteurs de la biogenése des
ribosomes induisant des altérations de la production et de la composition des ribosomes dans
les tumeurs mammaires et déterminer leurs valeurs pronostiques ; et (2) identifier les altérations
de composition des ribosomes, de méme que les altérations de traduction survenant dans un

modéle cellulaire de ’EMT.



INTRODUCTION




Chapitre 1 : La Traduction

La traduction est la derniére étape de I’expression génique, qui permet la synthése de protéines
a partir d’ARNm. Aujourd’hui, il émerge que la régulation de cette étape joue un réle crucial
dans la tumorigenése au méme titre que la régulation transcriptionnelle et épigénétique, ouvrant
ainsi de nouvelles opportunités thérapeutiques en cancérologie. Dans ce chapitre, les différentes
étapes de la traduction, les principaux ¢léments du processus de la traduction qui jouent un role
direct ou indirect dans le cancer et enfin I'utilisation de la traduction en clinique seront mis en
lumiere. Le contenu de ce chapitre a permis d’écrire une partie d’une revue scientifique qui est

présente a la fin de ce chapitre (Marcel et al., 2018).

I. Les étapes de la traduction

La traduction est un processus compos¢ de trois étapes: I’initiation, 1’élongation et la

terminaison.

1. L’initiation de la traduction

L’étape d’initiation correspond principalement au recrutement de ribosomes matures 80S sur
I’ARNm et la reconnaissance du codon initiateur. Il existe plusieurs modalités d’initiation de la
traduction selon la structure présente sur ’ARNm. Cependant chez les eucaryotes, la plus
fréquente est celle connue sous I’appellation, initiation de la traduction coiffe dépendante. La
grande majorité des ARNm contiennent une structure m’GpppN, appelée coiffe. Lorsque le
complexe d’initiation formé par la sous-unité 40S du ribosome et des facteurs d’initiation de la
traduction reconnaissent la coiffe pour débuter la traduction, on parle d’initiation coiffe
dépendante. Des modalités alternatives peuvent prendre place dans des conditions particuliéres.
Ces modalités alternatives requierent des éléments spécifiques contenus dans les ARNm
comme des séquences IRES (cf. partie « Régulation de la traduction »). Les étapes majeures de

I’initiation de la traduction canonique sont résumées dans la figure 1.

L’initiation débute avec la formation du complexe de pré-initiation : 43S-PIC, qui correspond
au complexe permettant d’identifier le codon d’initiation AUG de I’ARNm a traduire
(Hinnebusch, 2014; Hinnebusch and Lorsch, 2012; Jackson et al., 2010; Sonenberg and
Hinnebusch, 2009). Cette machinerie est composée d’un complexe ternaire comprenant un
ARN de transfert méthionine initiateur (Met-ARNti), le facteur canonique eIF2 (eukaryotic
Initiation Factor 2) lié¢ a un GTP, la petite sous-unité du ribosome (40S) et 4 facteurs d’initiation

(eIF1, eIF1A, elF3 et elF5). Le complexe 43S-PIC est ensuite recruté au niveau de la coiffe de



I’ARNm a l’aide de différents facteurs : PABP (Poly(A) Binding Protein) et des facteurs
d’initiation (elF4B, elF4H et eIF4F) pour former le complexe 48S-PIC. elF4F est un complexe
compos¢ de trois protéines : eIF4E, la protéine qui fixe la coiffe ; elF4A, I’hélicase a ARN ; et
elF4G, la protéine de liaison entre eI[FAE et PABP et qui permet le recrutement de la sous-unité
40S a ’ARNm via le complexe elF3. Les protéines elF4B et el[F4H augmentent I’activité
hélicase de elF4A permettant ainsi d’éliminer toutes structures secondaires se trouvant au
niveau de la région 5’ non traduite (5’UTR) située juste en amont du codon initiateur de
I’ARNm. Ces facteurs facilitent donc la fixation de la petite sous-unité du ribosome a la coiffe
(Rogers et al., 1999, 2001). PABP permet de rapprocher les deux extrémités de I’ARNm (aussi
appelée conformation « closed loop ») en se fixant a la queue poly(A) située en région 3’ de
I’ARNm. PABP favorise le recrutement d’eIF4E a la coiffe de I’ARNm (Kahvejian et al., 2005).
Une fois que le complexe 48S-PIC est attaché a la coiffe de I’ARNm, celui-ci va scanner la
séquence 5’UTR de la coiffe jusqu’au codon initiateur. Pour avoir une bonne reconnaissance
du codon initiateur, il est nécessaire que la sous-unité 40S garde une conformation « ouverte »
au niveau du site d’entrée de ’ARNm et du site de passage de ’ARNm. La sous-unité 40S
garde cette conformation via 1’action synergique de elF1 et eIF1A (Passmore et al., 2007). La
reconnaissance du codon initiateur par le complexe 48S-PIC induit I’hydrolyse du GTP li¢ a
elF2 permettant le relargage de plusieurs facteurs du complexe 48S-PIC : elF2-GDP, elF5, le
complexe elF3 et elF1 (Jackson et al., 2010). Le relargage d’elF1 induit un changement de
conformation de la sous-unité 40S qui passe d’une conformation ouverte a une conformation
fermée pour empécher le scanning de I’ARNm. La grande sous-unité du ribosome (60S) est
ensuite recrutée pour assembler le ribosome mature et fonctionnel 80S. L’assemblage du
ribosome 80S est catalysé par I’hydrolyse de eIF5-GTP qui est suivi par la sortie de eIF5B et
elF1A du ribosome 80S. L’assemblage du ribosome 80S signale le démarrage de 1’¢longation

de ’ARNm.

10



Met-ARNLi

elF3 elF5 elF1 elF1A

@ o o

Formation 435-PIC

elF4E
AUG| DS  ——— (AAAAA)N
elF4A
coiffe

Complexe elFAF

elF2

Lecture du 5'UTR
AUG
: Formation 485-PIC

\ s

Reconnaissance codon
initiateur

Formation 80S ribosome

Figure 1. Vue d'ensemble de I'initiation de la traduction coiffe dépendante

La traduction coiffe dépendante peut étre divisée en quatre étapes principales : la formation du 43S-PIC, I’assemblage du 48S-
PIC, la reconnaissance du codon initiateur et la formation du ribosome fonctionnel 80S. Le complexe 43S-PIC est formé par
le recrutement de différents elFs (elF1, eIF1A, elF3 et elF5) et du complexe ternaire elF2-Met-ARNti-ribsosome 40S. Le
complexe 43S-PIC est ensuite recruté a la coiffe de I’ARNm via I’interaction avec le complexe elF4F pour former le complexe
48S-PIC. Le complexe elF4F est composé de plusieurs protéines : elF4E, la protéine qui interagit avec la coiffe ; e[F4A,
I’hélicase a ARN ; et elF4G, la protéine qui permet de lier eIF4E, PABP et elF3, favorisant donc le recrutement du complexe
43S-PIC ala coiffe de ’ARNm. PAPB permet de former une boucle, entre la coiffe et queue poly(A) de I’ARNm pour favoriser
I’interaction entre elF4E et la coiffe, et augmenter 1’efficacité d’initiation de la traduction. Le complexe 48S-PIC va ensuite
scanner la séquence 5°UTR de I’ARNm jusqu’au codon initiateur. La reconnaissance du codon initiateur induit I’hydrolyse de
elF2-GTP et la libération des différents facteurs d’initiation de la traduction (eIF2-GDP, elF1, elF3, elF5 et eIF4F). La grande
sous unité du ribosome (60S) va rejoindre le 40S pour former un ribosome mature 80S, et démarrer 1’¢élongation de la traduction.

Figure issue de (Marcel et al., 2018).
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2. L’¢longation de la traduction

L’étape d’¢longation correspond au décodage des codons de I’ARNm par les anticodons des

ARNt en acide aminés pour former une protéine.

Lorsque le 80S est formé, I’ ARN initiateur transportant une méthionine (Met-ARNti) se fixe au
site P (peptidyl tRNA binding site) de la petite sous-unité du ribosome permettant ainsi le
démarrage de I’¢longation (Figure 5). Trois principaux facteurs sont impliqués, les facteurs
d’¢longation : eEF1A (eukaryotic Elongation Factor 1A) et eEF2 et le facteur d’initiation :
elFSA (Dever et al., 2018; Richter and Coller, 2015). eEF1A-GTP et un des amino-acyl ARNt
(aa-ARNt) disponibles dans la cellule forment un complexe qui va rentrer dans le site A (amino-
acyl tRNA binding site) de la petite sous-unité¢ 40S. L’aa-ARNt présente un antico-codon
complémentaire au deuxieme codon de I’ARNm permettant ainsi I’appariement ARNt-ARNm.
Cet appariement induit I’hydrolyse du GTP permettant le relargage de eEF1A-GDP qui sera
recyclé par eEF1B. Cet appariement modifie la conformation du ribosome pour favoriser le
contact entre la terminaison 3’ de I’aa-ARNt du site A et le Met-ARNti du site P au niveau de
la grande sous-unité du ribosome. La sous-unité 60S permet ensuite la formation de la liaison
amide entre la méthionine porté par I’ARNti du site P et ’acide aminé porté par [’aa-ARNt du
site A. La formation de la liaison amide permet d’ajouter un acide aminé supplémentaire a la
protéine en cours de synthese. La chaine polypeptidique de la protéine en cours de synthese est
ensuite transférée a ’aa-ARNt du site A. Par I’intermédiaire du facteur eIF5A qui s’insére dans
le site E (tRNA exit site) du ribosome, les deux ARNt changent de position qu’on appelle
¢galement « translocation ». La translocation correspond aux déplacements de 1’aa-ARNt du
site A au site P et I’ARNt initiateur désacétylé du site P au site E. Le site A étant libérée, le
facteur eEF2-GTP s’ins¢re dans le site A induisant une hydrolyse du GTP et le relargage
d’eEF2-GDP et une modification de conformation du ribosome pour le rendre compétent a la
réception du prochain aa-ARNt dans le site A. Ce cycle se répétera ainsi jusqu’au codon-stop

de ’ARNm.

3. Laterminaison de la traduction
L’¢étape de terminaison correspond a I’arrét de la traduction et la libération de la protéine

synthétisée.

La terminaison a lieu a la fin de la séquence codante de I’ARNm, au niveau d’un codon-stop.
Deux principaux facteurs interviennent a cette étape : eRF1 et eRF3 (eukaryotic Release

Factors) (Dever and Green, 2012). Lorsque le codon-stop de I’ARNm se trouve au niveau du
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site A du ribosome, le complexe eRF1-eRF3-GTP se fixe au site A, induisant une hydrolyse du
GTP. eRF3-GDP est ainsi libéré du complexe, et la protéine ABCE1 (ATP-binding cassette
sub-family E member 1) se fixe ensuite au facteur eRF1 pour I’activer. L activité peptidyl ARNt
hydrolase d’eRF1 permet I’hydrolyse de la liaison entre 1’ ARNt et la chalne polypeptidique de
la protéine permettant ainsi la libération de la protéine synthétisée.

Le ribosome 80S, ainsi que les différents facteurs associés sont ensuite dissociés via I’action de
divers facteurs d’initiations : elF3, elF1 et el[F1A et de ABCEl. Apres dissociation des
ribosomes en deux sous-unités (60S et 40S), ceux-ci seront recyclés pour redémarrer la

traduction (Jackson et al., 2010).

II. La régulation de la traduction

Dans cette partie, la régulation de la traduction au niveau de I’initiation sera traitée. L initiation
est considérée comme |’étape « limitante » de la traduction et de nombreuses études ont été
effectuées pour déchiffrer les différents mécanismes de régulation de cette étape. Néanmoins,
il est important de savoir que I’initiation n’est pas la seule étape régulée. Il émerge par exemple
que I’¢élongation peut ¢galement étre régulée et importante pour différents contextes biologiques
(Richter and Coller, 2015). Deux types de régulations de I’initiation seront décrites, la
régulation qui impacte la traduction « coiffe dépendante » et qui affecte donc la synthése
protéique globale ; et la régulation qui impacte seulement certains ARNm affectant donc la

traduction d’ARNm spécifiques.

1. Régulation de la traduction globale

La régulation de la synthése protéique globale passe souvent par la régulation de I’activité des
elFs. Les mécanismes de régulation de la traduction coiffe dépendante les plus décrits et connus
aujourd’hui, sont ceux qui impliquent les voies de signalisation
intracellulaire PI3K/AKT/mTOR, Ras/ERK/mTOR et p38/MAPK (Nandagopal and Roux,
2015; Roux and Topisirovic, 2012, 2018). En réponse a des facteurs de croissance comme
I’insuline ou les hormones, la protéine kinase mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)
phosphoryle différents facteurs comme 4E-BPs (4E-Binding Protein) ou S6K (S6 kinase) qui
vont a leurs tours, réguler 1’activité de plusieurs facteurs ayant un rdle dans I’initiation de la
traduction.

Les protéines 4E-BPs agissent comme répresseurs de la traduction en bloquant la formation du
complexe de reconnaissance de la coiffe, eI[F4F. En effet, les protéines 4E-BP partagent avec

elF4G le méme site de fixation a eIF4E. Ainsi, les protéines 4E-BPs rentrent en compétition
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avec elF4G pour se fixer a elF4E (Marcotrigiano et al., 1999; Pause et al., 1994). La
phosphorylation des 4E-BPs par mTOR induit leurs dissociations a eIF4E. La dissociation des
4E-BPs favorise la formation et le recrutement du complexe elF4F sur la coiffe.

La protéine S6K est une protéine kinase impliquée dans le controle traductionnel et régulée par
mTOR. Les différentes protéines cibles connues de cette kinases sont RPS6 (Ribosomal Protein
of the Small subunit 6), eIF4B et PDCD4 (Roux and Topisirovic, 2018). La phosphorylation de
la protéine ribosomique RPS6 induit une diminution de la synthése protéique globale (Ruvinsky
et al., 2005). En revanche le mécanisme de régulation de ’initiation par RPS6 reste encore
obscur. Etant donné que RPS6 se trouve dans I’interface entre la grande et la petite sous-unité
du ribosome (Nygérd and Nika, 1982), nous pouvons supposer que la phosphorylation de RPS6
pourrait avoir un role dans la formation du ribosome 80S. elF4B est important pour la
stimulation de I’activité hélicase de eI[F4A. Une phosphorylation de elF4B par S6K permet son
activation, et donc une augmentation de 1’activité elF4A induisant une augmentation de la
traduction coiffe dépendante. PDCD4 (Programmed Cell Death 4) est également un facteur qui
régule I’activité d’elF4A (Yang et al., 2003). En effet, une phosphorylation par S6K permet la
fixation de PDCD4 a elF4A. PDC4 rentre en compétition avec elF4G et induit donc une
inhibition de ’activité d’elF4A, et la formation d’elF4F, et donc la répression de I’initiation
coiffe dépendante. La voie p38/MAPK régule également la traduction globale via les MNKs
(MAPK interacting kinases) qui par une interaction avec elF4G, phosphorylent eIF4E et
altérent ainsi 1’activité de reconnaissance de la coiffe (Roux and Topisirovic, 2012).

Un autre mécanisme de régulation de la traduction coiffe dépendante implique elF2a, une des
trois sous-unité d’elF2. Une phosphorylation sur la sérine 51 d’elF2a par 4 kinases ( EIF2AK1
a EIF2AKI4), inhibe DP’activit¢ d’elF2B (Jackson et al., 2010). elF2B est responsable du
recyclage d’elF2 car il permet la conversion du elF2-GDP en elF2-GTP. Ainsi une inhibition
du facteur elF2B bloque le recyclage d’elF2 ce qui diminue ainsi la quantité du complexe

ternaire elF2-GTP-Met-ARNIti et donc une diminution de la traduction.

2. Régulation de la traduction spécifique
La régulation de la traduction spécifique de certains ARNm repose généralement sur des
¢léments régulateurs présents dans les séquences UTR des ARNm (Figure 2). En effet, il existe
au niveau des S’UTR et 3’UTR de I’ARNm des ¢léments séquences spécifiques et des éléments
structuraux qui controlent la traduction spécifique d’ARNm (Sonenberg and Hinnebusch, 2009;

Truitt and Ruggero, 2016).
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a. Région 5’UTR
Au niveau 5’UTR de ’ARNm, divers éléments pouvant réguler la traduction sont connus : la
présence de structures secondaires, les structures IRES (Internal Ribosome Entry Sites), les
motif 5’TOP (5’ terminal oligopyrimidine tract), les uORFs (upstream Open Reading Frame),
ou des méthylations de base.
i.  Les structures secondaires
Les ARNm contenant des structures secondaires complexes comme les structures en tige-
boucle dans leur 5’UTR sont décrites comme étant dépendantes de 1’expression et/ou de
I’activité d’elF4E. Ces ARNm par leur complexité en 5°UTR sont en temps normal discriminés
et donc moins traduits (Nandagopal and Roux, 2015; Roux and Topisirovic, 2012, 2018).
Néanmoins une surexpression d’elF4E est suffisante pour surmonter les limites
traductionnelles imposées par ces structures secondaires (Koromilas et al., 1992). En effet, une
surexpression d’e/F'4E augmente le recrutement d’elF4A dans le complexe elF4F et stimule
ainsi 1’activité d’elF4A pour dérouler efficacement les structures secondaires. Ainsi les
ribosomes sont recrutés plus facilement pour favoriser la traduction de ces ARNm (Feoktistova
et al., 2013; Svitkin et al., 2001). D’autres facteurs canoniques de la traduction sont sensibles
aux structures secondaires des ARNm. Une étude de Lee et collégues, a montré pour la premicre
fois que le complexe elF3 pouvait réguler la traduction spécifique d’ARNm (Lee et al., 2016,
2015). Ces ARNm ont la particularité de présenter une structure tige-boucle au niveau 5’UTR
qui permet la liaison d’elF3 a I’ARNm. De manicre intéressante, elF3 peut agir a la fois comme
activateur ou inhibiteur de la traduction de certains ARNm.
ii.  Les structures IRES

La structure IRES est un des €léments les plus étudiés dans la régulation spécifique d’ARNm.
Les IRES ont été initialement découvertes dans le virus et permettent la traduction d’ARNm
non coiffés ou lorsque la traduction coiffe dépendante est réprimée (Jackson et al., 2010;
Pelletier and Sonenberg, 1988). Chez les virus, les structures IRES sont classées en quatre
groupes selon leurs structures secondaires et des facteurs d’initiation de la traduction qui sont
requis pour leur activité (Jackson et al., 2010; Komar and Hatzoglou, 2011). Cette structure
permet, via I’implication de protéines de liaison a I’ARN qu’on appelle ITAF (IRES Trans
Acting Factors), le recrutement du ribosome avec ou sans elFs a I’ARNm sans utiliser la coiffe
(King et al., 2010). Les structures IRES permettent donc une initiation de la traduction qui est

indépendante de la coiffe. Plusieurs études ont montré qu’en condition de divers stress
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cellulaires ou la synthese protéique est réduite, une traduction dépendante des structures IRES
est mise en place afin de favoriser la traduction de certains ARNm en réponse a ces stimuli
(Godet et al., 2019; Komar and Hatzoglou, 2011; Spriggs et al., 2008).
iii.  Les motifs 5’TOP
Le motif 5’TOP est majoritairement contenu dans les ARNm codant pour les différents facteurs
de la machinerie traductionnelle, en particulier des RP (Ribosomal Proteins). Durant I’arrét du
cycle cellulaire ou la privation de nutriments, le motif 5’TOP est nécessaire pour la répression
spécifique de la traduction (Damgaard and Lykke-Andersen, 2011). Notamment, ce motif serait
important pour I’inhibition de la biogenese des ribosomes lorsque les conditions de croissances
cellulaires sont limitées. Par exemple, lorsque la croissance cellulaire est réduite, le motif
5 TOP est nécessaire pour la répression de la traduction des ARNm codant pour les RP comme
RPL32 ou RPS16 (Levy et al., 1991). En revanche le mécanisme de régulation par ce motif
n’est pas encore bien défini mais il nécessite la fixation d’une RBP (RNA Binding Protein) au
motif 5’TOP (Damgaard and Lykke-Andersen, 2011).
iv.  Les uORFs

Les uORFs sont connus comme étant des répresseurs de la traduction de I’ORF, et se trouvant
en aval de ’ORF (Hinnebusch et al., 2016; Jackson et al., 2010; Young and Wek, 2016). Selon
le nombre et la longueur d’uORFs présents avant I’ORF, ces uORFs peuvent avoir différents
impacts, notamment la ré-initiation de la traduction ou la dissociation du 80S apres lecture du
premier uORF, le retardement de I’¢longation ou le contournement d’'uORFs. Ces différents
é¢vénements peuvent avoir lieu individuellement ou en combinaison dans un méme ARNm,

induisant une variation de sa traduction.

v.  Meéthylations de base
Un nouveau mécanisme de régulation de la traduction indépendante de la coiffe, en cas de stress
cellulaire, a été récemment identifié. En effet, Meyer et collegues ont déterminé que la présence
d’une méthylation de base, le N6-methyladenosine (m°®A) sur le 5’UTR des ARNm était
suffisante pour induire la traduction indépendamment d’elF4E, mais qui implique la fixation
d’elF3 et le recrutement direct du complexe 43S-PIC sur ’ARNm (Meyer et al., 2015). Ce type
de régulation fait partie du domaine de I’épitranscriptomique, un champ émergeant dans la

régulation de I’expression génique (Frye et al., 2016).

16



b. Région 3’'UTR
Au niveau 3’UTR des ARNm, la présence de sites de fixation de microARN (miARN) et de
protéines de liaison a I’ARN ou RBP peut réguler la traduction spécifique de certains ARNm.

i.  Les microARNs

Les miARNSs sont des petits ARN non codants qui altérent I’expression génique en se liant de
manicre séquence-spécifique a I’ARNm cible par dégradation et/ou répression de la traduction.
Le mécanisme de réduction de la traduction de I’ARNm cible par le miARN n’est pas encore
completement élucidé. Plusieurs hypotheéses ont été proposées : le déplacement de PABP de la
queue poly(A) brisant ainsi la conformation « closed loop » de ’ARNm ; le recrutement
d’inhibiteur de la traduction via la protéine GW182 (une protéine de liaison comme les
protéines Argonautes qui est importante pour le réle de « silencing » des miARN ou PABP) ;
et la dissociation du complexe elF4F par le déplacement d’elF4A des ARNm cibles par les
miARNs (Iwakawa and Tomari, 2015).

ii. Les protéines de liaison a ’ARN
Les RBP présentent plusieurs fonctions y compris la régulation de I’initiation de la traduction
des ARNm présentant des motifs de liaison a ces RBP. Ces motifs de liaison aux RBP (qui
peuvent étre situés également en 5’UTR) peuvent étre séquence-spécifiques ou des €léments
structuraux. Parmi les €éléments structuraux, nous avons par exemple le complexe GAIT
(Gamma Interferon Inhibitor of Translation) au niveau 3’UTR. Une étude a montré qu’en
réponse a un signal induit par les IFN-vy, le complexe GAIT se fixe au niveau 3’UTR de ’ARNm
pour réprimer la traduction de geénes pro-inflammatoires par inhibition du recrutement du

complexe 48S-PIC (Mukhopadhyay et al., 2009).

En plus des éléments présents dans les régions UTR des ARNm, la machinerie traductionnelle
peut affecter la traduction spécifique d’ARNm, comme par exemple elF3, décrit précédemment.
Enfin, il émerge que les ribosomes et les ARNt en plus d’étre des « effecteurs » de la traduction,
sont des « régulateurs » de la traduction. En effet, le concept de « ribosomes spécialisés » est
récemment apparu et suggere que selon la composition du ribosome, son activité de traduction

serait différente (Xue and Barna, 2012). Ce concept novateur sera décrit dans le chapitre 2.
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Figure 2. Les mécanismes de régulation de la traduction spécifique et leurs implications dans la tumorigeneése.

11 existe différents mécanismes pour réguler la traduction des ARNm de maniere spécifique. Au niveau 5’UTR, la présence de
structures (secondaires complexes, de tige-boucles ou d’IRES) et de séquences (UORFs, sites de liaison au RBP et sites de
fixation aux miARNSs) dans les ARNm permettent de réguler leur traduction. Cette sélectivité de traduction de certains ARNm
favorise la tumorigenése. En effet les cellules cancéreuses peuvent acquérir diverses caractéristiques « pro-tumorales » comme
la capacité de multiplication infinie, d’invasion, d’échappement a la mort cellulaire ou de stimuler le développement de

vaisseaux sanguins. D’apres (Hanahan and Weinberg, 2011).

III. Traduction et cancer

Dans le domaine de la biologie du cancer, le role de la régulation traductionnelle a été
relativement sous-estimé. Différentes études ont montré qu’il n’existait pas de corrélation
parfaite entre la quantité des ARNm et la quantité de protéines synthétisées, permettant ainsi de
mettre en avant I’importance de la régulation traductionnelle notamment dans la tumorigenése
(Dalla Venezia et al., 2019; Orringer et al., 2003; De Sousa Abreu et al., 2009).

Dans un premier temps, je décrirai comment la régulation de la traduction a la fois globale et
spécifique peut étre impliquée dans le développement tumoral et, dans un deuxieme temps, les
nouvelles opportunités cliniques qui s’ouvrent aujourd’hui en cancérologie grace au domaine

de la traduction.

1. Role du controle traductionnel dans la tumorigenese

Il émerge aujourd’hui qu’une régulation de la traduction globale et spécifique des ARNm
procure différents avantages a la cellule cancéreuse lors du processus de transformation et de

progression tumoral.
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a. Role de la régulation traductionnelle globale des ARNm dans la tumorigenése

En 1896, une augmentation de la taille et du nombre des nucléoles a été observée pour la
premiere fois dans les cellules cancéreuses (Penzo et al., 2019; Silvera et al., 2010). Depuis,
une hypertrophie des nucléoles a été observée et utilisée comme signe distinctif des cellules
cancéreuses dans différents types de tumeurs (Ceccarelli et al., 2000; Derenzini, 2000;
Derenzini et al., 2009; Penzo et al., 2019; Pich et al., 2000). Les nucléoles étant les lieux de
synthese des ribosomes, la taille des nucléoles peut étre un indicateur du taux de synthese des
ribosomes. Les cellules cancéreuses sont hyperprolifératives et donc requiérent une grande
quantité de protéines pour soutenir cet état. Les nucléoles doivent fournir un grand nombre de
ribosomes pour permettre une synthése protéique efficace (Stepinski, 2018). Ainsi, des
nucléoles hypertrophiques dans des cellules cancéreuses refléteraient une augmentation de la
biogenese des ribosomes et donc une augmentation de la synthése protéique nécessaire pour
soutenir la croissance et la prolifération de ces cellules tumorales (Derenzini et al., 2009;
Montanaro et al., 2008). Une des plus claires démonstration de la relation directe entre synthése
protéique, biogenese des ribosomes et tumorigenése a €té¢ apportée par Barna et colleégues
(Barna et al., 2008). Pour cette étude ils ont utilisé des souris développant des tumeurs
spontanées induites par 1’oncogéne Myc. Ces souris présentent des mutations dans le gene
codant pour une protéine ribosomique afin de réduire 1’augmentation de la synthese protéique.
La diminution de la quantit¢ des ribosomes diminue la synthése protéique, et induit une
inhibition de la croissance et de la prolifération cellulaire, bloquant ainsi le potentiel
tumorigénique de Myc. Cette ¢tude montre donc I’importance d’une augmentation de la
synthése protéique dans la tumorigenése et particulierement dans celle induite par Myc.

De plus dans les cancers, les voies de signalisation comme PI3K/AKT/mTOR, Ras/ERK et
MAPKSs sont souvent activées. Cette activation induit une augmentation de I’initiation de la
traduction globale qui passe par une stimulation des facteurs elF4F principalement (Truitt and
Ruggero, 2016). Par ailleurs I’expression de différents facteurs d’initiation de la traduction
(elFs) est altérée dans divers cancers (Bhat et al., 2015; Ruggero, 2013; Silvera et al., 2010).
La plupart de ces facteurs sont sur-exprimés, ce qui pourrait soutenir la nécessité des cellules
cancéreuses a augmenter la synthése protéique globale. On parle « d’addiction » des cellules
cancéreuses a une augmentation de la synthése protéique globale (Bruno et al., 2017).
Néanmoins, différentes études ont montré qu’une variation de 1’expression des elFs, et
particuliérement e/F4E, présente un trés faible impact, voire aucun impact, sur la traduction
globale mais plutot une variation de la traduction d’ARNm spécifiques (Aza-Blanc et al., 2012;

Truitt et al., 2015).
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b. Rdle de la régulation traductionnelle spécifique des ARNm dans la tumorigenése
Différentes données permettent aujourd’hui de soutenir qu'un contrdle traductionnel n’est pas
seulement impliqué dans la croissance et la prolifération des cellules cancéreuses mais permet
aussi une reprogrammation spécifique de I’expression génique qui favorise 1’établissement de
différents phénotypes cancéreux. Quelques exemples pour chaque mécanisme de régulation
traductionnelle spécifique d’ARNm (cf. partie « Régulation de la traduction spécifique ») et

impliqués dans la tumorigenese seront décrits dans cette partie (Figure 2).

i.  Role des facteurs canoniques de l’initiation de la traduction
Parmi les facteurs de I’initiation de la traduction, eIF4E est aujourd’hui I'un des facteurs le
mieux décrit et le plus étudié dans le développement tumoral (De Benedetti and Graff, 2004;
Pisera et al., 2018; Siddiqui and Sonenberg, 2015). Une variation d’expression et d’activité
d’elF4E régule la traduction de différents ARNm via des 5’UTR complexes. Une surexpression
d’elF4F augmente la traduction de génes impliqués dans I’angiogenése tels que VEGF et FGF2
(De Benedetti and Graff, 2004; FS. et al., 1996). En revanche, une diminution de I’expression
d’elF4E réprime la traduction de facteurs neutralisant les ROS (Reactive Oxygen Species),
comme FTHI et GCLC, permettant d’induire la mort cellulaire (Truitt et al., 2015). Une
augmentation de ’activité d’elF4E par phosphorylation via la voie MAPK favorise la traduction
de différents ARNm comme MMP3 et MMP9 qui sont impliqués dans 1’invasion cellulaire et
le développement de métastases (Furic et al., 2010). Parmi les ARNm qui présentent un site de
liaison a elF3, un enrichissement d’ARNm qui sont impliqués dans la régulation de la
croissance cellulaire a été identifi¢ (Lee et al., 2015). Par exemple, il a ét¢ montré qu’elF3
module différentiellement la traduction de régulateurs mitotiques, en augmentant la traduction
de c-Jun (régulateur positif de la mitose) et en diminuant la traduction de BTG (régulateur
négatif). Ainsi dans un contexte tumoral, elF3 pourrait soutenir, par une reprogrammation
traductionnelle, une hyperprolifération des cellules cancéreuses. Une autre étude a montré que
certaines sous-unités d’elF3 modulent la traduction de génes impliqués dans le métabolisme
énergétique ce qui pourrait apporter un avantage aux cellules cancéreuses (Shah et al., 2016).
En revanche le mécanisme moléculaire de régulation traductionnelle impliquant elF3 est encore

inconnu.

ii. Role des uORFs
Liu et collegues ont mis en évidence pour la premicre fois que, dans des patients prédisposés a

développer des mélanomes, une seule mutation localisée dans la région 5’UTR du gene
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suppresseur de tumeurs CDKN2A4 qui introduit une uORF conduit a une diminution de la

traduction de ce géne (Liu et al., 1999).

iii.  Role des structures IRES
Le role de la traduction IRES dépendante en réponse a des stress cellulaires comme I’hypoxie
dans le cancer est aujourd’hui bien étudié. Par exemple, une étude a mis en évidence que dans
le cancer du sein en réponse a I’hypoxie, une alternance de la traduction coiffe dépendante vers
la traduction IRES dépendante se produit. Cet échange induit une résistance a la mort cellulaire
et favorise I’angiogenése par activation de la traduction IRES dépendante du géne anti-
apoptotique BCL-2 et pro-angiogénique VEGF-A (Braunstein et al., 2007). D’autres études ont
montré que des genes clés dans I’initiation tumorale présentent des séquences IRES et dont la
traduction peut étre contrdlée, comme le géne suppresseur de tumeur 7P53 et I’oncogéne MYC
(Nanbry et al., 1997; Yang et al., 2006).

iv.  Role des microARNs
Les miARNs peuvent agir soit comme des miARNs suppresseurs de tumeurs soit comme des
miARNs oncogenes selon leur habilit¢é a inhiber 1’expression d’oncogénes ou de geénes
suppresseurs de tumeurs (Oliveto et al., 2017). Une étude conduite par Ma et collégues, a
démontré que dans les cancers du sein, I’expression du miARN10-b (miR10b) est augmentée
(Ma et al., 2007). Cette augmentation induit la réduction de la traduction d’une des cibles de
miR10b, le gene HOXD10 (Homeobox D10). Une diminution d’HOXDI10 inhibe son effet
suppresseur sur le géne RHOC (Ras Homolog Family Member C), une protéine importante dans
I’invasion et le développement de métastases. Ainsi la traduction d’HOXD10 par le biais de

miR10b module le pouvoir invasif et de développement de métastases dans les cancers du sein.

v.  Role des protéines de liaison a ’ARN

Les motifs de liaison des RBP peuvent étre également impliqués dans la tumorigenése comme
par exemple dans PEMT (Epithelio-Mesenchymal Transition). L’EMT est un processus
impliqué a la fois au niveau de I’initiation et de la progression tumorale (Brabletz et al., 2018;
Nieto et al., 2016). Les ARNm qui présentent I’élément BAT (Transforming growth factor Beta
Activated Translation) au niveau de leur 3’UTR, voient leur traduction augmenter en réponse
au TGFp notamment les facteurs DAB2 et ILEI qui sont impliqués dans I’induction de ’EMT
dépendant de TGFf (Chaudhury et al., 2010).
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2. Utilisation de la traduction en clinique
Les efforts mis en ceuvre pour décrypter les différents mécanismes de reprogrammation
traductionnelle lors de la tumorigenése ont permis d’initier des études dans le développement
de nouvelles thérapies impliquant les différents facteurs impliqués dans cette reprogrammation.
Pour cette partie, seules les stratégies qui ciblent directement la traduction et donc, les facteurs
canoniques de I’initiation de la traduction seront décrits. Je ferais notamment un focus sur le
complexe elF4F. En effet, les membres du complexe elF4F sont surexprimés dans de nombreux
cancers. Cette surexpression est souvent associée a 1’agressivité tumorale et a la survie des
patients, justifiant ainsi leur intérét en tant que cibles thérapeutiques (Bhat et al., 2015). Il existe
deux types de stratégies pour cibler elF4F : le ciblage direct des différents facteurs du
complexe ; et le ciblage indirect qui passe par I’inhibition des voies de signalisation en amont.
Les différents agents qui ciblent la traduction et qui sont aujourd’hui soit en essais cliniques
soit acceptés par la FDA (Food and Drug Administration) ou EMA (European Medecines

Agency) sont présentés dans le tableau 1.

a. Les inhibiteurs directs du complexe elF4F
Dans les inhibiteurs ciblant directement le complexe elF4F sont inclus : les inhibiteurs ciblant
elF4E et son activité ; les inhibiteurs empéchant la formation du complexe elF4F ; et enfin les

inhibiteurs d’elF4A.

i. Ciblage d’elF4E
La stratégie développée pour réduire I’expression d’e/F4E est 1’utilisation des oligonucléotides
antisens (4EASO pour « e[F4E Antisense Oligonucleotide » ou LY2275796) qui consiste a
utiliser une séquence d’ADN simple brin ou d’ARN complémentaire a la séquence de ’ARNm
d’elF4E pour induire sa dégradation. Des études conduites par Graff et collegues ont montré
pour la premiere fois qu’une utilisation de 4EASO dans des cellules cancéreuses du sein et de
la prostate induisait une apoptose (Graff et al., 2007, 2009). De plus, dans des modeles de
xénogreffes de cancer du sein et de prostate, la présence d’une seconde génération de 4EASO
réduit la croissance tumorale et présente un pouvoir anti-angiogénique (Graff et al., 2007).
L’administration de 4EASO a des mod¢les murins ne présente pas de toxicité significative. Une
¢tude clinique en Phase I a montré, dans patients avec des tumeurs solides de stade avancé, que
le 4EASO ¢était tolérable mais sans activité¢ antitumorale significative (Hong et al., 2011).
Aujourd’hui, des essais cliniques effectués en combinaison avec des chimiothérapies sont en

cours dans divers cancers.
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Une autre stratégie pour cibler eIF4E est d’inhiber son activité d’interaction avec la coiffe des
ARNm en utilisant des analogues de la coiffe. La ribavirine est considérée comme un analogue
de la coiffe, or ce fait est controversé car différentes études ont échoué a mettre en évidence
une interaction entre eIF4E et la ribavirine (Kentsis et al., 2004, 2005; Westman et al., 2005;
Yan et al., 2005). Une étude de Phase I a ét¢ effectuée sur des leucémies myéloides aigiies
montrant que cibler une surexpression d’e/F4E via la rivabarine pouvait étre bénéfique pour les
patients (Assouline et al., 2009). Un autre analogue de la coiffe est la molécule 4Ei-1 (N-7
benzyl guanosine monophosphate tryptamine phosphoramidate pronucleotide) dont une étude
a démontré qu’elle induisait la sensibilisation a la molécule chimiothérapeutique, la
gemcitabine, dans les cellules cancéreuses du poumon par la dégradation d’elF4E par le

protéasome (Li et al., 2013).
ii.  Ciblage de l'interaction elF4E-elF4G

Aujourd’hui, une nouvelle stratégie trés prometteuse consiste a inhiber 1’interaction entre eIF4E
et elF4G pour empécher la formation du complexe elF4F. Il existe deux types de molécules :
les inhibiteurs d’interactions elF4E/elF4G comme 4EGI-1 ; et les inhibiteurs des interactions
elF4E/elF4G et eIF4E/4E-BP comme 4E1RCat. 4EG1-1 présente une activité antitumorale a la
fois in vitro, par induction d’apoptose dans diverses lignées de myélomes, et in vivo, par
inhibition de la croissance tumorale dans des modeles de xénogreffes de mélanome et de cancer
du sein (Chen et al., 2012; Descamps et al., 2012). Dans un mod¢le de lymphome induit par c-
Myc, 4EIRCat annule la résistance au traitement chimiothérapeutique contenant la
doxorubicine (Cencic et al., 2011).
iii.  Ciblage d’elF44

Trois inhibiteurs d’elF4A sont aujourd’hui connus, ’hippuristanol, la patéamine A et le
silvestrol, tous ayant une activité antitumorale in vitro and in vivo.

L’hippuristanol est une molécule qui de par sa fixation a e[F4A inhibe I’activité hélicase en
bloquant elF4A dans une conformation fermée (Bordeleau et al., 2006; Sun et al., 2014). Le
passage d’une conformation fermée a ouverte est importante pour I’activité hélicase du facteur
elF4A, cette conformation fermée indique une fixation d’elF4A & I’ARNm. Ainsi
I’hippuristanol bloque I’activité hélicase ainsi que la liaison d’elF4A libres ou en complexe
dans elF4F aux ARNm. Quelques données ont montré que I’hippuristanol, in vitro, induit
I’apoptose dans diverses lignées cellulaires de leucémies et lymphomes et in vivo, inhibe la

croissance tumorale dans des modé¢les de souris de leucémie a cellules T de 1’adulte (Cencic et

al., 2013; Senba et al., 2011).
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De fagon contraire, la patéamine A et le silvestrol semblent étre des inducteurs de dimérisation.
IIs augmentent 1’affinité de fixation d’elF4A a la coiffe d’ARNm de maniére séquence
indépendante inhibant ainsi le recrutement d’eIlF4A au complexe elF4F (Bordeleau et al., 2008;
Cencic et al., 2009; Low et al., 2005).

La patéamine A est une molécule qui induit I’apoptose dans différentes lignées tumorales (Hood
et al., 2001). Mais aujourd’hui, les études se concentrent dans le développement d’analogues
de la patéamine A plus stables et plus simples a synthétiser. On peut citer la DMDAPatA (Des-
Methyl DesAmino Pateamine A) qui présente une activité anticancer a la fois in vitro, avec une
activité antiproliférative dans 32 différentes lignées cancéreuses, et in vivo, avec une diminution
de la croissance tumorale dans des modeles xénogreffes de mélanomes (Kuznetsov et al., 2009).
Le silvestrol est la molécule la plus ¢tudiée parmi les inhibiteurs d’elF4A (Cencic et al., 2009).
Des ¢études ont montré que le silvestrol diminue la croissance tumorale dans des modéles de
xénogreffes de cancer du sein et de la prostate. Il améliore également la sensibilité a la
doxorubicine dans des modeles de lymphomes induites par PTEN ou une surexpression d’el/F4E
(Bordeleau et al., 2008; Cencic et al., 2009). Malgré ces résultats prometteurs, il est encore
difficile aujourd’hui de développer des médicaments anticancers dérivés du silvestrol,
notamment a cause de résistance induite par la surexpression des protéines de transport de la
superfamille des ATP-Binding Cassette (ABC) (Gupta et al., 2011). La surexpression de ces
protéines de transport favorise 1’exclusion du silvestrol. Des efforts sont maintenant investis
pour développer des analogues afin d’améliorer le potentiel anticancer du silvestrol et

surmonter ces limitations (Hawkins et al., 2014; Liu et al., 2012).

b. Les inhibiteurs indirects du complexe elF4F
Ces inhibiteurs indirects consistent a cibler les voies de signalisation qui régulent en amont le
complexe elF4F, comme les voies mTOR ou MNK. Il faut savoir que le complexe elF4F n’est
pas la seule cible en aval de ces voies, et donc une inhibition de ces voies n’affectent pas

seulement la traduction mais aussi d’autres processus cellulaires.

i.  Inhibiteurs de la voie mTOR
La protéine mTOR est une kinase qui est formée de deux complexes moléculaires distincts, le
complexe mTORCI et le complexe mTORC2. Il existe trois types d’inhibiteurs de la voie
mTOR : les inhibiteurs de mMTORC1 (mammalian Target of Rapamycin Complex 1) ; les
inhibiteurs qui ciblent a la fois les deux complexes contenant mTOR et PI3K ; et les inhibiteurs

qui ciblent les deux complexes contenant mTOR.
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La rapamycin (ou sirolimus) est un inhibiteur de mMTORCI1. La rapamycin forme un complexe
avec la protéine FKPBI12 pour se lier au domaine FRB (FKBP and rapamycin-binding) de
mTOR (Chen et al., 2006). Cette interaction induirait un changement de conformation
affaiblissant I’interaction entre RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of TOR) et mTOR
pour inhiber le complexe mTORC1 (Oshiro et al., 2004; Yip CK, Murata K, Walz T, Sabatini
DM, 2010). Le complexe mTORC?2 différe de mTORCI1 par la présence de la protéine RICTOR
(Rapamycin-Insensitive Companion of TOR), ce qui le rend donc insensible a la rapamycin
(Sarbassov et al., 2004). Des analogues de la rapamycin (ou rapalogues) ont été développés
pour améliorer leurs caractéristiques pharmacocinétiques. Les analogues les plus connus sont
I’everolimus, temsirolimus et ridaforolimus, les deux premiers étant approuvés par la FDA et
I’EMA et le dernier actuellement en essai clinique de Phase III (Tableau 1). En revanche,
I’efficacité des rapalogues dans le traitement des cancers est encore limitée et pour plusieurs
raisons. Une inhibition de mTORCI1 n’inhibe pas compleétement 4E-BP1 tandis qu’une autre
voie est activée (PI3K/mTORC2/AKT) pour compenser cette inhibition. Cette activation de la
voie AKT pourrait favoriser la croissance et la survie des cellules cancéreuses (Bhat et al., 2015;
Kim et al., 2017; Martineau et al., 2014).

Pour contrecarrer ces limitations, une deuxiéme génération d’inhibiteurs de mTOR a été
développée. En effet, I’apparition d’inhibiteurs spécifiques des kinases mTOR, en utilisant des
antagonistes-ATP et de molécules qui inhibent a la fois les kinases mTOR et PI3K (qui est la
principale kinase pour activer AKT), permettent d’empécher la réactivation de la voie AKT
induite indépendamment par mTORC2 (Fan et al., 2006; Feldman et al., 2009). Ces deux types
d’inhibiteurs sont aujourd’hui en essai clinique de Phase I/II, utilisés en monothérapie ou en
combinaison avec différents traitements.

Concernant les inhibiteurs de mTOR (les inhibiteurs qui ciblent les mTOR présentes a la fois
dans le complexe mTORCI et mTORC?2), plusieurs études semblent montrer que ’activité
anticancer est encore faible mais la toxicité et la tolérance sont assez satisfaisantes (Bendell et
al., 2015; Ghobrial et al., 2016; Naing et al., 2012; Powles et al., 2016a). Pour les inhibiteurs
de mTOR et PI3K, quelques études cliniques en Phase I/II ont montré que la toxicité de ces
molécules, surtout XL-765 (ou voxtalisib) est tolérable (Awan et al., 2016; Blackwell et al.,
2015; Dolly et al., 2016; Papadopoulos et al., 2014; Wen et al., 2015). En revanche d’autres
¢tudes ont montré qu’en combinaison avec le rapalogue, 1’everolimus, ou seul, I’activité
antitumorale de ces inhibiteurs est trés limitée (Carlo et al., 2016; Makker et al., 2016; Markman
etal., 2012; N. et al., 2016; Powles et al., 2016b; Salazar et al., 2018; Wise-Draper et al., 2017).
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ii.  Inhibiteurs de la voie MNK

Une étude princeps a montré dans un modele de xénogreffe de gliome dans lequel MNK1 est
inactivé, quune réduction de la quantité d’elF4E phosphorylée est couplée a une diminution de
la croissance tumorale (Ueda et al., 2010). Cette étude a permis d’envisager le ciblage des
MNKSs comme approche thérapeutique. Aujourd’hui, parmi les inhibiteurs de MNKs qui
bloquent la phosphorylation d’el[F4E, CGP5730 et la cercosporamide sont les plus connus et
présentent une activité anticancer. Dans un panel de lignées cellulaires de cancers du sein,
CGP57380 a montré un pouvoir antiprolifératif par une diminution de la synthése de la protéine
Cyclin D1 (Wheater et al., 2010). La cercosporamide présente des effets a la fois in vitro, par
une diminution de la prolifération, de la capacité de migration et d’invasion dans des cellules
cancéreuses colorectales et de mélanomes ; et in vivo, par une diminution de la croissance
tumorale dans des modéles de xénogreffes de mélanomes, de leucémies myéloides aigiies et de
cancers colorectaux (Altman et al., 2013; Konicek et al., 2011).

Néanmoins ces molécules présentent des limitations, notamment le manque de spécificité. En
effet, la cercosporamide et CGP57380 ciblent d’autres kinases comme Janus Kinase 3 et Casein
Kinase 1, respectivement (Diab et al., 2014; Konicek et al., 2011). Pour pallier ce probléme, le
développement de nouveaux inhibiteurs pour augmenter leur sélectivité sont en cours (Diab et
al., 2014). Une autre stratégie est I’utilisation de molécules RAMBAR (Retinoic Acid
Metabolism Blocking Agent Retinamide) qui inhibent la phosphorylation d’elF4E par
dégradation de MNK1 (Ramalingam et al., 2014). Ce nouvel inhibiteur de MNK induit une
diminution des capacités de migration et d’invasion, de la croissance cellulaire et une

augmentation d’apoptose dans des cellules de cancer du sein.

La traduction est donc une étape majeure dans I’expression génique. Les mécanismes de
régulation de la traduction globale et ceux qui régulent une traduction spécifique sont de mieux
en mieux caractérisés. Cette meilleure caractérisation des mécanismes de régulation a permis
de mettre en évidence le role émergent de la traduction dans la tumorigenese. L’initiation de la
traduction est un domaine novateur dans le développement de traitements anticancers, dont il
reste encore beaucoup a explorer. Beaucoup d’efforts sont actuellement réalisés pour cibler les
acteurs directs de la traduction comme le complexe elF4F. En effet, aujourd’hui d’autres
inhibiteurs pourraient étre trés prometteurs comme ceux qui permettraient de cibler le complexe
ternaire elF2-GTP-Met-ARNti ou la synthése des ribosomes par inhibition de I’ARN
polymérase I (Aktas et al., 2013; Bhat et al., 2015; Bywater et al., 2012; Drygin et al., 2011).
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Tableau 1. Les inhibiteurs de la traduction actuellement utilisés en clinique ou en essai clinique

Mécanisme Drogue Etat d’avancement  Types de cancers Références
Inhibiteurs directs du complexe eIF4F
Réduction LY2275796 Phase I Cancers avancés (Hong et al., 2011)
expression (4EASO)
elF4E
Analogue de la Ribavarin Phase I Leucémies  My¢éloides (Assouline et al,
coiﬁfe A]gues 2009)
Inhibiteurs indirects du complexe eIF4F
Inhibiteurs Rapamycin Phase I Cancers avancés (Abu-Khalaf et al.,
mTORCI (Sirolimus) (En combinaison) 5833 Cohen et al.,
Leucémies My¢loides (Perl et al., 2009)
Aigiies
Cancers du Poumon non  (Sarkaria et al,
a Petites Cellules 2007)
Everolimus Approuve par FDA Tumeurs (Yao etal., 2011)
(Afinitor) et EMA neuroendocrines
(Monothérapie ou en pancréatiques
combinaison) Tumeurs (Yao etal., 2015)
neuroendocrines
gastriques/pulmonaires
Cancers du sein (Baselga et al.,
métastatiques HR+ 2012; Piccart et al.,
HER2- 2014; Yardley et
al., 2013)
Carcinomes a Cellules (Motzer et al.,
Rénales 2008)
Approuvé par la Astrocytomes Sous- (Franz et al., 2013)
FDA Ependymaire a Cellules
géantes
Phase II Cancers Gastriques (Doi et al.,, 2010;
avancés Ohtsu et al., 2013)
Temsirolimus ~ Approuvé par FDA Carcinomes a Cellules (Hudes et al,
(Torisel) et EMA Rénales avancés 2007)
Approuvé par EMA Lymphomes des cellules ~ (Hess et al., 2009)
du manteau
Ridaforolimus Phase III Sarcomes métastatiques ~ (Demetri et al.,
Non approuvé par 2013)
FDA en 2012
Inhibiteurs XL-765 Phase I/IT Cancers avancés (Papadopoulos et
mTOR et PI3K  (Voxtalisib) (En combinaison) al., 2014)
Lymphomes (Awan et al., 2016;
Papadopoulos et
al., 2015)
Cancers du sein (Blackwell et al.,
métastatiques HR+ 2015)
HER2-
Gliomes stades avancés  (Wenetal., 2015)
NVP-BEZ235 Phase Ib/II Tumeurs (Salazar et al.,
(Dactolisib) (En combinaison) neuroendocrines 2018)(N. et al,
pancréatiques avanceés 2016)
Tumeurs solides (Wise-Draper et
métastatiques al., 2017)
Phase Ib Carcinomes a Cellules (Carlo et al., 2016)
Rénales
Carcinomes urothéliales  (Seront et al,
2016)
NVP- Phase 1 Tumeurs solides (Markman et al.,
BGT226 avancées 2012)
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GDC-0980 Phase I e Tumeurs solides (Dolly et al., 2016)
(Apitolisib) avancées
Phase II e  Cancers Endometres (Makker et al,
(En combinaison) avancés 2016)
e Carcinomes a Cellules (Powles et al,
Rénales métastatiques 2016b)
Inhibiteurs AZD-8055 Phase I e Tumeurs solides stade (Naing etal., 2012)
mTOR avanceé
e  Lymphomes
AZD2014 Phase I o Tumeurs solides (Basu et al., 2015)
Victusertib Phase 11 e Carcinomes a Cellules (Powles et al,
(En combinaison) Rénales Claires 2016a)
métastatiques
TAKK228 Phase I e Cancers (Ghobrial et al.,
Hématologiques 2016)
CC-223 Phase I o Tumeurs solides stade (Bendell et al,

avancé
My¢élomes Multiples

2015)

EMA : European Medecines Agency ; FDA : Food and Drug Administrations ; HR+: Hormone-Receptor Positive ; HER2- : Human

Epidermal Growth Factor Receptor 2 Negative
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Abstract: Since its discovery in 1979, p53 has shown multiple facets. Initially the tumor suppressor
p53 protein was considered as a stress sensor able to maintain the genome integrity by regulating
transcription of genes involved in cell cycle arrest, apoptosis and DNA repair. However, it rapidly
came into light that p53 regulates gene expression to control a wider range of biological processes
allowing rapid cell adaptation to environmental context. Among them, those related to cancer have
been extensively documented. In addition to its role as transcription factor, scattered studies reported
that p53 regulates miRNA processing, modulates protein activity by direct interaction or exhibits
RNA-binding activity, thus suggesting a role of p53 in regulating several layers of gene expression
not restricted to transcription. After 40 years of research, it appears more and more clearly that p53 is
strongly implicated in translational regulation as well as in the control of the production and activity
of the translational machinery. Translation control of specific mRNAs could provide yet unsuspected
capabilities to this well-known guardian of the genome.

Keywords: p53; translational control; ribosome; cancer

1. Introduction

The TP53 gene codes the canonical p53 protein, which had been discovered as a cellular protein of
53 kDa co-immunoprecipitating with the large T antigen of SV40 virus in 1979 [1,2]. Using biochemical
and molecular approaches, p53 protein was defined as a transcription factor in the early 1990s [3].
This protein is composed of a N-terminal transactivation domain (TAD) involved in the recruitment
of transcriptional co-factors, a central DNA-binding domain (DBD) directly interacting with DNA in
a sequence-dependent manner through specific p53-response elements, and a C-terminal domain of
oligomerisation (OD), the p53transcription factorbeingactiveastetramer[4]. Historically, p53 wasfirst
described as an oncogene until it was discovered that the cloned version of p53 corresponds to a mutant
form [3]. Since then, its function was tied up to its activity in stress response (radiation, carcinogen,
ribonucleotide privation, oncogenic activation . . . ). From its discovery, it was indeed known that
p53 is stabilized and activated in response to stress in order to regulate transcription of numerous
genes promoting cell cycle arrest, apoptosis, senescence or DNA repair, p53 being rapidly known as
the “guardian of the genome” [5]. Addition of post-translational modifications inhibits interaction of
p53 with the E3-ubiquitin ligase Hdm2 that promotes proteasome-dependent degradation in basal
condition thus ensuring the maintenance of low p53 protein level in most of human cells. Based on the
role of p53 in maintaining genome integrity in response to genotoxic and oncogenic stresses, p53 has
been defined as a tumor suppressor [6]. This was supported by additional observations. First, more
than 50% of human tumors carry a 7P53 mutation [7,8]. Second, all p53-null mice develop spontaneous
tumors within their first year of life [9]. Finally, germline 7P53 mutation is associated with a familial
syndrome, the Li-Fraumeni Syndrome, which is characterized by development of multiple tumors at
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early onset [10,11]. Intriguingly, recent studies performed in mice suggest that p53 tumor suppressor
activity is not strictly dependent upon major p53 effector pathways, such as cell cycle arrest and
apoptosis, as expected [12—14]. However, it is still not clear whether its tumor suppressor activity
could result from the additional biological cellular functions that have been recently linked to p53,
including for example metabolism, maintenance of stem characteristics, reproduction or aging, to cite
only some of them [15]. Moreover, it has to be said that depending on the nature of the 7P53 mutation,
mutant p53 can exhibit opposite biological effects thus increasing the difficulty to draw a clear view of
p53 activities [16]. Altogether, the view of p53-related biological functions has largely evolved since
the discovery of p53 and there is no doubt it will continue.

One of the remaining questions in the field is how a single protein is able to integrate the
myriad of internal and external stimuli to finely regulate cell-fate by selecting the appropriate genes
within the repertoire of its target genes? Several mechanisms have been proposed. Most, if not all,
rely on the high diversity of p53-responsive elements present in promoters of p53-target genes that
differentially interact with distinct p53-containing complexes [16]. Indeed, p53 protein is subjected to
numerous post-translationalmodifications (phosphorylation, acetylation, ubiquitination, sumoylation,
neddylation, methylation . . . ) that not only promote p53 stabilization but also confer p53 specificity
to some target genes. Moreover, specificity of p53 binding to some target genes can also result from
interaction with several proteins, including p53 isoforms or viral proteins [17,18]. However, in addition
to directly regulate transcription, it appears that p53 alters the translational regulation of some mRNAs,
thus adding a novel layer by which p53 can finely modulate gene expression [19—22].

While only few studies have been dedicated to understanding the role of p53-mediated
translational regulation in the fine modulation of gene expression driven by p53, the relationship
between p53 and translation has been largely reviewed to illustrate different facets of p53 biology
since: (i) an increase in p53 mRNA translation contributes to p53 activation in response to stress [23];
(ii) alteration of ribosome biogenesis corresponds to one of the stresses able to activate a p53-dependent
response (i.e., nucleolar or ribosomal stress) [24,25]; (iii) usage of alternative translation start
sites allow expression of different p53 isoforms modulating p53 transcriptional activity [23,26,27];
and (iv) antibiotics targeting the translational machinery could restore wild-type p53 transcriptional
activity from nonsense p53 mutant [28—30]. In a previous review, we discussed how translation
contributes to tumor suppressive of p53 [31]. In the present review, we will focus on the molecular
mechanisms by which p53 regulates translation of specific mRNAs. Following a brief overview of
the basics of translational regulation and its involvement in cancer, we will discuss the role of p53
in translational reprogramming, either through direct or indirect intervention, to attempt discerning
whether p53-dependent translation of some specific mRNAs could contribute to the p53-mediated
regulation of gene expression.

2. Translation and Cancer

2.1. Regulation of Global Protein Synthesis and Cancer

Translation is one of the last steps of gene expression as it allows protein synthesis from
mRNA. One of the major control of protein synthesis occurs during the initiation step of
translation, which corresponds to formation of the mature human 80S ribosomes and binding of
the initiator-methionyl non-coding transfer RNA (Met-tRNAi) to the mRNA start codons (Figure1).
Since translation of the vast majority of cellular mRNAs requires presence of a chemical modification at
their 5-end (i.e., m’GpppN, also called the cap structure) that is bound by eukaryotic initiation factors
(eIFs) to recruit ribosome, cap-dependent initiation is generally considered as the main mechanism
regulating translation of all mRNAs at once (for reviews see [32,33]). Cap-dependent translation is
finely regulated in response to stress (irradiation, heat-shock, nutriment privation . . . ) by several
signaling pathways, including PI3KT/AKT/mTOR and RAS/MAPK for example, that modulate
elFs activity [34]. For example, mTOR (mammalian target of rapamycin) activates the elFs binding
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to cap structure thus promoting cap-dependent translation through the phosphorylation of several
downstream effectorsincluding 4E-BP1(4E-binding proteins) [35,36]. Indeed, thenon-phosphorylated
4E-BP1 form binds to eIF4E, directly competing with eIF4G for eIF4E binding, and thus inhibits
the formation of eIF4F complex. In addition to these classical signaling pathways regulating the
elFs, quantitative variation of ribosomes and tRNAs can directly impact global protein synthesis.
Indeed, ribosome biogenesis and global protein synthesis are closely and dynamically regulated
to accommodate cell growth and proliferation [37,38]. For instance, MYC, a protein exhibiting pro-
proliferative and pro-survival activities, promotes protein synthesis of cancer cells by favoring
synthesis of all the components of the intrinsic translational machinery, ribosomal RNA (rRNA),
ribosomal proteins and tRNAs [39].

Met-tRNA
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Figure 1. Overview of the cap-dependent translation initiation. Cap-dependent translation initiation
can be divided in four main steps: (1) 43S-PIC formation, (2) 48S-PIC assembly, (3) start codon
recognition and (4) formation of the 80S mature ribosome. The Met-tRNAi-bound to eIF2 and several
elFs(1,1A,3and 5) arerecruited tothe 40S small sub-unit ribosometo form the 43S-PIC(1). The 43S-PIC
is recruited to the cap of the mRNA through the interaction with the eIF4F complex in order to form
the 48S-PIC (2). The elF4F complex is composed of three proteins: the cap-binding protein eIF4E,
the RNA helicase eiF4A and the scaffolding protein eiF4G that allows 43S-PIC binding to the mRNA
cap through eIF3. Formation of e[F4F complex is mainly regulated by mTOR signaling pathway, mTOR
phosphorylating the translation repressor 4E-BP1 that inhibits e[F4F complex formation through the
binding of eIF4E. Moreover, a «closed loop» structure of the mRNA is formed through the interaction
of the PABP to the mRNA poly (A) tail to increase translation initiation efficiency by favoring the
binding of eIF4E to the cap. Then, the 48S-PIC scans through the mRNA 5'UTR until the start codon (3).
The start codon is recognized by the Met-tRNAi that induce the hydrolysis of eIF2-GTP bound and
releaseof eiF2-GDP and the other eIFs (1, 3, 5and eIF4F). The large subunit 60S of the ribosome will then
join the 40S ribosome to form the 80S ribosome and start translation (4). (AAAAA)y: poly (A) tail; CDS:
mRNA coding sequence; elF: eukaryotic initiation factor; Met-tRNAi: initiator-methionyl non-coding
transfer RNA; PABP: poly (A) binding protein; PIC: pre-initiation complex; 4E-BP: 4E-binding protein.
Figure adapted from [32].



Cancers 2018, 10,152 4 of 17

Expression and activity of many elFs are increased in various cancers suggesting that cap-
dependent translation initiation is increased in cancer [40,41]. Interestingly, several studies showed
that targeting of the cap-recognition complex with direct inhibitors of eIFs or inhibitors of upstream
signaling pathways decreases tumor growth and overall exhibit anti-cancer activity [42]. In addition to
elFs, the role of global protein synthesis resulting from increase in ribosome biogenesis has been well
documented in cancer. Nucleoli are the sites of ribosome production located within the nucleus and,
as early as 1896, increase of nucleoli size and number hasbeen observed in cancer cells [40]. Ithasbeen
rapidly proposed that hypertrophic nucleoli reflect an increase in ribosome biogenesis and protein
synthesis rate that would be necessary to sustain cancer cell growth and proliferation [43]. High protein
synthesis rate in cancer cells as a cause or consequence of cell transformation was equivocal for a long
time, until a pioneering study reported the direct role of increased ribosome biogenesis coupled with
a high protein synthesis rate in tumorigenesis [44]. In this elegant study, the elevated global protein
synthesis rate driven by Myc oncogene observed in Eu-Myc lymphomagenesis mice was reduced by
introducing a mutation in the ribosomal protein L24 (RPL24) gene. Reduction of protein synthesis rate
blocked cell growth, cell proliferation and tumorigenic potential, demonstrating the important role of
protein synthesis hyperactivation in tumorigenesis. This observation was supported by recent studies
showing that inhibiting ribosome biogenesis using RNA polymerase I inhibitors (responsible of rRNA
transcription) or platinum-based drugs such as oxaliplatin, whose—unexpectedly—main mechanism
involves defect in ribosome production, specifically kill cancer cells [45—47]. Overall, these data suggest
that cancer cells are «addicted» to elevated protein synthesis rate. These discoveries not only offer
novel therapeutic strategies for cancer treatment but also demonstrate the role of increased global
translation in cancer. The role of p53 in regulating global protein synthesis has been previously
reviewed, including one in the present issue [48]. Several studies indeed reported the role of p53 in
inhibiting global protein synthesis, either by inhibiting ribosome biogenesis or cap-dependent
translation through inhibition of eIF4E transcription, formation of e[F4E: eIF4G complex via its target
gene TRIM22, or phosphorylation of 4E-BP1[31,49—52].

2.2. Regulation of Specific mRNA Translation and Cancer

It is now admitted that in addition to alteration of global protein synthesis, alteration of specific
mRNA translation corresponds to one of the strategies allowing cancer cells to rapidly adapt and
survive in unfavourable conditions. Regulation of specific mRNA translation involves regulatory
elements located within the mRNA itself, termed cis-regulatory elements [53]. In the 55'UTR of mRNAs,
upstream open reading frames (uORFs) can be found that correspond to small open reading frames
located upstream the main ORF. The exact function of uORFs is not yet totally deciphered however
it appears very often that uORFs are translated by ribosomes whose release avoid initiation at the
downstream start codon of the main ORF thus repressing its translation [54]. Interestingly, uORFs are
often located in genes coding growth factors and oncogenes and overcoming uORF inhibitory effects
gives advantage to cancer cells to favour their growth and proliferation by molecular mechanisms
involving an interplay between several regulatory elements of the mRNA and of the translational
machinery [55]. For example, binding of HuR (Hu antigen R) and hnRNPA1 (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A1) proteins to the 3yUTR mRNA of the proto-oncogene HER? in cancer cells
overcome the inhibition of the repressive uORF located in the 55'UTR of HER2 mRNA, thus contributing
in HER2 over-expression in some breast tumors [56]. In addition to uORFs, sequence-specific RNA
elements are found in the 3/UTR of the mRNAs that are bound by microRNAs (miRNAs). miRNAs are
20 bp-long non-coding RNAs (ncRNAs) that bind to their complementary target within mRNAs in a
sequence-specific manner to promote their translational repression followed by their degradation [57].
Several mechanisms have been proposed by which miRNAs reduce translation of their target mRNAs,
including decreased ribosome recruitment to mRNA, blockage of translation elongation or increase
in ribosome release [58]. In cancer, miRNA can act either as oncogenic miRNAs (oncomiRs) that
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are up-regulated to repress tumor suppressor expression, or as tumor suppressor miRNAs that are
downregulated to favour expression of oncogenes [59].

Other trans-regulatory factors have been identified including RNA-binding proteins (RBPs) that
bind sequence or structural motifs located in the UTR of targeted mRNAs. Up to date, about 400 RBPs
have been described that present diverse functions including regulation of translation initiation [60].
Among the structural motifs bound by RBPs, the Internal Ribosome Entry Sites (IRES) is the most
studied. Around 10% of cellular mRNAs are predicted to contain IRES that require protein binding
for regulating translation, including the mRNA encoding p53 [61,62]. These particular RBPs are
termed ITAFs (IRES Trans-Acting Factors) and allow the recruitment of elFs or ribosomes to the
mRNAs [63,64]. Not only expression of ITAFs is altered in cancers but a switch from cap-dependent
translation to IRES-dependent translation has been observed, altogether favouring expression of
oncogenes promoting tumorigenesis and progression [40].

Exciting studies have recently showed that ribosomes and tRNAs are not “housekeeping
complexes” that are passively involved in translation, but are direct regulators of specific mRNA
translation favouring tumorigenesis. Indeed, ribosomes can present different compositions that
are associated with distinct translational activity, this concept being known as the “specialized
ribosome” concept [65]. The source of ribosome diversity results from the 80 ribosomal proteins
(RPs) (stoichiometry, post-translational modifications, paralog incorporation... ) orthe 4 rRNAs
(post-transcriptional modifications such as 2/-O-ribose methylations, pseudo-uridylations or base
modifications). For example, RPS25-containing ribosome has been shown to coordinate translation of
mRNA subset encoding proteins involved in vitamin B12 signaling [66]. Moreover, it has been reported
that depending on the abundance of particular tRNA, translation of specific mRNAs enriched with
the corresponding cognate codon can be selectively increased to participate in metastasis formation
for example [53,67,68]. Altogether, it appears that like transcriptional or epigenetic regulation of gene
expression, selective translation plays a key role in tumor initiation and progression.

3. Evidences from “Omic” Data for a Role of p53 in Regulating Translation

3.1. Genome-Wide Approaches Dedicated to Analysis of Translation

The emergence of genome-wide approaches dedicated to the analysis of translational regulation
has allowed increasing interest of translational control in different physio-pathological contexts,
including cancer [53]. Two main approaches have been developed [69]. First, polysome profiling
coupled either to microarray or RNA-seq compares the distribution of each individual mRNA
between cytoplasm and polysomal fractions (i.e., ribosome-bound mRNAs that are actively translated),
in two biological conditions [70,71]. Second, the most recent approach termed ribosome profiling
(or Ribo-seq) compares the protection by ribosomes of each individual cytoplasmic mRNAs quantified
by RNA-seq [72]. These two approaches allow quantification of change in translational efficiently for
each individual mRNA. Moreover, they are always coupled to classical analysis of cytoplasmic mRNA
steady-state levels that is not only used as genome of reference to take into account expression of
particular isoforms for example, but also to compare transcriptional and translational rate. However,
in contrast to polysome profiling, Ribo-seq also gives qualitative information regarding precise
location of ribosomes along mRNAs thus allowing the identification of novel translational initiation
sites, regulatory elements in non-coding sequences or open-reading frames induced by frameshift
events. Altogether, these approaches had opened up novel roads in the understanding of translational
regulation in particular biological conditions, including those in response to p53 activation.

3.2. p53 Activation Affects Translation Efficiency of Some Specific mRNAs

Up to now, only four studies investigated the role of p53 in translational regulation using “omic”
approaches (Table1). Most of these studies used the same strategy. Endogenous wild-type p53 is
activated using Nutlin-3a, a small molecule inhibiting p53/Hdmz2 interaction by specific binding
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to Hdmz2 that inhibits p53-dependent proteasome degradation and activates p53 transcriptional
activities [73]. However, each study used different cell lines as well as different concentrations and
time-points (Table1). Despite these different experimental conditions, it appears that p53 activation
was always associated with a change in translational efficiency of numerous mRNAs that were not
associated with changes in transcription and/or stability [19—22]. In addition, Zaccara and colleagues
showed that Nutlin-3a treatment did not affect gene expression at transcriptional ortranslational levels
in MCF7-shps3 cells, thus clearly demonstrating that change in translation in response to Nutlin-3a
treatment is dependent upon p53 [21].

Table 1. Genome-wide studies supporting role of p53 in translation regulation.

Study “Omic” Approach Experimental Conditions Observations Reference

Immortalized human

Loayza-Puch et al. Ribo-seq primary BJ/MCF7 cells +

Focus on time-dependent
[22]

(2013) Nutlin-3a (8 mM, 6 and 19 h) decrease in ribosomal genes
. MCF7 cells + Nutlin-3a About 359 genes altered at
Zaccara et al. Polysome profiling - translational but not at
7 . (10 uM, 16h)/Doxorubicin .. [21]
(2014) using microarray (1.5 UM, 16 h) transcriptional levels
5 MM (23% of altered genes)
About 1000 genes altered at
Andrysik et al. Polysome profiling ~ HCT-116/MCF7/SJSA cells translational but not at [20]
(2017) using RNA-seq + Nutlin-3a (10 pM, 12 h) transcriptional levels
(36% of altered genes)
About 700 genes altered at
Liang et al. Polysome profiling HCT-116 cells + serum translational but not at [10]
(2018) using RNA-seq starvation (0.1% SVF, 16 h) transcriptional levels ?

(46% of altered genes)

When compared to cytoplasmic mRNA steady-state levels, the significant alteration in
translational efficiency accounted for about 25 to 50% ofthe p53-associated change in gene expression,
with an equivalent increase and decrease in translation efficiency (Table1). Overall, these studies
indicate that, as expected, p53 activation is associated with a massive transcriptional reprogramming,
accounting for 75—-50% of p53-induced change in gene expression. However, in response to p53
activation, they showed an unexpected translational reprogramming of 25—50% of genes whose
transcription and mRNA steady-state level are not altered by p53 activation.

The highest change in translation efficiency has been observed by comparing wild-type p53 and
p53-null HCT-116 cells in response to serum starvation [19]. Translation is a high-consuming energy
task, which is finely tuned to adapt the pool of translational machinery to the cell needs depending on
the environment [74]. In response to nutriment deprivation as serum starvation, it is well established
that global protein synthesis is reduced. However, repression of global protein synthesis in response
to stress often co-occurs with an increase in translation of some specific mRNAs encoding proteins
that are essential for cell survival. As expected, in the study of Liang and colleagues, the percentage of
polysome-associated mRNAs was decreased in response to serum starvation in both wild-type p53
and p53-null cells [19]. This decrease in polysome-associated mRNAs was however more important
in wild-type p53 HCT-116 cells than in p53-null ones suggesting that p53 contributes in the global
reduction of protein in response to serum starvation. Although the molecular mechanism by which
p53 regulates global protein synthesis has not been deciphered in this work, several studies reported
that p53 directly or indirectly inhibits protein synthesis in response to stress by repressing the eIFs
node or the ribosome biogenesis [31]. In parallel to this global reduction in protein synthesis, serum
starvation in wild-type p53 cells was associated with an increase in translation efficiency without
change in transcription and a buffering effect (i.e., no alteration of translation efficiency while their
transcription was drastically decreased). Interestingly, these mRNAs were enriched in mRNAs coding
proteins involved in several biological processes including cell-cycle progression and regulation of
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cell proliferation, similarly to what observed in response to stress. These data illustrate the role of
p53 in inhibiting global translation in response to stress condition that was paralleled with increased
translation of pro-survival mRNAs.

In addition to affect the global protein synthesis, p53 also contributes in regulating specific
mRNA translation. Interestingly, depending on the cell type, the activation of p53 by Nutlin-3a
alters translation efficiency of mRNAs coding proteins involved in different biological processes.
In MCF7 cells, both Nutlin-3a and doxorubicin-induced activation of p53 after 16h treatment
exposure were associated with an increased translation of the mRNAs showing an uncoupled
transcription/translation rate that code proteins with pro-apoptotic functions [21]. In contrast, p53
activation in immortalized human primary BJ cells was associated with a decreased translation
in ribosomal genes, such as RPL34 and RPL23 that code ribosomal proteins [22]. Moreover,
when comparing gene lists whose translation is altered without change in transcription in response
to 12 h of Nutlin-3a treatment, only 0.2% was commonly altered in HCT-116, MCF7 and SJSA cell
lines [20]. While no gene ontology was shown in this latter study, the mRNAs whose translation
increases in treated cells are enriched in mRNAs coding proteins with zinc-finger related properties
(HCT-116) or involved in histone/chromatin modeling (SJSA) (data not shown). These observations
suggest that p53-associated change in translation could induce transcriptional reprogramming.
One simple hypothesis can be that p53 activation quickly regulates translation of transcription-related
genes to contribute in a profound but stable transcriptional reprogramming. This sequential
translation/transcription regulatory mechanism would help cell in maintaining the change in
transcriptional landscape induces by p53. To test this hypothesis, time-course studies based on
an integrative “omic” approach will be required.

Altogether available “omic” data confirm that p53 regulates not only the global protein synthesis
but also specific mRNA translation efficiency, making the proof-of-concept that p53 is a regulator of
translation. However, one question is still open: is p53 regulating translation of some specific mRNAs
directly or indirectly? In multiple genomic data sets generated to analyze the p53 signaling cascade,
ithas been shown that increase of p53-target genes at protein level starts from 6h [20]. Since a decrease
in translation of mRNAs coding ribosomal proteins without change in transcription was observed
from 6h post Nutlin-3atreatment [22], it remains difficult to answer this question using “omic” studies.
Nevertheless, scattered pieces of evidence could be provided to try answering this question.

4. p53 as Direct Regulator of Translation

4.1. RNA-Binding and RNA-Related Properties of p53

Since the identification of p53, numerous studies have been conducted to characterize the
biochemical activity of p53 protein. In parallel with accumulating evidences showing that p53 interacts
with DNA, it rapidly appeared that p53 has also the capability to interact with RNA (for review see [75]).
In 1991, it has been first suggested that p53 covalently binds to 5.8S rRNA through the C-terminal
Ser389 residue, using murine p53-derived peptides corresponding to the last 15 C-terminal residues
known to interact with DNA in a non-specific manner [76—78]. Later on, it has been reported using
radio-labeling RNA retention assays on nitrocellulose filters that recombinant wild-type p53 purified
from insect cells, binds RNA in a dose-dependent manner [79]. In contrast, recombinant p53 carrying
the mutation Ala143 in the DNA-binding domain (DBD) failed to interact with RNA, suggesting that
the p53 DBD is also involved in RNA-binding. Moreover, competition assays performed in presence
of DNA or cytoplasmic RNA purified from the human HeLa cells revealed that p53 has a better
affinity for RNA than DNA. It has also been shown using biophysical approaches and transmission
electronic microscopy that addition of RNA drastically reduced the propensity of p53 DBD peptides to
aggregate in vitro thus supporting the higher affinity of p53 for RNA compared to DNA [80]. Finally,
yeast three-hybrid system-based screening detected p53 interactions with several different RNAs,
demonstrating for the first time that p53 interacts with RNA in vivo [81]. In this study, the p53:RNA
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interaction was dependent upon the C-terminal domain of p53. Moreover, no specific RNA sequences
or secondary RNA structures involved in p53:RNA interaction have been identified, suggesting
a non-specific interaction. However, while p53 interacted with only some specific RNAs in vivo,
p53 was found to bind to all of the RNAs in vitro, suggesting the specificity of p53:RNA binding
occurs in vivo but not in vitro. Although technical problems have been highlighted in these different
studies and exact implications of p53 DBD and OD remain to be clearly deciphered [75], altogether
these studies suggested that p53 presents unspecific and specific RNA-binding properties in vitro and
in vivo, respectively.

Several studies reported that p53:RNA interaction promotes RNA base pairing of complementary
sequence [79,82,83]. Recombinant p53 has indeed been shown to promote a 1600-fold increase
of RNA:RNA annealing [82]. Moreover, p53: RNA interaction has been shown to contribute in
the 3/ to 5/ exonuclease activity of p53 in cytoplasm that favors degradation of AU-Rich Elements
(ARE)-containing mRNAs, which are usually protected by the RBP HuR [84]. Furthermore, a fraction
of the cytoplasmic p53 protein has been reported to be associated with polysomes [77]. In cells,
protein:RNA interaction, formation of RNA:RNA duplex but also 3/ to 5 exonuclease activity are
essential for RNA metabolism and regulation of gene expression, not only regarding mRNA splicing,
mRNA stability but also mRNA translation. Thus, these biochemical studies that have been largely
eclipsed at that time by the emerging DNA-related p53 properties fitting with its transcriptional
activities, were only the starting point for some groups, which reported that p53 specifically interacts
with some mRNAs to regulate their translation.

4.2. More Than a Simple RNA-Binding Protein: An IRES-TransActivating Factor?

Only few studies demonstrated the direct role of p53 in translational regulation based on the
RNA-binding and RNA-properties of p53 (Figure2). The first demonstration that p53 directly regulates
mRNA translation has been done on its own mRNA. In 1995, binding assays using in vitro translated
and radio-labeled p53 protein and in vitro transcribed and biotinylated p53 mRNA showed that p53
protein binds to the p53 mRNA 5/UTR, which forms a stable stem-loop structure, but not with the
p53 mRNA coding sequences [85]. It has to be noted that later on, the 5'UTR of p53 mRNA has
been shown to form an IRES structure [86,87]. Moreover, in vitro translation assays showed that
wild-type p53 protein decreased translation of p53 mRNA while introduction of mutant p53 protein or
antibody-induced inhibition of p53 did not altered p53 mRNA translation [85]. Mosner and colleagues
suggest that p53 binding to its own mRNA regulate its translation most likely through its RNA
annealing activity. Since then, it has been reported using in vitro assays that p53 binds directly but
unspecifically with four different regions of the 5UTR of FGF-2 mRNA and inhibits FGF-2 mRNA
translation [88,89]. Interestingly, p53 was able to modify the secondary structure of the 5UTR FGF-2
mRNA that has been identified later on as an IRES [90]. It has been proposed that p53 inhibits FGF-2
translation by impairing formation of 80S ribosome. Using gel shift assays and in vitro translation, p53
has also been shown to directly bind to the 5'UTR of CDK4 mRNA through a nucleotide sequence
of 36 bp to inhibit its translation [91,92]. The first demonstration that p53 can bind RNA in cell to
modulate translation has been recently published [93]. Using Proximity-Ligation Assay (PLA), p53 has
been shown to bind 5'UTR of MDMX mRNA. In parallel, biochemical approaches based on in vitro
translation assays demonstrate that p53 binds MDMX mRNA and inhibits its translation.

Usage of biochemical approaches allowed to clearly demonstrate the direct role of p53 in inhibiting
translation. Most of these in vitro approaches were completed by the demonstration that reduction of
endogenous protein level was associated with no alteration of endogenous mRNA levels. However,
in these single gene-based approaches, demonstration that p53-dependent inhibition in translation
occurs in cell using for example polysome profiling coupled to RT-qPCR is still lacking and remains a
critical issue. Nevertheless, these data support a role for p53 in regulating translation through direct
RNA-binding. In particular, a consensual molecular mechanism seems to emerge. It indeed appears
that p53 specifically binds 5/'UTR of mRNAs, which can form secondary structures known as IRES.
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i RNA:RNA annealing Association with polysomes Inhibition of 80S ribosome formation

ﬂﬁanslation inhibition

AAAAAAAAA
CAP = cDS ( )n

Direct RNA-binding using IRES?

p53 translational targets

- p53

- FGF-2
- CDK4

- MDMX

Figure 2. p53 interacts with the 5/UTR of some mRNAs to inhibit their translation. Direct interaction
between p53 and 5/UTR of different cellular mRNAs has been identified using in vitro approaches,
the p53: RNA interaction occurring in regions known to form IRES (Internal Ribosome Entry Sites).
Binding of p53 on 5/UTR has been shown to inhibit translation of the related mRNAs although the
molecular mechanism remains to be clarified (dotted box). It can either result from inhibition of
808 ribosome formation, presence of p53 into polysome or p53-dependent RNA:RNA annealing to
favor formation of particular mRNA structures such as IRES. (AAAAA) n: poly-A tail protecting
mRNA against degradation; CAP: chemical modification of 5/ mRNA end involved in binding to
canonical translation factors; CDS: coding sequence of mRNA; 5/UTR: 5-UnTranslated Region; 40S:
small ribosome subunit; 60S: large ribosome subunit; blue circle: p53 protein; orange dots: amino acids
of neo-synthetized proteins.

As exposed earlier in this review, it appears that some cellular mRNAs contain IRES that regulate
their translation through direct binding of RBPs termed ITAFs [94]. Based on the previous data,
p53 can thus be viewed as an ITAF. Interestingly, IRES-dependent translation is intimately link to
stress response since it favors translation of some specific mRNAs involved in cell survival when
the global protein synthesis is decreased in response to stress [95]. By repressing IRES-dependent
translation in response to stress, we can make the hypothesis that p53 could avoid translation of
mRNA involved in cell survival. However, the studies detailed above have been performed using
in vitro assays in normal condition and the role of p53 in inhibiting their translation in stress response
has never been investigated. In addition, how does p53 directly regulate translation remains to be
deciphered as well as whether the RNA-related properties of p53 contribute to it.

5. Indirect Regulation of Translation by p53

5.1. p53-Target Genes Acting as Regulator of Translation

Forty years of research in the p53 field have identified a myriad of genes whose transcription
is regulated by the transcription factor p53. Among them, a large set of genes is dedicated and/or
involved in the regulation of translation that cannot be exhaustively cited here (for review see [31]).
Several p53-target genes code proteins regulating the global protein synthesis. It has been shown for
example that p53 regulates transcription of several genes to inhibit the eIFs node, including e/F4F
the main component of the eIlFs node or TRIM2?2 [49,52,06]. Moreover, p53 inhibits the activity of
the three RNA polymerases, including RNA pol I and III that synthesize rRNA and tRNA [97—101].
Thus, by modulating transcription, p53 can reduce global protein synthesis to maintain a low protein
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synthesis and thus represses tumorigenesis. It hasindeed recently been demonstrating for the first time
that increased rRNA synthesis is required for lung tumorigenesis driven by KRAS-TP53 defects [102].
In addition to modulate global protein synthesis, several p53-target genes have been shown
to regulate specific mRNA translation. First, p53 regulates transcription of ncRNAs involved in
translational regulation, such as miRNAs and long non-coding RNAs (IncRNAs) that contribute in
translation inhibition. In addition to regulate miRNA transcription, p53 has been shown to facilitate
miRNA processing and their accessibility to DICER complex thus promoting their activity [103,104].
Among the p53-regulating miRNAs, the miR-34 family has been the first miRNAs identified as p53-
target genes[105—107]. miR-34ahasbeen shown to repress translation of several mRNAs, including for
example C-Myc, Bcl-2 or Zeb [103,104]. In contrast to miRNAs, the role of IncRNAs in p53 biological
activity is just beginning to emerge, although IncRNA-p21 has been shown to repress translation of
JUNB and CNTNB1 [108,109]. Second, genome-wide analysis showed that p53 regulates the
transcription of genes encoding RBPs, which modulate ribosome recruitment and elongation on
particular mRNA [110—-112]. For example, the p53-target gene RBM8 directly binds the HIF1a mRNA
torepress its translation by decreasing the eIFs:mRNA interaction [113]. It appears today that RBPs can
form different protein complexes that co-regulate distinct specific subsets of mRNAs depending on the
physiological conditions thus determining cell fate [112]. From this point of view, we can hypothesise
that p53 coordinates transcription of RBP sets to regulate translation of some specific mRNA subsets
thus refining the p53-induced transcriptome to promote definite cell fate program.

5.2. p53 and the “Specialized Ribosome” Concept

In the translation field, it has recently emerged that, in contrast to what expected, the components
of the translational machinery (ribosome and tRNA) act as direct regulator of translation [114—116].
In addition to regulate expression and activity of classical factors involved in translational
control, p53 has also been involved in the ribosome-modulated translation. Among the p53-target
genes, several ones correspond to factors that directly catalyze rRNA chemical modifications
involved in translational regulation, including small nucleolar RNAs (snoRNAs) or enzymes
such as FBL or DKCI [115,117,118]. For example, it has been reported that inactivation of p53
transcriptional activity using expression of large T SV40 protein or shRNA strategies increases
expression of FBL, the 2/-O-ribose methyl-transferase of rRNA [115]. Moreover, p53 inactivation
was associated with alteration of 2/-O-ribose methylation levels at some particular rRNA regions
and increased in IRES-dependent translation of oncogenic-coding mRNAs, such as IGF-IR, FGF-2
and VEGF-A [115]. Recent analysis performed using RiboMETH-seq approach, a RNA-seq-based
technic to quantify 2/-O-ribose methylation levels at the 106 rRNA known sites in a single run,
confirm this finding [119—121]. Sharma and colleagues indeed reported that levels of rRNA 2/-O-ribose
methylation were altered at some given sites in p53-null HCT-116 cells compared to wild-type p53
ones [122]. Since then, the clear demonstration that ribosomes with distinct 2/-O-ribose methylation
profiles directly affect both viral and cellular IRES-dependent translation has been made using
purified ribosomes and in vitro translation assays [116]. In addition to the 2/-O-ribose methylation of
rRNA, alteration of rRNA pseudo-uridylation catalyzed by the p53-target gene DKC/ also modulates
IRES-dependent translation of some specific mRNAs such as XIAP or Bel-XL [123]. Recently, it has
been reported that mutant p53R172H, the murine counterpart of the human p53R175H, drastically
increase snoRNA expression through direct binding with the co-factor of transcription Ets2 to
promote metastasis in osteosarcoma in mice models [124]. Interestingly, most of the up-regulated
snoRNA correspond to SNORD and SNORA, the two classes of snoRNAs required respectively for 2/-
O-ribose methylation and pseudo-uridylation of rRNA. However, the role of ribosome-modulated
translation has not been investigated in this study. Altogether, these data suggest that, in addition to
regulate transcription of classical translational factors, p53 also contributes in shaping the ribosome
composition to modulate translation of some mRNA subsets. Interestingly, it has been shown that
p53 regulates expression levels of ribosomal proteins, either through transcriptional and translational



Cancers 2018, 10,152 11of 17

control [22,125—127]. However, although the impact of p53-induced change in ribosomal protein
expression on ribosome composition has not been deeply investigated, we can expect to discover
in the near future that p53 may also affect ribosome composition at ribosomal protein levels to
regulate translation.

6. Concluding Remarks

The diverse but non-exhaustive examples presented in this review give several clues contributing
to demonstrate that p53 participates in translational regulation of some specific mRNAs either through
direct or indirect mechanisms, including through the emerging mechanism that involves ribosome.
This additional layer of regulation driven by p53 could provide novel perspectives to understand how
asingle protein is able to integrate the myriad of internal and external stimuli to finely regulate cell-fate
by selecting the most appropriate genes in its target genes repertoire. A simple view is that in addition
to induce the most adapted transcriptome to a precise biological context, p53 could in parallel shape
the most efficient translational machinery and the requested #rans-acting factors in order to refine the
transcriptome at the translational levels. Thus, subtle p53-induced modifications in the expression
and/or activity of translation-related factors could be sufficient to finely adapt cell-fate without drastic
change in transcription thus expanding the diversity of p53-induced proteomes. Recent findings
suggest that this novel view of p53-induced modulation of gene expression could also provide a
mechanistic insight of the oncogenic activities of some mutant p53. The revelation coming from
genome-wide approaches showing that p53 activation resulted in 75% of change in transcription
but also in 25% of change in translation opens up novel opportunity to understand the molecular
mechanisms given such diversity to p53 response.
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Chapitre 2 : Les Ribosomes

Les ribosomes sont les machineries cellulaires permettant la traduction des ARNm en protéines.
Les ribosomes ont longtemps été considérés comme de simples effecteurs de la traduction. Or
il émerge de plus en plus clairement que les ribosomes peuvent participer a la régulation de la
traduction. En effet, I’efficacité de traduction dans les cellules est liée a la quantité de
ribosomes. De plus, de nouvelles études ont montré que des altérations de composition des
ribosomes pouvaient modifier la traduction spécifique de certains ARNm. Ces observations ont
permis le développement du concept de « ribosomes spécialisés ». Ce concept suggere que des
ribosomes avec des compositions particulieres présentent une activité de traduction intrinseque
spécifique favorisant la traduction de certains ARNm par rapport a d’autres et permettant la
mise en place de phénotypes particuliers. Les ribosomes spécialisés pourraient jouer un role
important dans la tumorigenése, ce qui ouvrirait de nouvelles opportunités thérapeutiques en
cancérologie. Dans ce chapitre, les différentes étapes de la biogenese des ribosomes permettant
la production de ribosomes matures, I’importance de la structure du ribosome dans sa fonction
de traduction, le rle des ribosomes dans les cancers et son utilisation en clinique seront

eXposes.

[. Labiogenese des ribosomes

Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques composés de 4 ARN ribosomiques
(ARNTr) et 80 protéines ribosomiques (RP, Ribosomal Proteins) chez I’homme. La biogenese
des ribosomes est un processus multi-étapes qui nécessite environ 300 facteurs protéiques et
200 snoARN (petits ARN nucléolaires) afin de produire des ribosomes matures (Fromont-
Racine et al., 2003; Kressler et al., 2010; Thomson et al., 2013). La biogenese des ribosomes a
lieu dans les nucléoles qui sont des structures nucléaires dans lesquelles se produisent les
principales étapes de la production des ribosomes: la synthése et la maturation des ARNr et leur
assemblage avec les protéines ribosomiques, et qui sont résumées dans la Figure 3 (Boisvert et

al., 2007).
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Figure 3. Vue d'ensemble de la biogenése des ribosomes.

A. Représentation schématique de I’ADNr. L’ADNr est constitué de séquences répétées. Chaque unité contient une région
codante contenant la séquence du pré-ARNr 47S (47S) avec en amont un promoteur (P). Ces unités sont séparées les unes des
autres par une région intergénique (IGS). B. Représentation schématique de la biogenése des ribosomes. Dans le nucléole
I’ ADNTrr est transcrit par I’ARN Polymérase I (RNAPI) pour obtenir le pré-ARNr 47S. Celui-ci va subir des étapes de clivages
et de modifications post-transcriptionnelles pour obtenir les ARNr 28S, 18S et 5.8S. En parall¢le, les ARN Polymérases II et
IIT (RNAPII et RNAPIII) transcrivent respectivement les génes codant pour les protéines ribosomiques (RP) et le géne codant
pour I’ARNr 58. Les RP synthétisées dans le cytoplasme, sont importées dans les nucléoles pour s’assembler progressivement
aux pré-ARNr et obtenir les futures sous-unités du ribosome, le pré-40S et le pré-60S. L’assemblage est finalis¢ dans le
cytoplasme avec I’obtention de deux sous-unités matures : la petite (40S) et la grande sous-unité (60S). Ces deux sous-unités

s’assemblent pour obtenir des ribosomes matures. Figure provenant de (Therizols et al., 2015).
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1. La synthése des ARNr
La syntheése des ARNr correspond a la transcription des ADN ribosomiques (ADNTr). Cette
transcription implique deux ARN polymérases (ARN Pol) : ARN Pol I et ARN Pol III. L’ARN
Pol I permet la synthése des ARNr 28S, 18S et 5.8S tandis que I’ARNr 58S est synthétisé par
I’ARN Pol IIL

a. Transcription des ADNr

Les ADNr sont organisés en séquences répétées avec environ 400 copies chez ’homme, chaque
séquence répétée contient une région qui code pour I’ARNr précurseur 47S (pré-ARNr 47S) et
une région intergénique (Figure 3A). Ce pré-ARNr 47S contient les séquences des ARNr 28S,
18S et 5.8S, ces ARNr sont séparés par des séquences espaceurs (ITS1 et ITS2, Internal
Transcribed Spacer). La région contenant le pré-ARNr 47S est entourée par des séquences
transcrites externes (5’ETS en amont 3’ETS en aval, External Transcribed Spacer). En amont
de la région a l'origine de I’ARNr, la région promotrice de I’ADNr contient deux
¢léments : Upstream Control Element (UPC) et Core Promoter Element (CPE) (Raska et al.,
2004) (Figure 3B).

L’initiation de la transcription débute par la fixation de deux facteurs a la région promotrice de
I’ADNr : UBF (Upstream Binding Factor) et SL.1 (Selectivity Factor 1) sur les ¢léments UPC
et CPE. SL1 est un complexe composé de TBP (TATA Binding Protein) et de cinq facteurs
protéiques TAF (TBP Associated Factors). Ce complexe interagit avec UBF et le promoteur de
I’ADNr et permet la sélectivité de recrutement de I’ARN Pol I sur le promoteur de I’ADNr
(Friedrich et al., 2005). L’ARN Pol I est recrutée au niveau de SL1 par le facteur Rrn3 qui
interagit a la fois avec les sous-unités de SL-1 et ’ARN Pol I (Miller et al., 2001). La formation
du complexe UBF-SL1-Rrn3-Pol I initie la phase d’¢longation de la transcription. Lors de
’¢élongation, Rrn3 se dissocie du complexe, tandis que UBF et SL1 peuvent rester fixés au
promoteur afin de permettre le recrutement d’une autre ARN Pol I. La phase de terminaison est
induite lorsque I’ARN Pol I arrive au niveau du site de terminaison localisé en 3’ du geéne de
I’ADNr. L’ARN Pol 1 se dissocie de I’ADNr par le biais des deux facteurs,
TTF1 (Transcription Terminaison Factor ) et PRTF (Pol I Transcript-Release Factor) (Russell
and Zomerdijk, 2005).

L’ARNr 58S est synthétisé indépendamment, par ’ARN Pol III au niveau de la périphérie des
nucléoles. Tres briévement, I’initiation de la transcription est induite par la fixation de quatre

facteurs, TFIIIA (Transcription Factor for polymerase III A), TFIIIB, TFIIICI1 et TFIIIC2 sur
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le promoteur. TFIIIB permet le recrutement de I’ARN Pol III sur le promoteur afin de

synthétiser I’ARNTr 58S (Oettel et al., 1997).

b. Régulation de la transcription des ADNr
La transcription des ADNr est finement régulée pour permettre a la cellule de controler la
quantité de ribosomes produits. Une régulation de la quantité de ribosomes disponibles dans la
cellule est importante pour répondre aux demandes de la cellule afin de croitre et de proliférer
(Ruggero, 2012a; Thomas, 2000). Deux mécanismes principaux ont été décrits : le controle de
I’activit¢ de I’ARN Pol I et celui du nombre de copies actives des génes ADNr par des

régulations épigénétiques.

i.  Régulations de I’activité de ’ARN Pol |

L’activité¢ de I’ARN Pol I est contrdlée par les facteurs de la machinerie de la transcription
comme UBF ou SL1. Une variation de I’expression des facteurs du complexe d’initiation de la
transcription est corrélée au taux de transcription des ADNr. En effet, plusieurs études ont
montré dans des modeles cellulaires qu'une sous-expression de UBF diminuait la synthése des
ARNTr tandis qu’une surexpression favorisait le recrutement de I’ARN Pol I pour augmenter la
transcription des ADNr (Huang et al., 2002; Russell and Zomerdijk, 2006). De plus ces facteurs
peuvent subir des modifications post-traductionnelles, qui permettent d’activer ou d’inactiver
la transcription des ADNr, notamment durant le cycle cellulaire (Russell and Zomerdijk, 2005).
Par exemple, durant la mitose, la transcription des ADNTr est inhibée par la phosphorylation
d’une sous-unité de SL1 sur la Thréonine 852 par la CDK1/Cycline B ce qui va empécher
I’interaction de SL1 avec UBF (Heix et al., 1998). Au contraire, durant le passage de la phase
G1 aux phases S et G2 ou la transcription est maximale, la réactivation de la transcription de
I’ARN Pol I est induite par la phosphorylation d’UBF sur les Sérines 484 par la CDK4/Cycline
D1 et 488 par la CDK 2/Cycline E&A (Voit and Grummt, 2001; Voit et al., 1999).
Différentes voies de signalisation régulent la synthése des ARNr. Par exemple la voie
PI3K/AKT/mTOR augmente la transcription des ADNr par I’ARN Pol I en activant le facteur
Rrn3 par phosphorylation et déphosphorylation des Sérines 44 et 199 respectivement (Mayer
et al., 2004).

ii.  Regulations epigénétiques
Etant donné le nombre important de génes ADNT, il est admis que la régulation de la quantité

des ribosomes produits tient au nombre de geénes transcrits. En effet, des régulations
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épigénétiques permettent de controler la proportion de geénes qui sont actifs
transcriptionnellement en régulant la condensation de la chromatine des régions de I’ADNT.
Les genes actifs sont caractérisés par une structure ouverte de la chromatine, une faible densité
en nucléosomes, une hypométhylation de I’ADN, une acétylation de 1’histone H4 sur la Lysine
16 et une déméthylation de I’histone H3 sur la Lysine 4 (Grummt and Léangst, 2013). A
I’inverse, les genes inactifs sont caractérisés par une chromatine condensée, des nucléosomes
régulierement espacés, une hyperméthylation de I’ADN, une faible acétylation de I’histone H3
sur la Lysine 4 et une tri-méthylation de 1’histone H3. Ces processus impliquent donc diverses
protéines comme des histones méthyltransférases, des histones acétyltransférase, des facteurs

de remodelages de la chromatine et des hélicases.

iii.  Roles de la protéine nucléoline dans la biogenese des ribosomes

Nucléoline (NCL) est une protéine majoritaire dans les nucléoles, et est impliquée dans le
remodelage de la chromatine. En effet, elle est importante pour la maintenance de 1’état
décondensée de la chromatine (euchromatine) permettant ainsi de favoriser 1’acces du complexe
d’initiation de la transcription des ADNr (Cong et al., 2012). NCL régulerait la transcription
des ADNr en modulant la structure de la chromatine par interaction avec 1’histone HI ou par
activation du remodelage des nucléosomes (Angelov et al., 2006; Erard et al., 1988; Rickards
et al., 2007). Une autre protéine nucléolaire, B23 ou Nucléophosmine est €¢galement impliquée
dans le remodelage de la chromatine. Cette protéine présente une activité de chaperon
d’histones qui lui permet de s’associer a la chromatine au niveau des locus d’ADNr et de
favoriser la transcription des ADNr (Murano et al., 2008).

NCL pourrait également réguler la transcription des ADNr en stabilisant les structures G-
quadruplexes des ADNr permettant ainsi de bloquer la renaturation de I’ADN pour augmenter
I’activité de transcription de I’ARN Pol I au niveau des ADNr (Drygin et al., 2009). En effet,
les ADNr contiennent des séquences riches en GC et la transcription de ces ADNr est souvent
accompagnée par la formation de structures G-quadruplexes pour augmenter ’activit¢ de
transcription de ’ARN Pol I. Plusieurs études ont montré I’'importance de NCL dans la
régulation de la transcription des ADNr (Rickards et al., 2007; Storck et al., 2009). De plus,
NCL serait impliquée dans d’autres étapes de la biogenése des ribosomes comme la maturation
des ARNr ou I’assemblage du ribosome, montrant I’importance de NCL dans la production des

ribosomes (Ginisty et al., 1998; Ugrinova et al., 2018).
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2. Maturation des ARNr

Dés sa synthese, le pré-ARNr 478 va subir une succession de clivages et de modifications post-

traductionnelles afin d’obtenir les trois ARNr matures : 28S, 18S et 5.8S.

a. Clivages des pré-ARNr

Douze sites de coupures ont été recensés dans le pré-ARNr 47S (Mullineux and Lafontaine,
2012). Ces coupures sont effectuées par des endonucléases et des exonucléases. Le pré-ARNr
47S est d’abord clivé au niveau des extrémités par des exonucléases afin d’éliminer les régions
S’ETS et 3’ETS et d’obtenir le pré-ARNr 45S. A partir du pré-ARNr 458, deux voies de
succession de coupures ont été identifiées (Bowman et al., 1981; Hadjiolova et al., 1993). Ces
deux voies ne générent pas les mémes pré-ARNr intermédiaires mais aboutissent aux mémes
ARNr matures. En effet, si les sites de clivages semblent les mémes, en revanche I’ordre des
coupures est différent entre les deux voies (Henras et al., 2015; Mullineux and Lafontaine,
2012). L’ordre des coupures peut varier entre les especes, les types cellulaires ou les pathologies
(Henras et al., 2015).

Les endonucléases et exonucléases requicrent un grand nombre de facteurs comme les
snoARNs (Small nucleolar ARN ou petit ARN nucléolaire). Les snoARNs sont des petits ARNs
non codants qui, dans ce cas, guident les enzymes au niveau des sites de clivage. Certains
snoARNSs sont spécifiques de cette fonction de guide de sites de clivage comme les snoARNs

U3, U8 et U17 (Mullineux and Lafontaine, 2012).

b. Modifications post-transcriptionnelles des ARNr
Au cours de la maturation des ARNr et en parallele des étapes de clivage, les pré-ARNr
subissent plusieurs types de modifications post-transcriptionnelles qui permettent de stabiliser
les structures secondaires et tertiaires des ARNr, importantes pour la structure du ribosome et
donc ses activités catalytiques (Sloan et al., 2017). Les modifications post-transcriptionnelles
des ARNTr les plus connues et les plus étudiées sont les méthylations de bases, les méthylations
en 2’-O des riboses (2’-O-Me) et les pseudouridylations (). Les méthylations de bases
consistent en I’ajout d’un ou plusieurs groupes méthyles aux bases azotées qui constituent les
ARN (uridine, adénosine, guanosine et cytidine). Les méthylations de bases sont les
modifications chimiques les moins représentées parmi les modifications répertoriées (Sharma
and Lafontaine, 2015). En effet, seulement 10 sites de méthylation de bases ont été identifiés

chez I’homme. De plus quelques autres modifications de bases comme les acétylations ont
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récemment €té identifiées (Natchiar et al., 2017). Dans cette partie, je présenterai seulement les

modifications les plus abondantes.

i.  Les pseudouridylations des ARNr
Contrairement aux méthylations de bases, il existe un grand nombre de sites de
pseudouridylation dans les ARNr, avec 95 sites de ¥ prédits et/ou démontrés chez I’homme
(Penzo and Montanaro, 2018). La pseudouridylation consiste en 1’isomérisation d’une uridine
en pseudouridine. Cette réaction est catalysée par un complexe snoRNP (small nucleolar
RiboNucleoProtein) a boite H/ACA. Ce snoRNP est composé de quatre protéines : GARI,
NHP2, NOP10 et I’enzyme dyskérine (DKC1). DKCI1 est la pseudouridine synthase qui
catalyse la ¥ des ARNr. Le complexe comprend un snoARN a boite H/ACA, signifiant que le
snoARN présente une séquence spécifique appelée « hinge box » (ou boite H) et une séquence
de trois nucléotides ACA (boite ACA) située au niveau 3’ du snoARN (Penzo and Montanaro,
2018). Ces snoARN présentent des poches de pseudouridylation qui sont spécifiques a la
séquence cible du pré-ARNr. Cette interaction par complémentarité de séquence permet de

guider le complexe snoRNP H/ACA a I’'uridine a modifier.

ii. Les2’-O-Me des ARNr

Comme pour les W, les 2°-O-Me des ARNr sont catalysées par un complexe snoRNP, mais
cette fois a boite C/D. Les 2’-O-Me consistent en 1’ajout d’un groupe méthyle a 1’atome
d’oxygene du groupement hydroxyle situé en 2’ du ribose cible (Figure 4, boite de gauche). Le
complexe snoRNP a boite C/D est composé de quatre protéines : NHP2L1 (ou 15.5K), NOP56,
NOP5S8 et I’enzyme fibrillarine (FBL) (Figure 4). FBL est la méthyltransférase qui utilise le S-
adenosyl méthionine (SAM) comme donneur de méthyle pour catalyser la réaction de 2°-O-Me
(Monaco et al., 2018). Les snoARN a boite C/D sont caractéris€s par la présence de deux
séquences spécifiques qui correspondent a la boite C a I'extrémité 5° (RUGAUGA ou R
correspond a une Purine) et a la boite D (CUGA) a I’extrémité 3°. Ces snoARN présentent une
séquence complémentaire a I’ARNr au niveau du site a méthyler et servent de guide au
complexe snoRNP.

La 2’-O-Me est la modification chimique des ARNr la plus abondante, aujourd’hui 106 sites de
2’-O-Me ont ét¢é identifiés (Krogh et al., 2016a). Ces 106 sites ont été validés par différentes
techniques comme par la spectrométrie masse et la technique haut-débit basée sur du RNA-seq,
le RiboMethSeq, et par I’identification de snoARN a boite C/D spécifique a un site donné. Le
RiboMethSeq est actuellement la seule technique qui permet de quantifier la fréquence de 2’-

O-Me des 106 sites des ARNr humains et de levures (Birkedal et al., 2015; Krogh et al., 2016b).
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Figure 4. Organisation du snoRNP a boite C/D chez les eucaryotes.

Le complexe snoRNP a boite C/D est composé de quatre protéines (la méthyltransférase FBL, 15.5 K ou NHP2L1, NOP56 et
NOP58) et d’un snoARN a boite C/D qui sert de guide au complexe pour identifier les sites a méthyler via une complémentarité
de séquence entre snoARN et ARNTr. Les boites C et D du snoARN sont des séquences consensus placées aux extrémités 5’ et
3’ respectivement, ces boites sont souvent présentes en double et sont nommées les boites C et D’. Le site catalytique de FBL
(étoile jaune) est placé face au Séme nucléotide en amont des boites D et D’, permettant la 2’-O-Me de maniére site-spécifique.
Les boites C et D ainsi que les boites C’et D’du snoARN forment une structure caractéristique appelée k-turn. Les protéines
15.5 K se fixent spécifiquement a ces structures k-turn tandis que NOP56 et NOP58 forment un hétérodimere et lient chacune
une copie de FBL. La 2’-O-Me catalysée par FBL consiste a ajouter un groupe méthyl a 1’atome d’oxygéne du groupement

hydroxyle situé¢ en 2’ du ribose cible (boite de gauche). Figure provenant de (Monaco et al., 2018)

iii. Autres activités de fibrillarine dans la biogenése des ribosomes

L’activité principale de la protéine FBL est la méthylation des ARNr. En revanche d’autres
roles de FBL ont été décrits dans la biogenése des ribosomes. En effet FBL est impliquée dans
le clivage des ARNT et dans la régulation de la transcription des ADNTr.

En effet, diverses études ont montré que chez la levure et les cellules murines qu’une
inactivation de FBL (ou NOP1, homologue de FBL chez) la levure altérait les différentes étapes
de clivage des pré-ARNr (Koh et al., 2011; Tollervey et al., 1991, 1993).

Une étude de Tessarz et collegues a montré que FBL et NOP1 méthyle respectivement un résidu
Glutamine de I’histone H2A, Q104 (H2AQ104) et Q105 (H2AQ105) chez I’homme et la levure
(Tessarz et al., 2014). La méthylation H2AQ105 étant enrichie dans une région de I’ADNr
transcrite par I’ARN Pol I, ils ont montré qu'une méthylation de 1’histone H2A par FBL/NOP1

favorisait la transcription des ADNr par ’ARN Pol I via une inhibition de la fixation du
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complexe chaperon d’histone FACT a I’histone H2A. Le mécanisme de régulation de la
transcription des ADNr par FBL a été mieux caractérisé par une étude récente de Bierhoff et
collegues (Iyer-Bierhoff et al., 2018). En effet, ils ont montré que la régulation de la
transcription par I’ARN Pol I via la méthylation de H2AQ104 ¢tait dépendant de I’acétylation
de FBL. L’acétylation de FBL diminue I’interaction entre de FBL et I’histone H2A, diminuant
ainsi la méthylation de H2AQ104 sans affecter la 2’-O-Me et le clivage des pré-ARNr. En
revanche, une désacétylation de FBL par SIRT7 augmente ’activité de transcription de ’ARN
Pol I en augmentant la méthylation de H2AQ104.

FBL a donc plusieurs roles dans la biogenese des ribosomes et peut modifier la production des
ribosomes (régulation quantitative par son activité dans la transcription des ADNr et dans le
clivage des pré-ARNTr) et la composition des ribosomes (régulation qualitative par son activité

de méthyltransférase des ARNr).

3. Assemblage des ribosomes

L’assemblage des ribosomes s’effectue dans les différents compartiments de la cellule et fait
appel a plus de 200 facteurs d’assemblage. Ces facteurs d’assemblage peuvent étre des RBP
(RNA Binding Proteins), des ATPase, GTPase ou des hélicases a ARN (Klinge and Woolford,
2019; Pena et al., 2017).

De maniére trés simplifiée, cet assemblage complexe inclut tout d’abord la transcription des
genes codant pour les protéines ribosomiques (RP) qui sont transcrites par I’ARN Pol II dans
le noyau. Une partie des RP avec I’ARNr 5S sont importéds dans les nucléoles pour commencer
I’assemblage afin de former les particules pré-ribosomiques qui vont constituer la petite et
grande sous-unités des ribosomes, le pré-40S et le pré-60S respectivement. La maturation et
I’assemblage de ces deux particules se poursuivent dans le noyau pour étre ensuite exportées
dans le cytoplasme. La maturation et des contrdles qualités de la fonctionnalité des deux sous-
unités 40S et 60S du ribosome ont lieu dans le cytoplasme pour finir par 1’assemblage du

ribosome mature, le 80S (Klinge and Woolford, 2019) (Figure 3).

II. Ribosomes et traduction

Les ribosomes traduisent les ARNm en protéines. Les études menées concernant ’activité
catalytique des ribosomes ont permis de mettre en évidence une relation forte entre la structure
et la fonction des ribosomes. Aujourd’hui, le concept émergent de « ribosomes spécialisés »

permet de faire évoluer la vision des ribosomes, passant de simples effecteurs a un statut de
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régulateurs de la traduction. Dans cette partie, le role des différents composants des ribosomes

dans la traduction et le rdle d une hétérogénéité des ribosomes sur la traduction seront présentés.

1. Structure des ribosomes et traduction

La détermination de la structure tri-dimensionnelle du ribosome avec un niveau de résolution
¢levé par des techniques de cristallographies aux rayons X et de cryo-électromicroscopie a
permis de résoudre la structure du ribosome (Ban et al., 2000; Ben-Shem et al., 2010; Khatter
et al., 2015; Yonath, 2009). La caractérisation de la structure du ribosome a permis de
comprendre les mécanismes moléculaires responsables de I’activité de traduction du ribosome.
Notamment, la mise en évidence que les ARNr portaient I’activité catalytique du ribosome a
¢été réalisée en 2000 par trois études indépendantes permettant de qualifier les ribosomes de
ribozymes (Ban et al., 2000; Muth et al., 2000; Nissen et al., 2000). Les ribosomes sont
composés de deux sous-unités, le 40S et le 60S, dont chacune porte un site fonctionnel du

ribosome (Figure 5).

a. La petite sous-unité 40S du ribosome
La petite sous-unité du ribosome est composée de I’ARNr 18S et de 33 RP. La petite sous-unité
du ribosome présente un site fonctionnel qui correspond au site de décodage (ou DC, Decoding
Center) au niveau du site A. Le 40S présente trois sites de liaisons des ARNt : le site A ou ’aa-
ARNt vient se loger; le site P ou se loge le peptidyl-ARNt (I’ARNt avec la chaine
polypeptidique) ; et le site E ou se place I’ARNt déchargé prét a quitter le ribosome. Le site de
décodage permet le controle de I’appariement entre le codon de I’ARNm et ’anticodon de
I’ ARNTL. Il permet donc de controler le respect du code génétique. Le contrdle de 1’appariement
entre codon et anti-codon est en effet effectué par trois nucléotides spécifiques de I’ARNr 18S
(Ogle et al., 2003). Ces trois nucléotides G530, A1492 et A1493 de I’ARNr discriminent de
maniére stricte les ARNt présentant des anti-codon dont les deux premicres bases sont

correctement appariées et ont donc un role direct dans la fidélité de décodage.

b. La grande sous-unité 60S du ribosome
La grande sous-unité du ribosome est composée de trois ARNT, le 28S, 5.8S et 5S et de 47 RP.
Cette sous-unité contient le PTC (Peptidyl Transferase Center) ou centre de transfert de la
liaison peptidique. Apres 1’appariement de [’anti-codon avec le codon, un changement
structural du ribosome a lieu au niveau du DC permettant a I’ARNr 28S du 60S d’interagir avec
les extrémités 3’ des ARNt présents dans les sites A et P (Ramakrishnan, 2002). Ces interactions

des ARNTr avec les ARNt favorisent le bon positionnement des ARNt aux sites A et P. De plus,
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elles permettent le transfert de la liaison peptidique entre I’ARNt du site A a I’ARNt du site P.
Ce transfert de la liaison induit ensuite une translocation de I’ARNt déchargé du site P au site
E, et de ’ARNt suivant du site A au site P.

Le 60S contient également le tunnel de sortie des peptides qui traverse le ribosome du PTC
jusqu’a la surface. La chailne polypeptidique naissante emprunte ce tunnel pour sortir du
ribosome et des interactions avec des RP et I’ARNr 28S permet le repliement de la protéine en

cours de synthése.
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Figure 5. Les sites fonctionnels du ribosome.

La petite sous-unité du ribosome (40S) contient le site de décodage (ou DC, ovale vert) ou a lieu le décodage de I’information
génétique et la vérification de I’appariement entre le codon de I’ARNm et I’anti-codon de I’ARNt. Cette sous-unité contient
trois sites de liaisons de I’ARNt : le site A ou se fixe I’aminoacyl-ARNt ; le site P : I’ARNt portant la chaine polypeptidique ;
et le site E pour I’ARN désacétylé prét a étre expulsé du ribosome. La grande sous-unité (60S) contient le centre de transfert
de la liaison peptidique (ou PTC, ovale rouge) qui permet de catalyser la liaison peptidique entre I’acide aminé apporté par
I’aa-ARNt au site A et le dernier acide aminé de la chaine polypeptidique portée par le peptidyl-ARNt. Cette sous-unité contient

le tunnel par lequel sort la chaine polypeptidique en cours de synthése.

2. Hétérogénéité des ribosomes et traduction
Les ribosomes ont longtemps été considérés comme une entité constante, un simple effecteur
de la traduction. En revanche la mise en évidence d’une variation de composition des ribosomes
entre différentes especes, ou selon des conditions physiologiques différentes dans une méme
espece, a suggéré que les ribosomes ne sont pas toujours composés de la méme fagon, mais sont
plutot hétérogeénes. De plus, de récentes études ont montré qu’une variation de la composition
des ribosomes au niveau des ARNr ou des RP altére la traduction de certains ARNm, faisant

du ribosome un régulateur de la traduction. Ces observations ont permis de mettre en évidence
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un nouveau concept nomme « ribosome spécialisé ». Ce concept propose qu’un ribosome avec
une composition particuliére va réguler lui-méme la traduction de certains ARNm. Dans cette
partie, les modifications de composition des ribosomes au niveau des RP et des ARNr et

I’impact de ces modifications sur la traduction seront décrits (Figure 6).

a. Hétérogénéité au niveau des protéines ribosomiques et impact sur la régulation
traductionnelle
L’identification de ribosomes différents a été mise en €vidence pour la premicre fois par
I’identification de ribosomes avec des compositions différentes au niveau des RP. La mise en
¢vidence de ces altérations a permis I’émission du concept de « ribosome spécialisé » (Xue and

Barna, 2012).

i.  Mise en evidence des altérations de composition des ribosomes au niveau des
RP

Trois mécanismes qui pourraient induire des altérations de composition des ribosomes au
niveau des RP ont été identifiés : I’expression de génes paralogues codant pour les RP ; la
présence de mutations dans les génes codant pour les RP ; et la présence de modifications post-
traductionnelles dans les RP (Figure 6).
Chez les mammiferes, la majorité des RP sont codées par une seule copie de gene (Xue and
Barna, 2012). La protéine ribosomique de la petite sous-unité¢ 4 (ou RPS4, Ribosomal Protein
of the Small sub-unit 4) est une exception. En effet, RPS4 est codée par trois génes RPS4X,
RPS4Y1 et RPSY2 qui sont localisés respectivement sur les chromosome X et chromosome Y
(Lopes et al., 2010). RPS4X et RPS4Y1 sont exprimés de manicre ubiquitaire chez I’homme.
En revanche, le gene RPSY?2 est seulement exprimé dans la prostate et les testicules, suggérant
I’existence de ribosomes avec une composition spécifique dans les testicules et la prostate chez
I’homme. En revanche aucune étude biochimique n’a démontré cette différence de composition.
Des mutations dans les genes codant les RP ont ét¢ identifiées chez ’homme dans un contexte
pathologique particulier défini comme ribosomopathies. Les ribosomopathies sont des maladies
génétiques et donc héréditaires induites par des haplo-insuffisances de génes qui codent pour
des RP ou des facteurs impliqués dans la biogenese des ribosomes (Mills and Green, 2017). En
1999, des mutations de type délétions et translocations du geéne codant pour RPS19 ont été
identifiées pour la premiere fois dans des patients atteints de I’Anémie de Blackfan-Diamond
(Draptchinskaia et al., 1999). Aujourd’hui des mutations de 20 RP différentes ont été identifié¢es
dans cette ribosomopathie (Aspesi and Ellis, 2019). Ces mutations qui induisent une altération

quantitative des RP dans les ribosomopathies suggerent fortement ’existence de ribosomes
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avec des compositions en RP différentes. En revanche la démonstration de cette différence de
composition des ribosomes dans ces pathologies n’a pas encore été réalisée.

Des modifications post-traductionnelles des RP peuvent également induire une hétérogénéité
de composition des ribosomes. D’aprés Emmott et collégues, la majorité des RP présentent des
modifications post-traductionnelles comme des méthylations ou acétylations (Emmott et al.,
2019). Par exemple, RPS6 est phosphorylées sur 5 sites en réponse a I’induction de voies de
signalisation mitogéniques ou des facteurs de croissances (Krieg et al., 1988). Une variation
des modifications post-traductionnelles des RP pourraient avoir un impact sur la production de

ribosomes différents en RP.

ii.  Effet des variations de composition des ribosomes au niveau des RP dans la
régulation traductionnelle

Une étude en 2011 a démontré qu’une perte d’expression d’une RP régulait la traduction de
certains ARNm. Kondrashov et collégues ont utilisé un modele murin présentant une délétion
dans le gene codant RPL38 (Kondrashov et al., 2011). Ils ont identifi¢ que RPL38 était exprimée
de maniere tissu-spécifique. Par exemple, ils ont observé une expression préférentielle de
RPL38 dans 1'arche maxillaire, la rétine neurale de I’ceil et les somites précurseurs des
vertebres. Les auteurs ont déterminé qu’une diminution d’expression de RPL38 n’affectait pas
la synthese protéique globale mais réduisait spécifiquement la traduction de geénes appartenant
a la famille des homeobox nécessaires pour la formation du plan d’organisation chez les
mammiferes (Kondrashov et al., 2011; Xue et al., 2015). Cette régulation traductionnelle des
geénes homeobox était dépendante de I’expression de RPL38. Différentes études ont observé
qu’une déplétion de différentes RP impactait la traduction spécifique de certains ARNm (Barna
et al., 2008; Cmejlova et al., 2006; Horos et al., 2012; Si-Ying Lee et al., 2013; Xue et al.,
2015). Deux études ont démontré qu’une déplétion de RP inhibait la traduction coiffe-
dépendante pour favoriser la traduction des ARNm contenant des structures IRES (Barna et al.,
2008; Xue et al., 2015). En revanche, ces ¢tudes n’ont pas démontré clairement qu’une perte
d’expression des RP induisait directement la production de ribosomes hétérogénes qui seraient
responsables des défauts de traduction observés.
Plus récemment, une étude innovante de Shi et collégues a mis en évidence, la présence de
ribosomes hétérogenes au niveau de leur composition en RP au sein d’un méme type cellulaire
(Shietal.,2017). En utilisant une nouvelle technologie, le SRM (Selected Reaction Monitoring)
qui permet une quantification absolue des RP par spectrométrie de masse, les auteurs ont montré

que dans les mESC (murine Embryonic Stem Cells), les ribosomes isolés a partir des polysomes
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(fraction des ARNm associées aux ribosomes, donc en cours de traduction), présentent 4 RP en
quantité sous-steechiométrique. Ces RP sont RPL10A, RPL38, RPS7 et RPS25. Ils ont ensuite
déterminé I’effet de cette hétérogénéité de ribosomes sur la traduction. Pour cela ils ont créé
des lignées cellulaires mESC qui produisent des ribosomes contenant des RP étiquetées (par
exemple Flag-RPL10A) pour immunoprécipiter spécifiquement ces ribosomes étiquetés et
effectuer une analyse de la traduction par une approche haut-débit, le Ribosome Profiling. En
paralléle, dans la méme lignée cellulaire, ils ont effectu¢ un Ribosome Profiling sur les
ribosomes totaux. Le Ribosome Profiling est une technique basée sur le séquencage des
fragments d’ARNm qui sont protégés par les ribosomes, et donc en cours de traduction (Ingolia,
2016). Les auteurs ont comparé les groupes d’ARNm qui sont différentiellement associés aux
ribosomes totaux et aux ribosomes contenant la protéine Flag-RPL10A (Shi et al., 2017). IIs
ont déterminé que les ribosomes contenant RPL10A favorisaient la traduction d’ARNm codant
pour des protéines impliquées dans I’organisation de la matrice extra-cellulaire. Cette étude
permet donc de soutenir pleinement le concept de « ribosomes spécialisés », car cette étude a
démontré pour la premiere fois a partir de ribosomes purifiés, que des ribosomes avec une

composition particuliere en RP traduisent spécifiquement un certain groupe d’ARNm.

b. Hétérogénéité au niveau des ARNr et impact sur la régulation traductionnelle
Les ARNr ont un réle majeur dans la traduction puisqu’ils portent 1’activité catalytique du
ribosome. Ces ARNTr subissent des modifications post-transcriptionnelles importantes pour la
stabilisation des structures des ARNr sur laquelle repose 1’activité catalytique du ribosome. De
maniére intéressante, les sites de 2°0O-Me et ¥ sont concentrés au niveau des sites fonctionnels
du ribosome, suggérant leur importance dans 1’activité de traduction du ribosome (Natchiar et
al., 2017; Sharma and Lafontaine, 2015). Ainsi on peut se demander si une variation du taux
des modifications chimiques de I’ARNr induit la production de ribosomes hétérogenes ? Ces
modifications pourraient-elles altérer I’activité de traduction du ribosome ? Différentes études

ont permis de commencer a répondre a ces questions.

i.  Mise en évidence des altérations de composition des ribosomes impliquant des
variations de modifications post-transcriptionnelles des ARNr

Une potentielle variation du taux de ¥ des ARNr a été identifiée suite a une variation de

I’expression de la pseudouridine synthase, DKC/. Une mutation inactivatrice de DKCI a été

identifi¢ dans des patients atteints d’une ribosomopathie, I’X-DC (X-linked dyskeratosis
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congenita) (Heiss et al., 1998). Par I’utilisation d’un modéle murin présentant une déplétion de
DKC1 et qui récapitule I’X-DC développé chez ’homme, Ruggero et collégues ont montré
qu’une diminution de 1’expression de DKC/ est associée a une diminution globale du taux de
Y des ARNr (Ruggero et al.,, 2003). D’autres ¢tudes ont confirmé qu’une variation de
I’expression de DKC1 était associée a une variation globale du taux ¥ des ARNr dans des
mod¢les cellulaires humains (Montanaro et al., 2006; Penzo et al., 2015).

Comme pour les ¥, une variation du taux de 2°-O-Me des ARNr a été mise en évidence suite
une variation de I’expression de la méthyltransférase, FBL. En revanche contrairement aux ¥,
le taux de variation 2’-O-Me suite a une différence d’expression de FBL n’était pas global,
c’est-a-dire sur les 106 sites, mais touchait seulement quelques sites des ARNr (Erales et al.,
2017; Marcel et al., 2013). En effet, dans un modéle cellulaire de tumorigenése mammaire
induit par ’inactivation de p53, la surexpression de FBL altérait le taux de 2’-O-Me sur
quelques sites des ARNr (Marcel et al., 2013). Cette variation du taux de 2°-O-Me a ét€ mis en
évidence par une approche basée sur la RT-qPCR qui permet de déterminer un taux de
méthylation relatif d’un panel de sites. Une autre étude a confirmé cette observation par
I’utilisation de la technique de RiboMethSeq qui a permis suite a la réduction d’expression de
FBL, de démontrer que la variation du taux de 2°-O-M survenait seulement sur certains sites
(Erales et al., 2017). Ces deux études ont permis démontrer une certaine plasticité de la 2’-O-

Me des ARNTr.

ii.  Effet des variations de composition des ribosomes au niveau des ARNr sur la
régulation traductionnelle

Plusieurs études dans différents modeles ont mis en évidence qu’une variation de I’expression
de DKCI et donc du taux de ¥ des ARNr ¢était accompagnée d’une variation de la traduction
de certains groupes d’ARNm (Bellodi et al., 2010; Montanaro et al., 2010; Ruggero et al., 2003;
Yoon et al., 2006). Ces ARNm dont la traduction est altérée en réponse a une variation de P,
présentent une particularité. En effet ils contiennent tous une structure IRES. Ces ARNm codent
pour les suppresseurs de tumeurs 53 et P27 ou encore des facteurs anti-apoptotiques Bcl-xL
et XIAP (Bellodi et al., 2010; Montanaro et al., 2010; Yoon et al., 2006). L’étude menée par
Penzo et collégues a montré que les ribosomes purifiés a partir de cellules avec une déplétion
de DKCI présentaient des altérations de la traduction dépendante des IRES de deux
ARNm #p53 et VEGF, par une technique de traduction in vitro (Penzo et al., 2015). Ces
ribosomes présentaient une diminution globale du taux de ¥ des ARNr. Ainsi cette étude

suggere que DKCI, via son activité de pseudouridine synthase, altére I’activité la ¥ des ARNr
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et ainsi de I’activit¢ de traduction des ribosomes pour favoriser la traduction spécifique de
certains ARNm. La traduction in vitro est une technique indispensable dans les études liées au
concept de « ribosome spécialisé » car elle permet de déterminer I’activité intrinséque d’une
population de ribosomes purifiés. En effet, cette technique consiste a introduire des ribosomes
isolés a partir de cellules d’intéréts dans un lysat de réticulocytes de lapins qui présente tous les
facteurs nécessaires a la traduction, sauf les ribosomes.

Deux études ont démontré qu’une variation de la 2°-O-Me des ARNr est associée a une
modification de 1’activité de traduction des ribosomes (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2015;
Monaco et al., 2018). En effet, dans les cancers du sein, une altération de la 2°-O-Me des ARNr
suite a la surexpression de FBL modifie I’activité¢ de traduction du ribosome (Marcel et al.,
2013). Ces ribosomes modifiés étaient associés a deux types d’altération de I’activité du
ribosome : un défaut de la fidélité¢ de traduction (la capacité des ribosomes a reconnaitre des
codons-stop), et I’augmentation de la traduction de certains ARNm contenant une structure
IRES, comme C-Myc ou IGFIR. En revanche, cette étude n’a pas démontré que les ribosomes
dont leur activité de traduction était altérée correspondaient aux ribosomes qui contenaient des
ARNTr dont la de 2°-O-Me était altérée. Cette démonstration a été réalisée récemment par I’étude
d’Erales et collegues (Erales et al., 2017). En effet, les auteurs ont purifi¢ les ribosomes qui
présentaient des variations de la 2°-O-Me a partir de cellules ou I’expression de FBL était
diminuée par siARN, pour effectuer la technique de traduction in vitro. Ils ont ainsi démontré
que la traduction dépendante des IRES de différents ARNm, comme IGF1R, était directement
affectée par une variation de la 2’-O-Me des ARNTr.

L’ensemble de ces données soutient I’existence de ribosomes de composition hétérogene. Cette
hétérogénéité de composition des ribosomes peut intervenir aux niveaux des RP et des ARNr
via une variation de modifications post-transcriptionnelles. Ces ribosomes hétérogeénes
présentent une activité de traduction différente, supportant le concept de «ribosomes

spécialisés ».
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Figure 6. Altérations des ribosomes dans les cancers.

Dans les cancers, deux types d’altérations des ribosomes ont été observées : des altérations quantitatives et des altérations
qualitatives. Les altérations quantitatives correspondent a une augmentation accrue de la quantité des ribosomes suite a une
hyperactivation de la biogenése des ribosomes et en particulier de la synthése des ARNr. Cette augmentation du nombre des
ribosomes, et donc de ’augmentation de la synthése protéique globale, permet aux cellules cancéreuses de maintenir leur état
hyperprolifératif. Cette voie peut étre ciblée en utilisant des inhibiteurs de la synthése des ARNr comme CX-5461 ou BMH-
21 qui bloquent I’activité de I’ARN Pol I (rectangle vert). Les altérations qualitatives des ribosomes correspondent a une
modification de la composition des ribosomes. Les ribosomes peuvent présenter une différence de composition au niveau des
protéines ribosomiques (RP) par la présence de mutations des génes codant pour des RP, I’expression de paralogues et la
présence de modifications post-traductionnelles. Une variation du taux de méthylation en 2’-O des riboses (CH3) ou de
pseudouridylation (V) des ARNr induit la production de ribosomes avec des compositions différentes au niveau des ARNTr.
Une altération de la composition des ribosomes modifie son activité intrinséque et favorise la traduction de certains ARNm

impliqués dans la tumorigenése.

III. Ribosomes et cancer

Deux types d’altérations des ribosomes ont été décrits dans les cancers : une altération de la
quantité des ribosomes et une altération de la qualité des ribosomes. L’altération quantitative
des ribosomes correspond a la variation du nombre de ribosomes induite par une dérégulation

de la biogenése des ribosomes. L’altération qualitative des ribosomes correspond a une
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variation de la composition des ribosomes au niveau des RP ou des ARNr. Dans cette partie,
deux points seront traités : le role de ces altérations des ribosomes dans la tumorigeneése et les

nouvelles opportunités cliniques développées a partir du ciblage de la biogenéese des ribosomes.

1. Role des altérations des ribosomes dans les cancers
Une accumulation de données a permis de montrer que les ribosomes sont impliqués dans la
tumorigénese (Pelletier et al., 2017; Ruggero and Pandolfi, 2003; Sulima et al., 2017). En effet,
il est aujourd’hui bien connu qu’une altération quantitative des ribosomes et donc une
augmentation de la synthese globale des protéines, est importante voire nécessaire pour soutenir
I’hyperprolifération des cellules cancéreuses. De plus des études récentes suggerent que des
ribosomes dont la composition est altérée pourraient étre impliqués dans la tumorigenese en

régulant la traduction de certains ARNm impliqués dans les phénotypes cancéreux (Figure 6).

a. Altérations quantitatives des ribosomes et cancer
L’hyperactivation de la synthése des ribosomes est aujourd’hui bien établie dans les cancers.
Depuis des années, I’augmentation de la taille et du nombre des nucléoles par noyau est utilisée
pour identifier des cellules cancéreuses ou des tumeurs agressives (Derenzini et al., 2009;
Montanaro et al., 2008; Ruggero, 2012a). Mais ce processus n’est pas approuvé en clinique.
Cette augmentation de la taille et du nombre des nucléoles dans les cellules cancéreuses refléte
directement une hyperactivation de la biogenése des ribosomes et donc une augmentation de la
synthése protéique globale qui serait nécessaire pour la croissance et la prolifération des cellules
cancéreuses (Ruggero, 2012b). L’hyperactivation de la biogenese des ribosomes et donc la
synthése des ARNr est hyperactivée dans les cancers via plusieurs voies de signalisation
connues en cancérologie. Par exemple I’oncogéne c-Myc augmente I’activité des ARN Pol I et
III tandis que les génes suppresseurs de tumeurs comme p53 ou pRB (Retinoblastoma protein)
diminuent I’activité de ces ARN Pol (Arabi et al., 2005; Cairns and White, 1998; Van Riggelen
et al., 2010; White, 2005; Zhai and Comai, 2000). Ces observations ont permis d’établir trés
rapidement un lien entre altérations quantitatives des ribosomes et cancer. En revanche, aucune
¢tude n’avait montré 1’existence du lien direct entre hyperactivation de la biogenese des
ribosomes et tumorigenese jusqu’a la publication princeps de Barna et collégues (Barna et al.,
2008). Les auteurs ont utilis€¢ un modéle murin développant des lymphomes spontanément par
activation de I’oncogene c-Myc. Dans ce modele, ils ont introduit une mutation du géne RPL24
pour diminuer la biogenése des ribosomes. Les auteurs ont démontré qu’une diminution de la
biogenese des ribosomes et donc la synthése protéique par 1’introduction d’une mutation de

RPL24, suffisait a bloquer la croissance et la prolifération cellulaire, et plus globalement le

64



pouvoir oncogénique de c-Myc. Cette étude a démontré pour la premicre fois qu’une altération
quantitative des ribosomes contribue a la tumorigenése (Barna et al., 2008).

D’autres études ont permis de soutenir ces observations. Notamment, I’inhibition de la
biogenése des ribosomes par des inhibiteurs de I’ARN Pol I ou des agents
chiomiothérapeutiques a base de platine comme 1’oxaliplatine, éliminait efficacement et
spécifiquement les cellules cancéreuses (Bruno et al., 2017; Bywater et al., 2012; Drygin et al.,
2009, 2011). L’ensemble de ces données suggerent que les cellules cancéreuses sont

dépendantes de I’hyperactivation de la biogenese des ribosomes.

b. Altérations qualitatives des ribosomes et cancer
Diverses données suggerent que des variations de la composition des ribosomes au niveau des
RP ou par des modifications post-transcriptionnelles des ARNr générent des ribosomes de
composition spécifique, y compris dans les cellules cancéreuses. L hypotheése est que ces

ribosomes vont favoriser la tumorigenese en régulant la traduction d’ARNm particuliers.

I Variation de composition des ribosomes au niveau des protéines ribosomiques
et cancer

L’¢étude des ribosomopathies suggerent que les RP seraient potentiellement impliquées dans la
tumorigenese. En effet, les patients atteints de ribosomopathies qui sont majoritairement
induites par des mutations de génes codant pour des RP, présentent un risque plus élevé de
développer des cancers que la population normale. Par exemple, I’Anémie de Diadmond
Blackfan est caractérisée par la mutation de plus d’une dizaine de RP différentes et est associée
a une augmentation du risque de développer différents types de tumeurs, comme des leucémies,
des ostéosarcomes ou des cancers colorectaux (Aspesi and Ellis, 2019). En revanche le
mécanisme expliquant cette prédisposition aux cancers suite aux mutations des RP est encore
obscur. Certains proposent I’hypothése que les mutations des RP modifient la composition des
ribosomes, altérant ainsi la traduction et favorisant la tumorigenese (Aspesi and Ellis, 2019;
Mills and Green, 2017; Sulima et al., 2017). Une ¢tude récente de Kampen et collegues montre
que dans des lignées cellulaires de leucémies lymphoblastiques aiglies, la mutation de RPLI0
au résidu 98 qui affecte 8% des patients atteints de cette pathologie, augmente la traduction
dépendante des IRES du facteur anti-apoptotique BCL-2 favorisant la survie des cellules
cancéreuses (Kampen et al., 2019). Cette étude valide partiellement les hypothéses basées sur

le concept de ribosomes spécialisés, car les auteurs montrent qu’une mutation d’'une RP modifie
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la traduction d’un ARNm particulier impliqué dans la tumorigenéese. En revanche les auteurs

n’ont pas déterminé I’effet de cette mutation sur la composition.

ii.  Variation de composition des ribosomes au niveau des ARNr

Deux études majeures ont montré qu’une variation de la composition des ribosomes par des
modifications post-transcriptionnelles de types 2°-O-Me et ¥ modifient la traduction de certains
ARNm impliqués dans la tumorigenese (Marcel et al., 2013; Yoon et al., 2006) (Figure 6).
L’impact d’une variation de ¥ dans la tumorigenese a surtout été déterminée dans des modeles
de X-DC ou DKCI est muté. La mutation de DKC/ induit une variation du taux de ¥ des ARNr
favorisant ainsi la traduction dépendante des IRES de différents génes impliqués dans la
tumorigenese comme les geénes suppresseurs de tumeurs p53 et P27 ou les facteurs anti-
apoptotiques Bcl-xL et XIAP (Bellodi et al., 2010; Montanaro et al., 2010; Yoon et al., 2006).

Une modification du taux de 2’-O-Me des ARNr a été identifiée dans les cancers du sein au
cours de I’initiation et de la progression tumorale (Belin et al., 2009; Marcel et al., 2013). Dans
ces modeles cellulaires d’initiation tumorale, la variation du taux de 2°-O-Me des ARNTr était
associée a une altération de la traduction dépendante des IRES d’ARNm comme C-Myc ou
IGFIR (Marcel et al., 2013). Dans ce modele, 1’altération de la 2°-O-Me est induite par la
surexpression de FBL. Les auteurs ont montré qu’une surexpression de FBL induit une
résistance aux chimiothérapies mais aussi une augmentation de la prolifération dépendante
d’IGF1R, démontrant le lien entre 2°-O-Me et tumorigenese (Marcel et al., 2015). Une autre
¢tude a montré que la surexpression de F'BL favorisait la croissance tumorale dans des modeles
murins (Su et al., 2014). En revanche, cette étude n’a pas déterminé si la surexpression de FBL
dans les tumeurs et in vivo étaient associés a une variation du taux de 2’-O-Me des ARNr. Etant
donné qu’une variation de I’expression de FBL suffit a modifier la de 2’-O-Me des ARNT, ces
données suggéreraient I’existence de ribosome présentant des altérations de composition au
niveau des 2°-O-Me des ARNr au moins dans des modéles cellulaires mammaires (Erales et al.,

2017; Marcel et al., 2013; Su et al., 2014).

2. Ciblage des ribosomes en clinique
La mise en évidence d’une addiction des cellules cancéreuses a une augmentation de la
biogenese des ribosomes pour assurer leur croissance et leur hyperprolifération, a permis
d’envisager le ciblage de la biogenese des ribosomes en cancérologie (Pelletier et al., 2017;
Ruggero, 2012a; Ruggero and Pandolfi, 2003). En effet, I’observation que la plupart des

cellules cancéreuses produisent plus de ribosomes que les cellules normales suggere que les
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cellules cancéreuses seraient plus sensibles a une diminution de la production de ribosomes que
les cellules saines assurant un ciblage spécifique. La transcription des ADNr par I’ARN Pol |
est I’étape limitante de la biogenése des ribosomes. Ainsi la plupart des molécules développées
pour inhiber la production des ribosomes cible cette étape (Figure 6) (Catez et al., 2018). Dans
cette partie une description de maniére non exhaustive des différentes molécules connues pour

cibler la biogenese des ribosomes sera réalisée.

a. Ciblage des ribosomes par des molécules chiomiothérapeutiques

L’¢tude de Burger et collegues a permis de démontrer pour la premiére fois que de nombreuses
molécules chimiothérapeutiques utilisées couramment en clinique, et dont le mode d’action
connu est soit d’inhiber la synthése des ADN soit d’introduire des dommages a I’ ADN, inhibent
¢galement la biogenese des ribosomes (Burger et al., 2010). Ces molécules inhibent différentes
¢étapes de la biogenése des ribosomes. Par exemple les agents alkylants comme le cisplatine ou
I’oxaliplatine inhibent la transcription des ADNr tandis que I’anti-métabolite 5-FU (5-
Fluorouracil) cible le clivage des pré-ARNr durant 1’étape de maturation des ARNr. En
revanche 1’auteur n’a pas pu déterminer si I’inhibition de la biogenese des ribosomes par ces
molécules contribue directement a leurs actions cytotoxiques ou non. Bruno et collégues ont
récemment étudié¢ le mécanisme d’action de trois agents alkylants : le cisplatine, I’oxaliplatine
et la carboplatine (Bruno et al., 2017). De maniére surprenante 1’oxaliplatine, contrairement au
cisplatine et au carboplatine, n’élimine pas les cellules cancéreuses par induction de dommages
a I’ADN mais induit un stress nucléolaire suite a I’inhibition de la transcription des ADNr. Le
stress nucléolaire est une réponse antitumorale dépendante de p53 qui est activée lors d’un
dysfonctionnement de la biogenese des ribosomes (Golomb et al., 2014). Le stress nucléolaire
résulte notamment d’une accumulation de RP comme RPLI11 qui va se fixer a MDM2 et
empécher la dégradation de p53 induite par MDM?2. Cette accumulation de p53 dans la cellule
cancéreuse active le programme de mort cellulaire.

Une autre molécule qui inhibe directement la transcription des ADNr et induit un stress
nucléolaire est ’actinomycine D (Hollstein, 1974; Perry and Kelley, 1970). L’actinomycine D
est le premier antibiotique décrit pour avoir une activité anticancer. Cette molécule a été
approuvée en 1964 par la FDA. Elle s’intercale de préférence dans les régions riches en GC de
I’ADNr et inhibe la transcription des ADNr. En revanche, cette molécule, par manque de
spécificité, cause de fortes toxicités et crée des dommages a I’ADN (Philips et al., 1960). L’effet

cytotoxique étant donc multifactoriel et non restreint a la biogenése des ribosomes.
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b. Ciblage des ribosomes par des thérapies ciblées
La mise en évidence de molécules chimiothérapeutiques qui affectent la biogenese des
ribosomes a permis de stimuler 1’intérét de développer des molécules ciblant spécifiquement la
biogenese des ribosomes. Trois molécules récemment développées, inhibent spécifiquement
I’activité de ’ARN Pol I : BMH-21, CX-3543 et CX-5461 (Bywater et al., 2012; Colis et al.,
2014; Drygin et al., 2009, 2011).

i.  Molécule BMH-21

BMH-21, comme I’actinomycine D, s’intercale entre I’ADN double brins avec une préférence
pour des motifs riches en GC que 1’on retrouve principalement au niveau des ADNr. BMH-21
en se fixant sur ’ADNTr, bloque la transcription des ADNTr et induit la dégradation de la sous-
unité catalytique de I’ARN Pol I (Peltonen et al., 2014). Peltonen et collégues ont montré que
BMH-21 posséde une activité anticancer puissante in vitro dans un panel de lignées
cancéreuses, mais aussi, in vivo, puisque BMH-21 inhibe la croissance tumorale dans différents
modeles de xénogreffes de cellules issues de mélanomes et de cancers colorectaux.

ii.  Molécule CX-3543
La molécule CX-3543 se fixe aux motifs G-quadruplexes des ADN que I’on retrouve
principalement au niveau des ADNr. CX-3543 bloque I’activité de I’ARN Pol I en empéchant
I’interaction entre NCL et les motifs G-quadruplexes des ADNr (Drygin et al., 2009). CX-3543
induit ’apoptose dans des lignées cellulaires cancéreuses en activant un stress nucléolaire de
manicre p53 dépendant ou indépendant. De plus cette molécule présente une activité anticancer
in vivo puisqu’elle inhibe la croissance tumorale dans des modeles de xénogreffes de cancers
du sein et de cancers pancréatiques. CX-3543 est actuellement en Phase I/II d’évaluation
clinique dans des tumeurs solides et lymphomes (NCT00955786) et dans des tumeurs
neuroendocrines (NCT00780663).

iii.  Molécule CX-5461
CX-5461 se fixe aussi aux motifs G-quadruplexes et inhibe I’activité de ’ARN Pol I en
empéchant la fixation de SL1 aux promoteurs des ADNT, et ainsi le recrutement de I’ARN Pol
I aux ADNr (Drygin et al., 2011). Cette molécule élimine les cellules cancéreuses par induction
de la sénescence et de I’autophagie dans les tumeurs solides. De plus, CX-5461 diminue la taille
tumorale in vivo sur des modeles de xénogreffes de mélanomes et de cancers pancréatiques.
Bywater et collégues ont démontré 1’activité anticancer de CX-5461 dans des tumeurs liquides,
en utilisant un modele murin qui développe spontanément des lymphomes par activation de

I’oncogéne MYC (Bywater et al., 2012). De maniére intéressante, in vivo CX-5461 induit
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I’apoptose des cellules cancéreuses par activation d’un stress nucléolaire tandis que les cellules
saines ne sont pas touchées. Cette ¢tude démontre ainsi la spécificité de la molécule, et du
ciblage de la biogenéese des ribosomes pour les cellules cancéreuses, et plus largement I’ intérét
de cibler la biogenese des ribosomes en cancérologie. CX-5461 a passé la Phase I d’évaluation
clinique qui montre que CX-5461 est bien toléré et induit une faible toxicité chez les patients
atteints de cancers hématologiques (Harrison et al., 2015).

En plus de son activité d’inhibiteur de I’ARN Pol I, CX-5461 induit des dommages a I’ADN
da a la forte stabilisation des motifs G-quadruplexes. Or BRCA2, une protéine impliquée dans
la tumorigeneése mammaire et des cancers féminins héréditaires, est importante pour la
stabilisation de la fourche de réplication et pour la réparation des dommages a I’ADN induits
par les motifs G-quadruplexes. Ainsi les cellules cancéreuses qui sont déficientes en BRCA1/2
sont particulierement sensibles a CX-5461 (Xu et al., 2017). Ces observations ont permis
I’initiation d’une ¢étude de Phase 1 pour évaluer CX-5461 dans des cancers déficients en
BRCA1/2 (NCT02719977). 1l serait maintenant intéressant de démontrer que ces dommages a
I’ ADN pourraient contribuer a I’inhibition de la transcription des ADNT.

Les ribosomes sont des machineries complexes dont leur fonction de traduction est intimement
liée a leur structure. Les ribosomes ont longtemps été considérés comme une entité unique ayant
la toujours la méme activité de traduction. Or cette vision du ribosome est maintenant remise
en question par la mise en évidence que les cellules pouvaient produire différents types de
ribosomes. Ces différences sont induites par une variation de la composition des ribosomes au
niveau des RP et des modifications post-transcriptionnelles des ARNr. De plus en plus d’études
démontrent que ces ribosomes avec une composition particuliere présentent une activité¢ de
traduction qui est différente.

Les ribosomes sont aujourd’hui reconnus pour leur implication dans la tumorigenese.
Notamment I’hyperactivation de la biogenese des ribosomes est nécessaire pour les cellules
cancéreuses afin de maintenir leur €tat hyperprolifératif. La mise en évidence de molécules
inhibitrices de la biogenese des ribosomes, actuellement en phase clinique et qui ciblent
efficacement les cellules cancéreuses démontrent 1’intérét de cibler les ribosomes en
cancérologie. De plus, I’émergence de ribosomes hétérogenes dans les cellules cancéreuses qui
favorisent la tumorigenése par la traduction spécifique de certains ARNm ouvrent encore plus
de nouvelles opportunités thérapeutiques. En effet, on pourrait supposer que le ciblage d’une

population de ribosomes qui présentent une composition particuliere en RP et/ou en ARNr dans
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les cellules cancéreuses permettraient d’éliminer spécifiquement les cellules cancéreuses. Ainsi
I’identification de ribosomes avec une composition particuliere dans les cellules cancéreuses et
leur implication dans la tumorigenese est un champ de recherche qui devient de plus en plus

prometteur en cancérologie.
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Chapitre 3 : Les Cancers du sein

Les cancers du sein sont les cancers féminins les plus fréquents dans le monde et représentent
la premiére cause de déces liée au cancer chez la femme. En revanche une forte réduction de la
mortalité liée aux cancers du sein a été observée cette derniere décennie grace a la mise en place
de programmes de dépistage. De plus les cancers du sein sont aujourd’hui 1’un des cancers les
mieux caractérisés, ce qui a permis le développement de thérapies ciblées efficaces. Malgré ces
avancées, quelques sous-types de cancers du sein sont encore peu compris et les protocoles de
traitements dédiés restent inefficaces. Une meilleure compréhension de la biologie du cancer
du sein reste donc aujourd’hui un €élément essentiel dans le domaine du cancer du sein afin
d’identifier de nouvelles voies de signalisation pour développer de nouvelles options
thérapeutiques. Dans ce chapitre, une description du cancer du sein d’un point de vue
épidémiologique et étiologique, la classification des cancers du sein et les traitements actuels

seront décrits.

I. Epidémiologie et €tiologie du cancer du sein

Dans cette partie, le cancer du sein développé chez la femme sera seulement discuté. En effet,
le cancer du sein chez ’homme est une maladie trés rare qui correspond a 1% des cancers du
sein diagnostiqués au total en Europe et aux Etats-Unis (Anderson et al., 2010; Ferzoco and
Ruddy, 2016). La caractérisation du cancer du sein chez I’homme est encore limitée, due a un
faible nombre de patients et d’études sur cette maladie. En revanche il semblerait que les
cancers chez I’hommes présentent des caractéristiques biologiques et facteurs de risque uniques
par a rapport aux maladies développées chez la femme. Dans cette partie, quelques chiffres clés

sur le cancer du sein, I’anatomie du sein féminin et les facteurs de risque seront décrits.

1. Le cancer du sein en quelques chiffres

Selon le rapport publié¢ récemment par I’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢) a partir de
la base de données GLOBOCAN, en 2018, environ 2.1 millions de nouveaux cas dans le monde
correspondent a un cancer du sein (Bray et al., 2018). Le cancer du sein est le cancer le plus
diagnostiqué chez la femme, avec un fort taux d’incidence dans les pays développés comme
I’Europe ou I’ Amérique du Nord. Cette tendance est inversée pour la mortalité, en effet le taux
de mortalité est le plus faible dans I’Amérique du Nord et I’Europe du Nord.

Cette observation peut potentiellement s’expliquer par la mise en place d’acces au dépistage
par mammographie, une prise en charge des patients ou I’acces aux soins qui different selon les

pays (DeSantis et al., 2015; Marmot et al., 2013; Pace and Keating, 2014; Youlden et al., 2014).
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Selon le programme SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) du NIH (National
Institute of Health), la survie a 5 ans des patientes atteintes de cancer du sein aux Etats-Unis a
atteint 89.7% entre 2008 et 2014 (National Cancer Institute, 2015). En France, plus de 58000
nouveaux cas ont €té estimés par ’INCa en 2016 (Institut National du Cancer), dont plus de
11000 déces représentant 18.5% des déces par cancer chez la femme (Institut National du
Cancer, 2016). La survie a 5 ans en France est de 87% entre 2005 et 2010. Dans les pays moins
développés ou en développement, la survie a 5 ans est réduite par rapport aux Etats-Unis ou en
France. Par exemple, la survie a 5 ans en Thailande est de 63% et en Uganda a 46%

(Sankaranarayanan et al., 2010).

2. L’anatomie du sein

Le sein est un organe reproducteur secondaire chez la femme qui permet la production de lait.
La production du lait est effectuée par la glande mammaire qui est présente dans chaque sein.
La glande mammaire s’organise en une vingtaine de lobes, chaque lobe étant composé de
lobules (Ramsay et al., 2005; Zucca-Matthes et al., 2016). Chaque lobule contient des alvéoles
ou acini qui constituent la partie sécrétrice de la glande mammaire. En effet, les alvéoles sont
composées de lactocytes qui ont un réle de production et de stockage du lait (Figure 7).

Ces alvéoles sont connectées par des canaux alvéolaires ou intralobulaires pour former les
lobules. Ces lobules sont aussi connectés par des canaux interlobulaires pour former les lobes.
Les canaux interlobulaires se rejoignent pour former un grand canal, le canal galactophore, a
raison d’un canal galactophore par lobe. Ainsi le lait va circuler entre ces différents canaux
jusqu’aux canaux galactophores qui vont apporter le lait au niveau du mamelon.

La glande mammaire est également composée de tissus adipeux qui entourent les lobes. Ces
glandes se développent et sont contrdlées par de nombreux facteurs dont les hormones : la
progestérone, I’cestrogene et la prolactine (Brisken and O’Malley, 2010). Le sein est aussi
parcouru par des vaisseaux sanguins et lymphatiques nécessaires au bon fonctionnement de
I’organe par 1’apport de nutriments et hormones et 1’évacuation de déchets cellulaires. Les
vaisseaux et ganglions lymphatiques forment un réseau lymphatique qui est principalement
situé a trois endroits : au niveau des aisselles qu’on appelle les ganglions axillaire ; au niveau
de la clavicule a deux endroits, au-dessus, avec les ganglions sus-claviculaires et au-dessous,
avec les ganglions sous-claviculaires (ou infra-claviculaires) ; et au niveau du sternum avec les
ganglions thoraciques internes (Institut National du Cancer). L’épithélium mammaire

comprend deux types cellulaires : les cellules luminales et les cellules myoépithéliales (ou
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basales). Les cellules luminales bordent la lumicre des canaux et des lobules (INSERM). Les
cellules myoépithéliales entourent les cellules luminales et sont en contact avec la lame basale

et le stroma environnant.

Tissu adipeux

Canal interlobulaire

Tumeur

Mamelon

Canal galactophore

Lobe constitué de
Lobules

Figure 7. Représentation schématique de la structure du sein.

Chaque sein est composé¢ d’une glande mammaire qui est responsable de la production du lait. La glande est divisée en
compartiments, les lobes, qui sont composées de lobules. Les lobules présentent les alvéoles qui sont responsables de la
production du lait. Le lait est ensuite transporté des lobules au mamelon via les canaux galactophores. Les cancers du sein (en
jaune) se développent majoritairement au niveau des canaux galactophores (les cancers canalaires) et au niveau des lobules (les

cancers lobulaires). Schéma adapté de Servier Medical Art (https://smart.servier.com/)

3. Les facteurs de risque du cancer du sein
Le cancer du sein est une maladie multifactorielle, c’est-a-dire que différents facteurs peuvent
influencer I’apparition de tumeurs mammaires. Différentes études épidémiologiques ont permis
d’identifier de potentiels facteurs de risques comme ’hygiéne de vie (obésité, consommation
d’alcool, tabac), I’exposition a des facteurs environnementaux comme la radiation ionisante ou
des polluants ou encore des facteurs génétiques (Lacey et al., 2013). Dans ce paragraphe, les
facteurs de risques les plus connus et acceptés dans le domaine de 1I’épidémiologie seront traités.
Ces facteurs de risques sont les facteurs liés a 1’age des patientes, 1’histoire familiale et a la
reproduction. Un autre facteur de risque qui est trés important et qui ne sera pas détaillé, est le
facteur li¢ au sexe puisque 1% des cancers du sein sont développés chez ’homme contre 99%

chez la femme (Siegel et al., 2017).
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a. L’age
En plus du sexe, 1’age est un facteur de risque treés important car le taux d’incidence du cancer
du sein augmente avec 1’age (McPherson, K; Stell, CM, 2000). Le risque d’apparition du cancer
du sein doublerait tous les 10 ans jusqu’a la ménopause ou 1’augmentation du risque ralentirait
significativement. De plus selon une ¢tude basée sur les données SEER, les cancers du sein
présenteraient différentes caractéristiques selon 1’dge des patientes au diagnostic. Les tumeurs
agressives et donc de mauvais pronostique seraient diagnostiquées chez les patientes les plus

jeunes ayant moins de 40 ans (Walker et al., 1996; Zabicki et al., 2006).

b. L’histoire familiale

Entre 5 et 10% des cas de cancers du sein sont induits par des facteurs héréditaires (Bray et al.,
2018; McPherson, K; Stell, CM, 2000). Une étude sur un grand nombre d’échantillons (n =
160192 échantillons) par « The Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer »
ont déterminé que des femmes qui avaient une sceur, une mere ou une fille (lien de parenté de
premier degré) ayant un cancer du sein avaient un risque beaucoup plus élevé de développer
cette maladie par rapport aux femmes n’ayant aucun proche avec un cancer du sein
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001). Ce risque augmentait avec
le nombre de proches affectés par cette maladie et avec 1’age au diagnostic de ces proches (<
50 ans) (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001; Pharoah et al.,
1997).

De plus, 15 a 20% des cancers du sein héréditaires sont induits par une mutation des genes de
prédisposition au cancer du sein BRCAI et BRCA2 (BReast Cancer) (Couch et al., 1997;
Venkitaraman, 2002). Plusieurs études ont démontré que les femmes avaient plus de 50% de
risque de développer un cancer du sein lorsqu’elles avaient un lien de parenté avec des
personnes ayant une mutation sur au moins un de ces deux geénes ou lorsqu’elles présentaient

elles-mémes ’une de ces mutations (Antoniou et al., 2003; King et al., 2003).

c. Les facteurs liés a la reproduction
L’age de la ménarche (période des premicres menstruations), la parité (nombre de grossesses)
et la ménopause sont les points les plus importants des facteurs liés a la reproduction. Une
ménarche précoce, c’est-a-dire avant 12 ans, et une ménopause tardive, aprés 55 ans,
augmentent le risque de développer des cancers du sein (Hunter et al., 1997; Trichopoulos et

al., 1972). Cette augmentation du risque est liée a un prolongement d’exposition des tissus du
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sein aux hormones comme 1’cestrogene ce qui favoriserait I’apparition de tumeurs mammaires
(Lacey et al., 2013). Plusieurs études ont montré que plus la parité est importante chez une
femme, plus le risque de cancer est diminué (Hunter et al., 1997; M. et al., 2001; Macmahon et
al., 1970). De plus, 1I’age lors de la grossesse menée a terme est également important. En effet
il a été montré que des femmes qui accouchent avant 20 ans ont une forte diminution de risque
de développer des tumeurs par rapport aux femmes nullipares ou qui accouchent apres 35 ans.
L’allaitement permet également de diminuer le risque de cancer du sein et particulierement si
la durée de I’allaitement (pour chaque enfant au total) est importante (Collaborative Group on

Hormonal Factors in Breast Cancer, 2002).

II. Les classifications des cancers du sein

La biologie du cancer du sein est aujourd’hui de mieux en mieux caractérisée. Il est maintenant
bien connu que le cancer du sein n’est pas une maladie unique mais un groupe de maladies qui
présentent différentes caractéristiques cliniques, biologiques et moléculaires. La classification
des cancers du sein est primordiale en clinique pour la prise en charge des patientes. En effet,
elle permet la prédiction de la survie des patientes ainsi que la sélection des patientes qui
répondraient & un type de traitement spécifique. La classification des tumeurs mammaires
continue d’évoluer et de s’affiner. En effet, au début des années 1990, une classification basée
sur des critéres anatomopathologiques a été développée (Ellis et al., 1992; Elston and Ellis,
1991). Puis une classification moléculaire des cancers du sein s’est développée a partir des
années 2010 et continue aujourd’hui de s’affiner. Ces différentes classifications utilisées en

clinique seront détaillées dans cette partie.

1. Classification anatomopathologique des cancers du sein
La classification anatomopathologie est celle utilisée couramment en clinique et est basée sur
trois facteurs : la morphologie des tumeurs et deux facteurs pronostics, le stade de la tumeur
déterminé par le systtme TNM (Tumor, Node, Metastasis) et le grade de la tumeur. Cette
classification est importante pour aider les cliniciens a poser un pronostic et prendre une

décision sur le type de traitement suite au diagnostic du cancer.

a. Classification histologique basée sur la morphologie des cancers du sein
Environ 95% des cancers du sein sont des adénocarcinomes ce qui signifie que les tumeurs se
développent a partir des cellules épithéliales de la glande mammaire (Makki, 2015). Ces

adénocarcinomes sont classés sur la base de deux facteurs : le site d’origine de la tumeur et la
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capacité d’invasion des cellules cancéreuses. En effet, les adénocarcinomes peuvent avoir deux
origines : les canaux galactophores correspondant aux adénocarcinomes canalaires et les
lobules qui sont les adénocarcinomes lobulaires (Figure 1). De plus la capacité d’invasion de
ces tumeurs est définie comme in sifu (non invasif) ou invasifs.

Parmi les sous-types histologiques des cancers du sein, les cancers canalaires invasifs (IDC
pour Invasive Ductal Carcinoma) et les cancers canalaires in situ (DCIS pour Ductal Carcinoma
In Situ) sont majoritaires, correspondant a environ 70-80% et 15-20% des cancers du sein
respectivement (INSERM; Li et al., 2003). Selon la morphologie et I’architecture des cellules
tumorales, chaque classe d’adénocarcinome peut étre encore classée en sous-types avec des
pronostics différents (Diab et al., 1999; Ellis et al., 1992; Makki, 2015). Cette classification
permet de mettre en évidence une forte hétérogénéité au niveau morphologique des cancers du

sein. Les sous-types histologiques sont présentés de maniere détaillée dans la Figure 8.

Cancers du sein
(Adénocarcinomes)

Canalaire Lobulaire
Comedo — ® NOS/NST» Classique
Solide — Tubulaire Pléomorphique
In Situ Cubiforme Invasif —— Cubiforme In Situ Invasif Histiocytoide
(DCis) (1pC)
Papillaire — Papillaire Tubololobulaire
Micropapillaire — Micropapillaire « Signet Ring »
—  Mucineux
— Medullaire
— Apacrine
— Neuroendocrinien
Trés rares (<1% cancers du sein)
- Metaplastic
— + Lipid-rich
- Secretory

= Oncocytic
= Acinic Cell
- Adenoid cystic

Figure 8. Classification histologique et hétérogénéité des cancers du sein.

Les adénocarcinomes sont caractérisés par leur origine (canalaires ou lobulaires) et la capacité d'invasion des cellules tumorales
(in situ ou invasif). Ces sous-types peuvent étre encore classés selon les caractéristiques morphologiques et architecturaux.
NOS : Not Otherwise Specified ; NST : No Specific Type. Les noms des sous-types histologiques trés rare ont gardé leur

intitulé en anglais (en italique).
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b. Classification basée sur le systeme TNM

Le systtme TNM est un outil commun et standardisé, utilisé internationalement par les
cliniciens. Le systeme TNM est défini par « the American Joint Committee on Cancer » selon
trois criteres : la taille et D’infiltration de la tumeur (T); le nombre et ’emplacement des
ganglions lymphatiques envahis (N) ; et la présence ou absence de métastases (M). Le détail de
la classification TNM est présentée dans le Tableau 2.

Le TNM est utilisé pour déterminer le stade du cancer, c¢’est-a-dire, le degré de propagation du
cancer. Le stade de la tumeur est noté de 0 a IV. La détermination du stade de la tumeur selon
la classification TNM est complexe et ne sera pas détaillée ici mais peut €tre consultée dans le
document par « the American Joint Committee on Cancer » (American Joint Committee on
Cancer, Breast Staging, 8th Edition, 2018). Des tumeurs de stade I et II signifient que les
tumeurs restent localisées et qu’elles ne se sont pas propagées de la glande mammaire. Des
tumeurs de stade III représentent des tumeurs dont la taille est élevée ou qui s’étendent au-dela
de la glande mammaire avec potentiellement une propagation de cellules tumorales dans les
tissus ou ganglions lymphatiques environnants. Enfin des tumeurs de stade IV représentent un

cancer métastatique (présence de métastases a distances).

Tableau 2. Classification simplifiée du systtme TNM d’apreés (American Joint Committee on Cancer, Breast Staging,

8th Edition, 2018)

Classification TNM

Tumeur (T) TO0 T1 T2 T3 T4
Pas de détection Taille tumorale 20 mm < Taille Taille tumorale > Pas de taille
de tumeur <20 mm tumorale < 50 50 mm tumorale
primaire mm spécifiée mais
atteinte directe
paroi thoracique
Ganglion (N) NO N1 N2 N3
Pas de détection Micro- Me¢tastase dans 4 ~ M¢étastases dans >

de métastases
dans ganglions

lymphatiques

métastases/métastases
dans 1 a 3 ganglions

axillaires

a9 ganglions

axillaires

10 ganglions
axillaires ou dans
ganglions sus ou

sous-claviculaires

Métastase (M) MO0

M1

Pas de détection
de métastases a

distance

Présence de métastases

a distance
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c. Classification basée sur le grade

Le grade de la tumeur est noté de 0 a 3 et est déterminé¢ de différentes manieres, la plus utilisée
en clinique étant la classification Notthingham Grading System (NGS). La classification NGS
permet de déterminer ’agressivité de la tumeur et est dérivée de la classification SBR (Scarff
Bloom and Richardson) (Bloom and Richardson, 1957; Elston and Ellis, 1991). La
classification NGS refléte le taux de différentiation de la tumeur par trois critéres : I’architecture
de la tumeur (présence de tubules) ; la taille et la forme des noyaux ; et ’activité¢ mitotique des
cellules cancéreuses.

Ces classifications sont basées sur 1’évolution naturelle du cancer. En effet, les cellules
tumorales au cours de la progression, se dédifférencient et perdent leur fonction d’origine ce
qui se traduit par une perte de la structure de la glande mammaire et I’absence de structures en
forme de tubules. De plus, les cellules cancéreuses présentent un pléomorphisme nucléaire et
une activité de prolifération accrue par rapport aux cellules normales. Sur cette base, les
tumeurs sont notées par un systéme de points (3 points maximum) pour chaque critére. Un score
total situé entre 3 a 5 correspond aux tumeurs les moins agressives (grade 1), un score de 6 a 7
désigne des tumeurs d’une agressivité intermédiaire (grade 2) et un score de 8 a 9 est associ¢ a
des tumeurs de forte agressivité (grade 3). L’évaluation du score des trois critéres est détaillée

dans le Tableau 3.

Tableau 3. Tableau de scoring selon les trois critéres du Notthingham Grade System selon (Elston and Ellis, 1991)

Score
Critéres 1 2 3
Formation des tubules dans la Dans la majorité Partiellement Faible ou aucun
tumeur (<75 %) (0-75 %) (< 10%)
Pléomorphisme nucléaire Noyaux petits et Augmentation et atypie Pléomorphisme marquée
réguliers modérée
Nombre de mitoses* 0-5 6-10 > 11

* Le nombre de mitoses est calculé tous les 10 champs a la périphérie de la tumeur. Le score peut varier selon le microscope, 1’objectif et le
champ de diamétre du microscope. Ici le score pour le nombre de mitoses calculés a été effectué¢ avec un Nikon, un objectif x40 et un champ

de diamétre de 0.44mm.

2. Classification moléculaire des cancers du sein
La classification anatomopathologique permet ainsi de mettre en évidence I’hétérogénéité des
cancers du sein. En revanche, ce type de classification ne permet pas de d’identifier de
potentielles cibles thérapeutiques. Ainsi ces dix derni¢res années, beaucoup d’efforts ont été

concentrés dans 1’amélioration de la classification des cancers du sein par des approches
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moléculaires afin d’avoir une meilleure vision de I’hétérogénéité au niveau moléculaire de cette
maladie et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Trois types de classification seront
abordés dans cette partie : la classification moléculaire selon le profil d’expression génique par
des analyses transcriptomiques; la classification selon le statut de récepteurs par

immunohistochimie (IHC) ; et la récente classification du sous-type Triple Négatif (TN).

a. Classification selon le profil d’expression génique
Deés le début du XXI°™ siécle, le développement a la fois de nouvelles technologies, avec par
exemples des approches moléculaires de pointe telles que les puces a ADN (ou DNA
microarrays), et méthodologiques, notamment en biostatistique et bioinformatique ont permis
de stratifier les tumeurs mammaires selon leur profil d’expression génique. La premicre étude
innovante publiée par Perou et collégues, a permis de mettre en évidence une hétérogénéité au
niveau moléculaire des tumeurs mammaires (Perou et al., 2000). L’utilisation de puces 8 ADN
sur une quarantaine d’échantillons a permis définir une liste de génes « intrinséques », c’est-a-
dire les génes dont I’expression varie significativement entre différentes tumeurs mais reste
inchangée entre différents échantillons d’une méme tumeur. En utilisant cette liste, les auteurs
ont pu mettre en évidence quatre sous-types moléculaires basés sur 1’expression différentielle
des génes de la voie de signalisation oestrogénique : le sous-type Luminal, Basal-like, HER2+

et Normal-like.

i.  Sous-type Luminal
Le sous-type Luminal est caractérisé¢ par une forte expression d’un groupe de genes qui sont
typiques des cellules épithéliales de type luminales de la glande mammaire, comme ER

(Estrogen Receptor) ou les cytokératines (CK) 8 et 18.
ii.  Sous-type Basal-like

Le sous-type Basal-like surexprime les génes caractéristiques des cellules épithéliales de type
basales (ou myoépithéliales) de la glande mammaire comme la laminine ou les CK5, CK6 et
CK17.

iti.  Sous-type HER2+
Le sous-type HER2+ est caractérisé par une amplification du géne HER2 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) et d’autres genes qui sont localisés dans la méme région du
chromosome 17. Contrairement aux sous-types Luminal et Basal-Like, les cancers HER2+ ne

sont pas représentatifs d’un type cellulaire spécifique de la glande mammaire.
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iv.  Sous-type Normal-like
Le sous-type Normal-like contient les tumeurs qui ont été regroupées avec les échantillons
mammaires normaux. Ces tumeurs sont caractérisées par une forte expression de marqueurs
des cellules basales et d’adipocytes et une faible expression de genes caractéristiques des

cellules luminales.

Cette classification initiale selon 1’expression génique a été validée par différentes études avec
un nombre d’échantillons plus large (Sorlie et al., 2003; Serlie et al., 2001; Sotiriou et al., 2003).
Ces trois études ont également montré que le sous-type Luminal était hétérogene et pouvait étre
encore stratifié en au moins deux groupes. Notamment, Sorlie et collégue ont déterminé dans
trois séries indépendantes de cancer du sein (un total de 288 échantillons) que le sous-type
Luminal pouvait étre divisé¢ en groupes Luminal A et Luminal B (Sorlie et al., 2003). Le
Luminal B se distingue du Luminal A par une augmentation de 1’expression des geénes
impliqués dans la prolifération comme MKI67 (Marker of proliferation KI-67) et un mauvais
pronostic. En effet, avec les données cliniques, les auteurs ont mis en évidence que les patientes
porteuses de tumeurs de sous-type Luminal A présentaient une meilleure survie que les
patientes porteuses de tumeurs Luminal B. A contrario, les patientes dont les tumeurs sont
classées HER+ et Basal-like présentent la plus mauvaise survie (Sorlie et al., 2003; Serlie et
al., 2001).

Il y a une dizaine d’années, d’autres sous-types de cancer du sein portant une signature
moléculaire spécifique ont été identifiés par des analyses transcriptomiques : le sous-type

Moléculaire Apocrine et le sous-type Claudin-low.

v.  Sous-type Moléculaire Apocrine
Le sous-type Moléculaire Apocrine est caractérisé par I’absence d’expression d’ER et une forte
expression du récepteur aux androgenes et des génes de la voie liée aux androgenes (Farmer et
al., 2005; Lehmann-Che et al., 2013). Contrairement aux autres ¢tudes, le sous-type HER2+n’a
pas été identifié. En revanche, 50% des tumeurs Moléculaire Apocrine présentaient une
amplification de HER?2.

vi.  Sous-type Claudin-low
Le sous-type Claudin-low présente deux caractéristiques. La premicre caractéristique est une

forte expression de marqueurs souches des cellules mammaires ou des cellules initiatrices de

tumeurs comme CD44 ou ALDH 1. (Ginestier et al., 2007; Mani et al., 2008; Prat et al., 2010;
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Sabatier et al., 2014). La deuxieéme caractéristique est I’expression de marqueurs de 'EMT
(Epithelial to Mesenchymal Transition), avec une faible expression de génes impliqués dans
I’adhésion cellulaire, comme CDHI ou les différentes claudines, et une forte expression des
facteurs de transcription de ’EMT, comme les familles ZEB et TWIST (Prat et al., 2010;
Sabatier et al., 2014).

Cette classification moléculaire permet aujourd’hui de mieux comprendre la biologie du cancer
du sein et est associ¢e a des différences de survie, présentant ainsi un pouvoir pronostic. En
revanche la mise en place en routine de ce systeme de classification semble difficile en clinique.
En effet, des études transcriptomiques et des analyses bioinformatiques/biostatistiques peuvent
étre longs et couteux. Pour pallier a ce probléme, différentes solutions ont été développées,
comme I’utilisation du PAMS0 (Prosigna), approuvé par la FDA en 2013, et qui permet
d’identifier les sous-types moléculaires par 1’utilisation d’une signature basée sur I’expression
de 50 genes (Parker et al., 2009). Une deuxiéme solution, moins fine mais aujourd’hui utilisée
couramment en clinique, est I’utilisation de marqueurs de substitution en immunohistochimie
(IHC) (Goldhirsch et al., 2013). Cette solution permet d’identifier le sous-type moléculaire des
tumeurs, par I'utilisation d’un faible nombre de marqueurs, et d’une technique faisable en

routine a moindre cout.

b. Classification selon le statut de récepteurs en immunohistochimie
Le développement de la technologie du Tissue Microarray (TMA) a permis de valider les
signatures géniques au niveau protéique. En effet, cette technologie permet I’analyse par IHC
dans une lame, de diverses tumeurs et ouvre donc la possibilité de tester différents marqueurs

sur un grand nombre d’échantillons.

Une premiere étude menée par Callagy et collegues a permis de déterminer si la classification
moléculaire des cancers du sein pouvait étre retrouvée par I’analyse de 13 biomarqueurs en I[HC
sur plus d’une centaine de tumeurs (Callagy et al., 2003). IIs ont sélectionné 13 facteurs qui
permettaient la stratification au niveau transcriptomique des tumeurs en sous-types intrinseques
comme ER, PR (Progesterone Receptor), HER2 et les CK de type luminal et basal. Sur la base
de ces 13 marqueurs, et particulierement selon I’expression d’ER, les mémes sous-types
intrinseéques ont ét¢ identifiés : Luminal A, Luminal B, HER2+ et Basal-like. Cette étude a donc
permis d’identifier de potentiels marqueurs de substitution en IHC pour refléter la classification
moléculaire issue des analyses transcriptomiques des cancers du sein. Aujourd’hui les trois
marqueurs de stratification les plus utilisés en IHC sont les récepteurs ER, PR et HER2 qui
permettent de classer de maniere simplifiée les tumeurs en trois grands groupes : Luminal,
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HER2+ et Triple Négatif (TN). La classification des sous-types de cancer du sein définie par
des marqueurs IHC et validée par ’ESMO (European Society for Medical Oncology) et St

Gallen International Breast Conference, est détaillée dans le Tableau 4.

i.  Sous-type Luminal

Le sous-type Luminal est identifié par la surexpression des récepteurs hormonaux (RH) que
sont ER et PR et I’absence de surexpression du récepteur HER2 (soit ER+ PR+/- HER2-). Ce
sous-type représente 70% des tumeurs et est associ¢ avec la meilleure survie parmi les trois
groupes (Cheang et al., 2009; Nielsen et al., 2004). Un affinement de la classification du sous-
type Luminal en Luminal A et Luminal B a été développé par I’introduction du marqueur de
prolifération KI-67 puisque les tumeurs de type Luminal B sont caractérisées par une
augmentation de I’expression de genes impliqués dans la prolifération (Cheang et al., 2009). Le
statut des récepteurs PR et HER2 servent également a distinguer les tumeurs de type Luminal
A, des tumeurs de type Luminal B par rapport au pronostic. En effet les tumeurs Luminal B
sont associés a une plus mauvaise survie par rapport aux tumeurs Luminal A (Cheang et al.,
2009; Vallejos et al., 2010). Or des études ont démontré que des patientes porteuses de tumeurs
ER+ mais PR- et/ou HER2+ présentent un mauvais pronostic par rapport aux patientes avec
des tumeurs typiquement Luminal A (ER+ PR+ HER2-) (Cheang et al., 2009; Prat et al.,
2013a).

ii.  Sous-type HER2+
Le sous-type HER2 est identifié par I’absence de surexpression des RH et la surexpression de
HER?2 (soit ER- PR- HER-). Ce sous-type représente environ 15% des cancers du sein et est
associ€ avec une mauvaise survie par rapport aux tumeurs Luminal A et Luminal B (Nielsen et
al., 2004; Vallejos et al., 2010).

iii.  Sous-type Triple Négatif
Les cancers de type Triple Négatif sont caractérisés par une absence de surexpression des trois
récepteurs (soit ER- PR- HER2-). Ils représentent 15% des cancers du sein et les patientes
atteintes de cette tumeur présentent un mauvais pronostic. Les patientes avec des tumeurs TN
ont un risque plus élevé que leurs cancers progressent durant les 5 ans apres diagnostic par
rapport aux patientes atteintes d’un autre sous-type de cancer du sein (Dent et al., 2007).
Les cancers de type Basal-like sont également caractérisés par I’absence de surexpression au
niveau protéique de ces trois récepteurs (Nielsen et al., 2004). En revanche, une tumeur Triple
Négative n’est pas synonyme d’une tumeur Basal-like. En effet, d’aprés une étude par Prat et

collegues, 78.6% des tumeurs classées TN correspondent a des tumeurs Basal-Like et
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inversement 68.5% de tumeurs Basal-Like sont TN (Prat et al., 2013b). Le reste des tumeurs
TN non Basal-like sont classées HER+, Luminal ou Normal-like démontrant I’hétérogénéité de
ce groupe. D’ailleurs une étude innovante a permis de classer le sous-type Triple Négatif en 6

classes et qui seront détaillées dans le prochain paragraphe (Lehmann et al., 2011).

Tableau 4. Classification des sous-types de cancer du sein par l'utilisation de marqueurs de substitution en

immunohistochimie d’aprés (Goldhirsch et al., 2013; Senkus et al., 2015)

Sous-type ER PR HER?2 amplifié* KI-67
Luminal A Positif Positif Négatif Faible
Luminal B

HER2 négatif Positif Positif ou Négatif Négatif Elevé
HER2 positif Positif Positif ou Négatif Positif Elevé ou Faible
HER2+ Négatif Négatif Positif

Triple Négatif Négatif Négatif Négatif

* L’amplification de HER2 peut étre déterminée par immunohistochimie ou par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization).
Positif correspond a une surexpression pour ER, PR, HER2 et/ou une amplification pour HER2 et négatif correspond a
I’absence de surexpression. ER : Estrogen Receptor ; PR : Progesteron Receptor ; HER2 : Human Epidermal Growth Receptor

2 ; KI-67 : marqueur prolifératif.

c. Classification des cancers Triple Négatifs
Le cancer TN est aujourd’hui un cancer dont le traitement reste limité par rapport aux autres
sous-types des cancers du sein. Les cancers TN étant tres hétérogenes, il est ainsi nécessaire de
mieux caractériser ce sous-type pour améliorer sa classification et identifier de potentielles
cibles thérapeutiques. Lehmann et collégues ont effectué des analyses de profils d’expression
génique et d’analyses de type « Gene Ontology » (qui permet de déterminer un enrichissement
en fonctions biologiques sur la base du profil d’expression génique) sur deux séries
indépendantes de cancer du sein. Ils ont ainsi identifié¢ 6 classes de cancers TN : Basal-Like 1
et 2, Immunomodulatoire, Mésenchymateux, « Mesenchymal stem-like », Luminal récepteur

androgene (Lehmann et al., 2011).

i.  Sous-type Basal-like 1
Ce sous-type présente un enrichissement des voies de signalisation liées au cycle cellulaire et a
la division cellulaire. Notamment les auteurs ont identifié¢ une augmentation de 1’expression des
genes liés a la prolifération, comme MKI67, et a la réponse aux dommages de I’ADN. Ces

tumeurs sont donc caractérisées par une forte prolifération cellulaire.
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ii.  Sous-type Basal-like 2
Ce type de cancer est caractérisé par I’enrichissement de voies de signalisation liées aux facteurs
de croissance. Lehmann et collégues ont, en effet, identifié¢ une forte expression de facteurs de
croissance comme EGF (Epidermal Growth Factor) ou /GFIR (Insulin-like Growth Factor 1
Receptor).

iii.  Sous-type Immunomodulatoire
Le sous-type Immunomodulatoire présente un enrichissement des voies de signalisation liées a
I’immunité. Ils ont observé par exemple une forte expression des genes impliqués dans les voies
de signalisation des cytokines, la présentation de 1’antigéne et la réponse liée a la

reconnaissance de I’antigene.

iv.  Sous-type Mésenchymateux
Ce sous-type est caractérisé par 1’enrichissement des voies de signalisation liées a la mobilité
et a la différentiation cellulaire. Les auteurs ont également observé 1’expression de génes liés a
I’EMT, avec notamment une diminution de I’expression de CDHI et une augmentation de

I’expression des marqueurs mésenchymateux.

v.  Mesenchymal stem-like
Ce sous-type présente les mémes caractéristiques que le sous-type Mésenchymateux, avec en
plus un enrichissement des voies de signalisation impliquées dans les facteurs de croissance,
I’angiogenese et les cellules souches. Ils ont également observé une diminution de 1’expression

des différentes claudines et des genes liés a la prolifération.

vi.  Sous-type Luminal récepteur androgene
Le sous-type Luminal récepteur androgéne ou LAR (Luminal Androgen Receptor) est
caractéris¢é par un fort enrichissement de facteurs impliqués dans la régulation des hormones et
le métabolisme des androgenes et des cestrogenes. Les tumeurs de type LAR expriment

fortement le récepteur androgéne ainsi que les cibles situées en aval de cette voie.

La classification des cancers du sein est donc importante pour déterminer le pronostic (selon le
grade, le stade et le sous-type du cancer) des patientes. Ces classifications ont permis de
développer de nouveaux traitements et aujourd’hui ces classifications permettent de prédire leur
efficacité. En particulier selon le statut des récepteurs ER, PR et HER2, les cliniciens sont aptes

a prescrire un traitement adapté. Par exemple les patientes qui surexpriment les RH
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bénéficieraient plus d’un traitement antihormonal ciblant la voie de signalisation ER que les
patientes dont HER2 est amplifié. Les différents traitements utilisés aujourd’hui en routine en

clinique seront décrits dans la partie suivante.

ITII. Les traitements des cancers du sein

Le but d’un traitement anticancer est dans I’idéal, de pouvoir supprimer la tumeur ou métastases
et/ou de ralentir le développement de la tumeur, et/ou dans les pires cas, réduire le risque de
récidives de la maladie ou les métastases. Le traitement administré aux patientes atteintes d’un
cancer du sein dépend de différents facteurs pronostics relatifs a la tumeur : la taille le grade, le
stade, le sous-type histologique et moléculaire (selon le statut des RH et HER2 par IHC).
D’autres facteurs sont également pris en compte, qui sont dépendants de la patiente, tels que
I’age, la ménopause et/ou la santé globale. Définir ces facteurs au moment du diagnostic de la
maladie, sont donc essentiels pour la prise en charge des patientes.

Les traitements du cancer du sein peuvent étre classé€s en deux groupes : les traitements localisés
et les traitements systémiques. Les traitements localisés correspondent a la chirurgie et a la
radiothérapie qui ciblent localement la tumeur. Les traitements systémiques correspondent aux
traitements médicamenteux comme la chimiothérapie ou I’hormonothérapie diffusés par voies
orales ou sanguines. Les différents types de traitement décrits dans cette partie correspondent
aux traitements préconisés en France d’aprés « le guide de prise en charge des patients » de

I’INCa et sont résumés dans la Figure 9 (INCa, 2013).

1. Les traitements localisés du cancer du sein
Les traitements localis€s agissent seulement sur la région ou se trouve la tumeur, a I’inverse des
traitements systémiques. Il existe deux types de traitements localisés du cancer du sein: la

chirurgie et la radiothérapie.

a. La chirurgie
Deux types d’intervention chirurgicale sont utilisés pour traiter les cancers du sein : la chirurgie
conservatrice (ou tumorectomie) qui consiste a retirer seulement la tumeur ; et la chirurgie non
conservatrice (ou mastectomie) qui consiste a enlever la totalité du sein. Apres la chirurgie, un
traitement adjuvant, comme la radiothérapie et/ou ’hormonothérapie et/ou la chimiothérapie,

est souvent administré pour prévenir la récidive de la maladie.

i.  La chirurgie conservatrice
La chirurgie conservatrice consiste a retirer la tumeur avec une marge de tissu sain qu’on

appelle la marge de sécurité qui permet de vérifier si la tumeur a bien été entierement retirée.
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Si cette marge de sécurité est atteinte par des cellules cancéreuses, une seconde chirurgie sera
effectuce.

La tumorectomie est proposée lorsque la taille tumorale est inférieure a 2 cm ou lorsque la
tumeur est unique. Ces tumeurs sont souvent des carcinomes in situ. Il est possible, lorsqu’une
tumeur présente une taille supérieure a 2 cm, d’administrer un traitement néoadjuvant. Un
traitement néoadjuvant peut étre une chimiothérapie ou une hormonothérapie, celui-ci ayant
pour but de diminuer la taille de la tumeur afin de faciliter I’intervention chirurgicale. En
paralléle de la tumorectomie, il est possible d’effectuer une exérése des ganglions axillaires
pour déterminer le degré d’extension de la tumeur mammaire. Apres chirurgie, une
radiothérapie est administrée comme traitement adjuvant pour éviter la récidive du cancer.

ii.  La chirurgie non conservatrice

La mastectomie est proposée pour différentes conditions : la taille de la tumeur est trop
importante (> 5 cm) pour qu’un traitement néoadjuvant soit efficace ; ou la patiente présente
plus de deux tumeurs dans le méme sein. Ces tumeurs sont souvent des carcinomes invasifs. La
mastectomie totale et la mastectomie radicale modifiée sont deux types de mastectomie qui
peuvent Etre proposé€s a la patiente. La mastectomie totale consiste a retirer le sein, le mamelon,
le revétement des muscles du thorax tout en gardant les nerfs, les muscles du thorax et les
ganglions lymphatiques. La mastectomie radicale modifiée est presque similaire a la
mastectomie totale sauf qu’elle retire également quelques ganglions axillaires pour déterminer

le degré d’extension de la tumeur.

b. La radiothérapie
La radiothérapie utilise des rayons ionisants appliqués a un point précis pour cibler les cellules
cancéreuses tout en €pargnant les tissus sains et les organes proches. L’ionisation induit des
radicaux libres qui provoquent la mort cellulaire par coupures des brins de I’ADN. Seules les
cellules prolifératives sont radiosensibles, ce qui permet la spécificité de ce traitement puisque
les cellules cancéreuses sont hyperprolifératives par rapport aux cellules saines. La
radiothérapie est utilisée usuellement apres intervention chirurgicale. Elle peut également étre
prescrite pour un cancer du sein métastatique afin de ralentir 1’évolution de la tumeur et de
traiter les métastases. La curiethérapie et la radiothérapie externe sont les deux types de

traitements radiothérapiques dans les cancers du sein.
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i.  La curiethérapie
Ce traitement est peu utilisé dans les cancers du sein car la curiethérapie est trés invasive. En
effet, elle consiste a placer la source radioactive a I’intérieur du corps au niveau de la tumeur

pour étre directement en contact avec la zone a traiter.

ii. Laradiothérapie externe
La source de radiation provient de ’extérieur du corps de la patiente. Elle est appliquée au
niveau de la glande mammaire et du lit tumoral aprés chirurgie conservatrice. En revanche apres
chirurgie non conservatrice, la radiothérapie est appliquée au niveau de la paroi thoracique.
L’énergie de rayonnement ionisant est représentée en Gray (Gy). En tant que traitement

adjuvant, la dose est souvent de 50 Gy délivrés en 25 séances, soit environ 2 Gy par séance.

2. Les traitements systémiques
Les traitements systémiques ou médicamenteux circulent dans tout le corps afin d’atteindre les
cellules cancéreuses qui sont présentes a différentes localisations ou qui n’ont pas été détectées
lors du diagnostic. Ainsi ces traitements sont souvent administrés dans trois cas de figure : en
tant que traitement néoadjuvant, pour diminuer la taille tumorale ; en tant que traitement
adjuvant, pour éviter des récidives dans les cancers in situ et invasifs ; ou en présence de cancers
du sein métastatiques, pour atteindre les cellules cancéreuses a différentes localisations. Il existe
trois types de traitements systémiques : la chimiothérapie, I’hormonothérapie et les thérapies

ciblées.

a. La chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en 1’utilisation de molécules qui vont inhiber la division cellulaire
et induire la mort cellulaire des cellules cancéreuses. Ces molécules peuvent étre utilisées
seules, ou plus couramment, en combinaison. En effet, une combinaison de différentes
molécules chimiothérapeutiques permet une action synergique de ces molécules et ainsi
d’augmenter la toxicité tout en réduisant le risque de résistance.

Les principaux mécanismes induisant la cytotoxicité par ces molécules sont I’inhibition de la
synthése de ’ADN et le blocage du cycle cellulaire. Les principaux agents anticancéreux
utilisés pour inhiber la syntheése de I’ADN dans les cancers du sein sont les fluopyrimidines (5-
FU et capécitabine), les agents alkylants (cyclophosphamide) et les anthracyclines
(doxorubicine). Les molécules chiomiothérapeutiques utilisées dans les cancers du sein pour
bloquer le cycle cellulaire sont les taxanes (docétaxel, paclitaxel) et le méthotrexate. Ces

molécules ciblent les cellules qui se divisent rapidement incluant les cellules cancéreuses mais
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aussi les cellules saines, comme les cellules sanguines, ce qui induit des effets secondaires a

ces traitements.

b. L’hormonothérapie
L’hormonothérapie consiste a inhiber la sécrétion des hormones ou a bloquer I’action des
hormones afin d’empécher la prolifération des cellules cancéreuses. Ce traitement est proposé
aux patientes qui présentent des tumeurs hormono-sensibles, c’est-a-dire qui expriment ER et
PR, correspondant usuellement aux sous-types Luminal. Le traitement non médicamenteux et

le traitement médicamenteux représentent les deux types majoritaires d’hormonothérapie.

i.  L’hormonothérapie non medicamenteuse
Ce traitement consiste a inhiber la synthése d’eestrogéne par les ovaires en rendant ces organes
non-fonctionnels. La radiothérapie, pour irradier les ovaires, ou I’ovariectomie, qui consiste a
enlever chirurgicalement les ovaires sont des traitements non médicamenteux afin d’inhiber la

synthése des cestrogenes.

ii.  L’hormonothérapie médicamenteuse
Trois types de médicament représentent cette hormonothérapie : les anti-cestrogenes, les anti-
aromatases et les agonistes de la LH-RH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone). Le type
de traitement sera proposé¢ en fonction de la présence ou non de ménopause chez la patiente.
Les anti-cestrogenes sont proposés aux femmes ménopausées ou non et ont pour but de bloquer
I’action de ’cestrogene. 1l existe deux types d’anti-cestrogenes : les SERD (Selective Estrogen
Receptor Degradation) et les SERM (Selective Estrogen Modulator). Le SERD (Fulvestrant) se
fixe au récepteur a I’ cestrogeéne et induit sa dégradation par le protéasome via une ubiquitination.
Cette action réduit le nombre de récepteurs cestrogenes disponibles en surface, et réduisant ainsi
I’activation de la voie cestrogene intracellulaire par fixation de I’cestrogene a son récepteur. Le
SERM (Tamoxiféne) bloque également la fixation de I’cestrogeéne a ER mais par un mécanisme
de compétition de fixation entre le Tamoxifeéne et 1’cestrogene, au récepteur cestrogeéne.
Les anti-aromatases, ou inhibiteurs de 1’aromatase (Létrozole), bloquent la production de
I’cestrogéne et sont prescrits aux femmes ménopausées. En effet, lorsque la femme est
ménopausée 1’cestrogene n’est plus produite par les ovaires mais provient de 1’aromatisation
des androgenes en cestrogenes. Cette réaction enzymatique est catalysée par I’aromatase. Ainsi
le Létrozole cible I’aromatase et induit une diminution de la production des cestrogenes.
Pour les femmes non ménopausées, un autre traitement peut étre proposé qui est un agoniste de

la LH-RH (Leuproréline). La LH-RH est une hormone produite par I’hypothalamus qui stimule

88



la sécrétion par ’hypophyse de la LH (Luteinizing Hormone). La LH va stimuler les ovaires
pour favoriser la production d’cestrogéne. L’utilisation de cet agoniste hyperstimule
I’hypophyse ce qui I’empéche de stimuler les ovaires et bloque ainsi la production d’cestrogéne

par les ovaires. Ce traitement induit alors une ménopause artificielle.

c. Les thérapies ciblées
Les thérapies ciblées visent spécifiquement des protéines impliquées directement dans la
tumorigenese. Plusieurs thérapies ciblées sont utilisées dans les cancers du sein dont les

inhibiteurs de HER2, le bévacizumab et I’éverolimus.

i.  Les inhibiteurs de HER?2
Deux types d’inhibiteurs de HER2 sont utilisés aujourd’hui en clinique : le trastuzumab et le
lapitinib.
Le trastuzumab (Herceptin) est un anticorps monoclonal qui cible spécifiquement le récepteur
HER?2. Ce traitement est donc administré aux patientes qui présentent des tumeurs surexprimant
HER?2, ces tumeurs représentent environ 15% des cancers du sein. L’Herceptin a été approuveé
par la FDA en 1998. En effet, plusieurs études cliniques ont montré que 1I’Herceptin, en
combinaison avec une chimiothérapie en traitement adjuvant dans des cancers métastatiques
HER2+ ou des cancers non-métastatique HER2+, augmentait significativement la survie
globale et la survie sans récurrence des patientes (Piccart-Gebhart et al., 2005; Romond et al.,
2005; Slamon et al., 2001). Le trastuzumab aurait trois mécanismes d’action : la dégradation
d’HER2, la stimulation du systéeme immunitaire et I’inhibition des voie MAPK et PI3K/AKT
afin de diminuer la croissance et la prolifération des cellules cancéreuses (Arnould et al., 2006;
Vu and Claret, 2012).
Le lapitinib est un double inhibiteur des récepteurs tyrokines kinases EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor) et HER2. Le lapitinib (Tyverb) est souvent administré en deuxiéme ligne de
traitement avec la molécule chimiothérapeutique, capécitabine aux patientes présentant des
tumeurs métastatiques HER2+ (Geyer et al., 2006).

ii.  Inhibiteur de VEFG
Le bévacizumab (Avastin) est un anticorps monoclonal qui cible la protéine VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). VEGF est un facteur qui stimule la croissance de nouveaux
vaisseaux sanguins. Ainsi le bévacizumab est un anti-angiogénique qui inhibe la croissance
tumorale en appauvrissant I’approvisionnement de la tumeur en nutriments et en oxygéne. Le
bévacizumab est souvent administré aux patientes qui présentent un cancer métastatique en

combinaison avec des chimiothérapies comme le paclitaxel et la capécitabine (Gligorov et al.,
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2014; Miller et al., 2007; Robert et al., 2011). En revanche son utilisation pour traiter les cancers
métastatiques n’est pas unanime dans le monde. En effet, la FDA (Amérique) a retiré en 2011
son approbation du bévacizumab pour les cancers métastatiques du sein, tandis que 'EMA
(Europe) a gardé son approbation (Sasich and Sukkari, 2012). Ces deux agences présentent une

différence d’opinion concernant 1’efficacité du bévacizumab par rapport a sa toxicité.

iii.  Inhibiteur de mTORCI
L’everolimus (Afinitor) est un inhibiteur de mTORCI (cf. Chapitre I paragraphe « Inhibiteurs
de la voie mTOR ») qui a été approuvé par la FDA et ’EMA pour le traitement des cancers du
sein métastatiques ER+ PR+ HER2- chez les femmes ménopausées (Baselga et al., 2012;
Piccart et al., 2014). L’everolimus est prescrit en deuxiéme ligne de traitement en combinaison
avec I’exemestane (un anti-aromatase), aux patientes qui ont subi un traitement a base d’anti-

aromatases et dont la maladie a récidivé ou dont la maladie est associée a des métastases.

Classification Anatomopathologique Classification Moléculaire
(Grade et Stade ) (Statut ER, PR et HER2)

v

Traitements Localisés Traitements Systémiques

Radiothérapie Chimiothérapie Hormonothérapie Thérapie Ciblée
Medicamenteuse Mon médicamenteuse

Curiethérapie Radiothérapie Externe ~ Mastectomie +  Anti-pestrogéne  * Radi_cnhérapi_e

+ Totale + Anti-aromatase  *  Ovarioectomie

+ Radicale +  AgonistelH-RH

modifiée
Inhibiteur Bloqueur cycle ‘
« 5FU aun = Pt;?:lri:ltl:;: HER2 VEGF mTORC1

= Bl o Ve Trastuzumab  Bévacizumab Everolimus.

Figure 9. Les traitements des cancers du sein.

Les traitements des cancers du sein peuvent étre divisés en deux groupes : les traitements localisés qui ciblent localement la
tumeur comme la radiothérapie et la chirurgie et les traitements systémiques qui circulent dans tous le corps. La chimiothérapie,
I’hormonothérapie et les thérapies ciblées font partie des traitements systémiques. La radiothérapie, la chimiothérapie et
I’hormonothérapie peuvent agir seules ou en combinaison en tant que traitement néo-adjuvant et adjuvant avant et apres la
chirurgie afin de diminuer la taille tumorale et prévenir les récidives, respectivement. Les classifications sont indispensables
pour le choix des traitements. Selon la classification anatomopathologique de la tumeur des patientes, une chirurgie non
conservatrice (mastectomie) ou conservatrice (tumorectomie) peut étre proposée aux patientes. Selon 1’expression des
récepteurs ER, PR et HER2 (qui reflétent la classification moléculaire des cancers du sein), I’administration des traitements
systémiques sera différente. Par exemple, les patientes porteuses de tumeurs HER2+ se feront administrer les anti-HER2

comme le trastuzumab, tandis que les patientes avec des tumeurs ER+ PR+ auront tendance a recevoir des hormonothérapies.
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Les nombreux traitements disponibles ont permis de diminuer significativement la mortalité
induite par le cancer du sein. En revanche, en France, 18.5% de femmes atteintes d’un cancer
du sein sont décédées de leur maladie en 2016 (Institut National du Cancer, 2016). Cette
mortalité peut dépendre de plusieurs facteurs : la présence d’une tumeur métastatique, le
développement d’une résistance a un traitement ou I’absence de traitements efficaces pour un
sous-type de cancer du sein comme le Triple Négatif. Ainsi, des études continuent d’étre
réalisées pour décrypter les différents mécanismes responsables de I’agressivité, la résistance
et I’hétérogénéité des cancers du sein afin de développer des nouvelles options de traitements
et/ou d’identifier des biomarqueurs pronostics et/ou prédictifs. Les biomarqueurs jouent un role
essentiel dans la prise en charge des patients, en effet, ils permettent de déterminer le niveau
d’agressivité de la tumeur et la susceptibilité de la tumeur a répondre a un traitement donné.
Parmi les thérapies ciblées du cancer du sein, un inhibiteur de la voie mTOR est utilisé, or cette
voie est impliquée dans la régulation de la traduction. On pourrait se demander si 1’efficacité
de I’éverolimus dans les cancers du sein repose sur son impact sur les voies impliquées dans la
prolifération et la survie des cellules ou son impact sur la voie de régulation de la traduction. Si
I’inhibition de la voie mTOR impacte la voie de régulation de la traduction, la traduction et/ou
les effecteurs de la traduction comme le ribosome pourraient étre une nouvelle voie a cibler

dans les cancers du sein.

IV. La Transition Epithélio-Mésenchymateuse

La classification moléculaire des sous-types des cancer du sein a permis d’identifier différents
processus biologiques impliqués dans la tumorigenése mammaire. Parmi ces processus
biologiques, je décrirai spécifiquement la transition €pithélio-mésenchymateuse (EMT) qui a
été utilis€ comme modele au cours de ma these.

Le cancer Triple Négatif est le sous-type le plus hétérogene et qui présente le moins d’options
thérapeutiques a ce jour. La chimiothérapie est le traitement de référence du fait de ’absence
de surexpression des récepteurs ER, PR et HER2. L’identification de sous-types des cancers
TN a permis de mieux le caractériser et permettra d’identifier des cibles thérapeutiques
potentielles (Lehmann et al., 2011b). Parmi ces sous-types, les cancers Claudin-low,
Mésenchymateux et Mesenchymal-stem like sont caractérisés par I’expression de marqueurs
de P’EMT. (Lehmann et al., 2011; Prat et al., 2010). L’EMT est impliquée dans différents

processus dont la tumorigenese, au niveau de I’initiation et de la progression tumorale (Dongre
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and Weinberg, 2018; Nieto et al., 2016). Ces observations feraient de 'EMT une voie
intéressante a cibler pour les sous-types de cancer du sein associés a ’EMT. Dans cette partie,
une description de ce processus, son role dans le cancer du sein et enfin les différents

mécanismes résultant en 1’induction de I’EMT seront décrits dans cette partie.

1. Les changements cellulaires liés a la transition €pithélio-mésenchymateuse
L’EMT est un processus cellulaire qui permet la transdifférenciation des cellules épithéliales
en cellules mésenchymateuses. Les cellules épithéliales acquierent ainsi un phénotype
mésenchymateux. Cette transition est dynamique et réversible, ce processus inverse étant ainsi
appelé MET (Mesenchymal-Epithelial Transition). L’EMT est essentiel au cours du
développement embryonnaire notamment lors de la gastrulation ou la formation des cellules de
la créte neurale (Kalluri and Weinberg, 2009). Chez ’adulte, ’EMT n’est activé que dans de
rares cas physiologiques comme la cicatrisation. Aujourd’hui, la définition de ’EMT s’est
¢largie avec I’introduction d’une transition partielle de ’EMT (Dongre and Weinberg, 2018;
Nieto et al., 2016). En effet, il est aujourd’hui accepté que les cellules épithéliales ne se
différencient pas complétement en cellules mésenchymateuses mais oscillent entre des états
intermédiaires, c’est-a-dire des états mi-épithéliaux et mi-mésenchymateux, illustrant la
plasticité cellulaire durant ce processus. En revanche, pour simplifier cette partie, un
changement d’état complet entre cellules épithéliales et cellules mésenchymateuses sera décrit

(Figure 10).

a. Structure des cellules épithéliales
Les cellules épithéliales présentent une morphologie qui est dite « prismatique ». Ces cellules
sont caractérisées par la présence d’une polarité baso-apicale et une forte cohésion
intercellulaire. Au poéle basal, les cellules épithéliales se lient a la lame basale grace aux
hémidesmosomes et aux intégrines, comme 1’intégrine a6p4 (Huang et al., 2012). De plus, les
cellules épithéliales sont liées les unes aux autres latéralement par des jonctions cellulaires qui
sont les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes. Les jonctions serrées
sont situées spécifiquement au niveau de ’apex des cellules épithéliales, et sont responsables
de I’étanchéité et du maintien de la polarité de ces cellules. Les deux éléments principaux de
ces jonctions serrées sont les protéines transmembranaires claudines et occludines. Les
domaines cytoplasmiques de ces deux protéines se lient aux protéines ZO (Zonula Occludens)

qui s’associent aux filaments du cytosquelette d’actine (Alberts et al., 2002).
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Les desmosomes permettent 1’adhésion cellulaire ainsi qu’une solidit¢ mécanique des cellules
et du tissu épithélial (Alberts et al., 2002). Les desmosomes sont composé€s de protéines
transmembranaires : les protéines desmogléines et desmocollines, qui font partie de la famille
des cadhérines. Ces protéines se lient aux protéines d’ancrage comme la desmoplakine qui
permettent la connexion aux filaments intermédiaires du cytosquelette (les cytokératines).

Les jonctions adhérentes permettent une adhésion stable entre les cellules épithéliales, via leur
liaison avec le cytosquelette d’actine des différentes cellules épithéliales. Un constituant
essentiel de ces jonctions est I’E-Cadhérine (Epithélial-Cadhérine), une protéine
transmembranaire codée par le géne CDHI. Le domaine cytoplasmique de I’E-Cadhérine
interagit avec des protéines cytoplasmiques, les caténines. En particulier la -caténine se lie a
I’a-caténine qui a son tour se lie aux microfilaments d’actine corticale (Shapiro and Weis,

2009).

b. Les étapes de 'TEMT
Le processus d’EMT peut étre résumé en trois grandes étapes: la perte des jonctions
épithéliales, la réorganisation architecturale du cytosquelette et une reprogrammation de
I’expression génique des différents acteurs de 'EMT (Lamouille et al.,, 2014). Lors du
processus de I’EMT, les cellules épithéliales acquiérent un phénotype mésenchymateux qui se
traduit par I’acquisition d’une morphologie fibroblastique avec une polarité avant-arricre
(Dongre and Weinberg, 2018). Les cellules mésenchymateuses sont isolées et présentent une

capacité migratoire et invasive accrue.

i.  Perte des jonctions épithéliales
L’initiation de PEMT est induite par la déstabilisation de I’intégrité de 1’épithélium et la perte
de contact entre des cellules épithéliales en conséquence d’une diminution de I’expression des
composants des différentes jonctions cellulaires (Dongre and Weinberg, 2019; Lamouille et al.,
2014). En effet, une diminution de I’expression des claudines et des occludines induit une
dissolution des jonctions serrées, tandis qu’une diminution de I’expression d’E-Cadhérine
déstabilise les jonctions adhérentes. Cette perte des jonctions épithéliales s’accompagne d’une

perte de la polarité baso-apicale des cellules épithéliales.

ii.  Réorganisation architecturale du cytosquelette
Les cellules épithéliales subissent un changement morphologique favorisé par une
réorganisation du cytosquelette d’actine corticale (réseau de filaments d’actine sous-

membranaire) permettant une ¢longation cellulaire et 1’acquisition d’une capacité migratoire
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unidirectionnelle (Lamouille et al., 2014). Cette réorganisation du cytosquelette est caractérisée
principalement par la formation de fibres de stress d’actine, importante pour la contractilité et
la motilité cellulaire. Elle est aussi caractérisée par la réorganisation du réseau d’actine
membranaire pour former des protubérances. Ces protubérances qui sont des lamellipodias, des
filopodias et des invapodias, permettent a la cellule d’acquérir des capacités migratoires et
invasives. Enfin les cellules adoptent une polarité avant-arriere permettant a la cellule de migrer

de maniére unidirectionnelle.

iii.  Reprogrammation de l’expression génique

Au cours de ’EMT, les cellules répriment 1’expression des protéines épithéliales. Parmi ces
protéines, la diminution de I’E-Cadhérine est un des marqueurs les plus importants de ’EMT
et induit une déstabilisation des jonctions adhérentes (Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000;
Lamouille et al., 2014). Une diminution des autres protéines impliquées dans les autres
jonctions cellulaires, comme les claudines et la desmoplakine, induisent une perte des jonctions
serrées et des desmosomes respectivement.

En parallele d’une répression de 1I’expression des protéines €pithéliales, une activation de genes
codant pour les protéines mésenchymateuses est observée. Par exemple, une activation de
I’expression de la protéine mésenchymateuse, N-Cadhérine (Neural Cadhérine) est observée en
méme temps qu’une diminution de I’expression d’E-Cadhérine (Lamouille et al., 2014). Une
altération d’expression des protéines du cytosquelette est également impliquée dans ’EMT. Au
cours de ’EMT, la composition des filaments intermédiaires du cytosquelette change et passe
d’un type épithélial a un type mésenchymateux, par répression des cytokératines et
augmentation de I’expression de la protéine vimentine. La vimentine est également un des
marqueurs les plus importants de ’EMT. Enfin, I’acquisition de la capacité d’invasion au cours
de ’EMT est contrdlée par une augmentation de I’expression de protéases, comme les MMP2
et MMP9 qui favorisent la dégradation de la matrice extra-cellulaire et donc favorisent
I’invasion.

La mise en place de ’EMT est principalement orchestrée par les facteurs de transcription de
PEMT (EMT-TFs). Ces facteurs qui régulent 1’expression des marqueurs ¢épithéliaux et
mésenchymateux, et des EMT-TF eux-mémes (Figure 10). La régulation de 1’expression

génique au cours de ’EMT par ces EMT-TFs sera décrit plus en détail dans la partie 3.
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Figure 10. Schéma simplifi¢ de PEMT.

L’EMT est principalement orchestré par les EMT-TFs (TWIST1, TWIST2, SNAIL, SLUG, ZEB1 et ZEB2) qui sont activés
par des voies de signalisation comme TGFf, NOTCH et WNT. Ces EMT-TFs permettent de réprimer les caractéristiques
¢épithéliales tout en activant un phénotype mésenchymateux. En effet, les cellules épithéliales perdent leur polarité baso-apicale,
leurs jonctions cellulaires et réorganisent leur cytosquelette pour acquérir une polarité avant-arriére, une capacité de migration
et d’invasion. Durant la tumorigenése, ’EMT permet aux cellules cancéreuses d’obtenir divers avantages sélectifs comme
I’échappement aux mécanismes de sauvegarde induits par I’activation d’oncogénes et aux dommages de I’ADN, 1’acquisition
de caractéristiques souches, de résistance aux traitements et le développement de métastases. EMT : Epithelial to Mesenchymal
Transition ; MET : Mesenchymal to Epithelial Transition ; EMT-TFs : EMT Transcription Factors ; TGFf : Transforming

Growth Factor B. (https://smart.servier.com/)

2. Role de P’EMT dans les cancers du sein
L’EMT peut étre classifiée en trois types basés sur le contexte biologique dans lequel '’EMT a
lieu (Kalluri and Weinberg, 2009). L’EMT de type 1 est observée lors de I’embryogenese tandis
que I’EMT de type 2 intervient lors du processus de cicatrisation. L’EMT de type 3 est observée
dans les cellules cancéreuses. L’EMT de type 3 peut avoir lieu dans différents types de cancer

comme le mélanome, le cancer colorectal ou le cancer pulmonaire (Caramel et al., 2013; Vu

95



and Datta, 2017; Xiao and He, 2010). Dans cette partie seule ’EMT de type 3 sera décrit et

spécifiquement dans les cancers du sein (Figure 10).

a. Role de ’EMT dans I’initiation tumorale mammaire
Le role de ’EMT dans la tumorigenése est principalement connu au niveau de la progression
tumorale lors du développement des métastases du fait des caractéristiques migratoires et
invasives des cellules mésenchymateuses (Figure 10). Or différentes études suggerent que les

EMT-TFs pourraient aussi avoir un role dans I’initiation tumorale (Puisieux et al., 2014).

i.  Echappement aux mécanismes de sauvegarde de la cellule

L’¢échappement des mécanismes de sauvegarde induit par 1’activation d’oncogeénes est une
étape importante lors de la transformation cellulaire. Ces mécanismes de sauvegarde que sont
I’apoptose et la sénescence, permettent de restreindre une prolifération cellulaire aberrante suite
a ’activation d’oncogenes.

Ansieau et collegues ont mis en évidence dans des cellules épithéliales mammaires (ou HMEC
pour Human Mammary Epithelial Cell), que ’activation de I’oncogéne HER2 accompagnée de
la surexpression de TWISTI ou de TWIST2 diminuait significativement la sénescence par
rapport aux HMEC présentant seulement I’activation de HER2 (Ansieau et al., 2008). Cette
inhibition de la sénescence par TWISTI et TWISTZ2 passe par 1’inhibition de la voie p53/Rb
(Retinoblastoma) car les protéines TWIST diminue I’expression de p16™5% et de p21¢P!. Cette
étude suggere que TWIST permettrait de contourner la sénescence, un mécanisme de
sauvegarde induit par I’activation d’un oncogene et favoriserait la transformation cellulaire.
Une autre étude par Valsesia-Wittmann et collegues a mis en évidence que TWISTI permettait
¢galement d’échapper a I’apoptose en réponse a 1’activation de 1’oncogéne N-myc dans des
cellules cancéreuses de neuroblastomes (Valsesia-Wittmann et al., 2004). Cette inhibition de
I’apoptose par TWISTI passe par la diminution de I’expression de p21°?! et donc une inhibition
de p53. Ces deux études suggerent une activité oncogénique de TWIST]1, cette hypothése a été
validée par I’étude de Morel et collegues (Morel et al., 2012). En effet, la surexpression de
TWISTI accompagnée d’une activation de I’oncogeéne H-Ras favorise la transformation des
cellules HMEC via une diminution de I’activité phosphatase de PP2A, et I’apparition de
tumeurs de type Claudin-Low dans des mod¢les murins. Les auteurs suggerent que TWISTI
favorise la tumorigenese via le contournement de barrieres de protection mis en place par p53,

pRB et PP2A lors de I’initiation tumorale.
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ii.  Initiation tumorale indépendante d’une instabilité génomique
Le dogme est que durant la tumorigenese, les cellules cancéreuses acquicrent et accumulent des
anomalies génomiques qui sont la conséquence directe d’une activation oncogénique et d’une
perte des suppresseurs de tumeurs. Cette activation mitogénique des cellules se traduit par une
prolifération cellulaire aberrante et la mise en place de mécanismes oncosuppressifs, comme
par exemple la sénescence et I’apoptose par p53. Cette prolifération aberrante et les mécanismes
de sauvegarde de la cellule induisent d’importants dommages a I’ADN. En revanche ce type de
tumorigenese n’est pas applicable a toutes les tumeurs. En effet, 26% des cancers Triple
Négatifs qui correspondent au sous-type Claudin-Low présentent un faible taux d’instabilité
génomique (Morel et al., 2017). Une étude innovante par Morel et collégues a mis en évidence
que la réactivation de ’EMT-TF ZEBI, en régulant I’expression de I’anti-oxydant MSRB3
(Methionine Sulfoxide Reductase B3), permet aux cellules cancéreuses de résister a un stress
oxydatif induit par I’activation d’un oncogéne et de réduire fortement les dommages a I’ADN.
Cette réactivation de ZEBI favorise une transformation maligne sur la base d’une faible

instabilité génomique (Morel et al., 2017).

Ces différentes données ont permis de mettre en évidence le role des EMT-TFs dans I’initiation
tumorale mammaire. En revanche, une question reste posée. Le role des EMT-TFs dans
I’initiation tumorale est-il dépendant de leur fonction d’inducteur de ’EMT ou totalement

indépendant de ’EMT ?

b. Role de ’EMT dans la progression tumorale mammaire
Chez les patientes atteintes d’un cancer du sein, le développement de métastases et la résistance
aux traitements sont les deux principales causes de la progression de leurs maladies. Or diverses

¢tudes ont montré I’implication de ’EMT dans le développement de ces deux parametres.

i.  Rolede l’EMT dans le développement et la dissémination des métastases
L’EMT est usuellement proposée comme un des mécanismes favorisant la dissémination
métastatique (Kalluri and Weinberg, 2009). En revanche le réle de I’EMT dans le
développement des métastases est encore aujourd’hui contesté car in vivo, les métastases
présentent un phénotype épithélial (Fischer et al., 2015). La présence du phénotype épithélial
dans les métastases pourrait s’expliquer par la mise en place d’'une MET qui permettrait aux
cellules tumorales disséminatrices de revenir a un état €pithélial. Ainsi le modele proposé de la
dissémination métastatique induite par ’EMT est le suivant : la transdifférenciation des cellules
¢épithéliales de la tumeur primaire en cellules mésenchymateuses par le processus ’EMT qui
leur permet d’acquérir un pouvoir migratoire et invasif. Ces capacités vont leur permettre
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d’entrer dans des vaisseaux sanguins environnant puis de quitter la circulation sanguine a un
site distant ou les métastases pourraient se développer. Afin de coloniser un second site, les
cellules cancéreuses mésenchymateuses subissent une MET pour revenir a un état épithélial
(Kalluri and Weinberg, 2009). Ce mode¢le transitoire et dynamique de ’EMT a été validé dans
des modeles murins (Tran et al., 2014; Tsai et al., 2012). Notamment ces deux études ont
démontré qu’une expression transitoire des EMT-TFs TWISTI et SNAIl favorisait le
développement de métastases, au contraire d’une expression stable de ces deux facteurs.

Au niveau clinique, plusieurs études avaient pour objectif d’identifier la mise en place de ’EMT
au cours du développement de métastases. Pour cela elles ont étudié¢ les CTC (Circulating
Tumour Cells). Les CTC correspondent aux cellules tumorales qui ont quitté la tumeur primaire
et circulent dans les vaisseaux sanguins, et qui sont fortement susceptibles de générer des
métastases (Micalizzi et al., 2017). Dans les cancers du sein métastatiques, une expression des
marqueurs de I’EMT, comme les protéines vimentine ou N-Cadhérine, ou des EMT-TFs,
comme TWIST1 a été identifiée dans les CTC (Armstrong et al., 2011; Kallergi et al., 2011).
De maniere intéressante, Armstrong et colleégues ont identifi¢ que 75% des CTC issues de
patientes diagnostiquées avec un cancer du sein métastatique, coexprimaient des facteurs
épithéliaux (cytokératines) et des marqueurs mésenchymateux (N-cadhérine et vimentine)
(Armstrong et al., 2011). Cette étude suggere comme en in vivo, que les CTC subissent un
changement phénotypique pour passer d’un état épithélial a un état partiellement
mésenchymateux et soutient la nécessité d’un changement transitoire impliquant ’EMT lors du
développement métastatique. Une étude de Yu et collégues a permis d’identifier un
enrichissement de marqueurs mésenchymateux dans les CTC et de démontrer que cet
enrichissement est spécifique aux sous-types HER2+ et TN des cancers du sein (Yu et al.,
2013). Ces études permettent donc de soutenir le role de 'EMT dans le développement
métastatique des cancers du sein.

ii. Roledel’EMT dans la résistance aux thérapies

Différentes études ont mis en évidence une association entre ’EMT et la résistance aux
traitements. Notamment concernant la résistance aux chimiothérapies, diverses études ont
montré que des cellules tumorales mammaires résistantes a différentes chimiothérapies comme
le paclitaxel, le 5-FU ou la doxorubicine, présentaient des caractéristiques de ’EMT (Li et al.,
2009; Lim et al., 2013; Saxena et al., 2011; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2012). La présence
des caractéristiques de I’EMT se traduit par 1’expression des marqueurs mésenchymateux, la
répression des marqueurs €pithéliaux et une augmentation du pouvoir invasif et migratoire des

cellules tumorales résistantes. Deux études ont montré qu’une inhibition de ’EMT réduit la
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résistance des cellules tumorales aux chimiothérapies, montrant I’importance de ’EMT dans la
résistance aux chimiothérapies dans les cancers du sein (Yang et al., 2014; Zhang et al., 2012).
En revanche, ces études n’ont pas identifi¢ de mécanismes moléculaires responsables de ces
résistances aux chimiothérapies. Deux mécanismes ont été proposés : une résistance induite par
la diminution de I’expression de geénes impliqués dans la mort cellulaire ou I’augmentation de
I’expression de plusieurs protéines de transport de type ATP-Binding Cassette qui permettent
I’efflux d’un grand nombres de molécules chimiothérapeutiques et a 1’origine de 1’acquisition
d’une résistance a plusieurs thérapies (Li et al., 2009; Saxena et al., 2011).

De plus ce phénotype de résistance associ¢ a ’EMT a également été observé dans d’autres types
de thérapies. En effet, deux études ont montré que des cellules tumorales mammaires résistantes
au tamoxiféne (hormonothérapie) et au trastuzumab (thérapie ciblée) présentaient un phénotype
de PEMT (Hiscox et al., 2006; Wu et al., 2012).

Ces différentes €études ont permis de mettre en évidence un role potentiel de ’EMT dans la
résistance aux différents types de traitements du cancer du sein. De plus, ces travaux émettent
la possibilité que cibler les marqueurs de ’EMT en combinaison aux traitements traditionnels
des cancers du sein permettrait de réduire une potentielle résistance a ces traitements. Il est
aujourd’hui nécessaire de valider le role de I’EMT dans la résistance in vivo, c’est-a-dire a 1’aide

d’échantillons tumoraux.

c. Role de PEMT dans I’acquisition de propriétés souches
Les cellules souches cancéreuses (ou CSC, Cancer Stem Cells) présentent deux
caractéristiques : la capacité d’auto-renouvellement et I’habilité a régénérer le phénotype de la
tumeur primaire (May et al., 2011). Ces cellules sont impliquées a la fois dans I’initiation
tumorale, les CSC ont d’ailleurs une deuxieme appellation « TIC » (Tumour Initiating Cells),
et dans la progression de la maladie en favorisant le développement de métastases et la
résistance aux thérapies (Al-Hajj et al., 2003; Ginestier et al., 2007; Shibue and Weinberg,
2017). Les marqueurs les plus utilisés pour identifier les CSC mammaires sont les récepteurs
de surface CD24'°¥ (faible expression de CD24) et CD44"€" (forte expression CD44), ou encore
I’expression d’ALDH1 (Al-Hajj et al., 2003; Ginestier et al., 2007). Plusieurs études ont permis

d’établir un lien entre EMT et CSC dans I’initiation et la progression tumorale.

i.  EMT et propriétés souches dans [’initiation tumorale mammaire
Une étude innovante réalisée par Mani et collegues a permis de mettre en évidence que

I’induction de ’EMT dans des HMEC immortalisées générait des cellules avec des propriétés
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souches (cellules CD24°%/CD44"e" et ]a capacité d’auto-renouvellement) (Mani et al., 2008).
Ces cellules suite a I’induction de 1’expression des EMT-TFs SNAIL ou TWISTI présentaient
un phénotype mésenchymateux. De plus, une surexpression constitutive de SNAIL ou TWISTI
dans des HMEC immortalisées avec activation de RAS induit un enrichissement en cellules
avec des propriétés souches et le développement plus efficace de tumeurs xénogreffées dans
des modeles murins par rapport aux mémes cellules HMEC-RAS sans expression d’EMT-TFs.
Ainsi I’induction de ’EMT favorise un enrichissement en CSC. Une autre étude a montré qu’il
existait un lien direct entre EMT et acquisition de propriétés souches (Morel et al., 2008).
Notamment I’induction de I’EMT par le TGFp dans des cellules CD24"/CD44"°% avec un
phénotype épithélial induit la génération de cellules CD24°/CD44Me" avec un phénotype

mésenchymateux.

ii.  EMT et propriétés souches dans la progression tumorale mammaire

Liu et collégues ont caractérisé deux types cellulaires issus de tumeurs mammaires primaires
et présentant des propriétés souches: les cellules ALDH 1+ et les cellules CD24°%/CD44"" (Liy
et al.,, 2014). Les cellules ALDHI1+ présentent un phénotype épithélial avec un pouvoir
prolifératif élevé et sont localisées au centre de la tumeur. Les cellules CD24°%/CD44high
présentent un phénotype mésenchymateux avec un pouvoir invasif élevé et un pouvoir
prolifératif faible, localisées a la périphérie de la tumeur. A ’aide de lignées cellulaires, ils ont
pu mettre en évidence une plasticité¢ des cellules souches. En effet, ils ont observé que les
cellules ALDHI1+ avec un phénotype ¢épithélial pouvait se convertir en cellules
CD24°%/CD44"e" et inversement. Cette plasticité des cellules pouvant effectuer une
EMT/MET peut jouer un rdle crucial dans la formation de métastases.

L’EMT et les propriétés souches pourraient étre impliquées dans le développement
métastatique et la résistance aux traitements. En effet, Aktas et collegues ont observé un
enrichissement des marqueurs de ’EMT et des marqueurs souches (ALDH1) dans les CTC de
patientes diagnostiquées avec un cancer du sein métastatique et résistantes aux traitements
administrés (Aktas et al., 2009). Un autre groupe a mis en évidence que les cellules tumorales
mammaires restantes apres un traitement hormonal ou chimiothérapeutique €taient enrichies en
une sous-population présentant des propriétés souches (CD24°%/CD44"¢" et capacité d’auto-

renouvellement) et des caractéristiques mésenchymateuses (Creighton et al., 2009).
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3. Mécanismes moléculaires a I’origine de la reprogrammation génique au
cours de 'EMT

Les mécanismes qui permettent une reprogrammation de I’expression génique au cours de
I’EMT sont aujourd’hui bien étudiés, le plus connu étant la reprogrammation transcriptionnelle
induite par les facteurs de transcription de I’EMT (EMT-TFs). Aujourd’hui, d’autres
mécanismes ¢émergent comme [’épigénétique ou la traduction. Dans cette partie, les
mécanismes induisant ’EMT au niveau physiologique seront décrits car ils correspondent aux
mémes mécanismes dérégulés lors de la tumorigenese. Dans cette partie, la reprogrammation
génique induite par différentes voies de signalisation, ainsi que les régulations
transcriptionnelles, épigénétiques et traductionnelles activatrices de ’EMT seront décrites. 11
faut savoir que dans les cancers, le microenvironnement de la tumeur est impliqué dans
I’induction de PEMT (Dongre and Weinberg, 2019). En effet, les cellules stromales et
immunitaires, par des communications paracrines, peuvent induire ’EMT dans les cellules
cancéreuses environnantes. Ces régulations ne seront pas décrites ici. Je me focaliserai

uniquement sur les mécanismes moléculaires régulant 1’expression génique des cellules.

a. Les voies de signalisation activatrices de ’EMT
L’EMT peut étre activée par différentes voies de signalisation intracellulaires. Les voies de
signalisations qui sont connues pour induire ’EMT, via I’activation des EMT-TF et impliquées
dans la tumorigenése mammaire, seront décrites brievement (Dongre and Weinberg, 2019; Wu
et al., 2016). Ces voies de signalisation sont les voies du TGFp, WNT/B-Caténine et NOTCH
(Figure 10).

i. Lavoiedu TGFp

La voie du TGFJ est la voie de signalisation intracellulaire inductrice de ’EMT la plus connue
(Dongre and Weinberg, 2019; Lamouille et al., 2014; Wu et al., 2016). La fixation des ligands
TGFBs aux récepteurs TGFB de type 1 et de type 2 (TGFBR1 et TGFBR2) induit une
phosphorylation des protéines SMAD2 et SMAD3 qui vont ensuite former un complexe avec
SMADA4. La translocation du complexe trimérique SMADs du cytoplasme au noyau va
permettre d’activer ’expression de genes mésenchymateux (vimentine et fibronectine) et des
EMT-TFs (SNAIL, SLUG, ZEBI et TWIST]I).

Une autre voie, qui implique le TGFB mais indépendamment de SMAD, contribue également
a’activation de ’EMT. L’activation du TGF va en effet activer d’autres voies de signalisation

comme NOTCH, p38/ MAPK, PI3K/AKT ou RHO-like GTPases.
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ii.  Lavoie WNT

Il existe deux voies de signalisation de WNT qui activent I’EMT, la voie canonique dépendante
de la protéine B-Caténine qui sera présentée ci-dessous, et la voie indépendante de B-Caténine
(Dongre and Weinberg, 2019; Wu et al., 2016).

La fixation des ligands de WNT aux récepteurs de la famille des Frizzled permet par différents
événements, la stabilisation de B-Caténine et sa translocation dans le noyau. La protéine -
Caténine forme ensuite un complexe transcriptionnel avec TCF (T-cell-specific transcription
factor) et LEF (Lymphoid enhancer-binding factor) pour activer I’expression des EMT-TFs
(SLUG, ZEBI et TWISTI).

iii.  Lavoie NOTCH
La voie NOTCH est activée par la fixation des ligands de la famille des Delta-like et Jagged
aux récepteurs NOTCH (NOTCH1 a NOTCH4) (Dongre and Weinberg, 2019; Lamouille et al.,
2014; Wu et al., 2016). Cette fixation des ligands induit un clivage des récepteurs NOTCH afin
de libérer le domaine intracellulaire de NOTCH. Ce domaine intracellulaire va migrer au noyau

pour se lier a des facteurs transcriptionnels pour activer I’expression des EMT-TFs SLUG et

SNAIL.

b. Induction d’une reprogrammation génique par une régulation transcriptionnelle et
épigénétique.
Il est aujourd’hui connu qu’une reprogrammation de 1’expression génique a lieu lors de la
transdifférentation des cellules ¢épithéliales en cellules mésenchymateuses. Cette
reprogrammation génique inclue une régulation transcriptionnelle et une régulation
épigénétique.
i.  Régulation transcriptionnelle au cours de '’EMT
Le changement d’expression permettant la perte d’un phénotype épithélial et I’acquisition d’un
phénotype mésenchymateux est majoritairement orchestré par les EMT-TFs. Aujourd’hui
beaucoup d’EMT-TFs ont été identifiés comme FOXC2 ou KLF8, en revanche seuls les EMT-
TFs les plus connus et considérés comme des « master regulators » de ’EMT seront décrits
dans cette section (Puisieux et al., 2014; Zheng and Kang, 2014).
Ces EMT-TF sont les facteurs de transcription soit a doigt de zinc, comme les familles SNAIL
(SNAI1/SNAIL et SNAI2/SLUG) et ZEB (ZEB1 et ZEB2), ou bHLH (basic Helix-Loop-Helix)
comme la famille TWIST (TWIST1 et TWIST2. Ces facteurs sont majoritairement classifiés
comme EMT-TFs car ils ont la capacité¢ de réprimer directement ou indirectement le gene

CDHI qui code pour I’E-Cadhérine, la protéine considérée comme la « gardienne » des
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caractéristiques épithéliales. Certains EMT-TFs répriment directement 1’E-Cadhérine en se
fixant sur des séquences nucléotidiques de type E-box présentes sur le promoteur de CDH1.
Ces EMT-TF sont les facteurs de la famille SNAIL et ZEB (Batlle et al., 2000; Cano et al.,
2000; Comijn et al., 2001; Hajra et al., 2002; Vandewalle et al., 2005). En revanche pour
TWISTI1, une étude a montré que ce facteur réprime CDHI, bien qu’aucune étude n’ait
démontré une interaction directe avec le promoteur de CDHI (Yang et al., 2004). Ces EMT-
TFs ne régulent pas seulement 1’expression de la protéine E-Cadhérine, mais répriment aussi
I’expression d’autres facteurs épithéliaux, impliqués dans la polarité cellulaire, les jonctions
serrées et les desmosomes, tout en activant I’expression des facteurs mésenchymateux, comme
les protéines vimentine, N-Cadhérine ou MMPs (Aigner et al., 2007; De Craene et al., 2005;
Moreno-Bueno et al., 2006; Spaderna et al., 2008; Yang et al., 2004). Afin de maintenir le
programme transcriptionnel au cours de la dynamique transition de I’EMT, les EMT-TFs sont
capables de se réguler entre eux, citons par exemple la coopération de TWIST1 et SNAIL pour

activer I’expression de ZEB (Dave et al., 2011).

ii.  Regulation épigénétique au cours de ’EMT
En plus d’une régulation transcriptionnelle, une régulation épigénétique et traductionnelle au
cours de ’EMT sont nécessaires pour induire une reprogrammation profonde de 1’expression
génique permettant la plasticité cellulaire durant ce processus. Les EMT-TFs peuvent coopérer
avec des régulateurs épigénétiques pour réguler ’EMT (Tam and Weinberg, 2013a). Beaucoup
d’études ont permis de mieux comprendre les mécanismes de répression de CDH1 par les EMT-
TFs. Par exemple, une fois fixé au niveau du promoteur de CDH1, SNAIL interagit avec deux
protéines EZH2 et SUZ12 au sein du complexe PRC2 (multisubunit Polycomb Repressive
Complex 2), pour réprimer CDHI. Le complexe PRC2 inhibe la transcription de CDHI par
induction d’une tri-méthylation de I’histone H3-K27 (Herranz et al., 2008). TWIST1 réprime
¢galement CDH] en activant I’expression de BMI1, une sous-unité de PRC1 afin d’induire
I’EMT (Yang et al., 2010). D’autres mécanismes de régulation épigénétique de ’EMT ont été
identifiés, impliquant la désacétylation des histones via HDAC et ou la déméthylation des
histones. En effet le complexe NuRD (Mi-2-Nuleosome Remodeling and Deacetylase) est
recruté par SNAIL, au niveau du domaine SNAG en N-terminal, ou TWIST1 pour réprimer
CDHI1 et d’autres facteurs épithéliaux (Fu et al., 2011; Peinado et al., 2004). Une autre ¢tude a
montré que SNAIL peut également recruter au niveau du domaine SNAG, une histone
déméthylase LSD1 (Lysine Specific Demethylase) pour inhiber 1’expression de différents

marqueurs épithéliaux (Lin et al., 2010).
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Les miARNSs sont de puissants régulateurs de ’EMT, notamment en régulant les EMT-TFs. Par
exemple la famille des miR-200 est connue pour réguler ’EMT en réprimant I’expression de
ZEBI1 et ZEB2. De plus, ces miARNSs peuvent étre régulés épigénétiquement. En effet, dans un
modele cellulaire HMEC dont ’EMT est induite par le TGFp, 1’expression de SIRTI, une
histone désacétylase, réprime le promoteur de miR-200 par le biais d’une désacétylation
d’histones permettant ainsi le maintien de ’EMT (Eades et al., 2011). De plus, une étude
d’Iliopoulos et collégues a montré qu’une inhibition de 1’expression de miR-200 augmentait
I’expression de SUZ12 et induisait une répression de CDH 1 par le biais de PRC2 (Iliopoulos et
al., 2010).

c. Induction d’une reprogrammation génique par une régulation traductionnelle au
cours de 'EMT

Le contrdle de la traduction est aujourd’hui un mécanisme d’induction de ’EMT qui commence
a émerger. Cet intérét pour la traduction a été mis en avant par 1’étude de Jechlinger et collégues
(Jechlinger et al., 2003). En effet, les auteurs ont quantifié I’expression génique en utilisant une
puce a ADN a partir des ARNm liés aux polysomes (les ARNm en cours de traduction) et de
I’ ARNm total entre les cellules épithéliales murines (EpRas) avant et apres induction de ’EMT
par le TGFP (EpRasXT). Les auteurs ont montré que 15% des ARNm transcrits étaient régulés
seulement au niveau traductionnel dans I’EMT, montrant ’importance d’un controle
traductionnel dans I’EMT. Aujourd’hui plusieurs études ont montré qu’une régulation
traductionnelle via des facteurs canoniques de D’initiation de la traduction et des RBP

contribuait a I’induction de 'EMT (Figure 11).

i.  Régulation traductionnelle par les miARNs
Les miARNSs jouent un role trés important dans la régulation de I’EMT (Craene and Berx, 2013;
Lamouille et al., 2014). L’EMT peut étre régulé par les miARNs en controlant I’expression soit
des EMT-TF, soit des facteurs épithéliaux ou mésenchymateux par trois mécanismes : une
régulation épigénétique comme décrit précédemment (cf. paragraphe « Régulation
épigeénétique au cours de ’EMT ») ; une dégradation des ARNm cibles ; ou une inhibition de
la traduction de ces ARNm. Les miARNs sont souvent connus comme inhibiteur de
I’expression par dégradation de ’ARNm. Mais de nombreuses études ont montré que les
miARNs répriment la traduction au niveau de 1’¢longation, et au niveau I’initiation de la
traduction, potentiellement, en interférant avec le complexe elF4F (Fabian et al., 2010;
Huntzinger and Izaurralde, 2011; Maroney et al., 2006; Mathonnet et al., 2007; Thermann and

Hentze, 2007). Une étude a également montré que miR-430 dans les embryons de poissons
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zebres réprime 1’expression geénique par inhibition de I’initiation de la traduction avant

d’induire la dégradation des ARNm (Bazzini et al., 2012).

Les miARNSs qui ciblent les EMT-TFs sont aujourd’hui les plus étudiés et connus. Par exemple,
une ¢tude par Gregory et collégues a montré que les miARNSs de la famille des miR-200 et le
miR-205 régulent I’expression de ZEBI et ZEB2 et permettent la mise en place d’une MET
(Gregory et al., 2008). Ces deux EMT-TF présentent au niveau de leur 3’UTR des séquences
complémentaires aux miARNSs de la famille des miR-200 : miR-200a et miR-200b et le miR-
205. En revanche le mécanisme de répression de ZEB1 et ZEB2 par ces miARN n’a pas ét¢ mis
en évidence. Etant donné le role émergent des miARNs dans le contrdle traductionnel on

pourrait supposer que ce mécanisme passe par une inhibition de la traduction de ZEBI et ZEB2.

ii.  Régulation traductionnelle par des facteurs canoniques de [’initiation de la
traduction

Parmi les facteurs canoniques de la traduction, eIF4E et elF3 ont été identifiés comme des
facteurs impliqués dans ’EMT. Robichaud et collegues ont montré que le TGFp activait la voie
p38/MAPK favorisant la phosphorylation d’elF4E qui favorise la traduction de ’EMT-TF
SNAIL et du facteur mésenchymateux MMP3 induisant ainsi une EMT (Robichaud et al., 2015).
Plusieurs études ont déterminé une implication des différentes sous-unités du complexe elF3
dans ’EMT. Notamment la diminution de I’expression de la sous-unité e/F3e induit une EMT
dans les cellule épithéliales du poumon, les cellules A549, et dans les cellules mammaires
immortalisées, les cellules MCF10A (Desnoyers et al., 2015; Gillis and Lewis, 2013). Par des
analyses de profiles de polysomes, les deux études ont montré qu’une diminution de
I’expression d’elF3e réduisait la synthese globale protéique. Malgré cette diminution de la
synthese protéique globale, ils ont observé que certains ARNm continuaient a étre traduits
notamment les ARNm codant SNAIL et ZEB2 pour le modele mammaire et SNAIL, ZEB?2 et
vimentine pour le modele pulmonaire. Les auteurs suggerent que la traduction spécifique de ces
ARNmMm contribuerait a I’induction de ’EMT et notamment selon Desnoyers et collégues par un
mécanisme de traduction dépendante des IRES (Desnoyers et al., 2015). Desnoyers et collegues
ont identifié¢ la présence de structures IRES dans les ARNm SNAIL, ZEB? et vimentine. En
revanche ils n’ont pas déterminé si la diminution de 1’expression d’e/F3e augmentait la
traduction de maniere IRES dépendante de ces trois ARNm. Une autre étude a permis de mettre
évidence que la diminution de I’expression d’une autre sous-unit¢ du complexe elF3, elF3i
favorise ’EMT dans les cellules A549 (Perez et al., 2011). En revanche une étude a montré que

la surexpression de la sous-unité e/F3a, induisait une EMT (Guo et al., 2017). Ces études

105



suggerent que selon la sous-unité¢ du complexe elF3, celui-ci peut induire une EMT ou une
MET. Cette différence de role des sous-unités du complexe elF3 dans ’EMT pourrait
s’expliquer par I’utilisation des modeles cellulaires. En effet, Guo et collégues ont utilisé des
cellules épithéliales de rat tandis que les trois autres études ont utilisés des lignées cellulaires
humaines. Ainsi, pour vérifier cette hypothese, il faudrait tester I’impact d’une surexpression

ou d’une sous-expression d’elF3a sur '’EMT dans des lignées épithéliales humaines.

iii.  Régulation traductionnelle par des RBP
Plusieurs études ont montré que des RBP interagissant avec différents ¢léments structuraux et
séquences spécifiques, comme les IRES, les ¢léments BAT (TGFf Activated Translational) ou
GRE (Guanine-Rich Element), pour réguler la traduction spécifique d’ARNm impliqués dans
I’EMT.
LA est une protéine nucléaire qui une fois dans le cytoplasme, favorise la traduction IRES-
dépendante du marqueur mésenchymateux LamBI (Petz et al., 2012a, 2012b). LamBI1 est en
effet, une protéine de la matrice extracellulaire qui régule la migration et la prolifération
cellulaire. Un autre exemple est la protéine YB-1 (Y-box binding protein-1), qui induit '’EMT
dans les cellules mammaires MCF10A présentant une activation de 1’oncogeéne Ras
(Evdokimova et al., 2009; Mouneimne and Brugge, 2009). YB-1, qui est un inhibiteur de la
traduction coiffe dépendante, augmente la traduction de SNA/L via une structure IRES présente
dans la région 5’UTR de SNAIL.
Chaudhury et collegues ont identifi¢ deux mécanismes de régulation traductionnel impliquant
des éléments situés en 3° UTR des ARNm qui favorisent I’induction de ’EMT. Ils ont montré
que dans des cellules MCF10A, la protéine CELF1 augmente la traduction de plusieurs génes
comme SNAILI et JUNB, et induit une EMT de maniere indépendante du TGFf (Chaudhury et
al.,, 2016). Ces genes présentent une séquence particuliere au niveau de leur 3’UTR qui
correspond a 1’élément GRE. Dans une seconde étude, Chaudhury et collégues ont mis en
évidence une régulation traductionnelle dépendante du TGF de deux facteurs qui induisent
I’EMT, DAB2 et ILEI (Chaudhury et al., 2010). En effet, le TGFB leve I’inhibition
traductionnelle de DAB2 et ILEI induite par la fixation de la RBP hnRNP E1 (heterogeneous
nuclear Ribonucleoprotein E1) sur les éléments BAT de ces deux geénes. Le TGFp induit
’activation de la protéine Akt2 qui phosphoryle hnRNP E1 et induit le détachement d’hnRNP
E1 des éléments BAT.
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Figure 11. Le controle traductionnel au cours de PTEMT

Différents mécanismes qui contrdlent la traduction de certains ARNm sont impliqués dans I’EMT : une régulation par des
facteurs canoniques de I’initiation de la traduction (eIF4E, elF3e) ; une régulation impliquant les structures secondaires (IRES
et élément BAT) et des sites de fixation aux RBP (CELF1) ou aux miARNSs. Les boites bleues indiquent les génes dont la

traduction est dérégulée au cours de ’EMT.

L’EMT est donc un processus complexe qui permet aux cellules cancéreuses mammaires
d’acquérir de nombreuses caractéristiques comme la résistance aux mécanismes de sauvegarde
induite par 1’activation d’oncogeénes ou 1’acquisition de propriétés souches. Malgré la
complexit¢ de I’EMT, il est aujourd’hui connu que I’EMT est gouvernée par une
reprogrammation transcriptionnelle et épigénétique en condition physiologique ou durant la
tumorigenese. Une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de I’expression
génique survenant au cours de 'EMT permettrait de mieux comprendre son role dans la
tumorigenese mammaire et donc de développer de nouvelles approches thérapeutiques dans les
cancers du sein dépendants de ’EMT.

Quelques ¢études ont montré que la régulation traductionnelle participerait a I’induction de
I’EMT mais il reste encore beaucoup a explorer. On peut se demander quelle est la place de la
traduction dans la reprogrammation génique survenant au cours de I’EMT. De plus, quelques
études ont montré qu’une augmentation de la traduction d’ARNm contenant des IRES et codant
des EMT-TF favorisaient ’EMT. Or il est aujourd’hui connu que parmi les effecteurs de la
traduction, les ribosomes présentent des variations de composition qui favorisent la traduction

dépendante des IRES. Actuellement le role du ribosome dans I’EMT est encore inexploré. Une
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variation de la composition du ribosome pourrait-il avoir un impact dans la reprogrammation

traductionnelle lors de ’EMT ?
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HYPOTHESES & OBJECTIFS

Les cancers du sein représentent la premiere cause de mortalité induite par un cancer chez la
femme dans le monde. Le cancer du sein est une maladie trés hétérogene dont le pronostic des
patientes reposent majoritairement sur la classification des tumeurs. En effet, chaque sous-type
présente des caractéristiques cliniques distinctes, des survies différentes et nécessite une prise
en charge spécifique. Une meilleure caractérisation des cancers du sein permettra d’identifier
de nouvelles voies de signalisation ayant un impact majeur dans la tumorigenése mammaire.
Ces nouvelles voies de signalisation permettront d’identifier (1) de potentiels biomarqueurs
cliniques ; et (2) de nouvelles cibles thérapeutiques innovantes. Les ribosomes ont été
longtemps considérés comme de simples effecteurs de la traduction. Or il émerge que les
ribosomes présentent un réle majeur en tant que régulateurs de la traduction. En effet, une
variation de la composition des ribosomes a la fois au niveau des ARNr et des protéines
ribosomiques altérerait leur activité pour favoriser la traduction d’un groupe d’ARNm. Dans
notre équipe, nous avons démontré qu’une variation de la méthylation en 2’-O des riboses des
ARNTr favorise la traduction de certains ARNm contenant des structures IRES, et qui codent

pour des oncoprotéines comme /GFIR ou C-MYC (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013).

Les ribosomes pourraient s’avérer étre une nouvelle voie impliquée dans la tumorigenése
mammaire. Notre hypothése est que des altérations de composition des ribosomes surviennent
dans les cancers du sein pour favoriser la traduction d’ARNm impliqués dans la tumorigenese
mammaire. De tels ribosomes de composition particuliére pourraient correspondre a de
nouvelles sources de biomarqueurs et de cibles thérapeutiques pour améliorer la prise en charge
de patientes atteintes de cancers du sein. Pour cela il convenait de démontrer I’existence
d’altérations de composition des ribosomes dans les cancers du sein. Au cours de ma these j’ai
développé deux axes pour atteindre cet objectif :

1. Identifier les altérations d’expression des facteurs de la biogenese des ribosomes induisant
des altérations de la production et de la composition des ribosomes dans les tumeurs mammaires

et déterminer leurs valeurs pronostiques ;

2. Identifier les altérations de composition des ribosomes, de mémes que les altérations de

traduction survenant dans un modéle cellulaire de ’EMT.
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I. Article 1: Dual association of the 2°-O-ribose methyltransferase
FBL expression with poor prognosis in early breast cancers reveals

that reduction of FBL contributes to spontaneous tumorigenesis

Dual association of the 2°-O-ribose methyltransferase FBL expression with poor prognosis in early
breast cancers reveals that reduction of FBL contributes to spontaneous tumorigenesis. Flora

Nguyen Van Long, Audrey Lardy-Cleaud, Dimitri Caréne, Caroline Rossoni, Frédéric Catez, Agathe

Dolbeau, Marjorie Martin, Paul Rollet, Nathalie Pion, Déborah Monchiet, Valentin Simioni, Susan
Bray, Doris Le Beherec, Ibrahim Bouakka, Amélie Colombe Vermorel, Laetitia Odeyer, Emilie
Lavergne, Alexandra Diot, Lee B. Jordan, Alastair M. Thompson, Francoise Jamen, Thierry Dubois,
Sylvie Chabaud, Stefan Michiels, Isabelle Treilleux, Jean-Christophe Bourdon, David Perol, Alain

Puisieux, Fabrice André, Jean-Jacques Diaz, Virginie Marcel. En préparation.

1. Contexte

De récentes ¢études ont permis de mettre en évidence que des altérations de la composition des
ribosomes pourraient jouer un rdle important dans la tumorigenese (Kampen et al., 2019;
Marcel et al., 2015; Yoon et al., 2006). Notre équipe a notamment démontré pour la premicre
fois dans des cellules cancéreuses mammaire, I’existence de ribosomes qui présentaient une
variation du profil de méthylations de 2°-O-Me (Marcel et al., 2013). Cette variation de
composition était induite par la surexpression de la méthyltransférase fibrillarine (FBL) via
I’inactivation de #p53. L’activité de traduction de ces ribosomes différents était altérée et
favorisait la traduction d’ARNm contenant des séquences IRES et impliqués dans la
tumorigenese comme c-Myc, IGFIR ou VEGF (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2015). Ainsi,
ces études suggerent I’existence de ribosomes qui présentent une composition particuliére basée
sur une variation du profil de 2°-O-Me, dans les cancers du sein. En revanche, ces ribosomes
de composition différente ont toujours été identifiés dans des modéeles cellulaires. Pour
démontrer 1’existence de ribosomes hétérogenes, il est nécessaire aujourd’hui de les identifier
directement dans des tumeurs humaines.

L’objectif de ce projet était d’identifier des altérations de composition des ribosomes survenant
au niveau des 2°-O-Me des ARNr dans des tumeurs mammaires. Etant donné que les techniques
pour quantifier le taux de 2°-O-Me des ARNr comme le RiboMethSeq n’étaient pas encore
disponibles au début de ma thése, nous avons utilis¢é FBL comme substitut de la variation de la

2’-O-Me des ARNr. En effet, FBL est I’enzyme qui catalyse la réaction de 2°-O-Me et la
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variation de I’expression de FBL est corrélée a la variation du profil de 2°-O-Me des ARNr

(Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013). Ainsi pour démontrer 1’existence d’altérations de

composition des ribosomes au niveau de la 2’-O-Me des ARNr dans les tumeurs mammaires,

nous nous sommes concentrés sur FBL et avons déterminé si :

=  D’expression de FBL au niveau ARNm et protéique était altérée dans les tumeurs
mammaires

« les altérations d’expression de FBL sont associées a des caractéristiques cliniques

particuliéres.

Dans ce projet, j’ai mis au point la technique de qPCR moyen-débit (Fluidigm) qui a été utilisée
pour quantifier I’expression des facteurs d’intéréts, mais aussi la méthode de classification du
marquage FBL en immunohistochimie (IHC) sur la cohorte de 434 tumeurs du CLB (Centre
Léon Bérard). J’ai généré et interprété les différentes données provenant des analyses des 3500
tumeurs mammaires. Dans le cadre ce projet, j’ai eu I’opportunité de superviser Paul Rollet, un
¢tudiant en Master 1 de I’école de 'INSERM qui a permis de quantifier et analyser les données
d’expression générées pour une cohorte du CLB de 40 échantillons. J’ai également encadré
Nathalie Pion, technicienne de 1’équipe, pour la double lecture des TMA (Tissue MicroArrays),
I’extraction des ARN totaux ainsi que la génération des données d’expression de la série de
tumeurs mammaires provenant de I’IGR (Institut Gustave Roussy). J’ai suivi et participé aux
prises de décision concernant les analyses statistiques effectuées par les collaborateurs
biostatisticiens. Et j’ai également participé a la prise en charge et suivi des poissons zebres pour
déterminer le role de FBL dans la tumorigenéese in vivo. Enfin, j’ai été responsable du montage

des figures de ce manuscrit.

2. Manuscrit en préparation
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Abstract

Screening programs reduced mortality of breast cancer patients by improving the detection of
breast cancer at early stage. However, it remains crucial to identify patients at low-risk of
recurrence to avoid deleterious effect of adjuvant chemotherapies in such early diagnosed
patients. Recent advances in the ribosome biogenesis field suggest that ribosome/translation
pathway could be an innovative source of prognostic markers. Among ribosome biogenesis
factors, fibrillarin (FBL) has pivotal roles in key steps of ribosome biogenesis and has been
shown to be altered in breast cancers. Using a series of 3,500 non-metastatic primary breast
tumors, we showed that FBL is an independent marker of poor outcome both at mRNA and
protein levels even when compared to current clinical gold-standard such as tumor size, lymph
node invasion and breast cancer subtypes. Interestingly, not only overexpression of FBL, but
also underexpression of FBL, was associated with poor survivals. These two types of related
FBL breast tumors associated with poor outcome showed different characteristics, including
differential amount of ribosomes. Using zebrafish in vivo model, we demonstrated that in
contrast to what expected, reduction of FBL expression contributes to spontaneous
tumorigenesis. Altogether, our study identified FBL as a strong marker of breast cancer
outcome but also demonstrated for the first time that reduction of FBL, and thus of ribosome

biogenesis, plays a key role in breast cancer.
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Introduction

Although impressive progresses have been made over the past 15 years, breast cancer still
remains the most frequent cancer in women worldwide with about 2 million diagnosed cases
in 2018 (Globocan 2018, OMS). Breast cancer-related death is intimately linked to the nature
of the tumor since this heterogeneous disease encompasses several subtypes with distinct
phenotypes, responses to therapy and thus clinical outcomes’. The main strategy used for
breast cancer patients’ management relies on the identification at diagnosis of breast cancer
subtypes and characteristics, in particular tumor size and lymph node invasion, to provide a
therapeutic treatment specifically adapted to the tumor. Nevertheless 15-20% of breast
patients are still dying from their disease. One important issue in the field remains the
identification of prognostic and predictive markers to allow de-escalade of therapies in early
breast cancer?. Indeed, thanks to screening programs allowing early detection, breast cancer
mortality have been reduced by 20% in the invited population?. However in this population,
patients who are at low-risk for recurrence derive only a small absolute benefit from adjuvant
chemotherapies, which may be outweighed by long-term toxicities. Identification of innovative

biomarkers in such population would allow the delivering of optimal treatments.

Early breast cancer patients could directly benefit from the emerging concepts in the field of
ribosome biogenesis. Several studies have reported that increased protein synthesis induced
by hyperactivation of ribosome biogenesis contributes to tumorigenesis by sustaining the
hyperproliferative rate of cancer cells®*. The addiction of cancer cells to ribosome biogenesis
hyperactivation is clearly illustrated by the numerous molecules specifically targeting the
ribosome production that have been developed in the last few years as anti-cancer treatment*
8. Indeed, it has recently been shown that targeting ribosome biogenesis specifically kills
cancer cells without affecting healthy ones’®. Moreover, recent study unravels that oxaliplatin
sensitivity, conversely to other platinum-derived compounds, is strongly correlated with higher
expression of components from the translation machinery, including in breast cancer,
sustaining the importance of ribosome biogenesis in tumorigenesis®. Hyperactivation of
ribosome biogenesis has been known as a relevant marker of cancer cells for a long time.
AgNOR staining, which corresponds to silver staining of nucleolar regions where ribosome
biogenesis takes place, has been shown to correlate with neoplastic transformation and cancer

aggressiveness, although this marker has never been approved for clinical purpose.

Among the numerous proteins present in the nucleoli, the ribosomal RNA (rRNA)
methyltransferase FBL is an abundant one. FBL catalyses the rRNA 2’-O-Me but has also
been described as regulator of additional steps of ribosome biogenesis, including rDNA
synthesis or pre-rRNA cleavages'"'2. It has been reported that FBL expression is increased in

prostatic neoplasia and during mammary tumorigenesis''°. Moreover, we showed that FBL
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overexpression in MCF7 breast cancer cell lines promotes cell proliferation, colony formation
and doxorubicin resistance’. We indeed recently reported that alteration of FBL expression
induces modulation of rRNA 2’-O-Me and directly affects translational activities of ribosomes
thus altering the translation of specific mMRNAs encoding proteins with oncogenic such as
IGF1R or CMYC'"416_ Here, we deciphered whether FBL could be an innovative marker of

poor outcome in early breast cancer patients.

Material and Methods

Human breast tumors and healthy donors samples

Six cohorts of breast cancer patients were analysed from five different institutions: Tayside
Tissue Bank of Dundee (TTB, Dundee, Scotland, UK), The Cancer Genome Atlas (TCGA,
NIH, USA)", Centre Léon Bérard (CLB, Lyon, France) and Institut Gustave Roussy (IGR,
Villejuif, France) (Supplementary Table S1). For consistency among the six cohorts, all series
were composed of women with primary breast cancer patients, no family history, no
neoadjuvant treatment and no distant metastasis detected at diagnosis. A seventh series
composed of mastectomies derived from healthy donors was provided by Institut Curie (Paris,
France) (Supplementary Table S1).

Series 1 consisted of 216 primary breast tumor samples from the Tayside Tissue Bank of
Dundee and received approval from the Local Research Ethics Committee of the Tayside
Tissue Bank (REC Reference 07/S1402/90)'8. Tumor grades were defined according to the
cancer cells proliferation and differentiation status, while tumor stages were determined based
on the TNM staging system (T: tumor size; N: number of invaded lymph nodes; and M:
presence of metastases) (Supplementary Table S2). Tumors size were designated as “small”
when tumor size was < 30 cm whereas “large” tumors corresponded to size = 30 cm. Lymph
node invasion status was considered “positive” when at least one invaded lymph node was
detected at diagnosis. HER2 receptor status and hormonal receptors status (ER: oestrogen
receptor; and PR: progesterone receptor) were determined by immunohistochemistry staining
(IHC) on paraffin-embedded tumors. Tumors intrinsic breast cancer subtypes were assessed
based on the hormonal and HER2 receptors status. Tumors presenting ER+ PR+/- HER2-
status were considered as equivalent to luminal subtype, ER+/- PR+/- HER2+ tumors were
equivalent to HER-enriched subtype and ER- PR- HER2- tumors were equivalent to triple-
negative breast cancer subtype (TNBC). Total RNA were extracted from 10 mg of tumor tissue
as described in a previous study'®.

Series 2 corresponded to a series of 818 samples obtained from the TCGA Breast Invasive

Carcinoma project of the public database cBioPortal (http://cbioportal.org)'. Normalized z-
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Score mRNA expression (RNA Seq V2 RSEM) was downloaded. Of note, 157 patients that
were not women, having family history or metastasis at diagnostic, were excluded of the
analysis resulting of a total of 661 patients analysed for this cohort (Supplementary Table S2).
For consistency between the different cohorts, breast cancer intrinsic subtypes were assigned
using ER, PR and HER2 status and lymph node invasion status was determined using Dundee
criteria.

Series 3 issued from Centre Léon Bérard encompassed 434 formalin-fixed and paraffin-
embedded primary tumors that were assembled in triplicates into tissue microarrays (TMA)
blocks (Supplementary Table S9). Tumor grade was assessed using the Scarff-Bloom-
Richardon (SBR) grading system which is based on three morphologic features, the cancer
cell mitotic activity, nuclear polymorphism and differentiation. Same characteristics as Dundee
Series were used to define the tumor size and lymph node invasion status. Hormonal receptors
status was determined using IHC and HER2 receptor by both IHC and fluorescence in situ
hybridization assay. Intrinsic breast cancer subtypes were determined using ER, PR and HER2
status and SBR grade: luminal A subtype corresponded to ER+ PR+/- HER2- tumors with SBR
grade 1-2; luminal B to ER+ PR+/- HER2- tumors with SBR grade 2-3 or ER+ PR+/- HER2+
tumors; HER2-enriched subtype to ER- PR- HER2+ tumors; and TNBC subtype to ER- PR-
HER2- tumors. Series 4 corresponded to total RNA extracted from 40 available frozen biopsies
issued from tumors of Series 3 to compare FBL mRNA expression and FBL IHC staining. Total
RNA extractions of were performed by the Biological Resources Center of CLB.

Series 5 consisted of 1759 primary tumors from Institut Gustave Roussy that were either fixed
in formalin or in alcohol-formalin-acetic acid (AFA) were included in TMA (Supplementary
Table S9). Lymph node invasion status and breast cancer intrinsic subtype were defined using
the same criteria as Series 1. Series 6 corresponded to total RNA extracted from 196 available
frozen biopsies issued from Institut Gustave Roussy (Supplementary Table S2). Biopsies were
ground in TRIzol Reagent (ThermoFisher Scientific) using 2 cycles at 6000 rpm for 30 seconds
with the Precellys Evolution homogenizer (Bertin instruments). For complete tissue
homogenization another cycle of 10000 rpm for 30 seconds was added for the biggest
biopsies. To maintain the temperature at 4°C during biopsies grinding, a Cryolys instrument
(Bertin instrument) was associated to the Precellys device. Total RNA extractions were
performed following the manufacturer’s instructions (ThermoFisher Scientific). 30 ug of total
RNA were purified using RNeasy Mini Kit and DNAse treatment was included (Qiagen).
Purified-total RNA quality was assessed by loading 250 ng of RNA on a 1% Tris-acetate-EDTA
agarose gel (Euromedex) with 0.5 ug/mL Ethidium Bromide (Euromedex).

Series 7 was composed of 11 healthy samples issued from female mammary plastic surgery.
Total RNA were extracted and obtained from the Biological Resource Center of Institut Curie

as previously described'. The Bioethic Law No. 2004-800, the French National Institute of
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Cancer Ethic Charter and the ethics committee of Institut Curie approved utilisation of this
cohort.

Routine statistical analyses using Kaplan Meier curves and univariate Cox regression were
performed to verify these breast cancer series corresponded to standard breast cancer

population (Supplementary Figures S1, S9 and Tables S3).

RT-gPCR

About 200 ng of total RNAs were reverse transcribed using M-MLYV kit (Invitrogen) for Dundee
series or using PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara) for CLB, IGR and Institut Curie
series according to the manufacturer’s instructions.

Medium throughput RT-gPCR was performed using breast cancer series. cDNAs were pre-
amplified during a multiplex PCR using primers of the different genes of interest
(Supplementary Table 4) and Pre-Amp Master Mix (Fluidigm) followed by an Exonuclease |
treatment (New England BioLabs). cDNAs were then diluted at 1:5 in 1X Tris-EDTA buffer
(Promega). Gene expression was quantified by medium throughput real-time quantitative PCR
using the HD Biomark system (Fluidigm) coupled with Master Mix 2X EvaGreen (BioRad) and
either the GE 48.48 Dynamic Array DNA Binding Dye Sample & Assay Loading reagent kit
(Fluidigm) for Dundee series or the GE 96.96 Dynamic Array DNA Binding Dye Sample &
Assay Loading reagent kit (Fluidigm) for the other RNA series. Relative fold-changes were
calculated using the 2-AACT method by the Fluidigm Real-Time PCR Analysis software (v
3.1.3, Fluidigm) and normalized with Xpress Ref Universal Total RNA (Qiagen) as sample
control. For Dundee and Institut Curie series 1 and 7, GAPDH was used as housekeeping
gene while for CLB and IGR series 4 and 6, the Ct value mediane of five housekeeping genes
were used (B-actin, GAPDH, HPRT1, PGK1 and PPIA). For each sample, two independent RT
were performed and qPCR on each cDNA were performed in triplicate, six values being thus
used to calculate FC.

Low throughput RT-qPCR was performed using Light Cycler 480 Il instrument (Roche) coupled
with the Light Cycler 480 SYBR Green | Master Mix (Roche) to calibrate primers or quantify

FBL expression levels in few samples.

FBL immunohistochemistry staining

For CLB series 3, immunohistochemistry staining was performed on 4 microns sections of
formalin-fixed, paraffin-embedded tumors. The different steps from de-paraffinization and
epitope retrieval to immunodetection were performed using the Discovery XT (Roche-Ventana)
automate. Slides were counterstained using Hematoxylin Phloxine Saffron solution (Roche)
and Bluing (Roche). Slide mounting was done by the Tissue-Tef film (SAKURA Finetek)
instrument. FBL antibody (ab5821 lot GR1979-001, Abcam) diluted at 1:400 was incubated for
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1h before revelation using Omnimap anti-rabbit conjugated to Horseradish Peroxydase kit
(Roche) with ChromoMap 3,3—diaminobenzidine (DAB) reagent (Roche).

For IGR series 5, two types of fixation were used. About 594 breast tumors were fixed by
formalin and 1256 tumors by alcohol-formalin-acetic acid (AFA). Similar automate and protocol
were used for FBL immunostaining (ab5821 lot GR253838-1, Abcam).

FBL immunostaining corresponded to brown dots in the nucleus. Breast tumors were classified
according to FBL immunostaining organization, meaning the number of dots per nucleus. Four
different types of FBL immunostaining organization were detected: “single FBL staining”
corresponding to the presence of one dot per nucleus; “multiple FBL staining” to the presence
of several dots per nucleus; “heterogeneous FBL staining” to the presence of cells exhibiting
either single or multiple dots per nucleus; and finally “no detection of FBL staining” to the
absence of detectable FBL immunostaining. Breast tumors reading and classification were
done by two independent experimenters.

Images acquisition were done by Zeiss Axio Imager 2 microscope and processed using ZEN
Blue software (v 2.5.75.2).

Cell culture and siRNA transfection

HelLa cells were maintained in Minimum Essential Medium (MEM) (Life Technologies)
supplemented with 10% Foetal Bovine Serum (Life Technologies), 1% Penicillin-Streptomycin
(Life Technologies), 1% Non-essential amino acids (Life Technologies) and 1% L-Glutamine
(Life Technologies) at 37°C with 5% CO: content. A mix of three siRNA duplexes were used
to silence fibrillarin: 5'- UUU CCU CGA CAA AUG AAG AC - 3'; 5- AAA AUC ACA AAG UGU
CCU CCA -3'; and 5'- UCU CUC GCA AUC CUG ACA G -3' (Eurogentec). A control siRNA
duplex negative control (Eurogentec) was used as the experiment transfection negative
control. Briefly, cells were transfected for 96h using X-tremeGene siRNA Transfection Reagent

(Roche) by following the manufacturer’s protocol.

Western Blot analysis

About 20 pg of total protein lysates purified using 2X Laemli buffer were loaded on a 12.5%
polyacrylamide gel (Bio-Rad) and transferred to a nitrocellulose membrane (GE healthcare
Life Sciences) using the Trans Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Membranes were
blocked with 5% non-fat milk in Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBST) buffer. Antibodies
were incubated for 1h at room temperature in 2.5% non-fat milk in TBST (FBL: ab5821 lots
GR1979-001 and GR253838-1, Abcam, 1:1000; Actin as loading control: A5441, Sigma,

1:5000). Proteins were detected using an anti-rabbit and anti-mouse peroxidase conjugated
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antibody (Cell signalling) at 1:10000 in TBST and Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad).
The chemiluminescence signal was detected by the ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad) and

analysed using Image Lab software (v 5.1, Bio-Rad).

Transcriptomic analysis

Using RNA-seq data issued from the TCGA series (RNA Seq V2 RSEM), bioinformatics
analyses were performed. Two-rounds of clustering analyses were performed using k-means
clustering approach. A first clustering was performed independently in the three groups of FBL
expression to identify tumors within the three FBL-based groups that exhibit similar expression
profiles. A second clustering was performed on the three groups by conserving the previously
identified tumor clustering to identify putative difference in gene expression between the three
FBL-based breast tumors. Finally, gene ontology was performed using DAVID tools (functional

annotation clustering)?®. Bioinformatic analyses were performed using R.

Tumor monitoring in zebrafish

Tumor onset was monitored in Danio rerio zebrafish lines of AB background carrying
homozygous mutant tp53 gene (tp53 24" expressing mutant p53M214K protein, ZFIN ID:
ZDB-GENO-080606-235) with either homozygous wild-type or heterozygous transgenic fb/
gene (fbl "2%8179™* inducing heterozygous depletion of fbl, ZFIN ID: ZDB-GENO-080606-223).
Detection of tumors was monitored for 12 months in 6- to 18-months old zebrafishes. Masses
detection or end of the protocol was followed by zebrafish euthanasia in 0.4 g/l Tricaine Methan
Sulfate for 10 min before fin and tissue harvest. Tumor identification was confirmed by
hematoxylin/phloxine B coloration as well as PCNA3 and SOX10 immunostaining (ref).
Genotyping was performed on gDNA purified using lysis (10mM Tris-HCI pH 8.0, 50mM KClI,
0.3% Tween-20, 0.3% Igepal CA-630 and 1mM EDTA) and proteinase K treatment. To detect
fbl "2%81T9 mytation, a single forward primer (5’- GAG GAA AAG CGG GTC TGA G -3’) and two
reverse primers hybridizing either the wild-type (5’- AGT GCG TGG CTA ACT CAT CC -3’) or
the mutant allele (5- GAA GCC TAT AGA GTA CGA GCC ATA G -3’) were used. A RFLP
approach was used for tp53 genotyping, the tp53 24" mutation introducing a Mboll restriction
site in a 336-bp DNA fragment (forward : 5’- ACA TGA AAT TGC CAG AGT ATG TGT C -3’;
reverse : 5'- TCG GAT AGC CTA GTG CGA GC -3).

Statistical analysis
Descriptive statistics were used to summarize patients’ initial characteristics. Between-group
comparisons were performed using a Chi-2’s or Fisher’'s exact test for categorical data and T

test or non-parametric Kruskal-Wallis’ test for continuous data.
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Cut-offs of gene expression levels were determined using quartile/tercile-based overall
survival in the Dundee series. Regarding FBL, three groups of expression levels were then
refine based on FBL mRNA levels distribution: tumors expressing “low” FBL expression levels
that corresponds to [0-20]1% of FBL expression levels; “intermediate” FBL expression levels
that corresponds to ]20-80]% of FBL expression levels; and “high” FBL expression levels that
corresponds to 180-100]% of FBL expression levels. The same cut-off was applied on the
TCGA and IGR series. Overall survival (OS) corresponded to the timing from date of diagnosis
to either death or last follow-up for censored patients. Disease-free survival (DFS)
corresponded to the timing from date of diagnosis to either relapse, death (if no relapse had
been observed) or last follow-up for censored patients. Distant disease-free survival (DDFS)
corresponded to the timing from date of diagnosis to the either metastasis detection or last
follow-up for censored patients. Survival curves for OS, DFS and DDFS with associated log-
rank tests were generated using the Kaplan Meier method. Survival median has been
estimated using the inverted Kaplan-Meier method. Cox proportional hazards model was used
to investigate confounding factors predicting for OS and DFS. Variables sufficiently informed
(less than 10% missing value in univariate analyses) and significant at a 10% level were
included in a backward selection procedure to keep factors significant at a 5% level in the final
multivariate model. Comparison of FBL expression levels between the three FBL-based
groups of breast tumors with healthy donors was performed using non-parametric Kruskal-
Walllis and Mann-Whitney tests

All P-values corresponded to two-tailed P-values. A P-value < 0.05 was considered statistically
significant. Statistical analyses were performed using either SAS v9.4 (SAS Institute) or
GraphPad Prism v7.0a softwares (GraphPad Software, Inc). Graphical representations were

depicted using GaphPad Prism software.

Results

Overexpression and underexpression of FBL mRNA levels are associated with poor

outcome of early breast cancer patients

To decipher whether ribosome biogenesis factors, and in particular the rRNA
methyltransferase FBL, can be used as innovative biomarkers to identify at early diagnostic
breast cancer patients having the poorest outcome independently of current gold-standards,
we first analysed association between FBL expression and overall and disease-free survivals

in a series of 216 primary breast tumors diagnosed without metastases that exhibits a mediane
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survival of 12.4 years (Series 1, Dundee) (Supplementary Tables S1 and S2). The Dundee
series was representative of a standard breast cancer population, - tumor size, lymph node
invasion and intrinsic breast cancer subtypes being relevant markers of survivals
(Supplementary Figure S1A, D and G, Supplementary Table S3). In this breast tumor series,
FBL mRNA levels were quantified using medium throughput RT-qPCR.

Using the quartile and tercile distribution of FBL mRNA levels as initial cut-off values, we
observed that three groups of FBL-related breast cancer patients exhibit different overall
survivals (Supplementary Figure S2). FBL cut-offs were then refined allowing the clear
definition of these three groups: the “low” and “high” FBL-related groups each composed of
20% of the patients carrying tumors that express either the lowest or the highest FBL mRNA
levels; and the “intermediate” FBL-related group corresponding to the other 60% of breast
cancer patients. Based on this FBL-related stratification, Kaplan-Meier curves revealed that
FBL mRNA levels was significantly associated with poor overall and disease-free survivals
(Figure 1A and 1C). Indeed, in the Dundee series composed of 216 samples, patients carrying
early breast tumors expressing either “high” or “low” mRNA levels of FBL exhibited the poorest

survivals compared to patients with tumors expressing “intermediate” FBL mRNA levels.

Similar association between FBL mRNA expression levels and overall and disease-free
survival was observed using a second set of FBL primers in the Dundee series (Supplementary
Figure S4), but also using a second independent series of 661 breast samples (TCGA series
corresponding to public RNA-seq data, Figure 1B and 1D). Such observations ruled out any
technical problem associated with primer design, pre-amplification cycles or expression
normalization. To support these data, we performed additional statistical analyses. Using FBL
data issued from the two set of primers in the Dundee series, univariate Cox regression also
showed an association between FBL mRNA levels and overall and disease-free survivals
(Table 1, FBL-1 and FBL-2). Compared to “intermediate” FBL expressing breast tumors, both
“high” and “low” FBL expressing breast tumors were associated with an increased hazard ratio
when regarding overall and disease-free survivals, indicating the latter tumors were associated
with poor survivals compared to “intermediate” ones. Of note, only the “low” FBL mRNA levels
exhibited a Cl 95% not encompassing 1, suggesting that significance was mainly related to
the “low” FBL tumors rather than the “high” FBL tumors as observed on Kaplan-Meier curves
(Figure 1A and 1C).

To characterize more deeply the three different tumor groups expressing increasing amount
of FBL, we compared FBL mRNA levels quantified in the 216 samples of Dundee series to that
one quantified in 11 mastectomy samples issued from healthy donors (Supplementary Figure
S3). Compared to healthy tissues, a significant decrease in FBL mRNA levels was observed

in the “low” FBL expressing tumors while a significant gradual increase in FBL mRNA levels
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was observed in the “intermediate” and “high” FBL expressing tumors. These data suggest
that the “high” FBL expressing tumors overexpressed FBL mRNA levels compared to normal
tissues while the “low” FBL expressing tumors underexpressed FBL mRNA levels compared
to normal tissues. Altogether, these data suggest that overexpression, but also

underexpression, of FBL is associated with poor prognosis in early breast cancer.

FBL, but not the other protein components of the rRNA 2’-O-Me complex, is an

independent marker of poor outcome in breast cancer at mRNA levels

rRNA 2-O-ribose methylation is catalysed by a complex composed of the rRNA
methyltransferase FBL but also of three additional protein components, NHP2L1, NOP56 and
NOP58"". To solve whether association with poor outcome of early breast cancer patients is
solely restricted to FBL, we first performed univariate Cox regression and Kaplan-Meier
analyses for NHP2L1, NOP56 and NOP58 (Table 1 and Supplementary Figure S6A-F).
Although borderline significance was observed for association between NHP2L1 or NOP56
mRNA levels and overall or disease-free survivals, a stronger and significant association was
observed between NOP58 mRNA levels and overall and disease-free survivals using the two
different statistical approaches. Similarly, to what observed for FBL, the breast cancer patients
carrying tumors expressing “low” NOP58 presented the poorest outcomes. As expected, due
to the presence of FBL and NOP58 within the same protein complex and thus their linked
biological functions, a strong correlation of expression was observed in the Dundee series
(Supplementary Figure S6). Multivariate Cox regression models were thus built to decipher
whether patients’ outcome is dependent upon FBL and/or NOP58. These models revealed that
FBL, but not NOP58, remained associated with poor overall and disease-free survivals (Table
2). It suggested that FBL, but not the other protein components of the rRNA 2’-O-Me complex,

is associated with poor prognosis of breast cancer patients.

In the multivariate Cox regression analyses, we also introduced currently used clinical gold-
standards (tumor size, lymph node invasion and intrinsic breast cancer subtypes) in order to
decipher the importance of FBL expression in improving the current stratification of early breast
cancer patients. We observed that even after adjustment on these gold-standards, FBL mRNA
levels remained associated with poor overall and disease-free survivals (Table 2). Based on
the p-values, it appeared that FBL mRNA levels were a better marker of prognosis than lymph
node invasion status and intrinsic breast cancer subtypes in the Dundee series. Such
observations were also obtained using the second set of FBL primers in the Dundee series
(Supplementary Table S5). Regarding the intrinsic breast cancer subtypes, we indeed
observed that “low” and “high” FBL-related breast cancer groups tended to exhibit the poorest

overall and disease-free survivals in all breast cancer subtypes, including ER+ PR+/- HER2-
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(corresponding to luminal subtype) and ER- PR- HER2- (corresponding to triple negative
subtype) (Supplementary Figure S7). This tendency was not observed in ER+-/- PR+/- HER2+
tumours (corresponding to HER2-amplified subtype), probably due to the limited access of this
population to Herceptin treatment. Interestingly, FBL mRNA levels allowed significant
discrimination of patients with different outcomes exhibiting either small tumor size or no
invaded lymph node at early diagnostic (Supplementary Figure S5). Indeed, the combination
of FBL mRNA level and tumor size markers significantly identified three categories of breast
cancer patients: patients with the best overall and disease-free survivals (mediane OS = 15.7
years; mediane DFS = undefined) that carry small tumors expressing intermediate FBL mRNA
levels; patients with the poorest overall and disease-free survivals (mediane OS = 3.2 years;
mediane DFS = 4.5 years) that carry large tumors expressing low FBL mRNA levels; and
patients with intermediate survivals exhibiting the other combinations (Supplementary Figure
S5A-B). Overall, these data indicated that FBL mRNA level is an independent marker of poor

outcome in early breast cancer.

A validation series composed of 199 primary breast tumors at early diagnostic was analysed
to sustain these observations (IGR series, Supplementary Tables S1-S2 and Figures S1B,
S1E and S1H). Since too few events occurred in these series for analysing overall and disease-
free survivals, we focused on the association of FBL mRNA levels with distant disease-free
survival. Using the same cut-offs as previously, Kaplan-Meier curves and univariate Cox
regression showed that patients carrying tumors expressing either “low” or “high” FBL mRNA
levels exhibited a significantly poorest distant disease-free survival than patients with tumours
expressing “intermediate” FBL mRNA levels (Supplementary Figure S8 and Table S7). In
addition, multivariate Cox regression models built on different markers (FBL mRNA levels,
tumor size, lymph node invasion, tumor grade, intrinsic breast cancer subtype, age at tumor
onset) revealed that only FBL mRNA levels and tumor size remained significant markers of
distant disease-free survival (Supplementary Table S8). Altogether our data strongly indicate

that FBL is an independent marker of early breast cancer patient outcome.

Lack of FBL detection using immunohistochemistry is associated with poor outcome in

breast cancer

Due to lack of strict correlation between mRNA and protein levels as well as the key role of
translation regulation in cancers?', we then analysed FBL expression at protein levels by
immunohistochemistry (IHC) on TMA. A test series of 434 primary breast tumors (CLB series)
and a validation series of 1773 ones (IGR series) displaying classical characteristics of breast
cancer population and survival markers were used (Supplementary Table S9 and

Supplementary Figure S9). IHC was performed using the same polyclonal anti-FBL antibody
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but issued from two different lots that showed strong specificity and efficiency for FBL protein
detection (Supplementary Figure S10).

Using the test CLB series, breast tumors were classified based on different organisations of
FBL staining (Figure 2A and A panel of Supplementary Figures S12-15). We indeed identified
samples exhibiting a single FBL dot per tumoral cells (termed “single FBL staining”), samples
displaying multiple FBL dots per tumoral cells (“multiple FBL staining”) and samples composed
of tumoral cells with either a single or multiple FBL dots (“heterogeneous FBL staining”).
Surprisingly, we also identified samples in which FBL was not detected (“no detection of FBL
staining”). This latter group corresponded to about 8.5% of tumor samples. Interestingly similar
distributions of these four FBL-related groups were observed in both the test CLB and the
validation IGR series, the “no detection of FBL staining” representing about 12% of the IGR
series (Supplementary Figure S11A). These data support the existence of breast tumors with

at least low expression of FBL gene as observed at mMRNA levels.

The association of the four FBL-related breast cancer patients’ groups with overall and
disease-free survivals was analysed using Kaplan-Meier curves (Supplementary Figures
S11B-C). No significant association was observed. However, the patients bearing tumors with
“no detection of FBL staining” displayed the poorest survivals. We thus compared survival of
patients with tumours exhibiting or not a FBL staining. In CLB series, patients with “no detection
of FBL staining” tumor status tended to have a poorest overall and disease-free survivals than
patients carrying tumors where FBL staining was detectable (Figure 2B-C). In IGR series, a
significant association was observed (Figure 2D-F). Indeed, “no detection of FBL staining” was
associated with poor invasive and distant disease-free survivals. Only a tendency was
observed for overall survival due to the few death events in these series. These data suggested

that “no detection of FBL staining” is a maker of poor outcome in early breast cancer patients.

FBL is one of the main protein expressed in nucleolus, a subcellular compartment where
ribosome biogenesis takes place''. To rule out that “no detection of FBL staining” arises from
lack of nucleoli preservation during sample processing, we analysed nucleoli organization in
the 434 tumors of CLB series using HPS staining. We observed that all tumor samples
displayed nucleoli, suggesting that lack of detectable FBL staining was not related to lack of
nucleoli (Supplementary Figure S16A-B). In contrast, using total RNA extracted from 41
randomly chosen samples issued from CLB series, we observed that tumors where FBL was
not detected by IHC expressed significantly lower FBL mRNA levels than the ones where a
FBL staining was detected (Supplementary Figure S16C). Overall, these data support the
existence of primary breast cancer tumors expressing low levels of FBL but also the

association of low FBL expression with poor outcome in early breast cancer.
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Breast tumors overexpressing or underexpressing FBL exhibit distinct characteristics

To characterize the difference between primary breast tumours overexpressing or
underexpressing FBL, we first compared clinical characteristics of breast patients in the
Dundee, CLB and IGR series where FBL expression was assessed at mRNA or protein levels
respectively. In Dundee series, no difference was observed in the different FBL-related tumor
groups, the “high” and “low” FBL-related tumors being slightly enriched in PR- tumours
compared to the “intermediate” ones (Supplementary Table S10). In CLB and IGR series,
tumors categorized as “no detection of FBL staining” were associated with clinical
characteristics related to aggressive cancers compared to “FBL staining” tumors
(Supplementary Tables S11-S12). Indeed at diagnostic, “no detection of FBL staining” tumors
displayed higher tumor size, increased age of patients and increased nervous invasion, as well
as enrichmentin ER-, PR- and triple negative breast compared to “FBL staining tumors”. These
data suggest that breast tumors overexpressing and underexpressing FBL exhibit different

clinical characteristics.

To decipher whether such difference also occurred at molecular levels, we took advantages of
the TCGA series for which several molecular data are publically available'”. At genomic levels,
we first observed that breast tumors expressing “low” FBL mRNA levels had a significantly
lower number of copy alteration or mutation counts that breast tumors expressing “high” FBL
mRNA levels, supporting that the two FBL-related tumor groups are different ones
(Supplementary Figure S17A-B). Using the whole transcriptome dataset of the TCGA series,
we then compared gene expression in breast tumors overexpressing and underexpressing
FBL (Figure 3). Clustering approaches revealed that four out of the 10 gene-based clusters
displayed different expression profiles between “high” and “low” FBL-related tumors. While
genes involved in clusters 0 and 3 were less expressed in “low” than in “high” FBL-related
tumors, genes involved in clusters 4 and 5 were more expressed in “low” than in “high” FBL-
related tumors, indicating that the two FBL-related tumor groups have different biological
properties. Interestingly the cluster 0 corresponded to the one for which the difference in gene
expression was the most drastically different between “low” and “high” FBL-related tumors, but
also to the only one enriched in gene encoding ribosomal proteins and proteins involved in
translational process as shown by gene ontology analyses (Supplementary Figure S18).
Comparison of mediane expression of the 80 human ribosomal proteins in the three FBL-
related tumors indeed showed a significant dose-dependent correlation between FBL mRNA
expression levels and ribosomal protein expression levels, as expected due to the role of FBL
in ribosome biogenesis' (Supplementary Figure S17C). Overall, it appeared that breast
tumors overexpressing and underexpressing FBL exhibited different clinical and molecular

characteristics. These data suggested the existence of breast tumors exhibiting either a large
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amount of ribosomes or in contrast a strong reduction of ribosomes, the two of them displaying

poor clinical outcomes.

Heterozygous depletion of FBL contributes in in vivo tumorigenesis

The analysis of 3,500 breast tumor samples revealed the existence of tumors underexpressing
FBL characterized by a low ribosome amount that are associated with poor patients’ outcome.
This observation was in clear divergence with the actual literature sustaining that
hyperactivation of ribosome biogenesis emerges as a novel hallmark of cancer cells to
maintain their high proliferative rate*%. To determine whether underexpression of FBL favors
tumorigenesis, we analysed the impact of FBL heterozygous depletion on tumor incidence in
vivo using spontaneous tumor model of zebrafish. Zebrafishes develop spontaneous tumors
in response to environmental exposure or genetic disabilities, the tumors exhibiting similar
phenotypes or cancer-related genes than those found in humans??. Here, we used a zebrafish
model expressing homozygous p53 mutant protein (tp53"214K) that has been shown to develop
spontaneous malignant peripheral nervous system tumors (MPNST) from 10-months old?®.
Crossing were performed to obtain 58 fb/l+/+ and 111 fbl+/- zebrafishes in tp53M214K/M214K
background. The reduction of fbl expression at mRNA levels was previously confirmed by RT-

gPCR in fbl+/- zebrafish embryos of wild-type background used for the crossing?.

We monitored tumor incidence in this zebrafish cohort for 12 months from age of 6 to 18
months. Among the 179 zebrafishes, we identified 39 masses. Histological analyses using
hematoxylin-phloxine B coloration and PCNA3 or Sox10 staining was performed to confirm
that the detected masses corresponded to classical MNPTS tumors (Figure 4B-C). Tumors
were mainly localized in eyes and abdomen, only few melanoma having been detected as
previously reported in this model?®. No difference in tumor location was observed in fb/+/+ or
fbl+/- tp53M214KM214K Zzebrafishes, suggesting that homozygous depletion of FBL do not affect
tumor pattern. In contrast, a significant difference in tumor onset was observed in fb/+/+
compared to fbl+/- tp53M214KM214K zaprafishes (Figure 4A). Tumors were detected from 7.3
months in fb/+/- tp53M214KM214K zebrafishes and only from 10.6 months in fbl+/+ tp53M214K/M214K
zebrafishes. In homozygous tp53M2'4K mutant zebrafish models, the heterozygous depletion of
fbl induced appearance of the first tumors about 3 months before the wild-type b/ expression
that corresponded to 1/10° of normal zebrafish life. These data demonstrated that reduction of
FBL expression, and thus of ribosome biogenesis, accelerates appearance of spontaneous

tumors in vivo, supporting a role of FBL reduction in tumorigenesis.
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Discussion

Improvement of early breast cancer patients’ management will arise from identification of
markers, susceptible to pinpoint as soon as diagnosis patients with low-risk of recurrence that
will benefit from adjustment of treatment protocols?. Due to the recent advances in the
ribosome biogenesis field, the rRNA methyltransferase FBL, a pivotal regulator of ribosome
biogenesis, could present a true opportunity®''. Using 3,500 non-metastatic primary breast
tumors mainly corresponding to non-invasive cancers, we assessed the clinical values of FBL

in early breast cancers.

The recurrence of breast cancer disease was measured using different measurable events,
including death or local, invasive and distant progression, depending on the series. Indeed,
our samples divided in 6 independent series exhibited different clinical annotations but also
insufficient event numbers for some parameters, thus rending difficult the strict comparison
between the series. In addition, the samples came from three different European cancer
centres, each centre having their one treatment protocols. Finally, samples corresponded to
distinct biological materials, including total mMRNAs and TMA. Nevertheless, although these
disparities among the series, all the data converged to reproducible conclusion. It indeed
appeared that FBL expression is significantly associated with poor outcome in breast cancer.
Such association was observed using distinct statistical approaches in both test and validation
series, but also using distinct technics for FBL mRNA quantification (RT-qPCR and whole
transcriptomic), thus reinforcing our conclusion. Interestingly, analysis of these 3,500 breast
tumors revealed that FBL remains an independent marker of poor prognosis in early breast
cancer even after adjustment to the routinely used clinical gold-standards, tumor size, lymph
node invasion and breast cancer subtypes. Such observations suggested that FBL could
drastically improve the stratification of patients. For example in combination with tumor size,
FBL expression allowed the identification of patients with the poorest outcome although they

carry small tumor usually synonymous of low-risk breast cancer patients.

One of the most intriguing results issued from this study remains the identification of
aggressive tumors expressing low levels of FBL. Although definition of normal tissues
regarding breast cancer disease is still a matter of controversy (Aran et al, Nat Com 2017),
comparison of tumor samples with mastectomies issued from healthy donors suggested that
‘low” FBL expressing tumors corresponded to underexpression of FBL. The existence of
breast tumors underexpressing FBL identified at mRNA levels that might have arise from
aberrant definition of cut-offs values, was supported by data issued from FBL immunostaining
in TMA: similar proportion of breast tumors exhibiting no FBL detection in both the CLB and
IGR series (n=424 and n=1779, respectively); preservation of nucleoli during sample

processing; and significant reduction of FBL mRNA levels in these tumors compared to FBL
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stained ones. The fact that heterozygous depletion of FBL contributes in spontaneous tumor

development in zebrafishes, definitively sustains the existence of such tumors in real-life.

Up to date, all studies including ours demonstrated that FBL is overexpressed in breast tumors
and its association with poor patients’ outcome''>. These data were accumulated in regards
of the molecular mechanisms available at that time. Indeed, we showed that FBL
overexpression altered rRNA 2’-O-Me profiles thus affecting intrinsic activity of ribosomes and
translational efficiency of some oncogenic mRNAs such IGF1R or CMYC". Moreover, FBL
overexpressing breast cancer cell lines exhibited increased cell proliferation and
chemotherapy resistance, comforting the association of FBL overexpression with poor
survivals'. By performing a non-hypothesis-driven study using large sample set, we identified
unexpected alteration of FBL. At clinical and molecular levels, breast tumors overexepressing
and underexpressing FBL exhibited distinct characteristics. Underexpressing FBL tumors were
characterized by a reduction of ribosomal proteins compared to overexpressing FBL ones, as
expected due to the pivotal role of FBL in ribosome biogenesis''. Of note, heterozygous fbl
depleted zebrafish embryos displayed reduced ribosome biogenesis?*, supporting the notion
that tumorigenesis associated with FBL underexpression involves ribosome biogenesis
defects. Two hypotheses could be draw regarding the contribution of FBL reduction in
tumorigenesis. First, several hereditary diseases are characterized by both increases in cancer
susceptibilities and defects in ribosome biogenesis, termed ribosomopathies'®?5. In these
patients, reduction of ribosome amount has been associated with increased cancer
susceptibilities although the cellular and molecular mechanisms by which quantitative
alteration of ribosomes contributes to neoplastic transformation remain a matter of debate.
Second, reduced FBL-associated tumorigenesis might result from qualitative alteration of
ribosomes. Indeed, we recently reported that reduction of FBL expression in HelLa cells alters
rRNA 2’-O-Me profiles and thus translational regulation by ribosome'®. Although rRNA 2'-O-
Me profiles have not been compared in the same cell lines in response to alteration of FBL
expression, it appeared that sites whose rRNA 2’-O-Me frequency varies in response to
reduction or increased expression of FBL were different'®. Thus, overexpression and
underexpression of FBL might differentially affect ribosome translational activities by
differentially modulating rRNA 2’-O-Me profiles and promote development of tumours with
distinct characteristics. Such hypotheses remain to be tested in the near future to sustain a

dual role of FBL in tumorigenesis.

Finally, our data identified a novel independent marker of poor outcome in breast cancer that
belongs to the emerging field of ribosome in oncology. Based on to the recent demonstration
that targeting ribosome biogenesis mainly using DNA integrating molecules is a specific and

efficient anti-cancer target®%, our discovery may open up novel therapeutic opportunities by
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directly targeting FBL. Of course, one may be afraid of that reducing FBL expression in
overexpressing FBL tumors may have no, if not worse, effect due to the association of reduced
FBL expression with poor survival. However, the distinct characteristics of FBL overexpressing

and underexpressing tumors are encouraging and it has to be tested.

Altogether our data showed a dual association of FBL expression with early breast cancer
outcome and reveals for the first time the contribution of FBL reduction in tumorigenesis. These
data suggest a dual role of FBL, but more largely of ribosome biogenesis, in mammary

tumorigenesis.
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Figure Legends

Figure 1. Association between FBL mRNA levels and survivals in two independent
breast cancer series. Using the cut-off identified in Supplementary figure 2 for FBL mRNA
expression, association between FBL mRNA levels and overall (A-B) and disease-free (C-D)
survivals was determined using Kaplan-Meier analyses in Dundee (n = 216 ; A,C) and TCGA
(n = 661 ; B,D) series. An association between FBL mRNA expression and overall and
disease-free survivals was observed in the two independent breast cancer series. Patients
bearing breast tumors expressing either low or high FBL mRNA levels exhibit poor survivals
compared to that with tumors expressing intermediate FBL mRNA levels. Low FBL mRNA
levels: [0 % - 20 %[ of the complete population; intermediate FBL mRNA levels: [20 % - 80 %[;
high FBL mRNA levels: [80 % - 100%]. Significance was assessed using the Log-Rank
(Mantel-Cox) test. *: P < 0.05.

Figure 2. Association between FBL immunostaining and survivals in two independent
breast cancer series. (A) In the two TMA series, the FBL staining presented 4 different
organizations based on the number of dots per nucleus: “single FBL staining” corresponded to
the presence of a single dot per nucleus; “multiple FBL staining” to the presence of several
dots per nucleus; “heterogeneous FBL staining” to the distinction of cells exhibiting either
single or multiple dots per nucleus; and “no detection of FBL staining”. (B-F) Association
between FBL immunostaining and overall (B,D), disease-free (C,E) and distant disease-free
(F) survivals was assessed using Kaplan-Meier analyses in CLB (n = 389 ; B-C) and IGR (n =
1759 ; D-F) series. Patients carrying tumors with “no detection of FBL staining” exhibited the
poorest overall, disease-free and distant disease-free survivals compared to patients with
tumors that displayed FBL staining (i.e. tumors with “single” or “multiple” or “heterogeneous”
FBL staining). *: P < 0.05; scale bar: 528 ym.

Figure 3. Differential gene expression profiles between the three FBL mRNA levels-
related groups using the TCGA series. Heatmap was generated using transcriptomic data
from the 661 primary breast tumors of TCGA series. The columns corresponded to the groups
of tumors that were stratified according to FBL expression and the rows to genes that were
grouped in ten clusters using the k-means approach. Low and high FBL expressing tumors
exhibited distinct gene expression profiles for some clusters (i.e., 0, 3, 4 and 5). Blue: reduced
expression level; red: increased expression level; orange: clusters with different signatures in

low and high FBL expressing tumors.
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Figure 4. Increase of tumor incidence induced by heterozygous depletion of fb/ in tumor
prone p53mt/mt zebrafishes. (A) In p53mt/mt zebrafishes, tumor incidence was monitored
in two different fbl genotypes (fbl+/- and fbl+/+) for 18 months and represented using Kaplan-
Meier curve from the identification of the first tumor. Tumors developed in fb/+/-;p53mt/mt
zebrafishes appeared earlier than tumors developed in fbl+/+;p53mt/mt zebrafishes. (B)
Tumors were identified at three different locations, eyes abdomens and skin, and validated by

hematoxylin/eosin staining.
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Tables

Table 1 - Association of the rRNA 2’-O-ribose methylations complex factors with

overall survival and progression-free survival by univariate Cox regression

analyses
Dundee Series
Overall survival Disease-free survival
Variables HR Cl 95% P-value HR Cl 95% P-value
FBL-1
Intermediate 1.00 1.00
Low 2.01  [1.25-3.23] 00150 2.06  [1.30-3.27] 0.0065
High 1.40  [0.84-2.34] 151  [0.93-2.45]
FBL-2
Intermediate 1.00 1.00
Low 169  [1.04-2.75] 0.0615 158  [0.99-2.53] 0.0815
High 1.53  [0.92-2.54] 1.52  [0.94-2.46]
NHP2L1
Intermediate 1.00 1.00
Low 167 [1.05-266] 00763 174 [1.11-2.72] 0.0538
High 1.05  [0.63-1.75] 120  [0.74-1.93]
NOP56
Intermediate 1.00 1.00
Low ns 1.46  [0.90-2.36] 0.0604
High 1.67  [1.07-2.61]
NOP58
High 1.00 0.0031 100 0.0078
Low 2.01  [1.27-3.20] 1.84  [1.17-2.88]

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval ; ns, non significant
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Table 2 - Multivariate Cox regression analyses for overall survival and

progression-free survival using significant univariate variables

Dundee Series

Overall survival

Disease-free survival

Variables HR Cl1 95% P-value HR Cl1 95% P-value
FBL
Intermediate 1.00 1.00
Low 235 [141-3.92] 0.0042 225 [1.40-3.60] 0.0032
High 1.27 [0.72-2.24] 149 [0.91-2.44]
NOP58
Intermediate 1.00 1.00
Low ns ns
High
Tumor size
<30 mm 1.00 1.00
> 30mm 277 [1.77-4.33] <0-0001 214 [1.44-3.18] 0.0002
Lymph node invasion status
N=0 1.00 1.00

0.0443 0.0174
N =1 1.61 [1.01-2.55] 1.64 [1.09 -2.48]
Intrinsic breast cancer subtypes
ER+ PR+/- HER2- 1.00 1.00
ER+/- PR+/- HER2+ 1.06 [0.63-1.79] 0.0463 ns
ER- PR- HER2- 1.94 [1.12-3.35]

HR: Hazard Ratio ; CI95%: 95% of Confidence Interval.
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Supplementary Figure Legends

Supplementary figure 1. Association between gold-standard prognostic factors and
survivals in three breast cancer series. Association between overall survival or distant
disease-free survival with gold-standard prognostic factors, including tumor size (A-C), lymph
node invasion status (D-F) and intrinsic breast cancer subtypes (G-l), were determined by
Kaplan-Meier analyses in three independent breast cancer series for which total RNA were
available, named Dundee (n =216 ; A, D, G), IGR (n =198 ; B, E, H) and TCGA (n = 661 ; C,
F, 1) series. (A-F) Patients carrying large tumors (A: = 30 mm; B-C: = 20 mm) or diagnosed
with invaded lymph node (D-F: N = 1) had significant poor overall or distant disease-free
survivals compared to patients with smaller or no invaded lymph node tumors. (G-l) Patients
bearing ER+ PR+/- HER2- tumors (i.e., luminal breast cancer subtype) had better overall
survival compared to patients with ER+/- PR+/- HER2+ tumors (i.e., HER2-enriched breast
cancer subtype) and ER- PR- HER2- tumors (i.e., triple-negative breast cancer subtype). No
significant difference in distant-disease free survival was found in IGR series (H). *: P< 0.05;
**: P< 0.01; ***: P< 0.001; N: number of invaded lymph nodes; ER: estrogene receptor; PR:
progesterone receptor; HER2: ERBB2 receptor.

Supplementary figure 2. Determination of FBL mRNA levels cut-off using the Dundee
breast cancer series. (A) In Dundee breast cancer series, patients were divided into groups
according to FBL mRNA levels expressed in their tumors using either the quartile or the tercile
distribution as cut-offs. (B-C) Association of FBL mRNA levels with overall survival using
quartile (B) and tercile (C) distributions as cut-offs was assessed by Kaplan Meier analyses.
Patients who bore tumors expressing the highest (B: Q4; and C: T3) and the lowest (B: Q1;
and C: T1) mRNA levels of FBL tended to have poor overall survival compared to patients
carrying tumors expressing intermediate levels of FBL (B: Q2-Q3; and C: T2). T: tercile; Q:

quartile.

Supplementary figure 3. Comparison of FBL mRNA levels between healthy donors and
breast cancer patients. FBL mRNA levels were quantified in mastectomy tissues from healthy
donors by medium throughput RT-gPCR and compared to ones of the three FBL-related tumor
groups from the Dundee series. The “high” and “intermediate” tumors expressed significantly

increased FBL mRNA levels compared to healthy donors, while the “low” tumors expressed
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significantly reduced FBL mRNA levels compared to healthy donors. ***: P< 0.001; n= number

of patients.

Supplementary figure 4. Association between FBL mRNA levels with survivals using a
second set of primers in the Dundee breast cancer series. Using the cut-off identified in
the Dundee series for FBL mRNA expression using the first set of FBL primers, association of
FBL mRNA levels and overall (A) and disease-free (B) survivals was determined using Kaplan-
Meier analyses on data issued from the second set of FBL primers. Similar trend for
association between FBL mRNA levels and overall and disease-free survivals was observed
using a second set of primers. Low FBL mRNA levels: [0 % - 20 %[ of the complete population;
intermediate FBL mRNA levels: [20 % - 80 %[; high FBL mRNA levels: [80 % - 100%]. *: P<
0.05.

Supplementary figure 5. Improvement of the breast cancer patients’ stratification
derived from tumor size and lymph node invasion status using FBL expression in the
Dundee breast cancer series. Association of tumor size (A-B) or lymph node invasion status
(C-D) with overall survival (A,C) or disease-free survival (B,D) was determined using Kaplan-
Meier analyses. (A-B) Patients carrying large tumors (L = 30 mm) and expressing low mRNA
levels of FBL exhibited the poorest survivals, while patients with smallest tumors (S < 30mm)
and expressing intermediate mRNA levels of FBL had the best survivals. Others patients
presented similar intermediate survivals. (C-D) Patients carrying tumors with invaded lymph
nodes (N = 1) and expressing low mRNA levels of FBL had the poorest survivals, while patients
with tumors in which no lymph node were invaded (N = 0) and expressing intermediate mRNA
levels of FBL exhibited the best survivals. **: P< 0.01; ***: P< 0.001; N: number of invaded
lymph nodes; S: small tumor size; L: large tumor size; Low: low FBL mRNA levels; Int.:
intermediate FBL mRNA levels; high: high FBL mRNA levels.

Supplementary figure 6. Association between rRNA 2’-O-ribose methylation complex
components and survivals in the Dundee breast cancer series. (A-F) Association between
overall (A,C,E) and disease-free (B,D,F) survivals and mRNA levels of additional protein
components of the rRNA 2’-O-ribose methylation complex, including NOP58 (A-B), NOP56 (C-
D) and NHP2L1 (E-F) was assessed by Kaplan Meier analyses. Significant association with
low mRNA levels of NOP58 and poor overall and disease-free survivals was observed, as well

as with NOP56 and NHP2L1 with disease-free and overall survivals respectively. (G)
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Correlation between NOP58 and FBL mRNA levels was assessed using the non-parametric
Spearman test. mMRNA levels of NOP58 were strongly and significantly correlated with FBL
mMRNA levels in the Dundee breast cancer series. Low NOP58: [0 %; 50 %[ of population and
high NOP58: [80 % ; 100%] of population. Low NOP56 and NHP2L1 mRNA levels: [0 % - 20
%] of the complete population; intermediate NOP56 and NHP2L1 mRNA levels: [20 % - 80 %[;
high FBL mRNA levels: [80 % - 100%]. *: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001.

Supplementary figure 7. Association between FBL mRNA levels and survivals
according to the intrinsic breast cancer subtypes in the Dundee breast cancer series.
Association between FBL mRNA levels and overall (A-C) and disease-free (D-F) survivals was
analysed in three intrinsic breast cancer subtypes, ER+ PR+/- HER2- (i.e., luminal subtype;
A,D), ER+/- PR+/- HER2+ (i.e., HER-2 enriched subtype; B,E,) and ER- PR- HER2- (i.e., triple-
negative subtype; C,F). No significant association was observed between FBL mRNA levels
and survivals in patients carrying HER2-enriched tumors although tendency was observed
between FBL mRNA levels and survivals in patients carrying either luminal and triple-negative

tumors, low and high FBL mRNA levels exhibiting the poorest survivals.

Supplementary figure 8. Association of FBL mRNA levels with distant disease-free
survival in the IGR series. Using the cut-off identified in the Dundee series for FBL mRNA
expression in Supplementary figure 2, association between FBL mRNA levels and distant
disease-free survival was assessed using Kaplan-Meier analyses using the IGR series. A
significant association between FBL mRNA levels and distant disease-free survival was
observed. Low FBL mRNA levels: [0 % - 20 %[ of the complete population; intermediate FBL
mMRNA levels: [20 % - 80 %[; high FBL mRNA levels: [80 % - 100%]. *: P < 0.05.

Supplementary figure 9. Association between gold-standard prognostic factors and
overall survival in two breast cancer series. Association between overall survival and gold-
standard prognostic factors, including tumor size (A), lymph node invasion status (B,E) and
intrinsic breast cancer subtypes (C,F) was determined by Kaplan-Meier analyses in two
independent tissue microarray breast cancer series, CLB (n = 389 ; A-C) and IGR (n = 1759 ;
D-F) series. (A-C) Patients carrying large tumors (A: = 30mm) or diagnosed with invaded lymph
nodes (B-C: N2 1) presented significant poor overall survival compared to patients with small
or no invaded lymph node tumors. (D-E) Patients bearing ER- PR- HER2- tumors (i.e., triple-

negative breast cancer subtype) had significant poor overall survival in the CLB and IGR
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series. *: P<0.05; **: P< 0.01; ***: P< 0.001; N: number of invaded lymph nodes; ER: estrogene
receptor; PR: progesterone receptor; HER2: ERBB2 receptor.

Supplementary figure 10. Validation of FBL antibodies used for immunostaining. (A)
HeLa cells were transfected for 96 hrs with either a siRNA control (siCTRL) or a FBL siRNA
(siFBL) before validating the decreased expression of FBL by siRNA at mRNA levels using
RT-gPCR. Compared to siCTL condition, a 5-fold decrease in FBL mRNA expression was
observed in siFBL condition. (B-C) Specificity and efficiency of FBL protein detection by the
antibodies used for immunostaining was assessed by western blot in siCTL and siFBL
conditions. Two different FBL antibody lots were tested, one lot corresponding to the one used
to stain the TMA CLB series (B) and second lot corresponding to the one used to stain the
TMA IGR series (C). For the two lots, only one band was observed even at 600 sec exposure
that corresponds to the predicted size of FBL protein and that showed decreased signal in
siFBL compared to siCTL condition. Error bars represent a standard deviation of four

independent experiments. ***; P< 0.001; KDa: Kilo Daltons.

Supplementary figure 11. Association between FBL immunostaining and survivals in
two independent breast cancer series. (A) Distribution of the four groups showing different
organisation of the FBL immunostaining (i.e., single FBL staining, multiple FBL staining,
heterogeneous FBL staining and no detection of FBL staining) were compared between the
CLB (n = 389) and IGR (n = 1759) TMA series. In two independent series, the four groups
exhibited almost similar proportion. (B-C) Association between FBL immunostaining and
overall (B) and disease-free (C) survivals in the CLB series was assessed using Kaplan-Meier
analyses. Patients carrying tumors with “no detection of FBL staining” exhibited the poorest

survivals compared to patients with tumors presenting the other types of FBL staining.

Supplementary figure 12-15. Reproducibility of FBL immunostaning in tumor replicates
and in the two independent breast cancer series. Different tumors (Tumor) as well as their
individual triplicate (Replicate 1 to 3) were presented for the CLB series (A) and the IGR series
(B). The four groups of FBL immunostaining were shown: “single FBL staining” that presented
one dot per nucleus (Supplementary figure 12); “multiple FBL staining” that exhibited several
dots per nucleus (Supplementary figure 13); “heterogeneous FBL staining” that shown cells

with either a single or multiple dots per nucleus (Supplementary figure 14); and “no detection
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of FBL staining” that corresponded to tumors where FBL immunostaining was absent

(Supplementary figure 15).

Supplementary Figure 16. Signification of “no detection of FBL staining” in breast
tumors. (A-C) Comparison of FBL immunostaining and Hematoxylin Phloxine Saffron (HPS)
used to identify cellular nucleoli was performed in TMA of the CLB series. One example of
each FBL staining-related tumor group (A) was presented with the corresponding HPS staining
(B) as well as the global data (C). While no FBL was detected in the “no detection of FBL
staining” groups (tumor 4), nucleoli were present in those tumors according to HPS staining.
(D) FBL mRNA levels were quantified by RT-gPCR in 41 breast tumors from the CLB series
that displayed different organisation of FBL immunostaining. Patients carrying tumors with “no
detection of FBL staining” expressed a significantly lower levels of FBL mRNA than patients
having tumors displaying any type of FBL staining. **: P< 0.01; black arrow: HPS stained

nucleolus.

Supplementary figure 17. Characterization of the three tumor groups expressing
different FBL mRNA levels. (A-B) Using the TCGA series (n= 661), comparison between the
three tumor groups exhibiting different FBL mRNA levels (i.e., low, intermediate, high) and
copy number alterations (A) and number of mutations (B) was performed. Tumors expressing
high levels of FBL mRNA presented a significantly higher copy number of alterations and
mutational counts and mRNA expression of ribosomal proteins than tumors expressing either
intermediate or low FBL mRNA levels. (C) Mediane expression of mMRNAs encoding the 80
ribosomal proteins was compared in the three FBL-related groups of tumors in the TCGA
series. A dose dependent relationship was observed between FBL mRNA levels and mediane
expression of the 80 ribosomal proteins. ns: non significant; *: P< 0.05; **: P< 0.01; ***: P<
0.001.

Supplementary figure 18. Gene ontology analysis of the gene clusters expressing
different profiles between tumors expressing low and high mRNA levels of FBL. Gene
ontology (GO) functional annotation clustering was performed using DAVID tools on the four
clusters presenting difference in gene expression profiles between tumors expressing low or
high FBL mRNA levels (Clusters 0, 3, 4 and 5). For each cluster, the top three functional
annotation clusters (FAC) ordered by their enrichment score as well as the top three annotation

terms are shown. Enrichment of genes involved in translation was observed for the cluster 0
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(A), in glycosylation for the cluster 3 (B) and in transcription for the clusters 4 and 5 (C-D). For

complete GO analysis see Supplementary table 19.
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Category Term Gene number % Gene: Fold Enrichment Log {P-value)
FAC 1 - Enrichment Score: 50.303 a 50 -100
SP_PIR_KEYWORDS ribosomal protein 128 716 7.574
SP_PIR_KEYWORDS ribonucleoprotein 153 856 8101
GOTERM_CC_FAT  G0:0006840-ribosome 131 7,33 6,352
FAC 2 - Enrichment Score: 20.525
Cluster 0 SP_PIR_KEYWORDS mitochondrion 197 11,02 2634
Translation GOTERM_CC_FAT  GO:0005739~mitochondrion 222 12,42 2129
GOTERM CC_FAT  G0:0044429-mitochondrial part 138 7.72 2418
FAC 3 - Enrichment Score: 16.479
SP_PIR_KEYWORDS mitochondrion 197 11,02 2634
GOTERM_CC _FAT GO 0005739~m\mch0ndnun 222 12,42 2,129
GOTERM CC FAT  GO:00444: part 138 772 2418

B
Catego Term Gene number % Gene Fold Enrichment LogﬁE‘P-value) T
FAC 1 - Enrichment Score: 8.374
UP_SEQ FEATURE  region of interest:Coil 2 25 1,95 5911
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Linker 12 195 5911
UP SEQ FEATURE region of interest:Coil 1B 26 2,03 5,621
Cluster 3 SPﬁF\RﬁKE\’WORDS glycopmtem 343 30,63 1,365
Glycosylation UP_SEQ_FEATURE  glycosylation site:N-linked (GlcNAc...} 374 29,15 1,371
SP PIR KEYWORDS membrane 502 30,13 1,221
FAC 3 - Enrichment Score: 5.661
SP_PIR_KEYWORDS glycoprotein 393 3063 1,385
UP_SEQ_FEATURE  glycosylation site:N-linked (GloNAG.. ) 374 29,15 1.371
SP_PIR_KEYWORDS signal 284 22,14 1,33
c
Categor Term Gene number % Gene Fold Enrichment Log (P-value)
FAC 1 - Enrichment Score: .314 g =0
SP_PIR_KEYWORDS zinc-finger 198 14,83 1,700
SP_PIR_KEYWORDS zinc 223 167 1,903
GOTERM MF FAT  G0:0008270~zinc ion binding 229 17,15 1414
Cluster4  UP_SEQ FEATURE site: Reanuve band 1,08 4,567
Transeription [NTERPRO IPRO00215:Protease inhibitor |4, serpin 13 097 4,493
SMART SM00093:SERPIN 13 087 4,391
UP_SEQ FEATURE  zing finger region:Matrin-type 3 6 045 1,01
UP_SEQ FEATURE  zinc finger region:Matrin-type 2 6 045 9,786
UP_SEQ FEATURE _zinc finger region:Matrin-type 1 6 045 9,786
D
Category Term Gene number % Gene Fold Enrichment Laog (P-value)
FAC 1 - Enrichment Score: 68.448 % 50 100
UP_SEQ_FEATURE  zinc finger region:C2H2-type 7 226 13631 5,840
UP_SEQ_FEATURE  zinc finger region:C2H2-type 6 233 14,053 5,564
SP_PIR_KEYWORDS zmcﬂnger 448 27021 3,067
Cluster 5 SP_PIR_KEYWORDS ubl nnn]ugalmn pathway 5,73 2,188
Trancription  GOTERM_BP_FAT  GO:0051603~proteclysis invalved in cellular protein catabolic provess. 109 6,57 1910
GOTERM BP FAT  G0:0044257~cellular protein catabolic process 109 8,57 1,900
FAC 3 - Enrichment Score: 6.560
GOTERM_CC_FAT  GO:D021981-nuclear lumen 167 1007 1.61
GOTERM_CC_FAT  G0:0044451~nucleoplasm part 7w 4,84 1,93
GOTERM CC FAT  GO:0005654~nuclaoplasm 108 6,39 1,68
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Supplementary Tables

Supplementary table 1 — List of human samples series

Series Institution Sample numbers Sample
number (n=) type
1 Tayside Tissue Bank of Dundee 216 Total RNA
2 The Cancer Genome Atlas 661 Total RNA
Tissue
3 Centre Léon Bérard 434 .
MicroArray
4 Centre Léon Bérard 40 Total RNA
Tissue
5 Institut Gustave Roussy 1773 .
MicroArray
Institut Gustave Roussy 199 Total RNA
Institut Curie 11 Total RNA
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Supplementary table 2 — Patients characteristics of Dundee, IGR and TCGA RNA breast

cancer series

Dundee Series IGR Series TCGA Series
n 216 199 661
Age (years)
Min 28 23 26
Max 90 93 90
Mean (SD) 60.2 (13.7) 63.3 (14.6) 58.1 (13.1)
Tumor size * N/A
Missing data 12 1
Small 117 (57.4%) 180 (27.3%)
Large 87 (42.6%) 480 (72.7%)

Lymph node invasion status

Missing data
N=0
N>1

Tumor grade
Missing data
Grade 1
Grade 2
Grade 3

Tumor stage
Missing data
Stage |
Stage Il
Stage llI

98  (45.4%)
118 (54.6%)

5
14 (6.6%)
59 (28.0%)
138 (65.4%)

N/A

Breast cancer histological subtypes

Missing data
IDC

IDC + DCIS
ILC

ILC + LCIS
Others

ER status
Missing data
Negative
Positive

2
37 (17.2%)
141 (65.9%)
4 (1.9%)
4 (1.9%)
28 (13.1%)

70 (32.7%)
144 (67.3%)

122 (61.3%)
77 (38.7%)

1
30 (15.2%)
83 (41.9%)
85 (42.9%)

N/A

N/A

N/A

334 (51.1%)
320 (48.9%)

N/A

125 (19.1%)
385 (59.0%)
143 (21.9%)

501 (75.9%)
101 (15.3%)
58 (8.8%)
42

153 (24.7%)
466 (75.3%)
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Dundee Series IGR Series TCGA Series
PR status
Missing data 2 46
Negative 117  (54.7%) N/A 205 (33.3%)
Positive 97 (45.3%) 410 (66.7%)
HER2 status
Missing data 16 226
Negative 127 (63.5%) N/A 342 (78.6%)
Positive 73 (36.5%) 93 (21.4%)
Intrinsic breast cancer subtypes
Missing data 16 235
ER+ PR+/- HER2- 87 (43.5%) 160 (80.4%) 265 (62.2%)
ER+/- PR+/- HER2+ 73 (36.5%) 13 (6.5%) 93 (21.8%)
ER- PR- HER2- 40 (18.5%) 26 (13.1%) 68 (16.0%)
Breast cancer molecular subtypes
Missing data
Normal-like 19
Luminal A N/A N/A 247 (38.5%)
Luminal B 200 (31.2%)
HER2 enriched 76 (11.8%)
Basal-like 119 (18.5%)

N/A, not applicable, when information were not available. * tumors considered as small when tumors size were

inferior to 30 mm (Dundee series) and 20 mm (TCGA series); tumors considered as large when tumors size were

superior to 30 mm (Dundee series) and 20 mm (TCGA series)

168



Supplementary table 3 — Association of standard prognostic factors with overall

survival and disease-free survival by univariate Cox regression analyses

Dundee Series

Overall survival

Disease-free survival

Variables HR Cl1 95% P-value HR Cl1 95% P-value
Tumor size

<30 mm 1.00 <0.0001  1.00 0.0002
=30 mm 2.46 [1.61-3.73] 213 [1.43-3.17]

Lymph node invasion status

N=0 1.00 0.0079  1.00 0.0034
N=1 1.77 [1.16-2.70] 1.82 [1.22-2.72]

Intrinsic breast cancer subtypes

ER+ PR+/- HER2- 1.00 1.00

ER+/- PR+/- HER2+ 131 [0.80-2.13] 00985 4 34 [0.82-2.07] ns
ER- PR- HER2- 1.93 [1.12-3.32] 1.63 [0.96-2.77]

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval ; ns, non significant
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Supplementary table 4 — Nucleotide sequences of primers used for RT-qPCR

experiments

Gene Forward primer (5’ — 3’) Reverse primer (5’ — 3’)

B-Actin TCCATCACGATGCCAGTG CCAACCGCGAGAAGATGA
FBL-1 CCTGGGGAATCAGTTTATGG CCAGGCTCGGTACTCAATTTT
FBL-2 CCTGCGTAATGGAGGACACT GCTGAGGCTGTGGAGTCAAT
GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
NHP2L1 GCTACTGGACCTCGTTCAGC ACTCAGAGATGCCCCTGTTG
NOP56 GAGGTGCCCACGAGTGTATT TGCTTCCTTCATGACATCCA
NOP58 CGGTTCATGGGCTTCTTTTA TGATGGAGGGCAAAATCAAT
PGK1 AAGTGAAGCTCGGAAAGCTTCTAT AGGGAAAAGATGCTTCTGGG
PPIA GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT
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Supplementary table 5 - Multivariate-Cox analyses of FBL expression and standard

prognostic factors with overall survival and disease-free survival using a second couple

of primers for FBL
Dundee Series
Overall survival Disease-free survival

Variables HR Cl1 95% P-value HR Cl1 95% P-value
FBL-2
Intermediate 1.00 1.00
Low 210 [1.27-347] 00066 4g3 4430296 ~ 0.0215
High 1.82 [1.07-3.11] 1.69 [1.02-2.80]
Tumor size
<30 mm 1.00 <0.0001  1.00 <0.0001
> 30 mm 271 [1.77-4.17] 2.27 [1.51-3.40]
Lymph node invasion status
N=0 1.00 0.0409  1.00 0.0201
N=1 1.58 [1.02-2.42] 1.63 [1.08-2.46]

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval
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Supplementary table 6 - Multivariate-Cox analyses of Nop58 expression and standard

prognostic factors with overall survival and disease-free survival

Dundee Series

Overall survival

Disease-free survival

Variables HR Cl 95% P-value HR Cl95% P-value
NOP58

High 1.00 0.0179  1.00 0.0494
Low 1.78 [1.10-2.86] 1.59 [1.00-2.52]

Tumor size

<30 mm 1.00 0.0001 100 0.0009
230 mm 2.28 [1.49-3.47] 1.97 [1.32-2.51]

Lymph node invasion status

N=0 1.00 0.0296 100 0.0145
N> 1 1.61 [1.05-2.48] 1.67 [1.11-2.51]

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval
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Supplementary table 7 — Association of FBL expression with distant disease-free
survival by univariate Cox regression analyses

IGR Series
Distant disease-free survival
Variables HR Cl1 95% P-value
FBL
Intermediate 1.00
Low 4.04 [1.32-12.40] 0.0150
High 3.14 [0.98-10.02] 0.0540

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval
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Supplementary table 8 - Multivariate-Cox analyses of FBL expression and standard

prognostic factors with distant disease-free survival

IGR Series

Distant disease-free survival
Variables HR Cl1 95% P-value
FBL
Intermediate 1.00
Low 3.89 [1.07-14.11] 0.0390
High 3.92 [1.11-13.91] 0.0344
Tumor size
[7.0-19.7] 1.00
[19.7-25.0] 3.34  [0.65-17.20] 0.1497
[25.0-85.0] 5.91 [1.15-30.41] 0.0340
Lymph node invasion status
N=0 1.00
N=1 2.56 [0.77-8.59] 0.1268
Tumor grade
1 1.00
2 3.28 [0.37-29.22] 0.2880
3 5.11 [0.56-46.70] 0.1481
Intrinsic breast cancer subtypes
ER+ PR+/- HER2- 1.00
ER+/- PR+/- HER2+ 0.89 [0.17-4.66] 0.8890
ER- PR- HER2- 1.65 [0.31-8.85] 0.5594
Age (years)
[22.6-56.5] 1.00
[66.5-73.2] 0.26 [0.07-1.01] 0.05242
[73.2-93.4] 2.29 [0.87-5.99] 0.09219

HR, Hazard Ratio ; Cl 95%, 95% of Confidence Interval
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Supplementary table 9 — Patients characteristics of CLB and IGR tissues breast cancer

series
CLB Series IGR Series
n 434 1773
Age
Min 26 27
Max 91 95
Mean (SD) 58.6 (12.3) 60.6 (12.5)
Tumor size *
Missing data
Small 308 (71.0%) 1168 (65.9%)
Large 126 (29.0%) 605 (34.1%)

Lymph node invasion status

Missing data 1 2
N=0 184 (42.5%) 1169 (66.0%)
N> 1 249 (57.5%) 602 (34.0%)

Tumor grade

Missing data 2

Grade 1 81 (18.7%) 444  (25.1%)
Grade 2 206 (47.5%) 823 (46.5%)
Grade 3 147 (33.9%) 504 (28.5%)
ER status

Negative 56 (12.9%) 259 (14.6%)
Positive 378 (87.1%) 1514  (85.4%)
PR status

Missing data 1

Negative 109 (25.1%) 558 (31.5%)
Positive 325 (74.9%) 1214  (68.5%)

HER2 status

Missing data 2 2
Negative 396 (91.7%) 1588  (89.7%)
Positive 36  (8.3%) 183  (10.3%)

Intrinsic breast cancer subtypes?$

Missing data 2 2

Luminal 377 (87.3%) 1401 (79.1%)
HER?2 enriched 12 (2.8%) 183 (10.3%)
Triple Negative 43 (10%) 187 (10.6%)

* Tumors: small when tumors size < 30 mm (Dundee series) and 20 mm (IGR series); large when tumors size > 30

mm (Dundee series) and 20 mm (TCGA series)
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§ Breast cancer intrinsic subtypes: CLB according to ER, PR, HER2 and SBR grade ; IGR according to ER, PR
and HER2, luminal : ER+ PR+/- HER2-, HER2 enriched : ER+/- PR+/- HER2+, Triple Negative : ER- PR- HER2-
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Supplementary table 10 — Comparison of patients characteristics between tumors with

different FBL mRNA expression in Dundee breast cancer series

All samples Low FBL Intermediate FBL High FBL P-value
n 216 44 129 43
Age
Min 28 28 30 35 v
Max 90 84 88 90 0.251
Mean (SD) 60 (13.7) 64 (13.5) 59 (13.0) 61 (15.5)
Tumor Grade
Missing data 5 1 3 1
Grade 1 14 (6.6%) 1 (2.3%) 11 (8.7%) 2 (4.8%) 0.522%
Grade 2 59 (28%) 11 (25.6%) 38 (30.2%) 10 (23.8%)
Grade 3 138 (65.4%) 31 (72.1%) 77 (61.1%) 30 (71.4%)
Tumor size
Missing data 12 1 10 1 5
<30 mm 117 (57.4%) 24 (558%) 68  (57.1%) 25 (59.5%) 0-940
230 mm 87 (42.6%) 19 (44.2%) 51 (42.6%) 17 (40.5%)
Lymph node invasion status
N=0 98 (45.4%) 19 (43.2%) 62 (48.1%) 17  (39.5%) 0.591%
N =1 118 (54.6%) 25 (56.8%) 67 (57.1%) 26  (60.5%)
ER status
Missing data 2 0 2 0 5
Negative 70 (327%) 17 (38.6%) 41 (323%) 12 (27.9%) 0999
Positive 144 (67.3%) 27 (61.4%) 86 (67.7%) 31 (72.1%)
PR status
Missing data 2 0 2 0 5
Negative 117 (54.7%) 27 (614%) 61  (48.0%) 29 (67.4%) 0093
Positive 97 (45.3%) 17 (38.6%) 66 (52.0%) 12 (32.6%)
HER2 status
Missing data 16 2 11 3 5
Negative 127 (635%) 26 (61.9%) 76  (64.4%) 25 (62.5%) 0949
Positive 73 (36.5%) 16  (38.1%) 42 (35.6%) 15 (37.5%)
Intrinsic breast cancer subtypes
Missing data 16 2 11 3
ER+ PR+/- HER2 87 (43.5%) 17 (40.5%) 53 (44.9%) 17  (42.5%) 0.9919
ER+/- PR+/- HER 73  (36.5%) 16 (38.1%) 42 (35.6%) 15 (37.5%)
ER- PR- HER2- 40 (20.0%) 9 (21.4%) 23 (19.5%) 8  (20.0%)

P-value was assessed by Y : Kruskal-Wallis test ; W : Fischer Exact test ; & : Chi-2 test ; § : Wilcoxon test
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Supplementary table 11 — Comparison of patients characteristics between tumors with

FBL staining and low FBL staining in CLB breast tumors series

All samples Low FBL staining FBL staining P-value
n 389 33 356
Age
Min 26 42 26 s
Max 91 91 91 0.012
Mean (SD) 58.6 (12.5) 64.4 (12.5) 58.1 (12.4)
Tumor Grade
Grade 1 65 (16.7%) 3 (9.1%) 62 (17.4%) »
Grade 2 189  (48.6%) 14 424%) 175 (49.2%) 0184
Grade 3 135 (34.7%) 16 (48.5%) 119  (33.4%)
Tumor size
<30 mm 275 (70.7%) 18 (54.5%) 257  (72.2%) 0.033%
=30 mm 114 (29.3%) 15 (45.5%) 99 (27.8%)
Carcinoma in situ
Yes 324 (83.3%) 21 (63.6%) 303 (85.1%) 0.002%
No 65 (16.7%) 12 (36.4%) 53 (14.9%)
Nervous invasion
No 328 (84.3%) 23 (69.7%) 305 (85.7%) 0.016°
Yes 61 (15.7%) 10 (30.3%) 51 (14.3%)
ER status
Negative 50 (12.9%) 7 (21.2%) 43 (12.1%) 0.1345
Positive 339 (87.1%) 26 (78.8%) 313  (87.9%)
PR status
Negative 98 (25.2%) 11 (33.3%) 87 (24.4%) 0.260°
Positive 291 (74.8%) 22 (66.7%) 269  (75.6%)
HER2 status
Negative 358 (92.0%) 29 (87.9%) 329  (92.4%) 0.319v
Positive 31 (8.0%) 4 (12.1%) 27 (7.6%)
Intrinsic breast cancer subtypes
Luminal A 207 (53.2%) 13 (39.4%) 194  (54.5%)
Luminal B 132 (33.9%) 13 (39.4%) 119  (33.4%)
HER2 enriched 12 (3.1%) 3 (9.1%) 9 (2.5%)
Triple Negative 38 (9.8%) 4 (12.1%) 34 (9.6%)

P-value was assessed by Y : Kruskal-Wallis test ; W : Fischer Exact test ; & : Chi-2 test ; § : Wilcoxon test
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Supplementary table 12 — Comparison of patients characteristics between tumors with

FBL staining and low FBL staining in IGR breast tumors series

All samples Low FBL staining FBL staining P-value*
n 1759 212 1547
Menopause
No 452 (26%) 49 (23.6%) 403 (26.4%) 0.3851
Yes 1284 (74%) 159 (76.4%) 1125  (73.6%)
Tumor Grade
Grade 1 441 (25.1%) 45 (21.4%) 396 (25.6%)
Grade 2 815  (46.4%) 92 43.8%) 723 (46.7%) °0:0869
Grade 3 501 (28.5%) 73 (34.8%) 428  (27.7%)
ER status
Negative 257 (14.6%) 56 (26.4%) 201  (13.0%) <0.0001
Positive 1502  (85.4%) 156 (73.6%) 1346 (87.0%)
PR status
Negative 554 (31.5%) 93 (43.9%) 461  (29.8%) <0.0001
Positive 1204  (68.5%) 119 (56.1%) 1085 (70.2%)
HER2 status
Negative 1575  (89.6%) 191 (90.1%) 1384 (89.6%) 0.8175
Positive 182 (10.4%) 21 (9.9%) 161 (10.4%)
Intrinsic breast cancer subtypes
ER+ PR+/- HER2- 1390  (79.1%) 149 (70.3%) 1241 (80.3%)
ER+/- PR+/- HER2+ 182 (10.4%) 21 9.9%) 161 (10.4%) ~0-0001
ER- PR- HER2- 185  (10.5%) 42 (19.8%) 143 (9.3%)

* P-value assessed by Chisq test
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II. Article 2: Druggable Nucleolin Identifies Breast Tumours
Associated with Poor Prognosis That Exhibit Different Biological

Processes

Druggable Nucleolin Identifies Breast Tumours Associated with Poor Prognosis That Exhibit
Different Biological Processes. Nguyen Van Long F, Lardy-Cleaud A, Bray S, Chabaud S, Dubois T,
Diot A,Thompson AM, Bourdon JC, Perol D, Bouvet P, Diaz JJ, Marcel V. Cancers (Basel). 2018 Oct
22;10(10).

1. Contexte

En plus d’une altération de la qualité des ribosomes, la quantité des ribosomes est altérée dans
les cancers (Pelletier et al., 2017). Cette altération de la production des ribosomes résulte
généralement d’une hyperactivation de la synthése des ARNr et donc de la biogenése des
ribosomes qui permet aux cellules cancéreuses de maintenir leur croissance et leur prolifération
cellulaire (Barna et al., 2008; Bruno et al., 2017). La Nucléoline (NCL) est une protéine
nucléolaire dont le réle dans la biogenése est aujourd’hui bien connue (Ugrinova et al., 2018).
La protéine NCL est importante dans la régulation de la synthése des ARNr. En effet, elle
favorise I’acces de I’ARN Pol I aux ADNr soit par I’activation du remodelage de la chromatine
soit par la stabilisation des structures G-quadruplexes des ADNr (Angelov et al., 2006; Cong et
al., 2012; Drygin et al., 2009). Ainsi, la NCL pourrait tre utilisée comme substitut de la
variation de production des ribosomes.

L’utilisation de la technique de qPCR moyen-débit (Fluidigm) m’a permis de quantifier
I’expression de 16 facteurs impliqués dans la production et/ou la composition des ribosomes,
dont FBL et NCL. Parmi les différents facteurs analysés et en plus de FBL, NCL présentait des
altérations d’expression au niveau ARNm dans les tumeurs mammaires suggérant une
dérégulation de la synthése des ARNr. Ainsi, pour démontrer I’existence d’altérations de la
production des ribosomes dans les tumeurs mammaires, nous avons déterminé si :

les altérations d’expression de NCL dans les tumeurs mammaires sont associées a des

caractéristiques cliniques particuliéres

Dans ce projet, comme pour I’article 1, j’ai mis au point la technique de qPCR moyen-débit, et

généré les différentes données d’expression issues de 1’analyse des cohortes. J’ai suivi et
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participé aux prises de décision concernant les analyses statistiques effectuées par les

collaborateurs biostatisticiens. Et j’ai participé¢ au montage des figures de ce papier.
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Abstract: Background: Nucleolin (NCL) is a multifunctional protein with oncogenic properties.
Anti-NCL drugs show strong cytotoxic effects, including in triple-negative breast cancer (TNBC)
models, and are currently being evaluated in phase II clinical trials. However, few studies have
investigated the clinical value of NCL and whether NCL stratified cancer patients. Here, we have
investigated for the first time the association of NCL with clinical characteristics in breast cancers
independently of the different subtypes. Methods: Using two independent series (1 = 216; n = 661),
we evaluated the prognostic value of NCL in non-metastatic breast cancers using univariate and/or
multivariate Cox-regression analyses. Results: We reported that NCL mRNA expression levels are
markers of poor survivals independently of tumour size and lymph node invasion status (1 = 216).
In addition, an association of NCL expression levels with poor survival was observed in TNBC
(n = 40, overall survival (OS) p = 0.0287, disease-free survival (DFS) p = 0.0194). Transcriptomic
analyses issued from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database (n = 661) revealed that breast
tumours expressing either low or high NCL mRNA expression levels exhibit different gene expression
profiles. These data suggest that tumours expressing high NCL mRNA levels are different from
those expressing low NCL mRNA levels. Conclusions: NCL is an independent marker of prognosis in
breast cancers. We anticipated that anti-NCL is a promising therapeutic strategy that could rapidly
be evaluated in high NCL-expressing tumours to improve breast cancer management.

Cancers 2018, 10, 390; d0i:10.3390/ cancers10100390 www.mdpi.com/journal/cancers
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1. Introduction

The expression level of hormonal and growth receptors remains one of the strongest prognostic
biomarkers driving management of breast cancer. The identification of breast cancer subtypes,
which present distinct prognosis associated with particular expression patterns of receptors, has indeed
allowed the development of efficient anti-cancer therapies targeting the differentially expressed
receptors [1]. However, triple-negative breast cancers that exhibit reduced expression of Human
Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER2) and hormonal oestrogen receptor (ER) and progesterone
receptor (PR), are still an on-going challenge since the standard chemotherapy-based treatment has
shown only limited objective response and elevated relapse events. Novel stratification’s markers and
druggable targets are urgently needed for such breast cancer patients.

One opportunity could arise from nucleolin (NCL), a multifunctional protein. NCL is involved
in several molecular processes, including regulation of ribosome biogenesis, transcription by RNA
polymerase II, DNA repair or centrosome formation [2]. NCL is hence involved in numerous biological
functions controlling cellular homeostasis through modulation of cell proliferation, apoptosis, and cell
survival. Recent studies also demonstrated the role of NCL in angiogenesis, epithelial-to-mesenchymal
transition, and stemness [3,4]. In agreement with NCL properties, several in vitro and in vivo studies
had reported an oncogenic effect of NCL that appears to be multifactorial, reflecting its multiple
functions [4].

Several drugs targeting NCL have been developed that specifically induced cell death of tumour
cells [2,5,6]. Among them, two anti-NCL have been evaluated in clinical trials. Since the toxico-kinetic
evaluation of the antagonistic peptide N6L showed accurate results on solid tumours during a
phase I/Ila clinical trial (NCT01711398), a phase II is currently under preparation. In contrast,
the NCL-targeted DNA aptamer AS1411 has shown only limited efficacy in a phase II clinical trial
on unselected patients with advanced stage of renal cell carcinoma: only one patient out of the 35
enrolled ones showed dramatic reduction of tumour burden [7]. Interestingly, most of the anti-NCL
therapies have been evaluated in vitro and in vivo using triple-negative breast cancer models and
showed strong cytotoxic effects, making NCL a powerful candidate for future evaluation of anti-NCL
in breast cancer [6]. Indeed, the antibody 4LB5 inhibiting NCL activity decreased MDA-MB-231 cell
viability, clonogenicity, and tumour growth in xenografts while inducing apoptosis [8]. In addition,
the peptides F3 and HB19 have been shown to significantly reduce tumour growth using MDA-MB-435
and MDA-MB-231 xenografts models, respectively [9,10]. Anti-NCL therapies could thus represent a
novel opportunity for breast cancer, and in particular for triple-negative breast cancer patients.

At present, the role of NCL in cancer is supported only by few studies using human samples
that showed the association of NCL expression with poor overall survival both in solid and liquid
cancers [6,11-13]. In breast cancer, only two studies investigated NCL expression. It has been
reported that NCL is often overexpressed in breast tumours compared to normal tissues and that
NCL overexpression is associated with poor overall survival in HER2-amplified breast cancer [14,15].
Additional studies are required to evaluate more extensively the clinical value of NCL expression in
order to understand the role of NCL in breast cancer.

2. Results

2.1. Association of NCL mRNA Levels with Overall and Disease-Free Survival in Breast Cancer

To evaluate the prognostic value of NCL in non-metastatic breast cancer, we quantified NCL
mRNA expression levels by RT-qPCR in the Dundee series of 216 primary breast tumours (Table 1,
All samples). Since we decided to perform survival association’s study without initial hypothesis
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regarding alteration of NCL in breast tumours, we performed preliminary study to determine a cut-off
based on the distribution of NCL expression. The quartile distribution was first analysed (Figure S1A).
We observed three groups of quartiles (Q2, Q3/Q4, and Q1). We thus used tercile distribution and
confirmed a NCL-based stratification in three groups (Figure S1B). Finally, since we would like to
identify only the true “low” and the true “high”, we thus divided patients in three groups bearing
tumours expressing either low (0-20%), intermediate (20-80%), or high NCL levels (80-100%).

Table 1. Population distribution of Dundee series regarding nucleolin (NCL) expression levels.

., All Samples Low NCL Intermediate High NCL
Characteristics = 2112) (1 = 44) NCL (1 = 129) (3= 13) p-Value
Age
Median 59.0 58.5 59.0 60.0 .
(min-max) (28-90) (28-78) (31-90) (35-88) 0.557
Invasive grade
No data 5 2 2 1
Grade 1 14 (6.6%) 0 (0.0%) 8 (6.3%) 6 (14.3%)
Grade 2 59 (28.0%) 7 (16.7%) 42 (33.1%) 10(23.8%)  0.013%
Grade 3 138 (65.4%) 35 (83.3%) 77 (60.6%) 26 (61.9%)
Tumour size (mm)
n 204 42 120 42
Median 28.0 28.5 28.0 26.0 .
(min-max) (5-110) (11-80) (7-110) (5-110) 0.641
Invaded lymph node
No (1 = 0) 98 (45.4%) 21 (47.7%) 58 (45.0%) 19 (44.2%) .
Yes (n > 1) 118 (54.6%) 23 (52.3%) 71 (55.0%) 24 (55.8%) 0936
ER status
No data 2 0 2 0
Negative 70 (32.7%) 25 (56.8%) 34 (26.8%) 11 (25.6%) .
Positive 144 (67.3%) 19 (43.2%) 93 (73.2%) 32(74.4%) <0001
PR status
No data 2 0 2 0
Negative 117 (54.7%) 31 (70.5%) 58 (45.7%) 28 (65.1%) .
Positive 97 (45.3%) 13 (29.5%) 69 (54.3%) 15 (34.9%) 0005
HER?2 status
No data 16 2 11 3
Negative 127 (635%) 24 (57.1%) 78 (66.1%) 25 (62.5%) .
Positive 73(36.5%) 18 (42.9%) 40 (33.9%) 15(37.5%) 0579
Intrinsic breast cancer subtype
No data 16 2 11 3
ER+ PR+/— HER2— 87 (43.5%) 11 (26.2%) 58 (49.2%) 18 (45.0%)
ER+/— PR+/— HER2+ 73 (36.5%) 18 (42.9%) 40 (33.9%) 15(37.5%)  0.105%
ER— PR— HER2— 40 (20.0%) 13 (31.0%) 20 (16.9%) 7 (17.5%)

# Kruskal-Wallis test, ® Fisher exact test, ' Chi-2 test. PR: progesterone receptor; ER: oestrogen receptor.

Using Kaplan-Meier survival curves and Log-rank tests, we observed that the expression levels of
NCL were associated to overall and disease-free survivals (Log-rank: overall survival (OS) p = 0.0068;
disease-free survival (DFS) p = 0.0023) (Figure 1A,B). Patients with tumours expressing high NCL
levels had poorer overall and disease-free survival than patients with tumours expressing intermediate
NCL levels. Unexpectedly, we also observed that patients with tumours expressing low NCL levels
had poorer overall and disease-free survivals than patients with tumours expressing intermediate
NCL levels. Similar significant associations were observed with both overall and disease-free
survivals using univariate Cox regression models (p = 0.0083 and p = 0.0030, respectively) (Table S3).
Importantly, the low NCL-expressing group was associated with a higher hazard ratio compared to
the intermediate NCL-expressing group (Low: OS hazard ratio (HR) = 2.13, 95% confidence interval
(95% CI) = (1.30-3.48); DFS HR =2.20, 95% CI = (1.37-3.52)). A same tendency even if not significant
is observed for the high-versus intermediate NCL-expressing group (High: OS HR = 1.49, 95% CI
95% = (0.90-2.46); DFS HR = 1.60, 95% CI = (1.00-2.58)) (Table S3). However, it has to be noted that
these observations relied on a limited number of samples.
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Figure 1. Association of NCL expression levels with poor prognosis in breast cancer using Dundee
series. A significant association was observed between NCL expression levels and overall (A) as well as
disease-free survivals (B). Association between NCL expression levels and survival was analysed using
Kaplan—-Meier representation. Number of subjects at risk is indicated on the graph for the three NCL
groups (low; intermediate; high). Log-rank p-value < 0.05 was used to determine significant association.

When compared to 11 healthy mammary tissues, NCL mRNA expression levels of the healthy
donors were not significantly different from the low NCL-expressing group, while they were
significantly lower than in the high NCL-expressing groups (Figure S2). It suggests that high NCL
expression levels corresponded to NCL overexpression compared to normal tissues (Figure S2).
A second independent series corresponding to a TCGA dataset of 661 primary breast tumours was
used (Table S1). Since the TCGA dataset corresponds to RNA-seq data and Dundee dataset to RT-qPCR
data, we could not compare their expression values nor use an absolute cut-off. Thus, cut-off defined
using Dundee series was used for TCGA series. As for Dundee series, a similar tendency was observed,
low and high NCL expression levels being associated with poor overall and disease-free survival (OS
p = 0.1084; DFS p = 0.2658) (Figure S3). The lack of significance could arise from the short follow-up
median of TCGA series (2.81 years; minimum (min): 0; maximum (max): 23.6) compared to the one of
Dundee series (12.4 years; min: 0; max: 17.2) as well as from the difference in clinical characteristics,
such as the variation of tumours proportion in intrinsic breast cancer subtypes (Tables 1 and S1).

To definitively assess whether NCL is a prognostic marker in non-metastatic breast cancer, we
performed multivariate Cox regression models using Dundee series on NCL mRNA expression
levels and robust clinical prognostic factors, including tumour size, lymph node invasion status
and intrinsic breast cancer subtypes. While the “intrinsic breast cancer subtypes” parameter remained
non-significant, the other parameters (NCL, size, and lymph node invasion) remained in the model.
NCL levels therefore remained associated with both overall and disease-free survivals even after
adjustment on tumour size and lymph node invasion (Table 2). Interestingly, in overall survival,
NCL allowed for discriminating the most aggressive breast tumours exhibiting large size at diagnosis
(Figure S4). Indeed, this analysis suggests that patients who carry small breast tumours (<30 mm)
expressing high NCL levels had a poorer overall survival compared to patients who carry small breast
tumours but expressing intermediate NCL levels for example. NCL thus allows for improving the
current breast cancer patient stratification based on tumour size. These data indicated that NCL mRNA
expression level is an independent marker of prognosis, even when compared to the most robust
clinical prognostic factors (tumour size and lymph node invasion status).
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Table 2. Multivariate Cox models in Dundee series.

Overall Survival Disease-Free Survival
Variable
HR 95% CI p-Value HR 95% CI  p-Value
Intermediate 1.00 1.00
NCL Low 231 (1.39-3.85) 232 (1.43-3.78)
High 1.55 (0.93-2.58) 0.0044 1.67 (1.03-2.71) 0.0019
T . <30 mm 1.00 1.00
umour size >30 mm 253 (1.66-3.85)  <0.0001 217 (1.46-323) 0.0001
Invaded lymph n=0 1.00 1.00
nodes n>1 160  (1.04-2.46)  0.0320 168  (1.12-2.53) 0.0130

HR: hazard ratio; 95% CI: 95% confidence interval.

2.2. Characterization of Breast Tumours Expressing Either Low or High NCL mRNA Levels

Distribution of clinical parameters between the three groups of NCL expression was then
compared to determine whether the breast tumours expressing low or high NCL levels, both associated
with the poorest survivals, shared common traits (Table 1). While mean age, tumour size and invaded
lymph node status at diagnosis showed no significant change in distribution among the three NCL
groups, invasive grade and ER/PR status were significantly different. We noticed that tumours
expressing low levels of NCL mRNA corresponded to 80% to grade 3 tumours, indicative of aggressive
tumours with a high proliferation rate and poorly differentiated. In contrast, tumours expressing
intermediate and high NCL levels corresponded to only 60% to grade 3 tumours. We also observed that
the low NCL-expressing group mainly corresponded to patients carrying ER-negative tumours (about
57% compared to 26% for the intermediate- and high NCL-expressing groups). Finally, both low and
high NCL-expressing groups mainly corresponded to patients with PR-negative tumours compared to
the intermediate-NCL-expressing group (70.5% and 65.1% respectively compared to 46%). From the
clinical point of view, low- and high NCL-expressing breast tumours appeared different.

To further compare tumours expressing low and high NCL levels, we analysed gene expression
profiles in these different tumours. Although survival association with NCL expression was not
significant in TCGA series but nevertheless showed the same tendency than Dundee series, we
used TCGA series for such analysis since the whole transcriptome datasets are available. Clustering
approaches revealed that four out of 10 gene-based clusters exhibited different expression profiles
between tumours expressing low or high NCL levels (Figure S5). Among them, one cluster was
enriched in transcription-related genes, whose expression was higher in tumours expressing high NCL
levels compared to the ones expressing low NCL levels. This was expected knowing the role of NCL
in regulating transcription and proliferation (Cluster 8, Figures S5 and S6, Table S4). Moreover, low
NCL tumours expressed higher levels of genes involved in immunity and cell adhesion compared to
high NCL tumours (Clusters 6 and 7, Figures S5 and S6, Table 54). Overall, these clinical and biological
data suggested that tumours with low and high NCL expression levels corresponded to distinct types
of tumours.

2.3. Prognostic Value of NCL in Breast Cancer Subtypes

Since NCL mRNA expression level was associated with hormonal status, we investigated
whether NCL prognostic value was dependent upon breast cancer subtype. Using Dundee series,
Kaplan—-Meier curves were plotted for the three main intrinsic breast cancer subtypes (ER+ PR+/—
HER2— corresponding to the luminal subtype; ER+/— PR+/— HER2+ to a HER2-amplified subtype;
and ER— PR— HER2— to a triple-negative subtype). The affiliation of each tumour to one of the three
NCL-expressing groups (low, intermediate, high) was not re-evaluated for each subtype but conserved
regarding the entire population. No significant association were observed between NCL expression
levels and both overall and disease-free survivals in the ER— PR+/— HER2— and ER+/— PR+/—
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HER2+ breast cancer subtypes (Figure 2A-D). In contrast, a significant association, however based on
a small number of TNBC patients (1 = 40), was observed in ER— PR— HER2— breast cancer subtype
(Figure 2E,F). Patients carrying ER— PR— HER2— breast tumours expressing high NCL levels had
poorer overall and disease-free survivals compared to the ones carrying ER— PR— HER2— breast
tumours expressing intermediate NCL levels. A similar tendency was observed for tumours expressing
low NCL mRNA levels. Altogether, these data suggest that NCL could be a prognostic marker in
triple-negative breast cancers.
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Figure 2. Association of NCL expression levels with poor prognosis in breast cancer subtypes using
Dundee series. Overall (A,C,E) and disease-free survivals (B,D,F) in relation to NCL expression levels
were analysed in tumours exhibiting different hormonal status: ER+ PR+/— HER2— (equivalent
to the luminal subtype, A,B); ER+/— PR+/— HER2+ (equivalent to the HER2 subtype, C,D); and
ER— PR— HER2— (equivalent to the triple-negative subtype, E,F). While NCL expression levels were
not associated with survivals in patients carrying ER+ PR+/— HER2— and ER+/— PR+/— HER2+
tumours, associations were observed between NCL expression levels and both overall and disease-free
survivals in patients bearing ER— PR— HER2— tumours. The association between NCL expression
levels and survival was analysed using Kaplan—-Meier representation. Number of subjects at risk is
indicated on the graph for the three NCL groups (low; intermediate; high). Log-rank p-value < 0.05
was used to determine significant association.
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3. Discussion

Although most of studies dedicated to determine the clinical value of NCL have been performed in
neuroepithelial tumours, pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), hepatocellular carcinoma (HCC),
and leukaemia, few have been performed in breast cancer. Here, we show that NCL expression level is
an independent marker of prognosis in breast cancer. Patients bearing tumours expressing high NCL
mRNA levels, but also unexpectedly the ones expressing low NCL mRNA levels, had poorer overall
and disease-free survivals than other breast cancer patients even when adjusted to two robust clinical
factors, tumour size and lymph node invasion status. Moreover, it appears that tumours expressing
low or high NCL levels corresponded to distinct tumours both from the clinical and biological point
of views.

Up to now and as far as we know, only one study reported an association between NCL expression
and overall survival in breast cancer. Using the TCGA dataset, Wolfson and colleagues showed that
patients carrying HER2-amplified tumours with high NCL expression levels had shorter overall and
disease-free survivals than the ones carrying HER2-amplified tumours with low NCL expression
levels [14]. In our hand, no association was observed in HER2-amplified breast cancers in Dundee
series. This discrepancy could first be explained by difference in clinical characteristics between
Dundee and TCGA series, in particular regarding repartition of intrinsic breast cancer subtypes
(ER+/— PR— HER2+: Dundee 36.5% vs. TCGA 21.8%) (Tables 1 and S1), and choice of cut-off. Second,
HER?2 status in TCGA dataset was lacking or uncertain for several patients (about 226, Table S1).
It might thus induce a bias regarding this specific cancer subtype in TCGA series. This is why we
did not use TCGA series to determine whether NCL prognostic value was dependent upon breast
cancer subtype.

A second study reported that NCL expression level was over-expressed in mammary
tumours compared to normal tissues using both immunohistochemistry (IHC) in a panel of eight
normal/tumour pairs and NanoString-quantified mRNA levels in 57 normal vs. 183 triple-negative
breast cancer [15]. A recent review reported similar observations on small series [6]. These data are
concordant with our observation that tumours of the high NCL-expressing group expressed more NCL
mRNA levels than healthy mammary tissues. Interestingly, Pichiorri and colleagues also observed in a
panel of 70 triple-negative breast cancers using IHC that, in addition to the 30% of tumours showing
high NCL staining, NCL was not detected in about 20% of tumours [15]. Although we did not know
why NCL was not detected in this study, this observation nevertheless supported the existence of
tumours with low expression of NCL. We observed that low NCL breast tumours express similar
mRNA levels than normal mastectomy tissues issued from a small cohort (n = 11). From this point
of view, NCL exhibits the same characteristics as ER, PR, and HER2 biomarkers, for which negative
scoring corresponds to expression similar to the that of normal tissue even though they are essential for
clinical stratification of breast cancer. Pichiorri and colleagues did not analyse the survival of patients
carrying mammary tumours expressing these different NCL protein expression levels, thus preventing
comparison with our conclusion on survival association. Due to the limit of our data that only focused
on NCL mRNA level but also on the limited numbers of breast tumour samples, further clinical studies
will be required to analyse correlation of NCL mRNA and protein expression levels in breast tumours.
In particular, additional studies will be required to demonstrate the existence of tumours lacking NCL
expression and the association between low NCL mRNA levels and poor survival.

As observed in our data, it has been reported in a series of 69 stage Il PDACs that low level
of nucleoli NCL expression was a marker of poor prognosis independently of age at diagnosis,
tumour size, differentiation, and lymph node invasion status [16]. These data support the association
of low NCL expression levels with poor survival after adjustment with robust prognostic factors,
at least in some cancer types. Indeed, in other cancer types, such as HCC, neuroepithelial cancers,
lung cancers, and acute myeloid leukaemia, high NCL expression levels have been associated with
poor survival [11,12,17,18]. Overall, it suggests that low and high NCL expression levels can be marker
of poor prognosis depending on the biological context. Interestingly, the series used in our study are
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enriched in early breast cancer. Indeed, more than 85% of the breast cancer patients present a tumour
size that is inferior to 50 mm size which is generally used to define early breast cancers. Altogether,
it suggests that low and high NCL expression levels could be a prognostic marker of early breast cancer
able to identify at early stage, patients with poor prognosis.

In vitro and in vivo studies revealed that oncogenic effects of NCL can have multimodal origins
reflecting the multifunctional properties of NCL in the different subcellular compartments [4].
Following this line, it has been reported that decrease of NCL mRNA levels mainly reduced expression
of surface and cytoplasmic NCL protein without affecting the one of nuclear NCL [5], suggesting that
depending on NCL expression levels distinct functions of NCL could be involved. Our data indicated
that mammary tumours expressing low or high NCL levels had different clinical characteristics (i.e.,
tumour grade and ER/PR hormonal status), supporting association with distinct NCL-dependent
functions. Transcriptomic analysis indeed revealed that low NCL tumours expressed high levels
of genes involved in immunity and cell adhesion compared to high NCL tumours. Interestingly,
we recently reported that NCL silencing was associated with an up-regulation of genes involved in
inflammation response in HeLa cells and with increased number of centrosome-like structures in U20S
cells [19,20].

Overall, our data open up interesting opportunities in clinics. First, several promising anti-NCL
drugs have been developed to fight liquid and solid cancers that are currently evaluated in clinical trials
phase II [2,5-10]. Compared to intermediate and low NCL-expressing tumours, tumours expressing
high NCL are the most prone to respond to anti-NCL drugs. Identifying high NCL-expressing tumours
could thus be viewed as an indispensable companion test for anti-NCL drugs, in particular in TNBC
for which efficient therapy is still lacking. Based on the poor survival rate associated with low
NCL-expressing tumours, one could be afraid that reducing NCL activity in tumours would have
deleterious effects. However, our data suggest that tumours expressing low and high NCL levels
exhibit not reverse but distinct clinical characteristics and gene expression patterns. Thus, we can
expect that inhibition of NCL activity in high NCL-expressing tumours will not promote acquisition
of a “low NCL-expressing tumour”-like phenotype but rather cell death, as reported in numerous
studies. Second, the discovery that NCL is an independent marker of prognosis even after adjustment
on the current gold-standard factors used in clinics for prognosis suggests that NCL could be an
interesting biomarker for treatment decisions. Indeed, one of the remaining issues in breast cancer is
to identify patients that exhibit poor survival even when presenting the “good” prognostic factors at
diagnosis (i.e., small tumour size, no lymph node, or non-TNBC breast cancer subtypes). Such patients
could benefit from treatment protocols usually reserved to more aggressive tumours. In this line,
our multivariate analyses suggest that NCL could be used as a marker to improve treatment decision.
For example, patients with small tumour size at diagnosis exhibit different survival rates depending
on the NCL expression levels (Figure S4). Patients expressing low or high NCL levels showed a poorer
survival rate than the ones expressing intermediate NCL levels, suggesting that the former could
benefit from treatment protocol usually reserved for large tumours. In combination with the current
gold-standard markers, the usage of NCL as biomarker could improve the current patient management.
Moreover, since tumours expressing low NCL levels showed an increased expression in genes involved
in inflammation and immunity, these tumours might benefit from the emerging immuno-therapies.

4. Materials and Methods

4.1. Human Breast Cancer and Healthy Donor Samples

A series of 216 total RNA issued from primary breast tumours were collected at diagnosis from
untreated female patients without metastasis and snap-frozen after macrodissection by a breast cancer
pathologist (Tayside Tissue Bank (TTB), Dundee, Scotland, UK) [21]. Histological tumour grades
and lymph node invasion were determined by breast cancer pathologists (Table 1). Hormonal status
were determined by immunohistochemistry on sections of FFPE tumours [21]. Clinical data were
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collected and maintained by the TTB (last update 2016) that received ethical approval (REC Reference
07/51402/90). A second series of 661 samples was extracted from the “Breast Invasive Carcinoma
(TCGA, Cell 2015)” dataset of the public database cBioPortal on the basis of the following characteristics:
female patients, primary breast cancer, no metastasis at diagnosis, no family history, no neoadjuvant
treatment, and availability of RNA expression profile (Table S1) [22]. A third series of 11 healthy
mammary tissues obtained from plastic surgery has been collected [23]. This series was approved by
the Bioethic Law No. 2004-800, the Ethic Charter from the French National Institute of Cancer (INCa),
and the ethics committee of Institut Curie.

4.2. RT-qPCR Analyses

RT was carried out using M-MLV Reverse Transcriptase enzyme (Invitrogen, Waltham, MA,
USA). NCL expression levels were quantified by real-time qPCR using BioMark HD System (Fluidigm,
South San Francisco, CA, USA) (Table S2) (See Supplementary Materials and Methods for more
details). Relative fold-changes were calculated using the 2~24CT method, using Human XpressRef
Universal Total RNA (Qiagen, Hilden, Germany) as control sample and GAPDH as housekeeping gene
(Figure S7). Expression levels were measured on two independent sets of triplicates.

4.3. Statistical Analyses

Cut-offs of NCL expression levels were determined using quartile/tercile-based overall survival.
Descriptive statistics were used to summarize patients’ initial characteristics. Between-group
comparisons were performed using a Chi-2’s or Fisher’s exact test for categorical data and t-test
or nonparametric Kruskal-Wallis” test for continuous data. Overall survival (OS) corresponded to
timing from date of diagnosis to either death or last follow-up for censored patients. Disease-free
survival (DFS) corresponded to timing from date of diagnosis to either relapse, death (if no relapse
had been observed) or last follow-up for censored patients. Survival curves for OS and DFS with
associated log-rank tests were generated using the Kaplan Meier method. Cox proportional hazards
model was used to investigate confounding factors predicting for OS and DFS. In order to adjust
for confounding factors a multivariate Cox models was performed. Variables sufficiently informed
(less than 10% missing value) and significant at a 10% level in univariate analyses were included
in a backward selection procedure to keep factors significant at a 5% level in the final multivariate
model. All p-values corresponded to two-tailed p-values. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant. Statistical analyses were performed using either SAS v9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA)
or GraphPad Prism v7.0a softwares (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

4.4. Transcriptomic Analyses

In addition to the clinical data and NCL expression extracted from the TCGA database, mRNA
expression z-scores (RNA Seq V2 RSEM) were extracted from database cBioPortal for Cancer Genomics
for the 661 identified breast tumours then divided in the three groups based on NCL expression (low,
intermediate and high). Two-rounds of clustering analyses were performed using k-means clustering
approach (See Supplementary Materials and Methods for additional details). A first clustering was
performed independently in the three groups of NCL expression to identify tumours within the three
NCL-based groups that exhibit similar expression profiles. A second clustering was performed on the
three groups by conserving the previously identified tumour clustering to identify putative difference
in gene expression between the three NCL-based breast tumours. Finally, gene ontology was performed
on gene list issued from each cluster identified in this double k-mean clustering using DAVID tools
(functional annotation clustering) [24].

5. Conclusions

Although breast cancer management has greatly improved in the last decade, a successful
therapeutic strategy is still lacking for some breast cancer patients. In this study, we report that
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NCL is an independent prognostic marker in non-metastatic breast cancers. Our data bring the
first clinical clue that NCL could be not only an useful biomarker to better stratify breast cancer
patients when combined with the current gold-standard biomarkers, but also a promising target for
NCL-overexpressing breast tumours to improve breast cancer management.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/ /www.mdpi.com/2072-6694/10/10/390/
s1, Figure S1: Cut-off determination for NCL expression using the Dundee series, Figure S2: Comparison of NCL
expression levels in tumours and healthy donors, Figure S3: Association of NCL expression levels with survivals
of breast cancer patients using the TCGA series, Figure S4: Discrimination of the most aggressive breast tumours
with large size at diagnosis using NCL expression, Figure S5: Comparison of gene expression profiles between
the three NCL expressing groups of breast tumours in TCGA series, Figure S6: Gene ontology analysis on the
clusters for which gene expression is different between low and high NCL-expressing breast tumours, Figure S7:
Determination of the most sTable housekeeping gene in our study to normalize RT-qPCR analyses, Table S1:
Characteristics of patients issued from the TCGA dataset, Table S2: Nucelotide sequences of primers used in
the study, Table S3: Univariate Cox regression models for survival in the Dundee series, Table S4: Full gene
ontology analysis.
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1. Supplementary Materials and Methods

1.1. Human Breast Cancer and Healthy Donor Samples

The first series (termed Dundee series) corresponds to a series of 216 primary breast tumours
issued from the Tayside Tissue Bank (TTB, Dundee, Scotland, UK). Tumours were collected at
diagnosis from untreated female patients without metastasis and snap-frozen after macrodissection
by breast cancer pathologists [1]. At diagnosis, these patients showed no family history.
Histological tumour grades and lymph node invasion were determined by breast cancer
pathologists (Table 1). Grades were assigned from 1 to 3 based on their differentiation and
proliferative status. Lymph node invasion was assigned as positive when at least one invaded
lymph node was identified at diagnosis. Hormonal status (ER: oestrogen receptor; PR: progesterone
receptor) and HER2 receptor were determined by immunohistochemistry on sections of FFPE
tumour samples [1]. Hormonal status was used to identify the three intrinsic breast cancer
subtypes: ER+ PR+/~ HER2-, considered as equivalent to luminal subtype; ER+/- PR+/— HER2+,
equivalent to HER2-amplified subtype; and ER— PR- HER2-, as triple-negative subtype (TNBC).
Clinical data were collected and maintained by the TTB (last update 2016). The Dundee series
exhibited expected clinical characteristics, in particular association of overall survival with tumour
size, lymph node invasion and intrinsic breast cancer subtypes, as already described [1]. TTB has
received ethical approval for samples and data collection (REC Reference 07/51402/90). Total RNA
were extracted from frozen tissues as already described by TTB services [1]. RNA quality was
determined using the Bioanalyzer 2100™ (Agilent Technologies): samples for which the 285/185
ratio was inferior to 1.2 were not included in this study as already reported [1].

The second series (termed TCGA series) corresponds to a series extracted from the “Breast
Invasive Carcinoma (TCGA, Cell 2015)” dataset of the public database cBioPortal for Cancer
Genomics [2]. From the 818 available samples in the dataset, we compiled a series of 661 tumours
with the following characteristics: female patient, primary breast cancer, no metastasis at diagnosis,
no family history, no neoadjuvant treatment and availability of RNA expression profiles
(determined by RNA-seq analysis). However, among the 661 samples, some data were missing
regarding hormonal status and relapse for example, explaining the difference of total sample
number in Kaplan-Meier curves (Table S1 and Figure S3). For RNA expression, mRNA expression
z-scores (RNA Seq V2 RSEM) was used as normalized quantification.

A series of 11 healthy mammary tissues obtained from plastic surgery, have been collected [3].
Total RNA were extracted from frozen tissues as previously described.

1.2. RT-gPCR Analyses

200ng of total RNA were retro-transcribed (RT) using M-MLV Reverse Transcriptase enzyme
(Invitrogen, Waltham, MA, USA). NCL expression levels were quantified by real-time qPCR using
BioMark HD System (Fluidigm, South San Francisco, CA, USA). A multiplex PCR was first
performed on cDNA using genes of interest primers (Table S2) and Pre-Amp Master Mix
(Fluidigm), followed by an Exonuclease I treatment (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA)
according to the Fluidigm instructions. After this first step of pre-amplification, cDNA were diluted
at 1:5 in Tris-EDTA buffer 1x (Promega, Fitchburg, WI, USA). Gene expression was quantified using
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Master Mix 2x EvaGreen (BioRad, Hercules, CA, USA), GE 48.48 Dynamic Array DNA Binding Dye
Sample & Assay Loading Reagent kit (Fluidigm) and primers detailed in Table S2, as already
described [4]. Relative fold-changes were calculated using the 2-ACT method by the Fluidigm Real-
Time PCR analysis software (v3.1.3, Fluidigm), using Human XpressRef Universal Total RNA
(Qiagen, Hilden, Germany) as control sample for inter-run normalization and GAPDH as
housekeeping gene. RefFinder tool was used to identify the most stable gene among three potential
housekeeping genes [5]. Each sample was subjected to two independent rounds of RT and each RT
products were quantified in triplicate in two independent runs of qPCR. Statistical analyses were
performed using mean values.

1.3. Statistical Analyses and Graphical Representations

Cut-offs of NCL expression levels were determined using population distribution-based
overall survival in the Dundee series of 216 patients. To perform an analysis without hypothesis
regarding the association of NCL expression with survival association and identify cut-off, the
quartile distribution was first analysed. Since we observed 3 groups (Q2, Q3/Q4 and Q1), a tercile
distribution was used. Furthermore, the tercile distribution allowed to gain into statistical power,
thus allowing to reinforce our conclusion. Finally, since we would like to identify only the true
“low” and the true “high”, we used the population distribution based on 3 groups: tumours
expressing low NCL expression levels that corresponds to [0-20%] of NCL expression levels;
tumours expressing intermediate NCL expression levels that corresponds to ]20-80%] of NCL
expression levels; and tumours expressing high NCL expression levels that corresponds to ]80-
100%] of NCL expression levels. The same cut-off was applied on the TCGA series. Descriptive
statistics were used to summarize patients’ initial characteristics. Between-group comparisons were
performed using a Chi-2’s or Fisher’s exact test for categorical data and f test or non-parametric
Kruskal-Wallis” test for continuous data. Overall survival (OS) corresponded to the timing from
date of diagnosis to either death or last follow-up for censored patients. Disease-free survival (DFS)
corresponded to the timing from date of diagnosis to either relapse, death (if no relapse had been
observed) or last follow-up for censored patients. Survival curves for OS and DFS with associated
log-rank tests were generated using the Kaplan-Meier method (“Proc lifetest” function of SAS9.4
software). Survival median has been estimated using the inverted Kaplan-Meier method. Cox
proportional hazards model was used to investigate confounding factors predicting for OS and
DEFES. The variables included in the model were: lymph node invasion status, tumour size and
intrinsic breast cancer subtype. Variables sufficiently informed (less than 10% missing value in
univariate analyses) and significant at a 10% level were included in a backward selection procedure
to keep factors significant at a 5% level in the final multivariate model. Comparison of NCL
expression levels between the three NCL-based groups of breast tumours with healthy donors was
performed using non-parametric Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests

All p-values corresponded to two-tailed p-values. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant. Statistical analyses were performed using either SAS v9.4 (SAS Institute) or GraphPad
Prism v7.0a softwares (GraphPad Software, Inc). Graphical representations were depicted using
GraphPad Prism software.

1.4. Transcriptomic Analyses

In addition to the clinical data and NCL expression extracted from the TCGA database, mRNA
expression z-scores (RNA Seq V2 RSEM) for all genes were extracted from database cBioPortal for
Cancer Genomics for the 661 identified breast tumours then divided in the three groups based on
NCL expression (“low”, “intermediate” and “high”). K-mean clustering has been done in two steps
on these three NCL expression-based groups. First, k-mean clustering has been performed on each
group (“low”, “intermediate”, “high”) individually on both column wise (“samples”) and row wise
(“genes”). Number of clusters used were 5 for samples and 10 for genes. In-house R script
(https://www .r-project.org/) was written for k-mean clustering using “K-mean” function of the

“amap” package (https://cran.r-project.org/web/packages/amap/index.html) with the distance
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calculation as Pearson correlation (parameters: method = “pearson”, number of clusters = 10 for
genes and 5 for samples). Second, these k-mean clustered on both samples and genes of the first
step were concatenated as high, low and intermediate NCL groups. On these concatenated data, a
second k-mean clustering was performed but only on genes with number of clusters as 10. Other
parameters were equivalent to the ones used in the first step. Z-scores of the k-mean clusters issued
from the second step were then arranged in cluster wise using the perl script. This clustered z-
scores of the samples was used to plot an heatmap using the heatmap.2 function of the R packages
gplots and RColorBrewer. Finally, gene ontology was performed on gene list issued from each
identified clustered in this double k-mean clustering using DAVID tools (functional annotation
clustering) [6].

2. Supplementary Figures
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Figure S1. Cut-off determination for NCL expression using the Dundee series. Association between
NCL mRNA expression levels and overall survival was analyzed in the Dundee series using Kaplan-
Meier representation with two different cut-offs based either on quartile (A) or tercile (B)
distribution. In the two conditions, patients carrying a tumour expressing either the lowest or the
highest NCL mRNA levels had the poorest overall survival. Q: 4 groups based on quartile; T: 3
groups based on tercile. Log-rank p-value < 0.05 was used to determine significant association.
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Figure S2. Comparison of NCL expression levels in tumours and healthy donors. Relative
expression levels of NCL were compared in mammary tissues issued from healthy donors to that
one of three groups of breast tumours identified as expressing different NCL expression levels (low,
intermediate and high). NCL expression levels were significantly higher in “intermediate” and
“high” groups, whereas no significant difference was observed between the “low” group and
healthy donors. These data suggest that the “high” and “intermediate” groups, but not the “low”
group, over-expressed NCL compared to healthy donors. ns: not significant. Kruskal-Wallis test p-
value < 0.0001. **: Mann-Whitney test p-value < 0.0001.
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Figure S3. Association of NCL expression levels with survivals of breast cancer patients using
TCGA series. Analyses of overall (A) and disease-free survivals (B) in all breast cancer patients.
Using cut-off determined with the Dundee series, association between NCL expression levels and
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survivals were analysed in the TCGA validation series. The curves’ tendency suggests an
association was observed between NCL expression levels and overall survival, while no association
was observed in disease-free survival. Number of subjects at risk is indicated on the graph for the
three NCL groups (low; intermediate; high). Log-rank p-value < 0.05 was used to determine
significant association.
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Figure S4. Discrimination of the most aggressive breast tumours with large size at diagnosis using
NCL expression. Association between tumour size and NCL expression levels with overall survival
was analysed in the Dundee series using Kaplan-Meier curves. Patients carrying large breast
tumours (> 30 mm) and expressing low NCL expression levels presented a poorer overall survival
compared to patients carrying large breast tumours but expressing either intermediate or high NCL
expression levels. Number of subjects at risk is indicated on the graph for the six groups combining
different NCL expression levels (low; inter.: intermediate; high) and tumour size (S: small, < 30mm;
L: large, > 30 mm). Log-rank p-value < 0.05 was used to determine significant association.
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Figure S5. Comparison of gene expression profiles between the three NCL expressing groups of
breast tumours in TCGA series. Heatmap was generated using transcriptome datasets extracted
from the TCGA database for the 661 breast tumours. Columns correspond to breast tumour samples
that have been grouped according to NCL expression (high, low and intermediate). Rows
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correspond to genes that were assembled in ten clusters (from 0 to 9) using the k-means approach.
Gene expression profiles between the low and high NCL expressing breast tumours showed
difference in global mRNA levels in four clusters: 6, 7, 8 and 9 (grey). These data suggest that the
NCL expressing breast tumours are different from each other. Gene expression scale is given at the
bottom of the figure (Blue: low expression level; red: high expression level).
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Figure S6. Gene ontology analysis on the clusters for which gene expression is different between
low and high NCL expressing breast tumours. Gene ontology (GO) functional annotation clustering
was performed using DAVID tools for annotation, visualization and integrated discovery. The GO
analysis was restricted to the clusters 6 to 9 identified in Figure S5 that showed different expression
profiles between low and high NCL expressing breast tumours. For each cluster, the top three
functional annotation clusters (FAC) ordered by their enrichment score as well as the top three
annotation terms are shown. Enrichment of genes involved in cell immunity was observed for the
cluster 6 (A), in cell adhesion for cluster 7 (B), in transcription for cluster 8 (C) and in translation for
cluster 9 (D). The low and high NCL expressing tumours express different gene profiling associated
with distinct biological functions. For complete GO analysis see Supplementary table 4.
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INTERPRO IPRO01394:Peptidase C19, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2 2% 1,70 5,029
INTERPRO IPRO18200:Peptidase C19, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2, conserved site 25 1,64 4,999
GOTERM_MF_FAT  GO:0004221~ubiquitin thiclesterase activity 7 1,77 3974
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Figure S7. Determination of the most stable housekeeping gene in our study to normalize RT-qPCR
analyses. (A) Stability ranking of GAPDH and ACTB genes in the 216 samples of Dundee series
using RefFinder tool. GAPDH expression was determined as more stable than ACTB one. (B)
Association of GAPDH expression stability with tumour size and lymph node invasion status.
GAPDH expression was not significantly different in both small and large tumours or in lymph

node non-invaded and invaded tumours.
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3. Supplementary Tables

Table S1. Characteristics of patients issued from the TCGA dataset.

Characteristics TCGA Series (n = 661)
Age
Median 58
(min max) (26-90)
Tumour size
No data 1
<20 mm 180 (27.3%)
>20 mm 480 (72.7%)
ER status
No data 42
Negative 153 (24.7%)
Positive 466 (75.3%)
PR status
No data 46
Negative 205 (33.3%)
Positive 410 (66.7%)
HER?2 status
No data 226
Negative 342 (78.6%)
Positive 93 (21.4%)
Intrinsic breast cancer subtype
No data 235
ER+ PR+/- HER2- 265 (62.2%)
ER+/- PR+/— HER2+ 93 (21.8%)
ER- PR- HER2- 68 (16.0%)
Histological breast cancer subtype
No data 1
1DC 518 (78.5%)
ILC 101 (15.3%)
Others 41 (6.2%)

IDC: Infiltrating Ductal Carcinoma; ILC: Infiltrating Lobular Carcinoma.

Table S2. Nucleotide sequences of primers used in the study.

Gene Name Forward (5’ To 3') Reverse (5" To 3')
NCL CCA GAA CCA AAATGG CAA AT CTG ATT GCT CTG CCC TCA AT
GAPDH AGC CAC ATC GCTCAGACAC GCC CAA TAC GAC CAA ATCC

Table S3. Univariate Cox regression models for survivals in Dundee series.

. Overall Survival Disease-Free Survival
Variable
HR CI 95% p-Value HR CI 95% p-Value
Intermediate 1.00 1.00
NCL Low 2.13 (1.30-3.48) 2.20 (1.37-3.52)
High 1.49 (0.90-2.46) 0.0083 1.60 (1.00-2.58) 0.0030
Tumour size <30 mm 1.00 1.00
>30 mm 2.46 (1.61-3.73) <0.0001 2.13 (1.43-3.17) 0.0002
Invaded lymph n=0 1.00 1.00
node n>1 1.77 (1.16-2.70) 0.0079 1.82 (1.22-2.72) 0.0034
Intrinsic breast ER+ PR+/- HER2—- 1.00 1.00
cancer subtype ER+/- PR+/- HER2+ 1.31 (0.80-2.13) 1.31 (0.82-2.07)
ER- PR- HER2- 1.93 (1.12-3.32) 0.0585 1.63 (0.96-2.77) 0.1789

HR: Hazard Ratio; CI 95%: 95% Confidence Interval.
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Table S4. Full gene ontology analysis. It can be found in the appendix.
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1. Contexte
La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus dynamique impliquée dans
la tumorigenése mammaire. L’EMT induit une résistance aux mécanismes de sauvegarde suite
a I’activation d’oncogenes favorisant la tumorigenese ou I’acquisition de propriétés souches
favorisant la progression tumorale (Ansieau et al., 2008; Mani et al., 2008). Récemment, un
nouveau sous-type de cancer du sein, les cancers Claudin-Low ont été identifiés et sont
caractérisés par I’expression des différents marqueurs de 'EMT (Morel et al., 2012; Prat et al.,
2010). L’EMT est induite par une reprogrammation de I’expression génique impliquant une
régulation transcriptionnelle et épigénétique (Puisieux et al., 2014; Tam and Weinberg, 2013b).
De plus, quelques études ont montré qu’une augmentation de la traduction de certains ARNm
contenant des IRES, comme des EMT-TF ou des marqueurs mésenchymateux favorisaient
I’EMT (Evdokimova et al., 2009; Petz et al., 2012a). Etant donné¢ 1’émergence du rdle du
ribosome comme régulateur de la traduction, en particulier pour favoriser la traduction
spécifique d’ARNm contenant des IRES (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013; Yoon et al.,
2006), on pourrait supposer que durant 'EMT, la composition du ribosome est modifiée
induisant une altération de la traduction pour favoriser '’EMT. Ainsi les objectifs de ce projet

étaient de :

« Déterminer une éventuelle altération de la traduction entre les cellules épithéliales et
mésenchymateuses mammaires
« Identifier des altérations de composition au niveau des protéines ribosomiques et ARNr

entre les cellules épithéliales et mésenchymateuses mammaires.
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Dans ce travail, j’ai ét¢ impliquée dans la réalisation des expériences visant a valider les
modifications de composition au niveau protéique identifiées par spectrométrie de masse. J’ai
¢galement participé a la détermination des profils polysomiques des trois modéles cellulaires
dérivées de ’EMT. Dans le cadre de ce projet, j’ai eu I’opportunité d’encadrer Akari Saku, une
¢tudiante en Master 2 de I’Université de Tokyo qui a permis de caractériser les trois modeéles
cellulaires dérivées de 'EMT et de déterminer 1’expression protéique des 13 protéines

d’intéréts dans ces modeles.

2. Manuscrit en préparation
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Abstract

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) corresponds to the transdifferentiation of epithelial
cells into mesenchymal ones that promotes tumorigenesis and cancer development. EMT is
driven by a profound transcriptional reprogramming coupled to epigenetic events to maintain
progress in EMT commitment during transition. However, it is now well established that
translation, the last step of gene expression, plays key role in physio-pathological conditions,
one of the most innovative regulators being the ribosomes themselves. Here, using hMEC-
derived cellular models overexpressing the EMT transcription factor Zeb1, we performed
genome-wide analyses to depict the translational landscape and the translational machinery
rearrangements that occur during EMT. Ribosome profiling revealed that translation was as
profoundly modulated as transcription during the EMT commitment. In parallel, composition of
ribosome was finely rearranged during EMT, in particular changes affect the rRNA 2’-O-Me
profile at some given sites, the ribosomal protein RPL36A and the associated elF3 translational
factors, as observed using RiboMETH-seq and RiboProteome approaches. Moreover,
epithelial ribosomes showed higher defects in readthrough, the ability in recognizing stop
codon, then mesenchymal ones. Overall, these data demonstrated for the first time that EMT
is associated with a profound translational reprogramming associated with change in ribosome

activity, which reflects change in ribosome composition.
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Introduction

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a dynamic and reversible embryonic process
that enables to generate mesenchymal cells with motile phenotype from polarized epithelial
cells. In addition to contribute to the normal physiology during embryogenesis and adulthood,
it has been shown that the aberrant reactivation of this transdifferentiation program facilitates
later stages of cancer development?. EMT has been indeed initially considered to be involved
in invasion and metastatic spread based on the motile phenotype of EMT-derived cells. Later
on, it has also been demonstrated that EMT contributes to neoplastic transformation by
promoting the escape from oncogene-induced senescence, including in melanomas and triple-
negative breast cancers®®. It has recently been proposed that EMT drives a particular
neoplastic transformation associated with a low rate of genomic aberrations, reconciling the
concept of genomic instability-driven tumorigenesis and the existence of tumours lacking
genomic abnormalities’. Interestingly, EMT also results in the acquisition of stem cell-like
properties including slow proliferation and self-renewal potential, that may, at least in part,
explain that EMT is associated with the most aggressive tumours and that the EMT-driven

adaptability to selective pressures has been shown to confer tumour resistance to therapy'2%.

EMT commitment is driven by a profound reprogramming of gene expression'. EMT has been
shown to be dependent upon an intricate network of EMT-inducing transcription factors (EMT-
TFs) that include different families, such as the ones of ZEB (Zeb1, Zeb2), TWIST (Twist1,
Twist2) or SNAIL (Snail, Slug, Snai3), for examples. Reactivation of these EMT-TFs in adults
induces a profound transcriptional reprogramming that favours cell plasticity with oncogenic
consequences. In particular, EMT-TFs have been shown to repress CDH1 (i.e., E-cadherin)
inducing the loss of cell-cell contact of epithelial cells®'°. This transcriptional regulation is
associated with an epigenetic reprogramming that has been suggest to govern the stability of
EMT by helping in defining the residency of cells in a given phenotypic state during the
transition'. Although change in gene expression is the driving force of EMT-induced cell
plasticity, only scattered studies assessed the role of translation, one of the last step in gene
expression, in EMT'2, It has indeed been shown that increased translation of EMT-TFs, such
as Zeb2 or Snail, is sufficient to drive EMT commitment''4. In addition, regulation at
translational level has been shown to favour expression of several mesenchymal effectors
such as laminin B1, Dab2, ILEI or LEF'5-20,

It is now largely admitted that translation plays a key role in promoting cancer initiation and
progression, translational impairments of oncogenes and tumour suppressors facilitating
acquisition of cancer hallmarks?'2%. In cancers, translational alterations rely on modifications

of expression and activity of the canonical translation factors, but also of numerous RNA-
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binding proteins and microRNAs involved in specific translational regulation of mMRNAs?. In
addition to these classical molecular mechanisms, a recent concept is emerging suggesting
that the ribosome itself is a novel regulator of translation?%. Indeed, ribosomes with different
composition at either ribosomal proteins or ribosomal RNA (rRNA), have been identified
depending on the physio- and pathological conditions; each variant of ribosomes might favour
the translation of specific subset of MRNAs. Regarding ribosomal proteins, it has been reported
that RPL10A-containing ribosomes promote translation of mRNAs encoding extracellular
matrix proteins, while RPS25-containing ribosomes coordinate that of mRNAs encoding
proteins involved in the vitamin B12 signaling?. In addition, alterations of chemical
modifications of rRNA, in particular 2’-O-ribose methylation (2’-O-Me), have been identified
during tumor initiation and progression and have been shown to directly affect translation of
particular mRNA subsets?®3°. To date, the relative part of change in gene expression during
oncogenic EMT commitment corresponding to translation, as well as associated change in
ribosome composition, has never been investigated. Here, we used genome-wide approaches
to depict the translational landscape in light of the profound transcriptional reprogramming and

the translational machinery rearrangements that occur during EMT.

Materials and methods

Cellular models

The primary human mammary epithelial cells (hMECs) were used to derive EMT-related
cellular models®. The hMEC cell line corresponded to epithelial cells (Lonza) was immortalized
by lentiviral transduction allowing hTERT overexpression. The hMEC cell line was transduced
with lentiviral vector to induce stable over-expression of the murine EMT-TF Zeb1 and to
promote EMT. The mesenchymal hMEC-mZeb1 cell line was then transduced with lentiviral
vector to induce stable expression of an active mutant form of the oncogene K-ras (Kras''?)

and promote tumour initiation (nMEC-mZeb1-KrasV'?).

hMEC cellular models were maintained in DMEM-F12 (Gibo) supplemented with 0.5 ug/ml
hydrocortisone, 10 ng/ml EGF, 0.3 U/ml insulin, 10% fetal calf serum, 100 ug/ml streptomycin
and 100 units/ml of penicillin. Selective pressure was maintained with the corresponding
antibiotic: NMEC-mZeb1, puromycin; hMEC-mZeb1-Kras''?, neomycin. Cells were plate 24 hrs

before harvest at 4.10° cells per 10 cm dishes.
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RNA extraction, rRNA quantification and RT-qPCR
Total RNA were purified using Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific) and RNA pellet

resuspended in RNase-free water. To quantify ribosome quantity (i.e., rRNA), total RNA
extraction was performed on increasing cell amount and three constant fractions of the purified
RNA were loaded on 2% agarose gel revealed with ethidium bromide. 28S and 18S bands

were quantified using the Image J software and normalized to the epithelial hMEC cells.

RNA expression levels by RT-qPCR. Reverse transcription was performed using 200 ng of
purified total RNA using the PrimeScript RT kit (Takara) that allow reverse transcription of poly-
A containing RNAs (2.5 uM oligo dT primers) and non-poly-A containing RNAs, such as rRNA
and snoRNAs (5 uM random 6-mer primers). Gene expression levels were quantified by real-
time gPCR using LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (Roche). Relative fold-changes
were calculated using the 2-AACT method, using Human XpressRef Universal Total RNA
(Qiagen) as control sample for inter-run normalization and GAPDH as housekeeping gene.

Each sample was quantified in triplicate.

2’-O-methylation rRNA levels by RT-qPCR. 2’-O-Me rRNA levels were evaluated by RT-qPCR
using differential ANTPs concentration, low dNTP concentration inducing RT stops in presence
of 2’-O-Me in contrast to high dNTP concentration, as already described?®. Briefly, reverse
transcription was performed using 500 ng of total RNA in presence of M-MLV reverse
transcriptase (Invitrogen) in either low (10 uM) or high (1 mM) dNTPs concentration prior gPCR
using LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (Roche). The levels of 2’-O-Me rRNA were

calculated using the 2(€Tow-CThigh) gquation. Each sample was quantified in triplicate.

Statistical analyses were performed using mean values and GraphPad Prism v7.0a software
(GraphPad Software, Inc).

Western blotting, gel staining and microscopy

Cells were lysed in lysis buffer A (20 mM Hepes-KOH pH 7.2, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0.5
mM EDTA, 0.5 % NP40, 10 % Glycerol) supplemented with protease inhibitor (Complete EDTA
free, Roche). Protein concentrations were determined using the Bradford procedure (BioRad).
Proteins were subjected to SDS-PAGE on 12% gel, and blotted onto nitrocellulose membranes
(Millipore). Membranes were blocked in TBS solution containing 0.05 % Tween 20 and 5 %
non-fat milk and incubated with primary antibodies. Horseradish peroxidase conjugated
secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch) were used for the detection of

immunoreactive proteins by chemiluminescence (ECL, GE Healthcare).
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Gel staining. 1D electrophoresis of purified ribosome was stained after gel prefixation in
methanol using either Coomassie blue coloration (0.25% Coomassie Blue R-250 solution) or

silver staining (0.1% silver nitrate solution).

Immunofluorescent microscopy. Cells were grown on glass coverslips fixed in 4% of
paraformaldehyde in PBS before permeabilization with 0.5% Triton X-100 in PBS. Primary
antibodies were applied before secondary antibodies labelled with AlexaFluor488 or 555
(Molecular Probes). Coverslips were mounted using the Fluoromount G mounting medium

(EMS). Image were acquired on a Zeiss confocal microscope (Zeiss LSM 780 NLO).

Primary antibodies. CDH1 (810181, BD Biosciences), VIM (M0725, Dako), Ku80 (ab3715,
Abcam), FBL (ab1666630, Abcam), Nop58 (ab155969, Abcam), Nop56 (A302-720A-M,
Bethyl), NHP2L1 (15802-1-AP, Proteintech), alpha-tubulin (CP06, Calbiochem), histone H3
(@b1791, Abcam), RPS6 (A300-557A, Bethyl), RPL19 (ab224592, Abcam), RPL36A
(ab175016, Abcam), eiF3a (NBP1-18891, Novusbio), eiF3b (A301-761A, Bethyl), eiF3c (A300-
377A, Bethyl), eiF3d (pab73778, Covalab), eiF3e (ab36766, Abcam), eiF3f (pab70099,
Covalab), eiF3g (pab75515, Covalab), eiF3h (A301-754A, Bethyl), eiF3i (646701, Ozyme),
eiF3k (NB100-93304, Novusbio), eiF3l (pab0859-P, Covalab), eiF3m (NBP1-56654,

Novusbio).

Ribosome purification

Cytoplasmic fractions were obtained by mechanical lysis of cells using the PreCellys device
(Ozyme) and centrifugation at 12,000 g for 10 min to pellet mitochondria®'. Cytoplasmic
fractions were loaded onto a 1 M sucrose cushion in buffer (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 5 mM
MgCl., 500 mM KCI, 2 mM DTT) and centrifugate for 2 hrs at 240,000 g. Ribosome pellet were
resuspended (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 5 mM MgCl,, 25 mM KCI).

Ribosome profiling

Ribosome profiling was performed as previously described®’. Procedure was briefly described

below.

Ribosome protected fragments preparation and sequencing. hMEC-derived cells were
cultivated and 15.10° cells were snap frozen in liquid nitrogen to stop translation. Cytoplasmic
fractions were then separated using 15-50% sucrose gradients by ultracentrifugation and
polysome profiles were collected using gradient device. For the Ribo-seq, the polysomal
fractions were then digested with 15 U RNase | AMBION/OD260 for 1 h at 25 °C. Ribosome
protected fragments (RPF) were purified by phenol-chloroform extraction, and suspended in
Superase-IN AMBION solution (1 U/pL). 28- to 34-nt RNA fragments were then purified from
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16% (vol/vol) acrylamide-bisacrylamide (19:1) / 7 M urea gel by passive diffusion. Ribosome
footprints were depleted from ribosomal RNA with the Ribo-Zero Human kit (lllumina) following
the manufacturer's recommendations. Sequencing libraries were prepared from an equal
number of RPF with the TruSeq Small RNA library preparation kit (lllumina). Next generation

sequencing was performed using a HisEq. 2500 single read 75.

Bioinformatic analysis. Raw data were first trimmed to remove the 3' adapter sequence with
CutAdapt 1.9.1 and then mapped against the rRNA sequences of hg38 human genome with
Bowtie 1.1.2. These filtered reads were finally mapped against the complete genome (hg38

human genome) and against the coding sequences only with Bowtie 1.1.2.

The number of reads for each gene was calculated with the featureCounts 1.5.0-p2 program
and normalized with DESeq2 method through SARTools R Package. To represent RNA-seq
and RIBO- seq profiles, we used the cross graphic representation where we display log2 fold-
changes in both data. The data were directly taken from the tables generated by SARTools.
The graphic was done using Bokeh v0.12.9 (https://bokeh.pydata.org/en/0.12.9/). Finally, gene
ontology was performed using DAVID tools (functional annotation clustering). Bioinformatic

analyses were performed using R.

Riboproteome

Five replicates of ribosomes from hMEC-derived EMT cellular models were purified before
characterization by mass spectrometry-based proteomic analysis as described®. Briefly,
extracted proteins were stacked in the top of a 4-12% NuPAGE gel (Invitrogen) before in-gel
digestion using modified trypsin (Promega). Resulting peptides were analyzed by nanoliquid
chromatography coupled to tandem MS (Ultimate 3000 RSLCnano system coupled to Q-
Exactive Plus, Thermo Scientific) using a 120-min gradient. RAW files were processed using
MaxQuant* version 1.5.8.3 and the SwissProt database (Homo sapiens taxonomy, June 2017
version). Intensity-based absolute quantification (iIBAQ)* values were calculated from MS
intensities of uniquetrazor peptides and used for statistical analyses using ProStaR
(Wieczorek S et al., 2017, Bioinformatics). Only proteins quantified in at least 5 replicates of 1
condition were kept. For each sample, individual iBAQ values were normalized by the sum of
iBAQ values extracted from ribosomal proteins. Missing data were imputed using the .5-
percentile value of each column before statistical testing using limma t-test. Differentially
expressed proteins were sorted out using a log2(fold change) cut-off of 1 and an adjusted p-

value allowing to reach a FDR threshold below 0.5% using the Benjamini-Hochberg method.
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RiboMETH-seq

Frequency of rRNA 2’-O-Me at the 106 sites was determined in cellular samples by RiboMETH-
seq, the only approach allowing absolute quantification of rRNA 2’-O-Me frequency to date3*
%_Presence of 2'-O-Me protects the phosphodiester bond located at the 3’ of the methylated
site from alkaline hydrolysis. Thus presence of 2’-O-Me at the given nucleotide n induces a
decrease in RNA fragments starting at the nucleotide n+1 while it increases the one finishing
at the nucleotide n-1, allowing to calculate 2’-O-Me frequency at the corresponding site (or C-

score).

RiboMETH-seq was performed as previously described using lllumina technology?®¢*’. Briefly,
total RNA was first subjected to partial alkaline hydrolysis to generate RNA fragments ranging
from 50 to 100 bp. Libraries were then prepared using NEBNext Multiplex Small RNA Library
Prep Set (lllumina) and multiplexed. Sequencing were performed using Hiseq sequencer
(Nlumina). After sequencing, FastQ files were treated bioinformatically to compute C-score
associated to the 106 sites as already described® . Briefly, adapter sequences were trimmed
off raw reads using Trimmomatic and the extracted reads were aligned on a human rRNA
sequence (NR _046235) using Bowtie 3. 5 and 3’ ends reads were counted at each rRNA
nucleotide position and used to determine the C-scores as previously described®. C-score at
the nucleotide position n corresponds to the difference between maximum frequency (i.e.,1)
and the number of 5'/3’ end read counts at position n+1 normalized to the mean average of
raw counts from the 6 nucleotides located just upstream and downstream of the nucleotide

position n.

To determine significant modifications in rRNA 2’-O-Me, adjusted Mann-Whitney t tests were

performed on 6 independent biological replicates.

Readthrough luciferase reporter assays

A dual reporter, containing nonsense mutation (UAG > UAC) into the pAC99 plasmid, was
used to quantify stop-codon readthrough through the measurement of luciferase and (-
galactosidase (internal calibration) activities. hMEC-derived cells were seed in a 96-well plate,
24 hrs before transfection with the reporter plasmid in the presence of JetPei reagent (Ozyme).
Cells were harvested 24 hrs post-transfection, with trypsin—EDTA (Invitrogen), lysed with Glo
lysis buffer (Promega) and [(-galactosidase and luciferase activities were assayed.
Readthrough efficiency was estimated by calculating the ratio of luciferase activity to [3-
galactosidase activity obtained with the mutant construct, with normalization against an in-
frame wild-type control construct. At least 10 independent transfection experiments were

performed.
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Results

Extent of translation modulation is equivalent to the transcription one in EMT

To determine whether translation is modulated during EMT and to assess the relative
proportion of translation modulation to transcription changes, we performed ribosome profiling
in a well-established EMT cellular model derived from the human mammary epithelial cell line
(hMEC). Over-expression of the EMT-TF Zeb1 in hMEC, corresponding to the epithelial state,
promoted EMT and allowed generation of the mesenchymal cell line (hnMEC-mZeb1), in which
overexpression of the active mutant form of the oncogene Kras''? induced neoplastic
transformation (hnMEC-mZeb1-KrasV'?) (Figure S1A)>’. As expected, Zeb1 overexpression,
loss of CDH1 a marker of epithelial cells, and acquisition of VIM a mesenchymal marker, were
observed in mesenchymal stages (RnMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1-Kras''?) compared to
epithelial one (hMEC) by RT-gPCR and western blot (Figures S1B-D).

Ribosome profiling has been performed to quantify change in mRNAs protected by ribosomes
at the genome-wide level (Figure 1A, bottom panel)3®3°. Briefly, after purification of the
cytoplasmic polysomes containing the actively translated mRNA associated with the
ribosomes, nuclease digestion removes the non-protected mRNA segments that can be deep
sequenced following rRNA depletion. Cytoplasmic fractions of the three cellular models issued
from three independent biological replicates were first separated using sucrose gradient to
prepare polysomes. The three cellular models exhibited similar polysomal profiles as shown
on a representative profile (Figure 1B). The peaks corresponding to ribosomes (i.e., 40S small
subunit, 60S large subunit and 80S monosome) were similarly delimitated and all the
polysomes exhibit up to six distinct polyribosomes, suggesting no drastic change in global
translation between these three EMT-committed stages. In addition to deep sequenced the
polysomic mRNAs protected by ribosomes (i.e., Ribo-seq), we sequenced the total
cytoplasmic mRNAs after ribosome depletion (i.e., RNA-seq) in paralleled, in order to quantify
change in mRNA levels that may affect change in translation (Figure 1A, upper panel). Thus,
RNA-seq of total cytoplasmic mRNAs accounts for any change in transcription level, nuclear-

cytoplasmic export and mRNA stability.

Using the biological triplicates, we calculated both fold-changes (FC) and p-values for Ribo-
seq and RNA-seq data by comparing hMEC to hMEC-mZeb1 (epithelial vs mesenchymal
stages) and hMEC-mZeb1 to hMEC-mZeb1-Kras"'? (normal vs tumoral mesenchymal stages).

We applied cut-off to identify genes with significant change in gene expression (adjusted P-
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value < 0.001 and log2(FC) = |1|). To compare change in cytoplasmic mRNA levels and in
ribosome-protected mRNAs, we plotted the log2(FC) of each gene exhibiting significant
changes in either RNA-seq or Ribo-seq, as shown in Figure 2C for hMEC vs hMEC-mZeb1
comparison as an example. Using this representation, similar plots were obtained for h(MEC
vs hMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1 vs hMEC-mZeb1-Kras''? (data not shown). We observed
that no gene was regulated at the mRNA level only (i.e., “transcription only”: no change in
Ribo-seq, -1 < log2(FC).Ribo-seq < 1; and change in RNA-seq, log2(FC).RNA-seq = 1 or < -
1). However, we identified genes regulated at both cytoplasmic and ribosome-protected mRNA
levels. Interestingly, change in RNA-seq was always positively correlated to change in Ribo-
seq (i.e. “coupled transcription/translation”: change in Ribo-seq, log2(FC).Ribo-seq = 1 or < -
1; and change in RNA-seq, log2(FC).RNA-seq = 1 or < -1). It suggested that any change in
total cytoplasmic mRNA levels positively correlated with change in ribosome-associated
mMRNA levels indicating a strong coupling in transcription/translation when change in mRNA
steady-state levels occurred. More importantly, we identified genes whose ribosome-
associated mRNA levels were affected between epithelial and mesenchymal cells although no
change in their total cytoplasmic mRNA levels was observed (i.e., “translation only”: change in
Ribo-seq, log2(FC).Ribo-seq = 1 or < -1; and no change in RNA-seq, -1 < log2(FC).RNA-seq
< 1). These data indicated that expression of some genes was dependent upon translational
regulation only, while other genes showed concomitant regulation at both transcription/post-

transcriptional and translational levels.

To compare the proportion of genes subjected to translation vs transcriptional regulation during
the oncogenic EMT commitment, we compared the number of genes significantly altered
(Figure 1D). During EMT, number of genes regulated at the translational level only was
superior to the ones regulated at the coupled transcriptional/translational levels. Compared to
the epithelial hMEC cells, the mesenchymal hMEC-mZeb1 cells exhibited 755 genes, whose
translation was deregulated (392 translationally upregulated and 363 downregulated), against
599 genes, whose coupled transcription/translation was modulated (215 upregulated and 384
downregulated). Similar trend was observed during EMT-derived tumorigenesis, the
tumorigenic mesenchymal hMEC-mZeb1-KrasV'? presenting 536 genes regulated at
translational levels against 465 genes regulated at coupled transcription/translation levels
compared to the mesenchymal hMEC-mZeb1. Altogether, these data suggest that translational
reprogramming occurs during the oncogenic EMT commitment. Moreover, translational
reprogramming was not an anecdotal change in gene expression since the proportion of genes
modulated at translational levels being at least as important as the ones modulated at both

transcriptional and translational levels.
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Differential biological processes are regulated by translation and transcription during
EMT

To determine whether genes whose expression was altered at cytoplasmic mRNA levels were
consistent with what known about EMT, we first compared the top 10 of upregulated and
downregulated genes identified by RNA-seq in hMEC vs hMEC-mZeb1 (Table 1). During EMT
commitment (hMEC vs hMEC-mZeb1), 7 of the top 10 genes either up or down-regulated at
the coupled transcription/translation level have been reported as EMT markers or key EMT
drivers (Table 1, “coupled transcription/translation”). As examples, the EMT-TF Zeb2', the
integrin ligase EDIL3% and the collagen COL5A3*! have been associated with mesenchymal
cellular phenotype, these functions being thus coherent with their upregulation at coupled
transcription/translation level in hMEC-mZeb1 compared to hMEC. In contrast, decreased
expression of the epithelial markers such as the RNA-binding protein ESRP14?, the keratin
KRT15% or the nucleoporin NUP210%, was observed using RNA-seq data at coupled
transcription/translation level in h(MEC-mZeb1 compared to hMEC. To depict a global overview
of biological process altered by change in coupled transcription/translation, we performed gene
ontology using DAVID online tool using all altered genes (Figure 2A, left panel). As expected,
genes whose expression was altered at coupled transcription/translation were involved in
developmental processes, differentiation, cellular adhesion and moatility, - the developmental
processes being mainly observed in the upregulated genes while the cellular adhesion and the
epithelium development processes in the downregulated genes (Table 2)'%4°%, Although less
genes in the 10 top have been associated with EMT commitment when comparing hMEC-
mZeb1 vs hMEC-mZeb1-Kras"'? (Table 3), similar enriched biological processes was observed
in AMEC-mZeb1 vs hMEC-mZeb1-Kras"'2 compared to hMEC vs hMEC-mZeb1 (Figure 2B,
left panel) with similar repartition in up and down-regulated genes (Table 4). Overall, these
observations were coherent with the profound transcriptional reprogramming driving EMT
described in the literature, and validated the data obtained using the ribosome profiling

approach.

We next performed gene ontology analysis to identify the biological processes associated with
translational regulation that occurs during EMT. Among the genes whose change in ribosome-
protected mMRNAs levels was observed, only 1 or 2 out of the top 10 genes have already been
described in the context of EMT. The protocadherin PCDH18% and the sialyltransferase
ST3GAL5* both up-regulated at translational level in AMEC-mZeb1 compared to hMEC, have
been associated with mesenchymal cells, while the transcription factor SOX10 downregulated
at translational level in hMEC-mZeb1 compared to hMEC, has been associated to epithelial
cells (Table 1). Gene ontology revealed that in addition to the classical biological processes

associated with EMT commitment (i.e., development), a significant enrichment in additional
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processes was observed in gene regulated at translation level, including ion transport (up:
SLC4A8; down: RYR2), organic acid metabolic processes (up: ST3GAL5, SULT1B1, PADI3;
down: GPR1, SLC27A6), actin-associated cytoskeleton (up: PDEAB, SCG2), but also
vascularization (up: SCG2), the latter function being mainly associated with upregulated genes
(Figure 2B, right panel and Table 2). Interestingly, although the number of genes regulated at
translational level was higher than the one of genes regulated at coupled
transcription/translation, the p-values associated with enrichment in gene ontology were lower
in translationally regulated genes than others, suggesting that the similitude of translationally
regulated genes did not correspond to specific biological functions but at least to specific
regulatory molecular mechanisms. Like for genes regulated at coupled transcription/translation
level, lack of enrichment in biological processes was observed in hMEC-mZeb1 vs hMEC-
mZeb1-KrasV'? (Figure 2B, right panel), although some of the top 10 genes have been
associated with EMT commitment when comparing hMEC-mZeb1 vs hMEC-mZeb1-Kras''?
(Table 3) and the translationally downregulated genes were enriched in adhesion or
development (Table 4). Interestingly, enrichment in genes involved in response to stimulus
was observed among the genes whose translation was downregulated in hMEC-mZeb1 vs
hMEC-mZeb1-KrasV'? (Table 4). Altogether, these data suggested that genes regulated at
translational level during EMT commitment are enriched in additional biological processes

compared to the genes regulated at coupled transcription/translation level.

rRNA 2’-O-Me profiles vary during EMT

We recently demonstrated that rRNA 2’-O-Me profiles are altered during tumorigenesis and
directly affect translational regulation?*3°. To decipher whether rRNA 2’-O-Me was altered
during oncogenic EMT commitment, we profiled rRNA 2’-O-Me using RiboMETH-seq, a RNA-
seq based technology allowing absolute quantification of 2’-O-Me frequency at the 106 rRNA
sites3%:3%3¢_ We first profiled rRNA 2’-O-Me in a panel of oncogenic models derived from hMEC
cells using three different EMT-TFs (Zeb1, Zeb2 and Twist1) that reflect different EMT
commitment stages, as verified by analysing expression of the EMT-TFs and epithelial and
mesenchymal markers (Figure S2A). A change in rRNA 2’-O-Me frequency was observed at
some common given sites only, in all the cellular models however at a different rate (Figure
S2B-D). In contrast to Zeb1- and Zeb2-derived models, Twist1-derived cellular models
exhibited a reduced number of sites whose rRNA 2’-O-Me frequency was altered, suggesting
that EMT-TFs affect rRNA 2’-O-Me profiles in a different extent. In addition, whereas EMT-TFs
overexpression was associated with change in rRNA 2’-O-Me frequency, only slight changes

were observed between EMT-TF overexpressing cells and EMT-TF/Kras"'? cells. These data
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suggested that rRNA 2’-O-Me varies during oncogenic EMT and presents a common
signature, the most important variation in rRNA 2’-O-Me profiles occurring during the EMT

itself, and in particular in response to Zeb1 and Zeb2 overexpression.

To clearly identify rRNA 2’-O-Me sites whose frequency varies during EMT, we focused on the
EMT cellular models that presented the strongest change in rRNA 2’-O-Me. We thus compared
rRNA 2’-O-Me frequency in hMEC and hMEC-mZeb1 cell lines using five biological replicates
by RiboMETH-seq and applied cut-offs (P-value < 0.05 and d mean C-score > 0.05) (Figure
3A). A significant change in 2’-O-Me frequency was observed at two given sites: 28S-Um2402
(2-O-Me located at nucleotide 2402 in 28S rRNA of the large subunit) and 28S-Gm4588.
Compared to hMEC, hMEC-mZeb1 cells exhibited a decrease in 2’-O-Me frequency at 28S-
Um2402 and an increase at 28S-Gm4588 of about 10%. Moreover, an increase in 28S-
Am4560 2’-O-Me of borderline ¢ mean C-score was observed in hMEC-mZeb1 compared to
hMEC. Of note, no change was observed in nucleoli shape, reflecting ribosome biogenesis,
nor in amount of rRNAs between hMEC and hMEC-mZeb1, suggesting that change in rRNA
2’-O-Me frequency was not associated with a change in ribosome quantity (Figure S3). We
then performed site-specific RT-qPCRs dedicated to 2'-O-Me relative quantification using
available primers related to five rRNA 2’-O-Me sites, including the variable 28S-Am4560 and
four sites whose frequency did not vary (Figure S4). As observed using RiboMETH-seq, a
significant increase in rRNA 2’-O-Me levels was observed at 28S5-Am4560 but not at the other

sites, validating our RiboMETH-seq data.

rRNA 2’-O-Me is catalysed by a rRNA 2’-O-Me complex composed of four proteins, including
FBL the rRNA methyl-transferase, and one C/D box small nucleolar RNA (SNORD), which
hybridizes rRNA in a sequence specific manner to guide FBL on the rRNA site to be
methylated*®. We reported a strong correlation between change in FBL expression levels and
change in rRNA 2’-O-Me levels?*3°, To determine the origin of change in rRNA 2’-O-Me profile
during EMT, we first analysed expression of FBL at both mRNA and protein levels using RT-
gPCR and western blot in hMEC and hMEC-mZeb1 cell lines. No change in FBL expression
levels, nor in the three other protein components of the rRNA 2’-O-Me complex, was observed
(Figure S5). We thus focused on expression of the SNORD known to guide FBL on 28S-
Gm4588 (SNORD91A/B) and 28S-Um2402 (SNORD143/144) (Figure 3B-C). An increase in
SNORD91A, but not in SNORD91B, was observed in hMEC-mZeb1 cells compared to hMEC
ones concomitantly with an increase in rRNA 2’-O-Me frequency at 28S-Gm4588. In contrast,
a significant decrease in both SNORD143 and SNORD144 was observed in hMEC-mZeb1
cells compared to hMEC ones that paralleled the decrease in rRNA 2’-O-Me frequency at 28S-
Um2402. It suggested that change in rRNA 2’-O-Me frequency arise from variation in SNORD

expression rather than change in expression of the protein components of the rRNA 2’-O-Me
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complex. Altogether these data indicated that ribosome composition changed at rRNA level
during oncogenic EMT, in particular during the first step of EMT commitment. This variation in
rRNA 2’-O-Me profiles during EMT mainly involved two sites that are dependent upon the

related SNORD expression levels.

EMT is associated with change in ribosomal protein composition and in ribosome

associated-translational factors

Since we observed a change in ribosome composition at rRNA level, we compared ribosome
composition at protein level between hMEC and hMEC-mZeb1 cell lines using RiboProteome.
This approach consists in the analysis of purified ribosomes issued from the cytoplasm by
mass spectrometry and give the relative change in proportion of ribosomal protein within two
conditions®'49. Purity of cytoplasm fractionations was assessed by western blot using histone
H3 as nucleus marker (Figure S6A). Using 1D SDS-Page electrophoresis, we also compared
profiles of ribosomal proteins (Figure S6B-C). No difference was observed either between
epithelial and mesenchymal ribosomal protein profiles nor between the five biological

replicates analysed by mass spectrometry.

Peptide counts were used to measure relative change in protein level between ribosomes
purified from hMEC or hMEC-mZeb1 cells (Figure 4A, Table 5). About 1000 proteins were
identify in the purified ribosomes however > 95% of total peptides corresponded to the 80
cytoplasmic ribosomal proteins, comforting the enrichment in ribosome in the preparation.
Among the significant change in protein levels (adjusted P-value < 0.005 and log2(FC) > |1]),
only one ribosomal protein was identified, the large subunit ribosomal protein RPL36A. Indeed,
a 3-fold increase in the proportion of RPL36A-containing ribosomes was observed in hMEC-
mZeb1 cells compared to hMEC ones. However, only three peptides accounted for RPL36A
identification and quantification, and the significant change in proportion was related to only
one of these three peptides (Figure S7A). To validate the mass spectrometry data, we
analysed RPL36A protein levels in both purified ribosomes and ribosome-free fractions using
western blot (Figure 4B). As expected, ribosomal proteins were detected in purified ribosome
but not in purified ribosome-free fractions. Moreover, as determined by mass spectrometry, no
change in the small subunit RPS6 or in the large subunit RPL19 ribosomal proteins was
observed between hMEC and hMEC-mZeb1 cells. No difference in RPL36A levels was
observed between hMEC-mZeb1 and hMEC-mZEB-Kras"'? (data not shown). In contrast,
change in RPL36A levels was observed between hMEC and hMEC-mZeb1 cells, the levels of

RPL36A being higher in mesenchymal than in epithelial cells. Overall, these data suggested
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that epithelial and mesenchymal ribosomes exhibited different composition, the proportion of

RPL36A-containing ribosomes being increased during EMT.

In addition to ribosomal proteins, RiboProteome allowed to analyse additional ribosome-
associated proteins, including the canonical translation factors, even if the quantity of their
related peptides count was low (i.e., < 5% of total peptides). Interestingly among the canonical
translation factors associated with a significant change in hMEC-mZeb1 compared to hMEC,
12 out of the 13 subunits of the elF3 complex showed a significant decrease (Figure 4A, Table
5). Indeed, peptides related to the elF3J subunit were not found in our mass spectrometry
data. The absence of elF3J in our data was coherent with the literature, since elF3J is
described as a labile and non-essential subunit lacking in cryo-electron microscopy
reconstruction of mammalian elF3 complex®. In contrast to RPL36A, several peptides allowed
the identification of the 12 elF3 subunits and their counts were globally reduced in the five
biological replicates of hMEC-mZeb1 compared to the ones of hMEC, supporting the variation
in elF3 subunits levels in purified ribosome preparation (Figure S7B-C). Analysis of elF3e
subunit levels by western blot confirmed the decrease of elF3e in ribosome purified from
hMEC-mZeb1 cells compared to the ones issued from hMEC, although no change was
observed between hMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1-Kras""? (Figure 4B and data not shown).
Moreover, like observed in mass spectrometry, only a small amount of elF3e was found in the
purified ribosome fraction, coherent with the small proportion of elF3 remaining associated
with ribosomes in our experimental conditions. Overall, these data suggest that, in addition to
RPL36A, epithelial and mesenchymal ribosomes showed difference of proportion in associated

translational factors during EMT.

Change in ribosome composition at protein level might reflect change in total protein levels
occurring during EMT. We thus analysed total protein levels by western blot in Zeb1-derived
hMEC cellular models (Figure S8A). No variation in RPL36A protein level was observed
between hMEC, hMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb-Kras"'? cells. These data suggested that
change in proportion of RPL36A-associated ribosomes during EMT was not a side effect of
variation in RPL36A protein levels and reinforce the existence of variation in ribosome
composition at protein levels during EMT. Concerning the 12 elF3 subunits, either no change
or slight increase in total protein levels was observed in hMEC-mZeb1 cells compared to hMEC
ones (elF3a, elF3c, elF3d, elF3e, elF3f, elF3g, elF3i, elF3l) (Figure S8A). This increase in
some elF3 subunits could not account for the observed decrease in proportion of elF3-
associated ribosomes. In contrast to ribosomal proteins, elF3 complex is not contained within
the ribosomes but rather differentially interact with the small 40S ribosome subunit during
translation process. Since mass spectrometry data could not be explained by change in protein

levels, we hypothesised that mass spectrometry data, obtained using purified ribosomes in
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high salt concentration usually disrupting protein:protein interaction, reflected a change in
affinity of elF3 subunits for ribosomes in hMEC and hMEC-mZeb1 cells. Indeed, at lower salt
concentration, not only elF3b, elF3e and elF3h subunits were absent from the ribosome-free
fraction but also did not show difference between the different purified ribosomes (Figure S8B).
Altogether, these data indicated that ribosome composition at protein level varies during EMT
but not during oncogenic EMT transformation, a decrease in elF3-associated translation factor
and an increase in RPL36A-containing ribosome proportion being observed between hMEC
and hMEC-mZeb1 cells.

Intrinsic translational activity of ribosomes is altered during EMT

Our data revealed that ribosome composition is modified during EMT at both rRNA and protein
levels that might affect their intrinsic activity of translation. To that purpose, we analysed
ribosome readthrough. When ribosomes arrive at a stop codon, no corresponding tRNA exists
and a release factor enters in the assembly site of the ribosomes to terminate the translation
that is a highly efficient process®’. But occasionally stop codon can be recognized by tRNA,
reflecting a defect in one of the main functions of the ribosome, the decoding. This process,
termed readthrough, is directly dependent upon ribosome activity and can be quantified using
reporter assays. Briefly a galactosidase gene with stop codon is fused to a luciferase gene and

luciferase can be detected only when a readthrough occurs.

Such reporter assays were transiently transfected in mZeb1 overexpressing hMEC models.
Due to the difficulty to transfect hMEC cells, this experiment was performed at least 10 times
to obtain robust data (Figure 5). We observed that hMEC cells exhibited the lowest percentage
of readthrough (around 2%), while h(MEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1-Kras""? exhibited similar
percentage of readthrough (around 4%). These data suggest that epithelial and mesenchymal
ribosomes presented different intrinsic activities, supporting the existence of ribosomes with
different composition at epithelial and mesenchymal stages. Moreover, these data indicated
that hMEC cells displayed a higher termination efficiency (i.e., less errors) than hMEC-mZeb1
and hMEC-mZeb1-Kras""? cells. It suggested that during EMT, the global activity of ribosomes

is less efficient and more prone to recognize stop codon.
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Discussion

Reactivation of EMT transdifferentiates epithelial into mesenchymal cells that promotes
neoplastic transformation through escape to fail-safe programs'?4°. This dynamic transition is
driven by several EMT transcription factors that induce profound transcriptional reprogramming
allowing loss of epithelial markers and acquisition of mesenchymal ones, paralleled with
epigenetic events to lock cells into intermediate stages. To date, only few studies reported a
role for translation in reactivating EMT-TFs expression and promoting EMT, although no study
ever determines whether translation is modulated at genome-wide level during EMT. Using
hMEC derived cellular models overexpressing the EMT-TF Zeb1, which induces complete
EMT?, we depicted for the first time co-occurring change in translation and in composition of

translational machinery during the oncogenic EMT commitment.

Using ribosome profiling, we observed that although a large proportion of genes (around 600)
was differentially expressed at transcription level as expected, about the same proportion
(around 750 additional genes) was differentially expressed at translational level. The
transcriptionally regulated genes were also regulated at translational level, a positive
correlation being observed between RNA-seq and Ribo-seq data for some genes (i.e., coupled
transcription/translation). This concomitant transcriptional/translational regulation corresponds
to the current dogma suggesting that change in mRNA levels directly affect change in protein
levels. In contrast, the translationally regulated genes identified by Ribo-seq were not
associated to change in transcription, although subsequent validation analyses need to be
performed. Nevertheless, it supports the lack of concordance between mRNAs and proteins
observed at genome-wide levels?®3® and the importance of translational regulation in
numerous physiological process?!, now including EMT. The biological functions of the genes
regulated at both transcriptional and translational levels, as well as most of the deregulated
genes themselves, were previously associated with EMT, such as loss of cell adhesion.
Another intriguing example, the translationally upregulation of SCARA3 a protein protecting
from oxidative stress, supports the recent findings suggesting that EMT favours the
tumorigenesis in absence of genomic instability by reducing ROS’. These data indicate that
not only translation is modulated during EMT commitment but also that a profound translational
reprogramming at least as important as the transcriptional one, occurs during EMT and

contribute in the profound phenotypic change observed during EMT.

In parallel to change in translation, a modulation of ribosome composition was observed during
oncogenic EMT commitment at both rRNA and protein levels. We observed that proportion of
mesenchymal ribosomes associated with elF3 complex was reduced compared to epithelial

ones. It has been reported that loss of elF3e%%3 or elF3i* promotes EMT, supporting our
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observations. However, the molecular mechanism by which elF3 complex subunits regulate
EMT has never been described. Based on the recent demonstration that elF3 complex, in
particular elF3e and elF3d subunits, regulates specific translation of some mRNAs involved in
cell proliferation by cap-independent mechanism®-5", we might hypothesized that the observed
change in ribosome associated translational factors promotes translational reprogramming of
some genes involved in EMT. Additional change in ribosome composition was observed during
EMT, including a modulation of rRNA 2’-O-Me profile associated with change in the related
snoRNAs and an increase in the proportion of RPL36A-containing ribosome that does not
reflect a change in total RPL36A protein level. No evidence reported so far suggest that rRNA
2’-O-Me or ribosomal protein could contribute in EMT. Moreover, while modulation of rRNA 2’-
O-Me has been shown to directly affect translation of some mRNAs by cap-independent
mechanism?®3°, no study ever investigated the role of RPL36A in specific translation. RPL36A
is located in the vicinity of the exit tRNA domain and may affect translation efficiency of some
mRNAs by reducing tRNA released. Nevertheless, the role of such change in ribosome
composition in providing distinct translational activity is supported by the fact that epithelial and
mesenchymal ribosomes exhibit distinct readthrough activities, suggesting at least a defect in
decoding activity of the different ribosomes. One of the limits of this study relies on the fact that
we cannot assess whether change in rRNA 2’-O-Me, RPL36A and elF3 complex occur within
the same or in contrast distinct ribosomes, being difficult to associate particular defects to
specific change in ribosome composition. It has to be noted that the most important changes
in ribosome composition (rRNA 2’-O-Me and proteins) and readthrough activity were observed
between epithelial and mesenchymal cells and not between normal and transformed
mesenchymal cells. Moreover, the rates of changes in rRNA 2’-O-Me were associated with the
degree of EMT commitment, Zeb1 and Zeb2 EMT-TFs inducing a complete EMT commitment
compared to Twist1. These data reinforce the strong relationship between change in ribosome
composition and EMT. They demonstrate for the first time that composition of the translational
machinery is changed during EMT and affects intrinsic activity of the ribosome that may

contribute in EMT commitment.

We observed that in addition to being involved in classical EMT biological process, the
translationally deregulated genes were involved in additional functions. It suggests that during
EMT, some particular processes are mainly regulated at translational levels, such as
vascularization and response to stimuli. Translational regulation has been largely described in
these two processes, mainly by usage of cap-independent translation (i.e., Internal Ribosome
Entry Site, IRES) in response to modulation of rRNA 2’-O-Me for example?'293058  As
translation regulates one of the last steps of gene expression, it indeed is expected to rapidly

change gene expression in response to stress to favour cell survival®®. During oncogenic EMT,
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we might expect that this main function of translation in response to stress is maintained to
allow cancer cell to escape failsafe program and to contribute in the acquisition of cancer
hallmarks. In contrast to what observed in transcriptionally regulated genes and although the
high number of translationally regulated genes, the enrichment in specific biological functions
was less important for translationally compared to transcriptionally regulated genes, indicating
that a few numbers of genes exhibit similar biological functions. It suggests that the common
nodes between these genes could not refer to common biological functions but rather to
common molecular mechanism regulating their translation, such as ribosome-modulated
translation or subcellular specific translation. Interestingly, among the top 10 translationally
regulated genes, several ones encode proteins located in the endoplasm reticulum/golgi
apparatus (up: ST3GAL5, SCARA3, SRGN, SCG2), a cellular compartment dedicated to
produce post-translationally modified proteins usually addressed to the membrane or secreted,
that are highly involved in EMT phenotypes (cell adhesion, invasion/migration...). rRNA 2’-O-
Me at position 285-Um2402 is located at the surface of the large ribosomal subunit closed to
the exit peptide tunnel and to the binding site of SRP complex which dock the ribosomes on
the endoplasmic reticulum®. We may hypothesise that change in ribosome composition affects
its subcellular location during EMT to regulate the translation of specific mMRNA subset,
suggesting a fine-optimization of ribosome composition to translate particular mMRNAs involved

in EMT phenotypic changes.

Altogether, our data showed for the first time that a profound translational reprogramming co-
occurs with the well-known transcriptional reprogramming during EMT commitment to regulate
expression of genes promoting cell plasticity. Moreover, epithelial and mesenchymal
ribosomes exhibit distinct composition and intrinsic activity that may contribute in shaping the
EMT translational landscape. During EMT, we can expect that transcription program produces
a mix of both epithelial and mesenchymal mRNAs, whose proportion evolved during transition
thanks to the epigenetic program that blocks cells in a given phenotypic state to maintain
progress during transition, while change in epithelial and mesenchymal ribosome proportion
allows differential translation of MRNAs depending on their steady-state levels (efficiency) and
particular regulatory mechanisms or subcellular compartments (specificity). Such changes in
ribosome composition might thus finely optimize the ribosome activities to translate with

efficiency and specificity the epithelial and mesenchymal transcriptomes during EMT transition.

Competing interests

The authors declare that there have no competing interests.

222



Funding

This study was funded by PAIR Sein program (ARC_INCa_LNCC_7625), Fondation ARC (PJA
20161204686) and Ligue Contre le Cancer Comités Isére (PME 2017). FNVL was a recipient
of a fellowship from Ligue Nationale Contre le Cancer then from Fondation pour la Recherche

Médicale.

Authors’ contributions

FNVL, ABB, LB, AA, VMarchand, NP, AS, SGR, YM, YC and FC performed and analysed
experiments. FNVL, YC, ON, JJD and VM analysed and interpreted the data. AA, JK, AV, YC
and ON performed bioinformatics analyses. APM and AP provided cellular models. ON, JJD
and VM shaped the research question and coordinated the project. FNVL, ON and VM

supervised the daily experiments. FNVL, JJD and VM wrote the first draft of the manuscript.

Acknowledgements
We thank platforms’ staffs that have not been referred as co-authors: EDyP Laboratory
(Grenoble, France), NGS Platform (Vandoeuvre-les-Nancy, France), Bioinformatics Platform

(Lyon, France), CIQLE (Lyon, France).

223



References

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Puisieux, A., Brabletz, T. & Caramel, J. Oncogenic roles of EMT-inducing transcription factors. Nat
Cell Biol 16, 488—494 (2014).

Scheel, C. & Weinberg, R. A. Seminars in Cancer Biology. Seminars in Cancer Biology 22, 396—
403 (2012).

Morel, A.-P. et al. EMT Inducers Catalyze Malignant Transformation of Mammary Epithelial Cells
and Drive Tumorigenesis towards Claudin-Low Tumors in Transgenic Mice. PLoS Genet 8,
1002723 (2012).

Caramel, J. et al. A Switch in the Expression of Embryonic EMT-Inducers Drives the Development
of Malignant Melanoma. Cancer Cell 24, 466-480 (2013).

Ansieau, S. et al. Induction of EMT by Twist Proteins as a Collateral Effect of Tumor-Promoting
Inactivation of Premature Senescence. Cancer Cell 14, 79-89 (2008).

Valsesia-Wittmann, S. et al. Oncogenic cooperation between H-Twist and N-Myc overrides failsafe
programs in cancer cells. Cancer Cell 6, 625-630 (2004).

Morel, A.-P. et al. A stemness-related ZEB1-MSRB3 axis governs cellular pliancy and breast
cancer genome stability. Nat Med 1-17 (2017). doi:10.1038/nm.4323

Richard, G. et al. ZEB1-mediated melanoma cell plasticity enhances resistance to MAPK inhibitors.
EMBO Mol Med 8, 1143—-1161 (2016).

Batlle, E. et al. The transcription factor snail is a repressor of E-cadherin gene expression in
epithelial tumour cells. Nat Cell Biol 2, 84—89 (2000).

Cano, A. et al. The transcription factor snail controls epithelial-mesenchymal transitions by
repressing E-cadherin expression. Nat Cell Biol 2, 76—83 (2000).

Tam, W. L. & Weinberg, R. A. The epigenetics of epithelial-mesenchymal plasticity in cancer. Nat
Med 19, 1438-1449 (2013).

Evdokimova, V., Tognon, C. E. & Sorensen, P. H. B. On translational regulation and EMT. Seminars
in Cancer Biology 22, 437445 (2012).

Beltran, M. et al. A natural antisense transcript regulates Zeb2/Sip1 gene expression during Snail1-
induced epithelial-mesenchymal transition. Genes & Development 22, 756—769 (2008).
Evdokimova, V. et al. Translational activation of snaill and other developmentally regulated
transcription factors by YB-1 promotes an epithelial-mesenchymal transition. Cancer Cell 15, 402—
415 (2009).

Petz, M., Them, N., Huber, H., Beug, H. & Mikulits, W. La enhances IRES-mediated translation of
laminin B1 during malignant epithelial to mesenchymal transition. Nucleic Acids Research 40, 290—
302 (2011).

Petz, M. et al. The leader region of Laminin B1 mRNA confers cap-independent translation. Nucleic
Acids Research 35, 24732482 (2007).

Petz, M., Them, N. C. C., Huber, H. & Mikulits, W. PDGF enhances IRES-mediated translation of
Laminin B1 by cytoplasmic accumulation of La during epithelial to mesenchymal transition. Nucleic
Acids Research 40, 9738-9749 (2012).

Chaudhury, A. et al. -mediated phosphorylation of hnRNP E1 induces EMT via transcript-selective

224



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

translational induction of Dab2 and ILEI. Nature Publishing Group 12, 286-293 (2010).

Hussey, G. S. et al. Identification of an mRNP Complex Regulating Tumorigenesis at the
Translational Elongation Step. Molecular Cell 41, 419-431 (2011).

Chaudhury, A. et al. CELF1 is a central node in post-transcriptional regulatory programmes
underlying EMT. Nature Communications 7, 1-15 (2016).

Truitt, M. L. & Ruggero, D. New frontiers in translational control of the cancer genome. Nat Rev
Cancer 16, 288-304 (2016).

Marcel, V., Catez, F. & Diaz, J. J. p53, a translational regulator: contribution to its tumour-
suppressor activity. Oncogene 34, 5513-5523 (2015).

Tahmasebi, S., Khoutorsky, A., Mathews, M. B. & Sonenberg, N. Translation deregulation in human
disease. Nat Rev Mol Cell Biol 1-17 (2018). doi:10.1038/s41580-018-0034-x

Marcel, V., Nguyen Van Long, F. & Diaz, J.-J. 40 Years of Research Put p53 in Translation. Cancers
10, (2018).

Xue, S. & Barna, M. Specialized ribosomes: a new frontier in gene regulation and organismal
biology. Nat Rev Mol Cell Biol 13, 355-369 (2012).

Dalla Venezia, N., Vincent, A., Marcel, V., Catez, F. & Diaz, J.-J. Emerging Role of Eukaryote
Ribosomes in Translational Control. IJMS 20, (2019).

Shi, Z. et al. Heterogeneous Ribosomes Preferentially Translate Distinct Subpools of mMRNAs
Genome-wide. Molecular Cell 67, 71-83.e7 (2017).

Belin, S. et al. Dysregulation of Ribosome Biogenesis and Translational Capacity Is Associated
with Tumor Progression of Human Breast Cancer Cells. PLoS ONE 4, e7147 (2009).

Marcel, V. et al. p53 Acts as a Safeguard of Translational Control by Regulating Fibrillarin and
rRNA Methylation in Cancer. Cancer Cell 24, 318-330 (2013).

Erales, J. et al. Evidence for rRNA 2'-O-methylation plasticity: Control of intrinsic translational
capabilities of human ribosomes. Proc Natl Acad Sci USA 8, 201707674 (2017).

Belin, S. et al. Purification of Ribosomes from Human Cell Lines. (John Wiley & Sons, Inc., 2001).
doi:10.1002/0471143030.cb0340s49

Cox, J. & Mann, M. MaxQuant enables high peptide identification rates, individualized p.p.b.-range
mass accuracies and proteome-wide protein quantification. Nat Biotechnol 26, 1367—1372 (2008).
Schwanhausser, B. et al. Global quantification of mammalian gene expression control. Nature 473,
337-342 (2011).

Krogh, N. & Nielsen, H. Sequencing-based methods for detection and quantitation of ribose
methylations in RNA. Methods 1-11 (2018). doi:10.1016/j.ymeth.2018.11.017

Birkedal, U. et al. Profiling of ribose methylations in RNA by high-throughput sequencing. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 54, 451-455 (2015).

Marchand, V., Blanloeil-Oillo, F., Helm, M. & Motorin, Y. lllumina-based RiboMethSeq approach for
mapping of 2'-O-Me residues in RNA. Nucleic Acids Research 44, e135 (2016).

Marchand, V. et al. in Methods in Molecular Biology 1562, 171-187 (Springer New York, 2017).
Ingolia, N. T., Ghaemmaghami, S., Newman, J. R. S. & Weissman, J. S. Genome-wide analysis in

vivo of translation with nucleotide resolution using ribosome profiling. Science 324, 218-223

225



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

(2009).

Baudin-Baillieu, A., Hatin, 1., Legendre, R. & Namy, O. Translation Analysis at the Genome Scale
by Ribosome Profiling. Methods Mol. Biol. 1361, 105-124 (2016).

Xia, H. et al. EDIL3 is a novel regulator of epithelial-mesenchymal transition controlling early
recurrence of hepatocellular carcinoma. J. Hepatol. 63, 863—-873 (2015).

Shi, J.-W. et al. The enforced expression of c-Myc in pig fibroblasts triggers mesenchymal-epithelial
transition (MET) via F-actin reorganization and RhoA/Rock pathway inactivation. cc 12, 1119-1127
(2013).

Warzecha, C. C., Sato, T. K., Nabet, B., Hogenesch, J. B. & Carstens, R. P. ESRP1 and ESRP2
are epithelial cell-type-specific regulators of FGFR2 splicing. Molecular Cell 33, 591-601 (2009).
Hatta, M., Miyake, Y., Uchida, K. & Yamazaki, J. Keratin 13 gene is epigenetically suppressed
during transforming growth factor-B1-induced epithelial-mesenchymal transition in a human
keratinocyte cell line. Biochemical and Biophysical Research Communications 496, 381-386
(2018).

Hansson, J. et al. Highly coordinated proteome dynamics during reprogramming of somatic cells
to pluripotency. CellReports 2, 1579-1592 (2012).

Kalluri, R. & Weinberg, R. A. The basics of epithelial-mesenchymal transition. Journal of Clinical
Investigation 119, 1420-1428 (2009).

Falch, C. M. et al. Gene expression profiling of fast- and slow-growing non-functioning gonadotroph
pituitary adenomas. Eur. J. Endocrinol. 178, 295-307 (2018).

Mathow, D. et al. Zeb1 affects epithelial cell adhesion by diverting glycosphingolipid metabolism.
EMBO Rep 16, 321-331 (2015).

Monaco, P., Marcel, V., Diaz, J.-J. & Catez, F. 2'-O-Methylation of Ribosomal RNA: Towards an
Epitranscriptomic Control of Translation? Biomolecules 8, 106 (2018).

Wei, J. et al. Ribosomal Proteins Regulate MHC Class | Peptide Generation for
Immunosurveillance. Molecular Cell 1-18 (2019). doi:10.1016/j.molcel.2018.12.020

Georges, des, A. et al. Structure of mammalian elF3 in the context of the 43S preinitiation complex.
Nature Publishing Group 525, 491-495 (2015).

Bidou, L., Allamand, V., Rousset, J.-P. & Namy, O. Sense from nonsense: therapies for premature
stop codon diseases. Trends in Molecular Medicine 18, 679-688 (2012).

Gillis, L. D. & Lewis, S. M. Decreased elF3e/Int6 expression causes epithelial-to-mesenchymal
transition in breast epithelial cells. Oncogene 32, 3598-3605 (2013).

Desnoyers, G., Frost, L. D., Courteau, L., Wall, M. L. & Lewis, S. M. Decreased elF3e Expression
Can Mediate Epithelial-to-Mesenchymal Transition through Activation of the TGFf Signaling
Pathway. Molecular Cancer Research 13, 1421-1430 (2015).

Perez, R. E., Navarro, A., Rezaiekhaligh, M. H., Mabry, S. M. & Ekekezie, I. |. TRIP-1 regulates
TGF- 1-induced epithelial-mesenchymal transition of human lung epithelial cell line A549. AJP:
Lung Cellular and Molecular Physiology 300, L799—-L807 (2011).

Lee, A. S., Kranzusch, P. J., Doudna, J. A. & Cate, J. H. D. elF3d is an mRNA cap-binding protein
that is required for specialized translation initiation. Nature 536, 96—-99 (2016).

226



56.

57.

58.

59.

60.

Lee, A. S. Y., Kranzusch, P. J. & Cate, J. H. D. elF3 targets cell-proliferation messenger RNAs for
translational activation or repression. Nature 522, 111-114 (2015).

Grzmil, M. et al. An oncogenic role of elF3e/INT6 in human breast cancer. Oncogene 29, 4080—
4089 (2010).

Sonenberg, N. & Hinnebusch, A. G. Regulation of Translation Initiation in Eukaryotes: Mechanisms
and Biological Targets. Cell 136, 731-745 (2009).

Liu, B. & Qian, S.-B. Translational reprogramming in cellular stress response. WIREs RNA 5, 301—
305 (2013).

Reid, D. W. & Nicchitta, C. V. Diversity and selectivity in mRNA translation on the endoplasmic
reticulum. Nature Publishing Group 16, 221-231 (2015).

227



Figure legends

Figure 1. Translational landscape during human Epithelial-to-Mesenchymal Transition
using ribosome profiling. (A) Schematic representation of ribosome profiling.
Cytoplasmic lysates containing actively-translated mRNAs were divided in two fractions to
purify RNA allowing quantification of the RNA levels by RNA-seq after ribodepletion (RNA-seq,
top panel) or to purify mRNA-associated ribosomes by polysome gradients allowing
quantification of ribosome-protected mRNAs by RNA-seq after nuclease digestion (Ribo-seq,
bottom panel). (B) Example of polysome profiles in the three EMT-derived cellular
models. To perform Ribo-seq, mRNA-associated ribosomes corresponding to actively-
translated mMRNAs were collected by polysome gradients (n=3). The three EMT-derived cellular
models, hMEC, hMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1-Kras"'?, exhibited similar polysome profiles.
(C) Comparison of RNA-seq and Ribo-seq data in hMEC vs hMEC-mZeb1 cell lines. Using
read counts, fold-changes (FC) between hMEC and hMEC-mZEB1 were determined for RNA-
seq and Ribo-seq (n=3). Significant FC > |2| (P-adj < 0.001) were then plotted as Log2(FC) to
compare RNA-seq data (i.e., change in transcription, mRNA export and stability) and Ribo-seq
data (i.e., change in ribosome footprinting). In hLMEC vs hMEC-mZeb1 cells, two classes of
genes were identified: those whose transcription and translation varies concomitantly (orange);
and those whose translation only varies (blue). No gene whose transcription only varies was
identified in hLMEC vs hMEC-mZeb1 (red). (D) Proportion of genes identified by ribosome
profiling in the three EMT-derived cellular models. During the transition from epithelial to
mesenchymal cells (hMEC vs hMEC-mZeb1) and from the mesenchymal cells to
mesenchymal initiated cells (nMEC-mZeb1 vs hMEC-mZeb1-Kras"'?), around 45% of genes
presented variation in coupled transcription/translation and 55% in translation only (n=3).
Number of genes up- or down-regulated are detailed. Coupled transcription/translation:

orange; translation only: blue.

Figure 2. Change in rRNA methylation between epithelial and mesenchymal cell lines.
(A) Identification of rRNA sites whose methylation is modified during EMT. Total RNA
was subjected to RiboMETH-seq to quantify rRNA methylation frequency at the 106 rRNA sites
(n=6). Comparison of rRNA methylation in hMEC and hMEC-mZeb1 revealed 2 sites whose
methylation frequency is significantly, but oppositely, modified: 28S-Um2402, whose
methylation frequency increase in hMEC-mZeb1 compared to hMEC; and 28S-Gm4588,
whose methylation frequency decrease in hMEC-mZeb1 compared to hMEC. (B-C) snoRNA

expression levels. RNA levels of snoRNAs associated with significantly rRNA methylation
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sites (28S-Gm-4588, B; 285-Um2402, C) were quantified by RT-gPCR (n=6). Compared to
hMEC, a significant decrease in SNORD143 levels were observed in hMEC-mZeb1, as well
as a slight increase in SNORD91A and a slight decrease in SNORD144. *; P-value < 0.05.

Figure 3. Change in protein composition of between epithelial and mesenchymal
ribosomes. (A) Identification of ribosomal protein and canonical factors of translation
whose proportion in ribosome is modified during EMT. Cytoplasmic ribosomes were
purified in 500 mM KCI and subjected to mass spectrometry to identified change of ribosome
in protein composition (n=5). Among the proteins whose ribosome proportion was significantly
modified between hMEC and hMEC-mZeb1 cells, only one ribosomal protein was identified,
RPL36A. Moreover, protein proportion of 12 out of the 13 subunits of the elF3 complex were
significantly modulated. (B) Validation of mass spectrometry data by western blot.
Ribosomes were purified from de novo cytoplasmic lysates and ribosome as well as ribosome-
free fractions were analysed by western blot (n=2). Proportion of ribosomes containing
RPL36A was higher in hMEC-mZeb1 cells than in hMEC. In contrast, although amount of eiF3
co-purified with ribosomes at 500 mM KCI was low, it appeared that less ribosomes contained
elF3e in hMEC-mZeb1 cells than in hMEC-mZeb1. RPS6 and RPL19: ribosome loading

controls; kDa: kilo Daltons, molecular weight of proteins.

Figure 4. Modulation of ribosomal readthrough activity during EMT. Readthrough activity
of epithelial and mesenchymal ribosomes was compared using luciferase reporter assays that
contains UGA-C stop codon (n=10 in triplicates). While no change in readthrough percentage
was observed between hMEC-mZeb1 and hMEC-mZeb1-Kras""?, a significant 2-fold increase

in readthrough percentage was observed between hMEC and hMEC-mZeb1.
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Table 1. Top 10 genes determined by Ribosome profiling in hMEC vs hMEC-mZeb1 cells.

UP DOWN
Gene Log2(FC) P-value Gene Log2(FC) P-value
Coupled transcription/translation

JAM3 6,024 8,55E-157 ATP2C2 -6,95 1,93E-149
CDH11* 5,829 7,28E-79 PRSS8* -6,722  4,64E-80
CPA4 5,37 1,28E-39 ANO1* -6,385  7,39E-30
ZEB2* 517 2,66E-46 FRMD3 -6,222  1,41E-81

SULF1* 4,972 1,92E-43 ESRP1* -5,881  4,87E-125

ADAM23* 4,956 1,31E-69 LSR* -5,848  8,82E-141
EDIL3* 4,786 1,60E-63 GRHL1* -5,816  1,94E-50
DPYSL3* 4,776 9,01E-61 KRT15* -5,792  3,08E-67
COL5A2* 4,706 4,29E-77 NUP210* -5,629  5,16E-89
EYA4 4,638 1,58E-33 MYH14 -5,5615  2,48E-56

Translation only

NLGN4Y 3,145 1,86E-16 DDR2* -3,668  6,89E-23
PCDH18* 3,008 1,10E-12 SOX10* -3,322 1,12E-15
ST3GAL5* 2,8 1,78E-22 SORCS2 -3,311  2,09E-18
SULT1BA1 2,728 1,21E-11 LNX1 -3,222  7,86E-19
PDE4B 2,707 1,85E-11 TM6SF1 -3,14 5,15E-10
SCARA3 2,355 1,18E-10 GPR1 -3,137  4,16E-17
SRGN* 2,343 1,09E-16 SLC27A6 -3,044  8,91E-15
SLC4A8 2,314 2,93E-05 RYR2* -2,885  5,34E-18
PADI3 2,282 4,29E-08 LGALS7 -2,859  4,03E-10
SCG2 2,277 4,36E-06 2G16B -2,742  2,18E-11

*Role or markers in EMT described in the literature
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Table 2. Gene enrichment of significant genes determined by Ribosome profiling in
hMEC vs hMEC-mZeb1 cells.

Fold- Percentage
Biological process Count P-value*
enrichment (%)

Coupled transcription/translation®
upP
Enzyme linked receptor protein signaling
pathway 2,78 32 15,1 1,33E-04
Organ morphogenesis 2,71 32 15,1 9,75E-05
Animal organ development 1,88 70 33,1 8,42E-06
Cell differentiation 1,84 80 37,9 4,04E-06
Cellular developmental process 1,81 86 40,7 5,15E-07
System development 1,82 93 44,0 5,79E-08
Anatomical structure development 1,64 108 51,1 5,78E-08
Single-organism developmental process 1,66 109 51,6 4,82E-08
Multicellular organism development 1,77 103 48,8 1,78E-08
DOWN
Morphogenesis of an epithelium 2,93 31 8,1 2,44E-04
Regulation of localization 1,61 81 21,3 2,35E-04
Localization of cell 1,92 52 13,7 2,12E-04
Cell motility 1,92 52 13,7 2,12E-04
Locomotion 1,80 56 14,7 1,15E-04
Tissue development 1,94 69 18,2 1,02E-04
Regulation of cell adhesion 2,60 34 8,9 7,46E-05
Epithelium development 2,35 51 13,4 4,11E-05
Cell adhesion 2,00 69 18,2 4,13E-06
Biological adhesion 1,99 69 18,2 7,55E-07
Translation only®
upP
Regulation of cellular component movement 2,28 37 9,6 5,92E-04
Vasculature development 2,69 33 8,5 5,00E-04
Angiogenesis 3,00 25 6,4 4,09E-04
Blood vessel morphogenesis 2,82 28 7,2 3,22E-04
Anatomical structure formation involved in 1,98 46 11,9 2,90E-04
morphogenesis
Regulation of locomotion 2,26 35 9,0 2,70E-04
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Blood vessel development 2,84

Anatomical structure morphogenesis 1,66
Extracellular structure organization 3,55
Movement of cell or subcellular component 1,87
DOWN

NA

33
88
24
68

8,5
22,8
6,2
17,6

2,01E-04
1,36E-04
1,01E-04
8,95E-05

#Adjusted Benjamini P-value. $ P-value < 0.001 and Fold-enrichment > 1.5. £ P-value < 0.05 and Fold-enrichment > 1.5
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Table 3. Top 10 genes determined by Ribosome profiling in hMEC-mZeb1 vs hMEC-

mZeb1-KrasV'? cells.

UP DOWN
Gene Log2(FC) P-value Gene Log2(FC) P-value
Coupled transcription/translation

FRMD3 7,069 6,33E-105 SLC22A17 -6,107  7,03E-24
BMF* 5,716 1,01E-52 CADPS2 -5,953  1,95E-80
PSCA* 5,017 1,84E-35 TUSC1 -5,784  3,64E-31
RNLS 4,976 1,44E-62 KRT14* -4,658  2,04E-59
NID2 4,604 3,68E-43 DACH2 -4,62 1,37E-27
DTX3 4,351 9,27E-34 RHOJ -4,568  5,09E-41
SLC35G2 4,254 6,03E-47 TGM1* -4,568  3,64E-27
COL6A3* 4,219 6,50E-32 MGAM -4,518  7,98E-30

CSPG4* 3,984 3,23E-35 MRGPRX3 -4,271  5,13E-113
SMAD4* 3,953 8,74E-90 GLB1L3 -4,22 9,33E-20

Translation only
S100P* 4,448 4,50E-37 KRT27 -4,563  9,41E-18
DDR2* 4,289 9,71E-31 PCSK1N -4,065 2,05E-11
PHACT1 3,155 NA CHST4 -3,056  2,43E-06
C5AR1* 3,079 NA MAF -3,006  2,06E-05
WEE2 2,791 1,59E-4 AGTR1* -2,719  1,98E-07
TTLLO 2,714 1,33E-4 RAB9B -2,58 6,16E-09
CUX2 2,695 2,88E-11 MACC1* -2,558  1,76E-07
RTN4RL2 2,607 5,62E-11 CXCL1* -2,523  2,22E-13
GYPC 2,567 7,65E-13 SCARA3 -2,514  7,42E-12
PPP1R1B 2,544 NA SALL2 -2,502 1,78E-4

*Role or markers in EMT described in the literature
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Table 4. Gene enrichment of significant genes determined by Ribosome profiling in

hMEC-mZeb1-Kras"'? cells.

Biological process Fold- Count Percentage P-value*
enrichment (%)

Coupled transcription/translation
UP£
Cell motility 1,90 24 13,7 0,0290
Anatomical structure formation involved in 2,01 22 12,5 0,0270
morphogenesis
Regulation of molecular function 1,62 44 25,1 0,0116
Single-organism metabolic process 1,50 58 33,1 0,0110
Tissue development 2,14 36 20,5 0,0106
Regulation of signaling 1,61 47 26,8 0,0104
Single-organism localization 1,54 53 30,2 0,0093
Negative regulation of multicellular 2,38 23 13,1 0,0063
organismal process
Locomotion 1,97 29 16,5 0,0034
Anatomical structure morphogenesis 1,84 46 26,2 0,0021
DOWN?#
Extracellular structure organization 4,22 22 7,8 1,05E-05
Tissue development 2,12 58 20,7 8,82E-06
System development 1,67 112 40,1 2,69E-07
Single-organism developmental process 1,53 130 46,5 2,50E-07
Multicellular organism development 1,62 123 44,0 2,46E-07
Locomotion 2,27 54 19,3 1,41E-07
Anatomical structure morphogenesis 1,98 81 29,0 4 16E-08
Developmental process 1,53 134 48,0 3,52E-08
Cell adhesion 2,54 67 24,0 1,44E-10
Biological adhesion 2,52 67 24,0 3,04E-11
Translation only
UP£
NA
DOWN?
Biological adhesion 1,77 35 16,3 0,0038
Cell motility 2,07 32 14,9 0,0025
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Localization of cell 2,07

Regulation of cell proliferation 2,2
Taxis 2,96
Locomotion 1,92
Regulation of molecular function 1,69
System development 1,58
Response to external stimulus 1,91
Positive regulation of response to stimulus 2,00

32
40
19
34
56
79
46
47

14,9
18,6
8,8
15,8
26,1
36,9
21,4
21,9

0,0025
0,0021
0,0017
0,0017
0,0014
0,0014
0,0007
0,0005

#Adjusted Benjamini P-value. $ P-value < 0.001 and Fold-enrichment > 1.5. £ P-value < 0.05 and Fold-enrichment > 1.5
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Table 5. Significant change in ribosome composition between hMEC-mZeb1 and hMEC

cell lines analyzed by mass spectrometry.

Protein_names

Gene_names

P_Value Log2(FC)

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C
Eukaryotic translation initiation factor 4E type 2
Eukaryotic translation initiation factor 4E
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H
60S ribosomal protein L36a-like; L36a
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2

EIF3D
EIF4G1
EIF4G3
EIF4G2
EIF3A
EIF3C
EIF4E2
EIF4E
EIF3L
EIF3I
EIF3E
EIF3B
EIF3F
EIF3M
EIF3H
RPL36AL;RPL36A
EIF2S1
EIF3K
EIF3G
EIF2S2

1,64E-05
7,16E-05
4,82E-04
5,06E-04
5,16E-04
6,13E-04
6,90E-04
7,19E-04
1,46E-03
1,78E-03
2,50E-03
2,75E-03
3,562E-03
3,60E-03
3,66E-03
4,02E-03
4,85E-03
5,38E-03
7,00E-03
9,17E-03

-1,90
-2,21
-1,39
-2,36
-1,38
-1,58
-2,00
-2,16
-1,35
-1,73
-1,30
-1,18
-1,32
-1,28
-1,31
1,67
-0,82
-1,34
-1,16
-1,40
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Supplementary Figure 1. Cellular model mimicking EMT-induced tumorigenesis. (A} Schematic representation of the 3
stable cellular cell lines. Human mammary epithelial cell line (hMEC) corresponds to epithelial cells. EMT was induced in
hMEC by overexpressing the murine form of the EMT transcription factor Zebl. Overexpression of an active mutant
form of the oncogene K-ras (mutant Kras¥!?) promotes tumour initiation in mesenchymal cells (Morel et al, PLoS Genet
2012). (B-C) Expression of key EMT markers. mRNA expression levels were quantified by RT-gPCR in the 3 cell lines to
validate Zebl overexpression (B) and determine change in expression of key EMT markers, COHI and VIM (C) (n=3). A
significant increase in Zebl and VIM was observed in hMEC-mZEB1 and hMEC-mZEB1-Kras''?, concomitantly with a
significant decreased in CDH1 expression. *: P < 0.05; **: P < 0.001; ***: P < 0.0001). (D) Protein levels of key EMT
markers. Western blot analyses confirm the decreased expression of COHL in mesenchymal (Mes.) and mesenchymal
initiated cells (Mes.T) compared to the epithelial ones (Epi.) that is paralleled with an increase in VIM protein levels
(n=3). Kug80: loading control.
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Supplementary Figure 3. Analysis of ribosome biogenesis . (A) Nucleoli, location of ribosome biogenesis, were
analysed by confocal microscopy (x 100). In hMEC and hMEC-mZeb1, nucleoli presented the same organization (n=3).
VIM: vimentin, a mesenchymal marker; FBL: fibrillarin, a nucleoli marker; Hoechst: an intercalant DNA. (B) Ribosomal
RNA amounts were quantified in hMEC and hMEC-mZeb1. Direct quantification of 285 and 185 was perform on total
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hMEC-mZeb1 cells.
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Supplementary Figure 6. Validation of ribosome purification prior mass spectrometry analysis. (A) Example of
nucleus/cytoplasm fractionation. Nucleus/cytoplasm fractionation was validated by western blot using alpha-tubulin as
marker of nucleus/cytoplasm and histone H3 as strict marker of nucleus (n=5). No histone H3 protein was detected in
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Comparison of the ribosomal protein profiles. Five ribosome purification at 500 mM KC| were processed to perform
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Supplementary Figure 7. Peptide counts in mass spectrometry analysis. (A) RPL3BA-related peptide raw counts. In
mass spectrometry analysis, 3 peptides correspond to RPL36A (blue, orange, gray). Among these 3 peptides, only 1
peptide supports the statistical increased proportion of RPL3BA in hMEC-mZebl ribosomes compared to hMEC
ribosomes (grey). (B) EIF3-related peplide raw counts. Mean raw counts of the different peptides corresponding to
each subunit of elF3 complex were shown. Compared to hMEC, all the peptide raw counts were decreased in hMEC-
mZebl, suggesting a reduced proportion of eiF3 subunits to the hMEC-mZebl ribosome compared to hMEC ribosome.
(C) Individual peptide raw counts corresponding to elF3m subunit. As an example, the eiF3m-related peptide raw
counts were shown and support the decrease in eiF3m proportion in hMEC-mZebl compared to hMEC cells. Peptide
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Supplementary Figure 8. Expression levels of RPL36A and elF3 subunits in EMT cellular models . (A) Protein levels of
RPL36A and the 12 eiF3 subunits were analysed by western blot in total protein lysates purified from the 3 hMEC-
derived EMT cellular models {n=3). In contrast to what observed after 500 mM KCI ribosome purification, no change in
RPL36A expression level was observed in the 3 cell lines. In addition, no change or an increase in some eiF3 subunits
were observed in hMEC-mZebl compared to hMEC cells, a vairation in total protein levels that was opposite to what
ochserved in 500 mM KCI purified ribosomes. Ku80: loading control; kDa: kilo Daltons indicating molecular weight. (B)
Protein levels of RPL36A and some eiF3 subunits were analysed by western blot after ribosome purification at 25 mm
KCl. In contrast to what ohserved at 500 mM KCl, no change in RPL36A or eiF3 subunits was observed, suggesting that
atthis KCI concentration, all these components present the same association (n=2). RPL13: loading control.
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Il apparait aujourd’hui que le ribosome est plus qu’un simple effecteur de la traduction. Le
ribosome serait aussi un régulateur clé de la traduction. En effet, le ribosome présenterait des
variations de composition, tant au niveau ARNr que protéique, qui affecteraient la structure et
donc la fonction du ribosome favorisant la traduction de certains ARNm par rapport a d’autres.
Pour soutenir ce concept dit de « ribosome spécialisé », il est nécessaire d’accumuler des
¢vidences soutenant 1’hétérogénéité de composition des ribosomes. De plus, de par son rdle
dans la régulation de I’expression génique, il s’avere que le ribosome participerait ainsi a la
mise en place de divers phénotypes physiologiques et pathologiques. Dans les cancers, le
concept de « ribosome spécialisé » n’en est qu’a ses débuts. En revanche, au cours de ces dix
dernieres années, il s’est avéré que le ribosome est une cible anticancer spécifique et originale,
comme montré par le développement de plusieurs molécules inhibant 1’activité de I’ARN Pol
I. Le ribosome apparait donc comme une nouvelle opportunité pour améliorer la prise en charge
des patients atteints d’un cancer. Il reste aujourd’hui a identifier les altérations de composition
du ribosome qui surviennent dans les cancers, & démontrer que le ribosome peut étre utilisé en
clinique, comme biomarqueur ou cible thérapeutique, et & comprendre le role des ribosomes

dans la tumorigenése. Les résultats issus de ma thése vont permettre d’enrichir ces trois aspects.

I. Altérations de composition des ribosomes dans les cancers du sein

Au début de ma thése, un nombre réduit d’études avait mis en ¢vidence des altérations de
composition des ribosomes dans les cancers, en particulier au niveau des modifications
chimiques des ARNr. En effet, les études disponibles étaient essentiellement concentrées sur
I’hétérogénéité¢ de composition en protéines ribosomiques (RP). En particulier, 1’étude des
ribosomopathies avait initié ce concept soutenant I’existence d’une hétérogénéité de
composition des ribosomes au niveau des RP. Les ribosomopathies sont des maladies
génétiques, qui sont associées a des défauts développementaux mais aussi a une augmentation
du risque de développer des cancers. Elles sont induites par des haplo-insuffisances de genes
qui codent pour des RP ou des facteurs impliqués dans la biogénéese des ribosomes. En 1999,
des mutations du géne codant pour la protéine RPS19 ont été identifiées pour la premicre fois
chez les patients atteints de I’Anémie de Blackfan-Diamond (Draptchinskaia et al., 1999).
Aujourd’hui plus d’une dizaine de mutations dans différents génes codant des RP ont été
identifiées dans cette pathologie (Aspesi and Ellis, 2019). L’identification de telles mutations a
suggéré pour la premiére fois 1I’existence de ribosome de compositions différentes. C’est aussi
dans le contexte des ribosomopathies, que 1’existence d’altérations au niveau des modifications

chimiques des ARNr a été initiée. Dans un modele murin qui reproduit la dyskératose
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congénitale, la mutation de la pseudouridine synthase, DKCI, est associée a une variation du
profil de pseudouridylation des ARNr (Ruggero et al., 2003). Depuis, mon laboratoire d’accueil
a montré qu’en plus des pseudouridylations, il existerait une variation du profil de 2°-O-Me
(méthylation en 2’-O des riboses) des ARNTr lors de I’initiation et de la progression tumorale
mammaire (Belin et al., 2009; Marcel et al., 2013). Cette étude a suggéré pour la premicre fois
I’existence potentielle de ribosomes de différentes compositions au niveau des ARNr dans les
cancers, en particulier dans les cancers du sein. L’objectif principal de ma thése était
d’accumuler des évidences pour soutenir I’existence d’une hétérogénéité de composition des
ribosomes dans les cancers du sein. Mes résultats issus de différents modeles soutiennent une

telle hypothese, tant au niveau ARNr que protéique.

1. Altérations de la composition des ribosomes au niveau des protéines

ribosomiques dans les cancers du sein
Nous avons identifi¢ par la technique de Riboprotéome, une différence de composition des
ribosomes au niveau des RP dans I’EMT a I’aide d’un modg¢le cellulaire (Manuscrit n°3). En
effet, nous avons observé que les cellules mésenchymateuses mammaires (hMEC-mZebl1)
présentent une proportion plus importante de ribosomes contenant la protéine ribosomique
RPL36A que les cellules épithéliales mammaires (hMEC). A ce jour, aucune étude n’a identifié
un contexte cellulaire ou 1’altération de la composition des ribosomes repose sur RPL36A ou
qu’une altération de la composition des ribosomes survient au cours de ’EMT. De méme,
excepté dans les ribosomopathies, seulement quelques études ont montré 1’existence de
ribosomes avec des compositions différentes au niveau protéique dans des contextes tumoraux.
Le développement de méthodes de séquencgage haut-débit du génome a permis d’identifier des
mutations somatiques des RP dans différents types de cancers. Notamment le geéne codant
RPLS5 est souvent inactivé par la présence de mutations ou de délétions dans différents cancers,
comme dans 11% des glioblastomes, 34% des cancers du sein et dans plus de 20% des
myé¢lomes multiples (Fancello et al., 2017; Hofman et al., 2017). Une autre étude de De
Keersmaecker et collegues, a permis d’identifier une mutation faux-sens au niveau du résidu
98 de RPLI0 chez environ 10% des patients atteints de leucémies lymphoblastiques aiglies
(LLA) (De Keersmaecker et al., 2013). De plus, les auteurs ont démontré que cette mutation de
RPL10 affecte la biogenese des ribosomes dans la levure. Ainsi ces études permettent
d’accumuler des évidences sur 1’existence de ribosomes hétérogénes au niveau protéique dans

les cancers.
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Etant donné le réle de ’EMT dans I’initiation et la progression tumorale mammaire, et que les
tumeurs mammaires Claudin-Low présentent des caractéristiques de I’EMT, ces données
suggerent la présence d’altérations de composition des ribosomes au niveau des RP dans les
cancers du sein. Pour démontrer de maniere définitive I’existence de ribosomes présentant une
hétérogénéité de composition au niveau de RPL36A dans les cancers du sein, il faudrait (1)
inclure la lignée cellulaire cancéreuse, hMEC-mZebl-Kras''?> dans les analyses de
Riboprotéome ; et (2) analyser la composition des ribosomes au niveau de RPL36A directement

dans les tumeurs mammaires.

a. Visualisation des altérations de la composition des ribosomes au niveau protéique
dans les cellules transformées hAMEC-mZeb1-Kras¥!?

Pour cette étude, les analyses de Riboprotéome n’ont pas été effectuées dans la lignée hMEC-
mZebl-Kras¥'?. En revanche différentes approches sont actuellement en cours de
développement afin de mettre en évidence 1’hétérogénéité de composition des ribosomes dans
les trois lignées mimant la tumorigenése mammaire induite par ’EMT, hMEC (stade
épithélial), hMEC-mZeb1 (stade mésenchymateux) et hMEC-mZeb-Kras"!? (stade transformé).
Tout d’abord, a partir de ribosomes purifiés dans les mémes conditions que les expériences de
Riboprotéome, nous sommes en train de comparer la proportion de RPL36A dans les ribosomes
issus de ces trois lignées cellulaires par western blot. Les données préliminaires suggerent que
I’altération de composition du ribosome aurait lieu au cours de ’EMT mais ne serait pas
modifiée par I’activation oncogénique (données non montrées).
En paralléle, nous développons des techniques de microscopie afin de visualiser les populations
de ribosomes présentant une hétérogénéité de composition au niveau de la protéine RPL36A
dans le modele d’initiation tumorale reposant sur ’EMT. En effet, jusqu’a présent aucune étude
n’a visualisé des ribosomes de compositions différentes, or ces analyses seront indispensables
pour démontrer ’altération de composition des ribosomes et envisager d’étudier I’altération de
la composition des ribosomes au niveau protéique dans les tumeurs. Dans 1’équipe nous avons
amorcé¢ un travail pour visualiser une différence de proportion de ribosomes contenant RPL36A
dans la lignée hMEC-mZeb-Kras"!? par rapport aux lignées non transformées, par microscopie
de fluorescence en super-résolution. Nous avons effectué un premier test de double marquage
des ARNr avec I’lodure de propidium et des RP avec des anticorps anti-RP (données non
montrées). Aprés confirmation que les marquages correspondent bien aux ribosomes, un
anticorps anti-RPL36A sera introduit en plus des deux marquages pour identifier les ribosomes

contenant RPL36A.
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Enfin, nous collaborons avec I’équipe de Reynald Gillet (Equipe Ribosome, Bacteria and
Stress, Université Rennes 1) pour effectuer des analyses de structure par Cryo-EM (Cryo-
Electron Microscopy) a partir de ribosomes purifiés issus des trois lignées cellulaires. La
technique de Cryo-EM permettra de de détecter les ribosomes qui présentent une différence de
composition au niveau de la protéine RPL36A dans le modele d’initiation tumorale reposant
sur PEMT. Avant de réaliser les expériences de Cryo-EM, nous avons déja initi¢ une premiére
étape qui a permis de déterminer la pureté des ribosomes et les différentes particules
ribosomales a partir des cellules hMEC et hMEC-mZebl par une coloration négative en
microscopie électronique a transmission (Figure 12).

Une visualisation par microscopie en super-résolution ou en Cryo-EM nous permettra de
visualiser pour la premicre fois des ribosomes de compositions différentes dans un modele
d’initiation tumorale mammaire induite par 'EMT et viendra soutenir nos résultats suggérant
I’altération de composition des ribosomes dans les cancers du sein. En revanche, il restera a

démontrer 1’existence de ces altérations dans des tissus humains.

Figure 12. Contraste négatif des ribosomes purifiés.
La coloration négative en microscope électronique en microscope électronique en transmission a été effectuée sur les ribosomes
purifiés des cellules hMEC (A) et hMEC-mZeb1 (B). Chaque particule ribosomale : le ribosome mature 80S et les sous-unités

408 et 60S sont indiquées par des fleches noires.
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b. Altération de la composition du ribosome dans les tumeurs mammaires
Jusqu’a aujourd’hui, I’altération de la composition des ribosomes au niveau des RP a toujours
¢été réalisée dans des modéles cellulaires (Shi et al., 2017; Xue and Barna, 2012). En effet, pour
analyser une variation de composition des ribosomes au niveau des RP, les technologies
disponibles nécessitent la purification des ribosomes et donc une quantité importante de
matériel biologique, ce qui est difficile dans les tumeurs. Pour démontrer I’existence de cette
hétérogénéité au niveau de RPL36A dans les tumeurs, la technique de Proximity Ligation Assay
(PLA) peut étre considérée. Cette méthode permet la détection d’une interaction entre deux
protéines in situ, par 1’utilisation d’une paire d’anticorps conjugués a des oligonucléotides
complémentaires qui reconnaissent les protéines d’intéréts (Fredriksson et al., 2002; Soderberg
et al., 2008). Une proximité des protéines induit I’hybridation des oligonucléotides qui vont
former une structure d’ADN circulaire. Ces ADN circulaires seront ensuite amplifiés pour
faciliter leur détection par IHC ou fluorescence. Dans notre cas, la position de RPL36A est
précisément connue dans les ribosomes grace aux analyses structurales (Ben-Shem et al., 2010;
Khatter et al., 2015). Cette protéine se trouve a proximité du site de sortie des ARNt dans la
sous-unité 60S. Ainsi, en utilisant une autre RP qui se trouve a proximité¢ de RPL36A, nous
pourrons mettre en évidence la présence de RPL36A dans les ribosomes par PLA. Une absence
de détection des interactions entre RPL36A et la seconde RP signifierait ’absence de RPL36A
dans les ribosomes. Cette technique de PLA a déja été utilisée pour identifier une interaction
entre deux protéines directement dans les tumeurs, démontrant la faisabilité de cette technique
in situ (Gajadhar et al., 2012; Poulard et al., 2014; Spears et al., 2012). Cette technologie
pourrait permettre de démontrer définitivement I’existence de ribosomes présentant une
différence de composition des ribosomes au niveau de RPL36A dans les tumeurs mammaires.
En plus d’une démonstration importante pour la recherche fondamentale, cette approche
pourrait s’avérer avoir des répercussions importantes en clinique. En effet, les tumeurs dérivées
de PEMT sont des tumeurs agressives qui pourraient bénéficier d’une prise en charge
particuliere. Or il n’existe aujourd’hui pas de biomarqueurs pour identifier de telles tumeurs

(Cardoso et al., 2017; Prat et al., 2010).

2. Altérations de la composition des ribosomes au niveau des ARNr dans les

cancers du sein

Afin de démontrer 1’existence d’une variation de composition au niveau des ARNr dans les
cancers du sein, nous avons utilis¢ I’expression de FBL comme substitut de la variation de 2’-

O-Me des ARNr (Manuscrit n°1). En effet, la technique de RiboMethSeq qui est aujourd’hui la
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seule méthode permettant de mesurer la fréquence de 2°-O-Me des 106 sites des ARNT, n’était
pas encore disponible au début de ma thése (Birkedal et al., 2015; Marchand et al., 2016). Seule
une RT-qPCR nécessitant 500ng d’ARN total par site analysé était disponible soulevant la
méme problématique que 1'analyse de la composition des ribosomes dans les tumeurs au niveau

protéique.

a. Identification des altérations de 1I’expression de FBL dans les cancers du sein
L’utilisation de 1’expression de F'BL comme substitut de la variation de 2°-O-Me des ARNr
repose sur 1’association étroite qui a €t€ montré entre expression de FBL et 2°-O-Me des ARNTr.
Mon laboratoire d’accueil a montré qu’une augmentation d’expression de FBL induite par une
inactivation de p53 dans un modele d’initiation tumorale mammaire est associée a une altération
de la 2°-O-Me des ARNTr, affectant certains sites seulement (Marcel et al., 2013). Il a aussi été
montré que la réduction d’expression de FBL induite par un ARN interférant (siARN) induit
une altération de la 2°-O-Me des ARNr sur certains sites dans les cellules HeLa et les cellules

colorectales HCT-116 (Erales et al., 2017; Sharma et al., 2017).

Pour déterminer si I’expression de FBL est altérée dans les cancers du sein, nous avons analysé
3500 tumeurs mammaires primaires regroupées en 7 séries distinctes provenant de 3 sites
hospitaliers européens (CLB Lyon, IGR Paris, TTB Dundee UK), correspondant a du matériel
biologique distinct (ARN totaux et TMA). Dans notre étude, trois types d’altérations de
I’expression de FBL au niveau ARNm qui sont associ¢s a des survies différentes ont été
identifiés dans les tumeurs mammaires. La comparaison avec des tissus sains provenant de
mastectomies a révélé qu’il s’agissait d’une sous-expression, d’une expression intermédiaire et
d’une surexpression de F'BL. Sachant la corrélation étroite entre expression de FBL et variation
du profil de 2°-O-Me des ARNr (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013; Sharma et al., 2017),
ces données suggerent que les tumeurs mammaires présenteraient des altérations de variations

au niveau des ARNT.

D’autres études supportent I’existence d’une altération de la 2°-O-Me des ARNr dans les
cancers. En effet, la surexpression de FBL a aussi été identifiée dans les cancers du sein et de
la prostate (Koh et al., 2011; Su et al., 2014). Une altération de la 2°-O-Me des ARNTr peut étre
¢galement induite par une variation de 1’expression des snoARN a boite C/D, qui servent de
guides du complexe snoRNP a boite C/D, a un site de méthylation spécifique. Par exemple, la
délétion du chromosome 6q a été identifiée dans les cancers du sein, les cancers de la prostate
et les leucémies lymphoblastiques aigiies (LLA). Cette délétion est associée a I’inactivation du
géne SNHGS5 qui contient les SNORDS0A et SNORDS0B (snoARN a boite C/D U5S0A et
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snoARN a boite C/D U50B) (Dong et al., 2008, 2009; Gachet et al., 2018). De plus Gachet et
collegues ont démontré que dans les cellules dérivés de LLA dont I’expression de SNHGS est
diminuée par une approche d’ARN interférant, mais aussi des échantillons tumoraux d’ALL
avec la délétion 6q, présentent une forte diminution de la fréquence de la 2°-O-Me au site qui
est ciblé par le SNORDS50A dans I’ARNr 28S (Gachet et al., 2018). Ces études suggerent
I’existence d’une hétérogénéité de de ribosomes au niveau du profil 2-O-Me des ARNr dans les
cancers. Il reste néanmoins a démontrer I’existence d’une altération de la méthylation des ARNr

dans les tumeurs.

b. Identification des altérations de 2’-O-Me des ARNr par RiboMethSeq dans les
cancers du sein

Une dizaine d’étude basée sur des approches haut-débits a montré que la 2°-O-Me des ARNr
présente des profils différents dans des lignées cancéreuses, soutenant I’existence de ’altération
des 2°-O-Me des ARNr dans les cancers. Par exemple, une étude a montré une variation de
fréquence de 2°-O-Me sur plusieurs sites entre les cellules HeLa (cancer de 1’utérus) et HCT-
116 (cancer du colon) (Krogh et al., 2016). Pour démontrer définitivement 1’existence des
altérations de 2’-O-Me des ARNTr dans les cancers, j’ai participé a une €tude au cours de ma
thése visant a analyser la 2°-O-Me des ARNr par RiboMethSeq dans la série de Dundee
regroupant 195 tumeurs mammaire primaires (Annexe n°l). Le RiboMethSeq est une nouvelle
technologie basée sur le RNA-seq qui consiste a quantifier de maniere absolue la fréquence de
2’-O-Me des 106 sites connus des ARNr (Kielbassa et al., Manuscrit en préparation). Les
résultats issus de cette étude démontrent pour la premicre fois, qu’il existe une diversité des
profils de 2°-O-Me sur les 106 sites des ARNr dans les tumeurs mammaires (Figure 13). En
effet, une forte variabilit¢ de la fréquence de 2°-O-Me (C-Score) sur plusieurs sites a été
observée dans ces tumeurs mammaires, un méme site pouvant présenter un C-score allant de 0
a 1 en fonction des tumeurs. Ainsi, cette étude permet de démontrer pour la premiére fois,
I’existence d’une hétérogénéité de composition des ribosomes au niveau des profils de 2’-O-

Me des ARNTr dans les tumeurs mammaires.
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Figure 13. Variation du profil de 2'-O-Me dans les tumeurs mammaires.

Un regroupement hiérarchique (ou hierarchical clustering) a été réalisé afin de regrouper les 195 tumeurs mammaires de la
série de Dundee selon les similarités de leurs profils de 2'-O-Me des ARNr. Les lignes correspondent aux tumeurs mammaires
et les colonnes aux 106 sites de 2'-O-Me des ARNr. Les tumeurs mammaires présentent une hétérogénéité de profils de 2'-O-

Me des ARNr. Case rouge : forte fréquence de 2'-O-Me et case bleue : faible fréquence de 2'-O-Me.

En conclusion, les différentes données issues de ma thése suggerent qu’il existe des altérations
de composition des ribosomes au niveau des RP et ARNr dans les cancers du sein. Etant donné
le concept émergent de « ribosome spécialisé », on pourrait maintenant se demander si ces
ribosomes de compositions différentes présentent une (ou des) activité(s) intrinséque(s)
altérée(s) qui favoriserait la traduction de certains génes et qui contribuerait a la tumorigenése
mammaire. Au cours de ma these, 1’analyse de la translecture des codons-stop par un essai

rapporteur bicistronique dans le modéle de ’EMT soutient cette hypothese, I’augmentation de
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la proportion des ribosomes en RPL36A étant associ¢e a une augmentation de la translecture.
De plus, I’existence de ribosomes de compositions différentes dans les cancers du sein laisse

entrevoir de nouvelles opportunités en clinique.

II. Utilisation des ribosomes en clinique dans les cancers du sein

Au début de ma these, I’importance de [’hyperactivation de la biogénése des ribosomes et donc
de la syntheése protéique dans les cellules cancéreuses était reconnue (Barna et al., 2008;
Ruggero, 2013; Ruggero and Pandolfi, 2003). En effet par rapport aux cellules saines, les
cellules cancéreuses ont besoin d’une forte production des ribosomes afin de soutenir leur état
hyperprolifératif (Barna et al., 2008). Ces observations ont permis d’envisager le ciblage de la
biogénése des ribosomes pour développer de nouvelles molécules anticancer. L’étude princeps
de Bywater et collegues a permis de démontrer 1’activité anticancer d’une inhibition spécifique
de la biogénese des ribosomes (Bywater et al., 2012). En effet, les auteurs ont démontré qu’une
inhibition spécifique de D’activit¢ de ’ARN Pol I par la molécule CX-5461 permettait
I”¢limination spécifique des cellules cancéreuses sans affecter les cellules saines. En plus d’une
altération quantitative des ribosomes dans les cancers, ils émergent que les cellules cancéreuses
produisent des ribosomes de compositions différentes, et cette différence de composition des
ribosomes pourrait jouer un role important dans la tumorigenese (Belin et al., 2009; Dalla
Venezia et al., 2019; Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013). Ces observations suggerent qu’un
ciblage spécifique des ribosomes pourrait étre développé en ciblant spécifiquement les
ribosomes « cancéreux », d’une composition particuliere. Cette approche pourrait représenter
une thérapie anticancer innovante. De méme, cette altération de composition des ribosomes
pourrait s’avérer €tre une nouvelle source de biomarqueurs innovants dans les cancers. En plus
des ribosomes eux-mémes, les facteurs de la biogenése des ribosomes pourraient représenter

une source importante de biomarqueurs et cibles thérapeutiques.

Parmi les cancers, le cancer du sein reste un probleme de santé publique. Les cancers du sein
sont les cancers féminins les plus fréquents dans le monde et représentent la premiére cause de
déces liée au cancer chez la femme (Bray et al., 2018). Cette mortalité est principalement induite
par ’hétérogénéité de cette maladie. En effet, le cancer du sein ne représente pas une maladie
unique mais plusieurs groupes distincts avec des caractéristiques biologiques et des pronostics
différents. Ainsi la classification des tumeurs mammaires est primordiale pour déterminer le
pronostic et la prise en charge des patientes. A I’heure actuelle, une des problématiques
majeures reste 1’identification des tumeurs les plus agressives au moment du diagnostic pour

mettre en place une prise en charge adaptée (Cardoso et al., 2017). L’amélioration de la prise
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en charge des patientes passe par I’identification de voies de signalisation innovantes
impliquées dans la tumorigenése mammaire, qui permettront d’identifier de nouveaux
biomarqueurs pronostics et de nouvelles cibles thérapeutiques anticancers. Ainsi notre
hypothése est que la biogenéese des ribosomes pourrait représenter cette nouvelle voie innovante
impliquée dans la tumorigenése mammaire et pourrait étre une nouvelle source de biomarqueurs

et cibles thérapeutiques dans les cancers du sein.

1. Utilisation de NCL en clinique dans les cancers du sein
Nous avons mis en évidence que NCL est un marqueur pronostique indépendant dans les
cancers du sein (Manuscrit n°2). En effet, les patientes qui surexpriment ou sous-expriment
NCL au niveau ARNm présentent une mauvaise survie globale et une mauvaise survie sans
progression par rapport aux patientes porteuses de tumeurs exprimant un niveau intermédiaire
de NCL. La NCL permet donc d’identifier les tumeurs mammaires les plus agressives. En
revanche, il est nécessaire de valider ces observations au niveau protéique notamment par
immunohistochimie (IHC), qui est la méthode standard utilisée en clinique. Depuis la
publication démontrant la valeur pronostique de NCL dans les cancers du sein, des IHC ont été

réalisée sur les 440 TMA du CLB et I’analyse statistique est en cours.

De maniére intéressante, nous avons montré que 1’association entre 1’expression de NCL et le
pronostic des patientes est retrouvée spécifiquement dans les cancers Triple Négatifs (TN : ER-
PR-HER2-). Or ce sous-type de cancer du sein est caractérisé par 1’absence de réponse a
I’hormonothérapie et aux inhibiteurs de HER2. De plus, les patientes porteuses de tumeurs TN
présentent un mauvais pronostic par rapport aux autres sous-types car ces cancers ont tendance
a étre agressifs et a réapparaitre (Cardoso et al., 2017). Ainsi il est nécessaire de développer de
nouvelles options thérapeutiques pour ce type de tumeurs. Cibler la protéine NCL pourrait étre
une option thérapeutique dans le traitement des tumeurs TN. Plusieurs molécules ont été
développées pour cibler NCL, qui sont actuellement en essai clinique de Phase II, comme
I’aptamére AS1411 (Rosenberg et al., 2014) et I’antagoniste N6L (NCT01711398). Différentes
¢tudes ont montré I’activité anticancer de ces molécules dans des modeéles cellulaires de cancers
du sein (Destouches et al., 2011; Pichiorri et al., 2013). Ainsi les patientes avec des tumeurs
TN exprimant un niveau ¢levé de NCL pourrait potentiellement bénéficier de ces molécules.
Dans cette optique, un nouveau projet a été¢ initié dans 1’équipe, afin d’évaluer ’activité
anticancer de la molécule N6L dans des modeles pré-cliniques de cancers TN et |’utilisation de

NCL comme biomarqueur compagnon.
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2. Utilisation de FBL en clinique dans les cancers du sein

En plus de NCL nous avons identifi¢ FBL comme étant un marqueur pronostique indépendant
par I’analyse de 3500 tumeurs mammaires (Manuscrit n°1). En effet, les patientes porteuses de
tumeurs surexprimant ou sous-exprimant FBL au niveau ARNm présentent le plus mauvais
pronostic (mauvaise survie globale et mauvaise survie sans progression) par rapport aux
patientes porteuses de tumeurs exprimant un niveau intermédiaire de FBL. Cette association
entre I’expression de FBL et pronostic des patientes a été observée en utilisant deux techniques
de quantification différentes (RT-qPCR et RNA-seq) montrant la robustesse de cette
observation.

De plus, nous avons montré que FBL est un marqueur indépendant apres ajustement avec des
marqueurs pronostiques classiques des cancers du sein (comme la taille tumorale ou le statut
d’invasion des ganglions lymphatiques). Ainsi FBL pourrait améliorer la stratification actuelle
des cancers du sein et améliorer la prise en charge des patientes. Par exemple, I’expression de
FBL en combinaison avec la taille tumorale permet d’identifier les patientes qui présentent un
mauvais pronostic bien qu’elles portent des tumeurs de petites tailles, qui sont normalement
considérées comme des tumeurs avec un bon pronostic. Ces patientes bénéficieraient donc d’un
traitement qui serait normalement administré aux patientes ayant des tumeurs agressives. De
plus nous avons observé la méme tendance entre 1’expression de FBL et pronostic des patientes
porteuses de tumeurs de sous-types Luminal (ER+ PR+/- HER2-) ou TN. Ainsi FBL pourrait
améliorer la prise en charge des patientes en identifiant les tumeurs les plus agressives dans ces
sous-types. Par exemple, les tumeurs de type Luminal exprimant un niveau intermédiaire de
FBL, et qui sont associées a un bon pronostique, bénéficieraient d’un traitement hormonal
tandis que les tumeurs surexprimant ou sous-exprimant FBL devraient étre traitées plus
séverement.

En plus de nos observations, d’autres études ont montré qu'une surexpression de FBL était
impliquée dans la tumorigeneése mammaire. Dans des mode¢les cellulaires, il a ét¢ montré que
la surexpression de FBL induit la résistance aux chimiothérapies et la croissance tumorale dans
des modeles murins (Marcel et al., 2013; Su et al., 2014). Notre mode¢le est que la surexpression
de FBL affecte le profil de 2°-O-Me des ARNr et augmente la traduction d’oncogénes favorisant
la tumorigenése et la progression tumorale mammaire. En effet, I’augmentation de la
prolifération cellulaire induite par la surexpression de FBL dans des cellules MCF7 est abolie

par I’addition d’un inhibiteur d’ IGF1R (Marcel et al., 2013). Ces données suggerent donc que
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cibler la protéine FBL dans les tumeurs mammaires surexprimant FBL serait une option
thérapeutique innovante et envisageable. Notre étude a d’ailleurs permis d’initier un nouveau
projet de Drug Discovery dans 1’équipe, qui consiste au criblage et a 1’identification

d’inhibiteurs de FBL dans les cancers du sein.

En conclusion, nos études ont permis d’identifier deux facteurs de la biogénese des ribosomes
qui sont des marqueurs pronostics indépendants dans les cancers du sein. NCL et FBL
permettent d’identifier les tumeurs mammaires les plus agressives et de proposer de nouvelles
options thérapeutiques dans les cancers du sein. Il s’avére que ces genes ont des valeurs
pronostiques dans d’autres cancers, y compris dans les hémopathies comme les leucémies
my¢loides aiglies (Marcel et al., 2017) ou les LLA (Annexe n°2). Par ailleurs, la protéine NCL
est un facteur qui régule la synthése des ARNr et la protéine FBL régule la 2’-O-Me des ARNT,
ces facteurs contrOlants respectivement, la quantité et la qualité des ribosomes. Ces études

permettent donc de soutenir le réle des ribosomes dans la tumorigénése mammaire.

III. Reéduction de I’expression de FBL dans les cancers du sein : un

nouveau mécanisme de tumorigenése mammaire ?

Dans les cancers du sein, il a ét€ montré qu’une surexpression de FBL favorise ’initiation et la
progression tumorale dans des mod¢les in vitro et des modéles in vivo (Marcel et al., 2013; Su
et al., 2014). De plus, il a été observé que les patientes porteuses de tumeurs mammaires
surexprimant FBL présentaient le plus mauvais prognostique (Marcel et al., 2013). Une étude
menée par Su et collegues a elle aussi identifié une surexpression de FBL aux niveaux ARNm
et protéique dans les tumeurs mammaires par rapport aux tissus sains adjacents (Su et al., 2014).
En revanche, la surexpression de FBL n’a été observée que dans 60% des tumeurs mammaires
¢tudiées (4 tumeurs sur 7 par western blot et 6 tumeurs sur 10 par [HC), les autres tumeurs
présentant soit une absence de variation d’expression de FBL soit une diminution de celle-ci.
En effet, du fait des observations réalisées in vitro et soutenant un role oncogénique de FBL,
ces ¢études réalisées sur un faible nombre d’échantillons tumoraux se sont attachées a analyser

seulement la surexpression de FBL dans les cancers du sein.
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1. Mise en évidence des tumeurs mammaires qui sous-expriment FBL
Durant ma thése, nous avons décidé d’identifier les altérations d’expression de FBL survenant
dans les cancers du sein sans a priori dans un large nombre d’échantillons afin d’envisager
toutes les altérations possibles de FBL et de la 2°-O-Me des ARNr (Manuscrit n°1). Grace a
cette approche sans a priori, nous avons identifi¢ de manicre inattendue, des tumeurs
mammaires qui sous-expriment FBL au niveau ARNm.

Les patientes porteuses de ces tumeurs présentent une mauvaise survie globale et une mauvaise
survie sans progression indiquant la pertinence biologique de la sous-expression de F'BL dans
les cancers du sein. La méme observation dans une série de tumeurs mammaires provenant de
la base de données TCGA, a permis de démontrer que 1’identification de la sous-expression de
FBL ne correspondait pas un biais induit par la méthode de quantification de I’expression de
FBL. Nous avons ¢galement observé au niveau IHC, I’absence de détection de la protéine FBL
suggérant qu’il ne s’agissait pas d’un biais li¢ a la définition du cut-off. De plus, les deux séries
indépendantes de TMA, une absence de détection de FBL était présente dans la méme
proportion en tumeurs (environ 8-12%) pour un total de 2207 tumeurs. De plus, nous avons
observé in vivo, qu'une déplétion hétérozygote de FBL accélere 1’apparition de tumeurs dans
les poissons zébres. L’ensemble de ces observations soutiennent 1’existence de tumeurs
mammaires qui sous-expriment FBL.

A ce jour, cette ¢tude correspond a 1’'unique étude suggérant une diminution de 1’expression de
FBL dans les cancers. En effet, les connaissances accumulées sur FBL dans le contexte de la
cancérologie avaient poussé les recherches translationnelles vers la surexpression de FBL.
D’une maniere plus générale, cette étude montre I’importance des analyses sans a priori pour
identifier de nouveaux biomarqueurs mais aussi pour identifier de nouveaux mécanismes

favorisant la tumorigenese.

2. Role de la sous-expression de FBL dans la tumorigeneése mammaire
Nous avons démontré dans un modele cellulaire de tumorigenése mammaire, qu’une
surexpression de FBL induisait une modification du profil de 2°-O-Me des ARNr (Marcel et
al., 2013). Ces ribosomes différents favorisaient la traduction d’ARNm contenant des IRES et
qui codent pour des oncoprotéines comme c-Myc, IGFIR ou VEGF et ainsi favoriser la
tumorigeneése mammaire. Ce mécanisme moléculaire pourrait expliquer comment la

surexpression de FBL contribue a la tumorigenése mammaire. En revanche, comment expliquer
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qu’une sous-expression de FBL contribue a la tumorigenése mammaire ? Les différentes

hypothéses sont résumées dans la Figure 15.

a. Altération de la 2’-O-Me des ARNr et de la traduction
Mon équipe d’accueil a récemment démontré qu’une réduction de I’expression de FBL dans
des cellules HeLa altére le profil de 2°-O-Me des ARNr, principalement en réduisant la 2°-O-
Me sur certains sites, et diminue la traduction dépendante des IRES de certains ARNm viraux
et cellulaires (Erales et al., 2017). De plus par une approche de ribosome profiling, cette étude
montre que la diminution de la 2°-O-Me des ARNr a certains sites induite par la réduction de
I’expression de FBL affecte la traduction d’une cinquantaine d’ARNm cellulaires. Ainsi on
pourrait supposer que, comme pour la surexpression de FBL, une sous-expression de FBL
modifie la composition des ribosomes au niveau des ARNr et affecte la traduction de certains
ARNm impliqués dans la tumorigenése mammaire (Figure 15). En revanche, il reste a identifier

les génes affectés par une telle altération de FBL.

b. Diminution de la biogenése des ribosomes

Nous avons observé que les tumeurs qui surexpriment FBL étaient différentes des tumeurs qui
sous-expriment FBL. Contrairement aux tumeurs surexprimant /FBL, nous avons observé que
les tumeurs qui sous-exprimaient FBL présentaient une réduction de 1’expression des RP,
suggérant une diminution de la production des ribosomes dans ces tumeurs. D’autres études ont
montré qu’une inhibition de I’expression de FBL était associée a une diminution de la biogénése
des ribosomes, soutenant que les tumeurs sous-exprimant FBL présentent un défaut dans la
biogénese des ribosomes (Bouffard et al., 2018; Erales et al., 2017; Sharma et al., 2017). Cette
diminution de la biogenese des ribosomes pourrait expliquer le lien entre réduction de FBL et
tumorigenese.

En effet, il est & noter que les ribosomopathies sont caractérisées par un défaut de la biogénése
des ribosomes, induite dans ce cas soit par la déplétion de RP ou de facteurs de la biogénése
des ribosomes comme DKC! (Aspesi and Ellis, 2019; Ruggero et al., 2003). Or les patients
atteints de cette pathologie sont plus susceptibles de développer des cancers par rapport aux
personnes saines (Aspesi and Ellis, 2019). Une étude menée dans un modele de poissons zebres
a montré qu’une diminution de la biogénése des ribosomes induites par une mutation ou une
déplétion d’un alléle sauvage de certaines RP était suffisante pour favoriser le développement

de tumeurs (Amsterdam et al., 2004). Ces résultats rappellent nos observations indiquant de la
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réduction de FBL favorise la tumorigenése spontanée induite par la perte de p53. Dans le
contexte des mutations de RP, une hypothése serait que la diminution de la biogenése des
ribosomes induirait un stress ribosomique activant la protéine pS3 qui a son tour inhiberait la
prolifération cellulaire et qu'une pression de sélection tendrait a induire la perte de pS3 pour
maintenir 1’intégrité des tissus induisant a long terme ’apparition de tumeurs (Penzo et al.,
2019). Bien que les mécanismes moléculaires et cellulaires pouvant expliquer I’association
entre diminution de la production des ribosomes et le développement tumoral restent largement
débattus (Aspesi and Ellis, 2019), on pourrait supposer qu’une diminution de 1’expression de

FBL altére la production de ribosomes et favorise la tumorigenese mammaire (Figure 15).

c. Emergence des caractéristiques souches
Lors de ma these j’ai réalisé des analyses préliminaires qui indiquent que la réduction de
I’expression de FBL par une approche d’ARN interférence dans des cellules cancéreuses du
sein (hMEC-shP53-Kras"!?), a tendance a augmenter ’expression des facteurs de transcription
NANOG et SOX2 (Figure 14). Plusieurs études ont montré que 1’expression de ces deux genes,
avec d’autres facteurs comme OCT4 et LIN2S, suftit a induire la reprogrammation de cellules
différentiées en cellules souches pluripotentes (Huangfu et al., 2008; Takahashi et al., 2007; Yu
et al.). Ces cellules souches pluripotentes sont caractérisées par 1’acquisition des propriétés de
pluripotence et d’auto-renouvellement. Or les cellules souches cancéreuses (CSC) sont
caractérisées par les mémes propriétés. Ainsi, on pourrait supposer que la sous-expression de
FBL pourrait induire I’acquisition de caractéristiques souches et ainsi favoriser la tumorigenese

mammaire (Figure 15).
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Figure 14. Impact d'une diminution de I'expression de FBL sur I’expression des marqueurs de pluripotence.

L’expression des facteurs OCT4 (A), NANOG (B) et SOX2 (C) a été quantifié¢e par RT-qPCR suite a la diminution de
I’expression de FBL par une approche ARN interférant (siARN), dans les cellules hMEC-shP53-KrasV!?. La diminution de
I’expression de FBL augmente 1’expression du facteur SOX2 de maniere significative. L’expression de NANOG semble
également étre augmentée apreés diminution de I’expression de FBL. La diminution de I’expression de FBL par siARN a été

validée au niveau ARNm par RT-qPCR et protéique par western blot (D).

Plusieurs analyses sont nécessaires pour valider cette hypothese, par exemple déterminer si la
sous-expression de FBL dans des cellules cancéreuses du sein favorisent la formation de
mammosphéres (un test qui permet de déterminer la capacité d’auto-renouvellement des

cellules). Néanmoins, plusieurs €tudes suggerent une potentielle implication des ribosomes
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dans 1’acquisition de caractéristiques souches (Bastide and David, 2018). En effet différentes
¢tudes ont montré que les cellules souches hématopoiétiques ou les CSC présentent une
synthése protéique qui est significativement plus faible que dans les cellules différenciées,
impliquant potentiellement une diminution de la biogénése des ribosomes dans ces cellules
(Blanco et al., 2016; Signer et al., 2014). Etant donné qu’une sous-expression de FBL diminue
la biogénese des ribosomes, ces observations soutiennent le potentiel role de FBL dans

I’acquisition des caractéristiques souches.

En conclusion nous avons mis en évidence une nouvelle altération de 1’expression de FBL dans
les tumeurs mammaires. De maniére inattendue, la sous-expression de FBL est associée a un
mauvais pronostic. De plus, 'utilisation d’un modele de poisson zebre soutient un rdle de la
réduction de FBL dans la tumorigenése. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer la
contribution de la réduction de FBL dans la tumorigenése, mais toutes restent a étre testées.
Ainsi cette étude suggere que FBL, et plus globalement la biogénése des ribosomes, présentent

un role ambivalent dans la tumorigenése mammaire.
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Figure 15. Les potentiels mécanismes de tumorigenése mammaire par l'expression de FBL.

Deux types d’altérations d’expression de FBL ont été identifiés dans les cancers du sein, qui sont associés a des tumeurs
mammaires différentes. Le mécanisme favorisant la tumorigenése mammaire lors d’une surexpression de FBL a été identifié
(Marcel et al., 2013). La surexpression de FBL modifie le profil de 2°-O-Me (CH3 dans le schéma) des ARNr modifiant
I’activité de traduction des ribosomes, pour favoriser la traduction de certains ARNm impliqués dans la tumorigenése
mammaire. Dans le méme sens, on pourrait supposer qu’une sous-expression de FBL modifie le profil de 2’-O-Me des ARNr
pour favoriser la traduction d’ARNm impliqués dans la tumorigenése mammaire. En effet, deux études ont démontré qu’une
sous-expression de FBL modifiait le profil 2°-O-Me des ARNr (Erales et al., 2017; Sharma et al., 2017). Deux autres hypothéses
peuvent suggérer le role d’une sous-expression de FBL dans la tumorigenése mammaire : la diminution de la biogenése des
ribosomes mais dont le mécanisme moléculaire et cellulaire a déterminer, et 1’acquisition de caractéristiques souches par

I’expression de marqueurs de pluripotence.
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IV. Conclusion générale

Au cours de ma thése, j’ai identifié deux facteurs impliqués dans la biogénése des ribosomes
NCL et FBL qui présentent des altérations d’expression dans les tumeurs mammaires. Les génes
NCL et FBL se sont révélés étre des marqueurs pronostics indépendants dans les cancers du
sein. Ces résultats soutiennent l’existence d’altérations quantitatives et qualitatives des
ribosomes dans les tumeurs mammaires, et donc plus largement dans la « vraie vie ». De plus,
nous avons démontré la co-existence d’une reprogrammation traductionnelle et d’une altération
de composition des ribosomes au niveau des RP et des ARNr dans un modele cellulaire de
I’EMT, un processus biologique impliqué dans la tumorigenése mammaire.

L’ensemble de ces résultats permet de soutenir I’existence des altérations de composition des
ribosomes dans la tumorigenése mammaire. En revanche, il est important dans un futur proche,
de déterminer comment ces altérations favorisent la tumorigeneése mammaire. Nous avons
observé durant ’EMT une modification de la composition des ribosomes ainsi qu’une altération
de I’activité traductionnelle intrinséque des ribosomes. Cette premicre observation permet de
soutenir notre hypothése que des altérations de composition des ribosomes modifient leurs
activités intrinséques pour favoriser la traduction de certains ARNm au cours des phases
précoces de la tumorigenése mammaire. D’autres hypothéses semblent émerger comme la
réduction de la biogenése des ribosomes ou 1’acquisition des caracteéres souches.

De plus les résultats obtenus au cours de ma thése proposent une approche thérapeutique
originale impliquant les ribosomes altérés quantitativement et qualitativement en tant que
biomarqueurs pronostiques et cibles thérapeutiques dans les cancers du sein. Ces résultats ont
permis I’initiation de différents projets dans I’équipe qui ont pour but d’identifier des inhibiteurs
de la biogénese des ribosomes qui ciblent spécifiquement FBL et de tester 'utilité¢ des

inhibiteurs de NCL a disposition dans les cancers du sein.
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TEXT
Abstract (200-300 words)

Ribosomes synthesize proteins from messenger RNAs (mMmRNAs){Genuth:2018kb,
Tahmasebi:2018fq, Xue:2012el}. Emerging evidences suggest that the ribosome plays a key
role in regulating translation through change in ribosome composition and contributes in setting
particular phenotypes such as cancer hallmarks{Genuth:2018kb, Shi:2017fp, Xue:2012el,
Wei:2019ji}. Change in ribosome composition might include change in ribosomal RNA (rRNA)
chemical modifications, and in particular in 2°0O-methylation of rRNA ribose{Belin:2009kk,
Marcel:2013jl, Helm:2017eg, Genuth:2018kb, Monaco:2018fp}. This scatter of available data
derived from cancer cell lines challenges the original dogma wherein rRNA chemical
modifications are strictly necessary for ribosome structure/function and thus present in all
ribosomes{Decatur:2002wf}. However, due to the lack of large-scale analysis using human
samples, the existence of variation in rRNA chemical modifications in real life remains a matter
of discussion{Monaco:2018fp, Genuth:2018kb}. Here we analysed 2’0O-methylation frequency
at the 106 rRNA nucleotides which have been mapped and validated by both biochemical and
omics approaches, sites using a dedicated genome-wide approach (RiboMETH-
seq{Helm:2017eg, Birkedal:2015jf, Marchand:2016ey}) in a series of 195 human primary
breast tumours. Our data revealed that frequency of rRNA 2’0-methylation exhibits intra- and
inter-variability in human samples, demonstrated the existence of rRNA nucleotides with
substochimetric 2’0O-methylation frequency not only within the same tumour but also across
the different tumours. Moreover, two classes of rRNA 2'O-methylation sites were identified.
About 60% of the rRNA sites exhibited a highly stable 2°O-methylation frequency across the
195 human samples, while the other 40% presented highly variant 2’0O-methylation frequency
(range: 0 - 0.95). Predictive structural analyses using the recent mapping of rRNA chemical
modifications in human ribosome solved by Cryo-EM{Natchiar:2017ij, Natchiar:2018gd},
showed that these two classes had strong but distinct impact on ribosome structure. Finally,

alteration in rRNA 2°0O-methylation was associated with classical clinical characteristics of
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breast tumours thus reinforcing the biological relevance of rRNA chemical modifications.
These data challenge the dogma wherein rRNA chemical modifications are strictly necessary
for ribosome structure function{Decatur:2002wf} and reconcile this ancestral and the emerging
modern view of the ribosome{Genuth:2018kb, Xue:2012el, Monaco:2018fp}, reinforcing the

place of rRNA chemical modifications in the epitranscriptomic field.

Main text (1500 words)

Human ribosome is a ribonucleoprotein complex composed of 80 ribosomal proteins (RPs)
and 4 rRNAs (5S, 5.8S, 18S and 28S){Monaco:2018fp, Genuth:2018kb, Natchiar:2018gd}.
Ribosome is a ribozyme, the rRNAs carrying some of the functional activities of the ribosome,
namely the intersubunit bridge interaction, the decoding and the peptidyl bound
formation{Cech:2000uv}. Like RPs, human rRNAs exhibit 302 chemical modifications and the
2’0-methylation of ribose rRNA is the most abundant one{Monaco:2018fp, Helm:2017eg,
Natchiar:2018gd}. Originally, chemical modifications of rRNAs first described in bacteria and
yeast were thought to be compulsory to maintain the highly conserved structure of rRNAs on
which ribosome activity relies{Decatur:2002wf, Monaco:2018fp}. However, it has been highly
challenged in the past few years. In cancer cellular models, recent resolution of technological
issues, including development of RNA-seq based approaches dedicated to rRNA 2’0-
methylation profiling{Helm:2017eg, Genuth:2018kb, Marchand:2016ey, Krogh:2016cu} or
improvement of Cyo-EM resolution{Khatter:2015fs, Natchiar:2017ij, Natchiar:2018gd},
demonstrated that all along the rRNA the 2’0O-methylation frequency varies {Belin:2009kk,
Marcel:2013jl, Sharma:2017fi, Erales:2017iz, Natchiar:2017ij, Krogh:2016cu, DSouza:2018fu,
Sornjai:2017dr, Zhou:2017i0}. In parallel, we and others reported an association between
variation of rRNA 2'O-methylation and modulation of translation efficiency of particular mMRNAs
subsets in different cancer cellular models{Belin:2009kk, Marcel:2013jl, Gachet:2018gy,
Erales:2017iz, DSouza:2018fu, Su:2014ha}. Using cell-free in vitro translation assays, we

recently demonstrated that reduction of rRNA 2’0O-methylation directly reduces Internal
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Ribosome Entry Site-dependent translation initiation{Erales:2017iz}. Moreover, alteration of
rRNA 2’0O-methylation has been associated with tumorigenesis and cancer progression of both
solid and haematological cancers{Su:2014ha, Marcel:2013jl, Gachet:2018gy, Zhou:2017i0},
the translation being now recognized as a key step of gene expression that contributes in the
acquisition and maintenance of cancer hallmarks{Tahmasebi:2018fq, Truitt:2016hr}. These
data have added a new clue in favour of a role for ribosome in regulating translational control,
in particular in cancer. However one critical remaining challenge is to evaluate the diversity of

rRNA 2’0O-methylation profiles that might occur in real-life.

We hypothesized that the high heterogeneity of breast tumours{Prat:2015fr, Perou:2000if}
might be accompanied by a corresponding diversity in rRNA 2°0O-methylation profiles that can
now be evaluated thanks to the RiboMETH-seq approach{Helm:2017eg, Marchand:2016ey,
Birkedal:2015jf}. Using human RNA reference samples analysed in five technical replicates
and 20 primary breast tumour samples analysed in duplicates, we assessed the robustness
and technical variability of rRNA 2’O-methylation frequency determination (i.e. C-score) by
RiboMETH-seq when using human frozen samples (Extended Data Fig. 1-2). We then
determined the diversity of rRNA 2°0O-methylation profiles in a series of 195 primary breast
tumours (Fig. 1 and Extended Table 1). Hierarchical clustering showed that across breast
tumours, C-scores exhibited high variability. In addition, two types of rRNA 2°0O-methylation
sites were distinguished: rRNA 2’0O-methylation sites whose C-score showed low variability
(mainly red squares across tumours) and in contrast, the ones whose C-score presented high
variability (blue to red squares across tumours). Indeed, three sites exhibited C-scores ranging
from 0 to > 0.90, the minimal C-score frequency being observed in different tumours (Extended
Data Fig. 3a). Site-by-site comparison of C-score range between the 195 breast tumours and
the human RNA reference samples analysed in five technical replicates indicated this high
variability in C-score corresponded to biological variability rather than technical variability
(Extended Data Fig. 3b). These data clearly demonstrated that rRNA 2°0O-methylation profiles

exhibited high diversity, this diversity being however carried not by all but only some sites.
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To refine the two classes of rRNA sites with either a low or high variability in their 2’O-
methylation frequency and determine their respective structural and thus functional impacts,
linear regression based on C-score variability measured by using interquartile range (IQR) was
performed (Extended Data Fig. 3c). Such approach identified 60 rRNA 2'O-methylation sites
which exhibited the most stable C-scores across the 195 primary breast tumours (red sites:
56.6% of the rRNA 2’O-methylation sites) and 46 sites that exhibited the most variant C-scores
(blue sites: 43.4%) (Fig. 2a and Extended Data Fig.4). Mapping these most stable (thereafter
termed “stable”) and most variant (“variant’) rRNA 2’0O-methylation sites on the human
ribosome{Khatter:2015fs, Natchiar:2017ij, Natchiar:2018gd} revealed an apparent random
localization with no enrichment in any of the three rRNAs (Fig. 2b-e). However, variant rRNA
2’0O-methylation sites of the 18S small subunit were mainly located on the ribosome surface.
They were either in direct contact with RPs, such as the most variant site located at nucleotide
G in position 1447 (185-Gm1447) and RPS20 (Fig. 2c), or at the external face of the ribosome,
such as the variant 18S-Am576 sites (Fig. 2d), indicating that presence or absence of 2’0-
methylation at these particular variant sites might affect interaction with RPs or translational
factors and thus modulate ribosome function. In the 28S large subunit, some variants sites are
located within the exit tunnel (Fig. 2e). Interestingly, while the peptidyltransferase center
concentrated mainly stable sites, decoding and intersubunit bridges encompassed some
variant sites. Interestingly an enrichment analysis showed an increased number of “variant”
rRNA sites among the 106 sites in humans compared to the other life three branches (Fig. 2f),
suggesting an association with appearance of rRNA sites with high variability in their 2°O-
methylation frequency and evolution characterized by an increasing number of fine-tuning
gene expression mechanisms. These data suggested that “stable” rRNA sites were mainly
involved in conserved and compulsory functions of the ribosome while the “variant” rRNA sites
rather contributed in regulating interaction of ribosome with RNA or proteins involved in

translational control.

We finally evaluated association between alteration in rRNA 2'0O-methylation and biological

characteristics of primary breast tumours to determine whether rRNA 2'0O-methylation diversity
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occurred randomly or concomitantly with particular features among breast tumours. Site-by-
site comparison of C-scores at the 106 rRNA sites among the 195 primary breast tumours
exhibiting different biological characteristics showed significant difference in C-scores of four
“variant” rRNA sites with ER and PR status, intrinsic breast cancer subtype and grade (Fig. 3).
Analyses were also performed using the complete rRNA 2’0O-methylation profile at the 106
sites, principal components analyses allowing identifying tumours with high similarity in their
rRNA 2’0-methylation profiles (Extended Data Fig. 5a). Using the two main groups identified
on the basis of their similarity in their rRNA 2’O-methylation profiles, this approach revealed
that global decrease in rRNA 2'0O-methylation tended to be associated with tumour
aggressiveness (Extended Data Fig.5). Indeed, the patients carrying breast tumours with a
lower 2’0O-methylation frequency at their rRNA sites, in particular on the most variant sites,
were prone to a lower overall survival than the ones carrying breast tumours with a higher 2’0-
methylation frequency. This tendency might be at least in part explained by the shift in the ratio
of the most aggressive breast tumours, the triple-negative, to the less aggressive ones, the
luminal{Prat:2015fr}. Similar trend in clinical outcome and proportion in intrinsic breast cancer
subtype was observed when using hierarchical clustering as parameters to separate patients
bearing similar rRNA 2'O-methylation profiles (Fig. 1, Fig. 4a,b and Extended Data Fig. 6a).
Thanks to the increased number of patients per groups using hierarchical clustering-based
categorization, we observed that rRNA 2’0O-methylation profiles allowed identifying patients
bearing either luminal or HER-amplified breast tumours with the poorest clinical outcome (Fig.
4c,d and Extended Data Fig. 6b-d). These data suggested that alteration of rRNA 2'O-

methylation frequency co-occurred with typical biological features of breast tumours.

Altogether our data reported that alteration of rRNA 2’O-methylation naturally occurred in
humans. Moreover a high diversity of rRNA 2’O-methylation profiles exist in human primary
breast tumours. Alteration of rRNA 2'0O-methylation have already been described By
comparison of cancer cellular models{Belin:2009kk, Natchiar:2017ij, Sharma:2017fi,
Krogh:2016cu, DSouza:2018fu}, and mainly in response to alteration of expression of one of

the components of the rRNA methylation complex, the rRNA methyl-transferase FBL or the
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small non-coding RNAs, snoRNAs, which guides FBL on the rRNA sites that need to be
methylated{Marcel:2013jl, Sharma:2017fi, Erales:2017iz, Gachet:2018gy}, and in a less
extend in small panels of pathological human samples{Zhou:2017io, Sornjai:2017dr}. The
present study provides definitive evidences supporting the existence of ribosomes with distinct
composition at the rRNA 2°0O-methylation level but also points out the importance of rRNA 2°0O-
methylation profiling in the understanding and management of human cancers. The resolution
of ribosome structure at rRNA chemical modification levels along with rRNA 2'O-methylation
profiling will indeed allow developing cancer subtypes-specific inhibitors of
ribosome{Myasnikov:2016gd, Catez:2019fz, Natchiar:2018gd, Monaco:2018fp,
deLoubresse:2014jx}. Future technical developments will be required in particular to determine
whether alteration of rRNA 2’0O-methylation profile occurs in an intra- or inter-cellular
dependent manner, although our recent study using Cryo-EM approach suggested it occurs
first at the cellular level{Natchiar:2017ij}. Analysing rRNA 2’O-methylation frequency in a large
panel of human samples demonstrated that two classes of rRNA 2°0O-methylation sites co-
occurred depending on their ability to tolerate or not absence of chemical modifications.
Structure/function analysis, disparate appearance through evolution and differential
association with biological characteristics not only support the existence of these two classes
but also suggest that they can have distinct impact on ribosome function. The most “stable”
rRNA sites, which were 2°O-methylated at a high frequency, were necessary to sustain the
core function of the ribosome, in particular at the peptidyl-transferase center which might be
the most sensible to change in rRNA structure as shown by absence of any nucleotide variation
in this functional site{Parks:2018be}. In contrast the “variant” rRNA sites, which existed either
as 2’0-methylated or not, were optional to the core ribosome function but may be a way to
finely regulate intrinsic ribosome activity and thus be a source of ribosome plasticity. This
discovery reunites two divergent visions of the ribosome{Decatur:2002wf, Genuth:2018kb,
Xue:2012el}. From the first identification of rRNA chemical modifications in bacteria and yeast
models, the ancestral vision claims that chemical modifications are compulsory to the fine
structuration of the ribosome on which its functions relied. In contrast, the emerging view of
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the modern ribosome claims that chemical modifications can be modulated to provide plasticity
to the ribosome structure on which its regulatory effects relied and thus to extend the functions
of the ribosome to translational regulation in humans and more generally in mammals. The
existence of distinct but complementary classes of rRNA chemical modifications, that could be
possibly generalized to the entire epitranscriptomic field, will undoubtedly lead to a deeper and
more complete understanding of rRNA chemical modifications both in ribosome function and

in translational regulation.
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METHODS (3000 words)

Human breast tumour samples. A series of 195 primary breast tumours, including biological
materials and clinical data (last update 2016), have been collected and maintained by the
Tayside Tissue Bank (TTB, Dundee, Scotland, UK) that received ethical approvals (REC
Reference 07/S1402/90). Tumour collection corresponded to snap-frozen materials gathered
after macrodissection by breast cancer pathologists of biopsies performed at
diagnosis{Bourdon:2011bl}. Total RNA were extracted from frozen tissues by TTB services as

already described{Bourdon:2011bl}.

All biopsies were issued from untreated female patients without metastasis at diagnosis or
family history. Hormonal receptors (estrogen ER and progesterone PR) and HERZ2/Erbb2
receptors status  were determined by immunohistochemistry  on FFPE
sections{Bourdon:2011bl}. These three markers allowed to identify the different intrinsic breast
cancer subtypes: ER+ PR+/- HER2-, considered as equivalent to luminal subtype; ER+/- PR+/-
HER2+, equivalent to HER2-amplified subtype; and ER- PR- HER2-, as triple-negative subtype
(TNBC). The current median follow-up of this series of 195 primary breast tumours series was

of 12.3 years. This series exhibited expected clinical characteristics (Extended Data

Table 1), in particular regarding association of overall survival with tumour size (P <
0.0001***), lymph node invasion (P = 0.0079**), grade (P = 0.0151%), and intrinsic breast

cancer subtypes (P = 0.0569).

RiboMETH-seq and C-score determination. Frequency of rRNA 2’0-methylation at the 106
sites was determined in human breast tumours samples by RiboMETH-seq, the only approach
allowing absolute quantification of rRNA 2’0O-methylation frequency to date{Krogh:2018iu,
Birkedal:2015jf, Marchand:2016ey}. Presence of 2’0-methylation protects the phosphodiester
bond located at the 3’ of the methylated site from alkaline hydrolysis. Thus presence of 2°O-

methylation at the given nucleotide n induces a decrease in RNA fragments starting at the
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nucleotide n+1 while it increases the one finishing at the nucleotide n-1, allowing to calculate

2’0O-methylation frequency at the corresponding site (or C-score).

RiboMETH-seq was performed as  previously  described using [llumina
technology{Marchand:2016ey, Marchand:2017fr}. Briefly, total RNA was first subjected to
partial alkaline hydrolysis to generate RNA fragments ranging from 50 to 100 bp. Libraries
were then prepared using NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set (lllumina) and

multiplexed. Sequencing were performed using Hiseq sequencer (lllumina).

Human RNA reference sample was used as a calibrated source of rRNA to determine technical
robustness and as an inter-run quality control for RiboMETH-seq approach. It corresponds to
the commercial Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) prepared from 20 different
human adult and fetal normal major organs. In parallel, 20 primary breast tumours chosen

randomly were processed twice independently to obtain a small series of technical duplicates.

After sequencing, FastQ files were treated bioinformatically to compute C-score associated to
the 106 sites as already described{Marchand:2017fr}. Briefly, adapter sequences were
trimmed off raw reads using Trimmomatic and the extracted reads were aligned on a human
rRNA sequence (NR_046235) using Bowtie 3. 5’ and 3’ ends reads were counted at each
rRNA nucleotide position and used to determine the C-scores as previously
described{Birkedal:2015jf}. C-score at the nucleotid position n corresponds to the difference
between maximum frequency (i.e.1) and the number of 5°/3’ end read counts at position n+1
normalized to the mean average of raw counts from the 6 nucleotides located just upstream
and downstream of the nucleotide position n. A comparison of slight modifications in calculating
the C-score was tested using Receiver Operating Characteristics (ROC) curves by reducing
the window of neighbouring nucleotides (6, 4 or 2) and/or by using either mean average or
median of raw counts of neighbouring nucleotides (Extended Data Figure 1A). In the present
study, a C’-score was used that corresponds to a 6 nucleotides window and a normalization to
the median of raw counts of neighbouring nucleotides. This C’-score was termed C-score

throughout the manuscript.
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Statistical analyses and graphical representations

Hierarchical clustering. Comparison between the 195 primary breast tumours and their C-
scores at the 106 individual rRNA 2’0O-methylation sites was performed using hierarchical
clustering. Briefly,..... On the hierarchical clustering graph, each row represents a single breast
tumour, and each column a single rRNA 2°0O-methylation site. In each sample, the C-score of
each rRNA 2’0-methylation site is represented by the colour of matrix. Dendrogram
representing similarities either in the breast tumours on the basis of their rRNA 2’O-methylation
profiles or in the rRNA 2’0O-methylation profiles between samples have been determined by....
Dendrograms allow the identification of clusters of both breast tumours exhibiting the most
similar rRNA 2'0O-methylation profiles and rRNA 2’0O-methylation sites exhibiting the most

similar variation across the primary breast tumours.

rRNA 2°0O-methylation profiles. rRNA 2’0O-methylation profiles were shown as either linear
curves or box-and-whiskers plots. Linear curves represent the mean and standard deviation
of C-scores issued from the 195 primary breast tumours at each rRNA 2°0O-methylation sites.
Box-and-whiskers plots were build for each of the 106 rRNA 2’O-methylation sites as following:
band inside the box represents the median C-score at a given rRNA 2°0O-methylation site; top
of the boxes represents the first quartiles (i.e. C-score delimiting 25% of the tumours with the
lowest C-scores) while bottom of the boxes represents the third quartiles (i.e. 75% of the
population); top whisker represents the 2.5th percentiles while bottom whisker represents the
97.5th percentiles; and points represent the C-scores not included in the whiskers range.
Difference between C-scores delimiting the 97.5th and the 2.5th percentiles corresponds to
the interquartile range (IQR). Quality control of RiboMETH-seq raw data was performed by
comparing both 5/3’ end raw counts and C-score using either individual linear curve or non-

parametric Spearman correlation.

Association of rRNA 2°0O-methylation with biological and clinical characteristics. Between-
group comparisons were performed using a Chi-2’s or Fisher’s exact test for categorical data.
Comparison of rRNA 2’0O-methylation frequency between two groups of breast tumours was
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performed using non-parametric Mann-Whitney tests. Overall survival (OS) corresponded to
the timing from date of diagnosis to either death or last follow-up for censored patients. Survival
curves for OS with associated log-rank tests were generated using the Kaplan Meier method.

Survival median has been estimated using the inverted Kaplan-Meier method.

Principal component analysis (PCA). Comparison between the 195 primary breast tumours on
the basis of their rRNA 2’0O-methylation profile was performed using principal component

analysis (PCA). Briefly,... Groups of primary breast tumours were identified using...

Statistical significance and tools. All P-values corresponded to two-tailed P-values. A P-value
< 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were performed using either
R studio or GraphPad Prism v7.0a softwares (GraphPad Software, Inc). Graphical

representations were depicted using either R studio or GaphPad Prism software.

rRNA 2°0-methylation mapping or Structure/function analyses?

Data availability. Deposit FastQ and/or raw counts as dataset in GEO ?

Methods reference (continuous numbering regarding Reference section)
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Extended Data information are given in a separate document.
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Figure Legends

Figure 1. Variation in rRNA 2’0O-methylation frequency in 195 human primary breast
tumours. Frequency of rRNA 2'0O-methylation (or C-score) was determined at the 106 rRNA
sites using an innovative RNA-seq based method, RiboMETH-seq{Birkedal:2015ff,
Marchand:2016ey}, in a series of 195 human primary breast tumours. Data are presented has
a hierarchical clustering: each row represents a single breast tumour, and each column a single
rRNA 2’0O-methylation site. In each sample, the C-score of each rRNA 2°0O-methylation site is
represented by the colour of the following matrix: red squares, C-score is closed to 1; blue
squares, C-score closed to 0.6; white squares, C-score closed to 0.8 (see colour scale).
Dendrogram representing similarities in the breast tumours on the basis of their rRNA 2’0-
methylation profiles is shown on the left and allows distinguishing 5 groups of breast tumours.
Dendrogram representing similarities in the rRNA 2°O-methylation profiles between samples
is shown on the top with a zoom on rRNA 2’0-methylation sites whose C-scores present strong

variation across samples.

Figure 2. Existence of two classes of rRNA 2’0-methylation sites. a, Box-and-whiskers
plot presents C-score variation among the 195 human primary breast tumours at each of the
106 rRNA 2'0O-methylation sites ordered by increasing interquartile range (IQR). Based on
linear regression, two classes of rRNA 2’0O-methylation sites were identified: sites whose C-
scores are the most stables (red); and sites whose C-scores are the most variants (blue).
Boxes plot the first and the third quartiles, whisker the 2.5th and the 97.5th percentiles, band
inside the median and points the C-scores not included in the whiskers range. b-e, Mapping
of the two classes of rRNA 2’0O-methylation sites on the human ribosome{Natchiar:2017ij,
Khatter:2015fs} shown as entire entity (b) or as details of the 18S subunit (c-d) and of the
peptide tunnel exit (e). Red: most stable sites; blue: most variant sites. f, Cumulative histogram

represents the percentage of each of the two classes through evolution. Number of rRNA 2°O-
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methylation sites included in each category is detailed. Universal: sites conserved from
bacteria to humans; eukaryotes: sites conserved from yeast to humans; humans: sites only

described in humans.

Figure 3. Association of variation in rRNA 2’0-methylation frequency and biological
characteristics of primary breast tumours. a-c, Example of significant variations in rRNA
2’0-methylation frequency at the 185-Gm1447 site between ER+ and ER- (a), PR+ and PR-
(b), and luminal and HER2 or TNBC (c) breast tumours. d, Summary of the 4 rRNA 2’0-
methylation sites whose frequency were significantly different regarding some characteristics
of breast tumours. P-values are indicated in the squares and colours indicate either a decrease
(blue) or an increase (red) in C-score between the two conditions indicated on the top. Grey:
no significant difference. ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; Luminal: ER+

PR+/- HER2-; HER2: ER- PR- HER2+; TNBC: ER- PR- HER2-; G: grade.

Figure 4. Tendency towards difference in overall survival of breast cancer patients
bearing tumours exhibiting distinct rRNA 2’0-methylation profiles. a-b, Kaplan-Meier
curves depicts the overall survival of patients grouped on the basis of their rRNA 2°0O-
methylation profiles identified by hierarchical clustering approach (Fig.1) (a), the two groups
presenting distinct percentage in the different breast cancer subtypes (b). c-d, Kaplan-Meier
analyses presents the overall survival of patients bearing either luminal (c) or HER2 (d) breast
tumours that exhibit distinct rRNA 2°O-methylation profiles. Luminal: ER+ PR+/- HER2-; HER2:

ER- PR- HER2+; TNBC: ER- PR- HER2-.
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ABSTRACT
Background

Dysregulation of ribosome biogenesis and alteration of ribosome composition, including
alteration in ribosomal RNA (rRNA) 2’-O-ribose methylation, can play role in malignant
transformation and cancer progression. Several studies recently reported that components of the
rRNA methylation complex are associated with leukemogenesis. However, no study ever
investigated the alteration of ribosome biogenesis factors in the most common pediatric

malignancy — B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP ALL).
Objectives

To study the expression of factors building the rRNA methylation complex, either the protein
components (FBL, NOP56, NOP58, NHP2L1) or some RNA components (box C/D snoRNAs:
SNORD35B, SNORD65, SNORD46, SNORDS0A, SNORD38B), as well as of CMYC, and
NCL - a protein involved in rRNA synthesis, and clinical effects in children with BCP ALL.

Material and methods

The factors involved in ribosome biogenesis were studied in 28 children with BCP ALL by
real-time PCR using the BioMark HD System (Fluidigm) in cDNA prepared from the bone

marrow samples collected at diagnosis.
Results

The strong correlations were observed between NOP56, NOP58 and NCL, and multiple weaker
correlations were observed in the box C/D snoRNA category, and between box C/D snoRNA
and transcripts coding proteins of the rRNA methylation complex. The expression of analyzed
transcripts did not correlate with initial white blood count or with bone marrow blast
percentage. Ribosome biogenesis upregulation with overexpression of FBL and NOP56, and
CMYC was found in patients, who subsequently relapsed and the upregulation signature was

not associated with known risk predictors.
Conclusions

This is the first report on the clinical aspect of ribosome biogenesis in pediatric BCP ALL and
it shows that overexpression of CMYC and C/D box nucleoproteins FBL and NOP56 is an
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antecedent event in patients, who subsequently relapse. The dysregulation pattern is different
from the previous reports in acute myeloid leukemia, suggesting that dysregulation of ribosome

biogenesis is specific for BCP ALL.
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Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in childhood with
incidence of 46.7 cases per million children under 15 years of age per year [1]. The ALL is a
group of various subtypes with most common being the B-cell precursor acute lymphoblastic
leukemia (BCP ALL). Although majority of children with ALL are cured with chemotherapy,
up to 20% patients succumb to the disease mostly due to resistant or relapsing leukemia [2].
From clinical perspective, the pediatric ALL is highly heterogeneous entity and early

identification of patients with suboptimal response is necessary for therapy intensification.

Among the genes associated with leukemogenesis and clinical response in leukemia, those
involved in ribosome biogenesis are promising ones that only start to emerge [3-8]. In addition,
several studies reported that the high proliferation rate of tumor cells is sustained by an
increased ribosome biogenesis due to hyper-activation of RNA polymerase I (RNA pol I)
associated with an increase in protein synthesis [9]. This view is sustained by the recent
discovery that inhibiting RNA pol I activity specifically kills cancer cells but not normal ones

in lymphoma [10].

The ribosomes are essential machinery in all cells that translate mRNA into protein. Due to
their conserved sequence, their analysis was helpful in establishing evolutionary relationships
between different organisms [11]. Moreover, ribosomes showed a conserved structure through
evolution that is the basis of the conserved intrinsic activity of the ribosome in the tree of life.
In eukaryote, the ribosomes consist of a small subunit containing one 18S ribosomal RNA
(rRNA) and 33 ribosomal proteins (RPS), and a large subunit comprised of the 28S, 5.8S and
5S rRNAs as well as 47 ribosomal proteins (RPL). Production of such complex
ribonucleoprotein machinery takes place in the nucleolus and up to 4500 nucleolar factors have
been identified so far [12]. Ribosome biogenesis requires fine regulation of rRNA synthesis
using RNA pol I to give rise to a pre-TRNA, a step that is regulated by several factors, including
nucleolin (NCL). Recent study reports that NCL is a marker of prognosis in AML [5]. The pre-
rRNA is then subjected to numerous cleavages, specific folding and extensive nucleotide
modifications, which are necessary to maintain the conserved ribosome structure and thus its
intrinsic translational activity [13]. However, recent findings showed that alterations of rRNA
chemical modifications occur during tumor initiation and tumor progression directly affecting
the translation of some mRNAs coding oncogenes or tumor suppressors [14-18]. Among rRNA
chemical modifications, the 2’-O-ribose methylation of rRNA is the most abundant one,
representing more than 50% of rRNA chemical modifications. They are catalyzed by a box C/D
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small nucleolar ribonucleoproteins (snoRNPs) complex that contains three proteins involved in
snoRNP structuration and assembly (NOP56, NOP58, NHP2L 1), one methyl-transferase (FBL)
and one box C/D small nucleolar RNA (snoRNA or SNORD), which pairs with the target RNAs
determining the specific nucleotide to modification [18-21]. About 250 different box C/D
snoRNAs have been identified that are necessary to methylate the 106 rRNA sites at their 2°-O
ribose residues. Several box C/D snoRNAs have been shown to promote leukemogenesis,
including SNORDS50 in T-ALL or SNORD35 in AML [3,6]. Although many snoRNAs and
factors, which are involved in ribosome biogenesis, have been identified to be associated with
leukemogenesis or clinical outcome in different leukemia types, no study has ever investigated
their alteration of expression and their clinical value in pediatric BCP ALL. Here, we have
investigated the significance of factors involved in ribosome biogenesis in the proliferative

capacity and relapse propensity.
Material and methods
Human samples

The study group consisted of 28 consecutive children diagnosed with BCP ALL treated at
Department of Pediatric Hematology and Oncology (Wroclaw Medical University, Wroclaw,
Poland). The clinical characteristics of the analyzed group is presented in table 1. The patients
were treated within the ALL IC-BFM 2009 study and according to biological and clinical
factors were stratified into 3 chemotherapy arms - standard/intermediate/high risk groups [22].
The response to the initial 7 days long therapy with glucocorticosteroids, defined as good (PGR)
with the blast count below 1000/puL or poor (PPR) with blast count >1000/uL, was used as a
stratification factor. During observation period 3 patients showed bone marrow relapse, and
none of the studied patients died. The parents gave their written informed consent for the
treatment and analysis of clinical data and the study was approved by the Bioethical Committee

at Wroclaw Medical University.

RNA guantification by medium throughput RT-qPCR

Initial diagnostic bone marrow samples were collected and suspended in Trizol Reagent
(Thermo Fisher Scientific) for frozen conservation. RNA purification was then performed by
adding chloroform to separate nucleic acids from proteins, before precipitation using
isopropanol and 70% ethanol wash. Reverse transcription was performed in duplicate using
the PrimeScript RT kit (Takara). Briefly, 200 ng of total RNA were retrotranscribed into cDNA
using a mix of two kind of primers: 2.5 uM oligo dT primers for mRNAs, which contain polyA
at their 3’-end; and 5 uM random 6-mer primers, which allow reverse transcription of all RNAs,
containing or not a poly-A, including mRNAs and snoRNAs. RNA expression levels of genes of
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interest were finally quantified in triplicate by real-time PCR using the microfluidic medium-
throughput BioMark HD System (Fluidigm). Using the 48.48 Dynamic Array™ IFC (Fluidigm),
this system allows performing RT-gPCR on 48 samples by using up to 48 couples of primers.
As recommended by the supplier, cDNA was subjected to an initial step of pre-amplification
for 10 cycles using the PreAmp Master Mix (Fluidigm) and a mix of all the primers of interest
to increase the quantity of initial cDNA matrices since each well of the 48.48 Dynamic Array™
IFC corresponds to only 6 nl. Residues of primers were then degraded by incubation with the
Exonuclease | (NEB). Pre-amplified cDNAs were then 1:10 diluted in 1X TE buffer prior the
addition of 1X GE Sample Loading Reagent (Fluidigm) and 1X SsoFast™ EvaGreen® Supermix
with Low Rox (BioRad). In parallel, 2.5 uM of each couple of primers was mixed with 1X Assay
Loading Reagent (Fluidigm) and 1X DNA Suspension Buffer. After the priming of the 48.48
Dynamic Array™ IFC in the IFC controller to prepare the microfluidic system to receive fluids,
samples and assays were loaded on the chip by the IFC controller using controlled pressure,
this loading method improving the technical reproducibility of the RT-qPCR. The loaded 48.48
Dynamic Array™ IFC was then introduced in the BioMark system (Fluidigm) to measure
fluorescent EvaGreen at each end of PCR cycle. Raw data were analysed using the Fluidigm
Real-Time PCR Analysis software (Fluidigm).

Each couple of primers was introduced in triplicate to obtain 3 CT values per samples. In
addition to CMYC, ten genes involved in the ribosome biogenesis were quantified: the 4 genes
coding proteins involved in rRNA 2’-O-ribose methylation complex (FBL, NOP56, NOP5S,
NHP2L1); 5 C/D snoRNAs or SNORDs (SNORD35B, SNORD65, SNORD46, SNORDS5O0A,
SNORD38B); and 1 gene involved in rRNA synthesis (NCL). RNA quantification was first
normalized using mean of 6 housekeeping genes (ACTIN, GAPDH, HPRT1, PPIA, PGK1, RNU6B)
then using Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) for inter- and intra-run
normalization, respectively, to calculate the relative fold-change using the 2-AACt. Expression
of ribosome biogenesis factors and snoRNAs was presented as mRNA relative levels.

Statistical analysis

Statistical analysis and data presentation were performed with the computer software GraphPad
Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Associations between the mRNA relative
levels were analyzed using Spearman's rank correlation. The Mann-Whitney U test was applied
for comparison of 2 groups, and Kruskal-Wallis test for 3 or more groups. Survival curves were
estimated using the Kaplan—Meier method and the differences in leukemia-free survival (LFS),
defined as time from diagnosis to relapse, were analyzed between subgroups using log-rank

test. A p value less than 0.05 was considered significant.
Results

The values of the mRNA relative levels were first tested for correlation with peripheral blood
absolute blast count and with bone marrow blast percentage, but no statistically significant

results were observed. Results are presented in the table 2. The RNA levels of all analyzed
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genes were analyzed and several two-by-two correlations were identified (table 3). To
determine whether correlations occur between the different gene categories (i.e. box C/D
snoRNAs, proteins involved in the rRNA methylation complex or rRNA synthesis), graphical
representation of correlation data was drawn (figure 1). Correlations were observed within the
box C/D snoRNA category, and separately in the group containing the mRNA transcripts of the
genes encoding the C/D box snoRNPs and NCL. The strongest correlations were observed
between NOP56, NOP58 and NCL. In addition, multiple weaker correlations were observed in
the box C/D snoRNA category, and between box C/D snoRNA and transcripts coding proteins
of the rRNA methylation complex. For example, the SNORD35B expression correlated with
NOP56/NOPS8/NCL expression, while the SNORD46/SNORD38B correlated in turn with
SNORD35B.

mRNA relative levels of all transcripts were analyzed for correlation with initial peripheral blast
count, initial marrow blast percentage and factors used to establish the different risk
stratification groups (high, intermediate and standard risk groups) (figure 2). The RNA levels
of the NOP58 were associated with risk stratification (p=0.04). The response to the initial
steroid therapy was assessed as PGR (Prednisone Good Response) in 25 children and PPR
(Prednisone Poor Response) in 3 children. The mRNA relative levels for all tested genes were
compared between groups with PGR and PPR (figure 3). In the PGR group only the NOP56
RNA levels were lower (p=0.03).

During observation period, 3 patients relapsed- all in the intermediate risk group, and all showed
PGR. We then evaluated the association of expression of ribosome biogenesis factors with later
stage of the BCP ALL disease. The groups of patients who either remained in complete
remission or relapsed were compared for the mRNA relative levels of analyzed transcripts
(figure 4). Initial RNA levels of FBL, NOP56, CMYC, SNORD35B;—SNORD38B, and
SNORD46 were significantly higher in the patients who subsequently experienced the leukemia
relapse than in the ones who remain in complete remission. For each factor identified as
significant (FBL, NOP56, CMYC, SNORD35B, and SNORD46), the patients were grouped
based on the RNA levels — first group 1-3 Q — below the 3™ quartile, and the second — 4 Q —
above the 3" quartile only (figure 5). The survival analysis revealed inferior pLFS in the FBL,
CMYC, SNORD35B, and SNORD46 4 Q groups (1-3 Q vs 4 Q, 100 vs 57%, p=0.0011), and

in all relapsing patients the analyzed RNA levels were seen above the 3 quartile.

Overall, these data show that expression of some ribosome biogenesis factors at diagnosis might
be associated with patient relapse.
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Discussion

The association between ribosomal dysregulation and tumorigenesis is indisputable, as proven
by increased carcinogenesis risk in constitutional diseases caused by ribosomal gene mutations
[23]. In T-ALL, the ribosome function is indeed deregulated through mutations in RPL genes,
leading to impaired ribosome biogenesis and translational fidelity [26-28]. Homeostasis of
ribosomal machinery thus appears crucial for the preservation of steadfast protein synthesis and
there are observations, that during tumorigenesis, including leukemogenesis, these mechanisms

are flawed.

Our research on expression of different ribosomal biogenesis factors in the analyzed BCP-ALL
group showed multiple positive correlations between mRNA expression levels. The correlation
of NOP56/NOPS8/NCL points to common regulation mechanisms responsible for ribosome
biogenesis dysregulation in leukemic cells. The upregulation of box C/D snoRNP components
can be caused by the dysregulation of the intracellular genetic homeostasis enacted by upstream
regulators like TP53 and CMYC, both of them reported as strong regulators of box C/D
snoRNAs, and other proteins involved in the rRNA methylation complex [6,16,30,31].

Interestingly, we observed signature of ribosome biogenesis upregulation at initial diagnosis in
BCP ALL patients, who subsequently relapsed. The increased expression levels of CMYC and
the components of the rRNA methylation complex like FBL and NOP56 were identified in
patients, despite that leukemic clone in 3 out of 3 children did not show PPR or resistance to
chemotherapy with delayed remission. The role of FBL and NOP56 proteins can be pivotal in
an enhancement of ribosomal biogenesis. The animal studies showed that FBL regulates stem
cell pluripotency, and genes knockdown led to significant delays in rRNA processing, growth
inhibition, and apoptosis [34]. Thus, the upregulation of FBL can protect leukemic cells from
self-elimination and sustains mechanism leading to further evolution. FBL was shown to be
responsible for the decrease in translational quality control in response to p53 inhibition [16].
The FBL overexpression promoted in vitro MCF7 breast cancer cells proliferation and protected
cells from doxorubicin and was associated with poor survival in tumor patients [16]. The lack
of correlation of RNA expression with peripheral blast count and tumor burden suggests, that
the leukemic cells does not require upregulation of protein synthesis machinery to maintain
massive proliferation. The increased initial peripheral blast count in ALL is considered an

unfavorable prognostic factor and is included into the stratification of therapeutic protocol with
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a chance of chemotherapy intensification. In the analyzed cohort, the NCL gene — direct
enhancer of ribosomal production — was not overexpressed. The normal expression of NCL-1
in C. elegans is correlated with repression of rRNA synthesis and decreased cell, and loss of
function mutations in nucleolin gene lead to increased protein and rRNA production with
increased nematodes body size [35]. In AML, the mutations of NPM1 lead to loss of interaction
with NCL protein contributing to leukemogenesis [36]. NCL was found to be overexpressed in
AML blasts and high NCL mRNA expression level was associated with a poor overall survival,
particular in elderly patients [5]. Prognostic role of the NCL expression was not identified in
our cohort, and the NCL upregulation was not identifying the patients at risk of relapse,

suggesting that the intensified chemotherapy in pediatric ALL can compensate for this effect.

Only the NOP56 RNA levels were significantly higher in PPR subgroup, but NOP56 RNA level
did not affect LFS. Steroid resistance in ALL is only partially elucidated by presence of
complex mechanisms related to intracellular expression of the glucocorticosteroid receptor
itself, signaling pathways modulating its function and enzymes modifying the availability of its

ligands [37-39].

This effect emphasizes complexity of leukemic transformation with multiple dysregulated

mechanisms of cellular homeostasis.
Conclusions

This is the first report on the clinical aspect of ribosome biogenesis in pediatric BCP ALL,
identifying the overexpression of the rRNA methylation complex components, FBL, NOP56,
CMYC, and SNORDA46 as an antecedent event in patients, who subsequently relapse. The
results may suggest that analyzed ribosome biogenesis factor expression levels are not related
to known initial risk predictors. Due to low number of analyzed patients the study can lack the
power to identify all factors associated with leukemia relapse. In order to validate presented
findings and to determine the value of ribosomal profiling as potential new risk factors, studies
in larger groups are necessary. In conclusion, observed dysregulation pattern in BCP ALL is
different from the reports in acute myeloid leukemia, suggesting a specificity in ribosome

biogenesis defects in BCP ALL compared to other leukemias.
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Figure 1. The correlations between mRNA relative levels of analyzed transcripts. The lines

represent the values of Spearman's rank correlation coefficient.
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Figure 2. The mRNA relative levels of analyzed transcripts among patients within different risk
stratification groups (HRG: high risk group; IRG: intermediate risk group; SRG: standard risk

group). Bars and whiskers on the plot represent mean and SD. * - p<0.05.
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Figure 3. The RNA relative levels in patients with prednisone good-response (PGR), and

prednisone poor-response (PPR). Bars and whiskers on the plot represent mean and SD. * -

p<0.05.
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Figure 4. The mRNA relative levels at first diagnosis of analyzed transcripts between patients
who maintained complete remission (CR) and those who relapsed. Bars and whiskers on the

plot represent mean and SD. * - p<0.05, ** - p<0.005.
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Figure 5. The probability of leukemia-free survival (pLFS) in the patients grouped according to
RNA levels of FBL (A), NOP56 (B), CMYC (C), SNORD35B (D), and SNORD46 (D). 1-3 Q

—below 3™ RNA level quartiles, 4 Q — above the 3™ RNA level quartile.
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Abstract

High dietary iron intake is a risk factor for the development of colorectal cancer. However,
how iron subsequently impacts the proliferation of colorectal cancer cells remains unclear.
This study determined the expression of six iron regulatory genes in twenty-one human
colorectal cancer (CRC) biopsies and matched normal colonic tissue. The results show that
only hepcidin and ferritin heavy chain expression were increased in CRC biopsies as
compared to matched normal tissues. Four established human CRC cell lines, HT-29, HCT-
116, SW-620 and SW-480 were subsequently examined for their growth in response to
increasing concentrations of iron, and iron depletion. Real time cell growth assay showed a
significant inhibitory effect of acute iron loading in HCT-116 cells (ICso = 258.25 uM at
72h), and no significant effects in other cell types. However, ten week treatment with iron
significantly reduced HT-29 and SW-620 cell growth, whereas no effect was seen in HCT-
116 and SW-480 cells. Intracellular labile iron depletion induced the complete growth arrest
and detachment of all of the CRC cell types except for the SW-620 cell line which was not
affected in its growth. Treatment of starved CRC cells with hepcidin, the major regulator of
iron metabolism, induced a significant stimulation of HT-29 cell growth but did not affect the
growth of the other cell types. Collectively these results show that iron is central to CRC cell
growth in a manner that is not identical between acute and chronic loading, and that is

specific to the CRC cell type.
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Introduction

Iron is an essential element for many biological activities and cellular processes as a
consequence of its characteristic that allows it to participate in oxidation-reduction reactions
(MacKenzie, et al. 2008). In humans and other species, iron supports protein formation by
complex interactions and is essential for enzymatic activity of ribonucleotide reductase,
NADH dehydrogenase, catalase, peroxidase and for the maturation of hemoglobin,
myoglobin and cytochrome. These proteins and enzymes are absolutely required for cell
proliferation, metabolism and growth (Crichton and Boelaert 2001). However, excess iron
also possesses the harmful property of generating highly reactive oxygen species (ROS) via
the Fenton reaction, inducing for example the formation of hydroxyl radicals from the
oxidation reaction between ferrous iron and hydrogen peroxide (Winterbourn 1995). These
free radicals may in some cases become toxic by induction of oxidative damage to lipids,
proteins and genomic DNA (Winterbourn 1995). DNA damage is associated with
tumorigenesis through enhanced genomic instability, chromosome rearrangements and
mutations of key tumor suppressor genes or proto-oncogenes (Dizdaroglu and Jaruga 2012).
Several studies have linked dysregulated iron metabolism to tumorigenesis (Wen, et al. 2014)
and have shown that supra physiological iron and increased ROS production could promote

tumorigenesis (Torti and Torti 2013).

According to GLOBOCAN 2012, colorectal cancer (CRC) is ranked as the second and third
cause of cancer in females and males respectively, and approximately 55% of the cases
occur in developed countries (Ferlay, et al. 2015). Increased iron levels in the diet,
associated with increased body iron stores, has been highlighted as a risk factor for human
CRC progression (Chua, et al. 2010; Nelson, et al. 1994; Xue and Shah 2013). Moreover,
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both in vitro experiments and animal studies support the hypothesis that excess iron is
involved in the etiology of colorectal cancer (Padmanabhan, et al. 2015) and that
hemoglobin or its prosthetic group heme exert tumor initiating effects in human colonic cells
(Glei, et al. 2006). The hepcidin-ferroportin axis is a key regulator of systemic iron
homeostasis (Ganz and Nemeth 2011). Hepcidin is encoded by the HAMP gene on human
chromosome 19. This protein, which was initially characterized as antimicrobial peptide, is
also known as LEAP-1 protein, and it is found in both plasma and urine (Krause, et al. 2000;
Park, et al. 2001). Hepcidin binds to ferroportin protein (FPN1), the sole iron exporting-
protein on the cell membrane of iron-regulated cells (Abboud and Haile 2000; Donovan, et
al. 2000; McKie, et al. 2000). The binding induces internalization and degradation of
hepcidin-ferroportin complex leading to reduction of iron efflux to the plasma (Nemeth, et
al. 2004). The alteration of iron homeostasis via hepcidin-ferroportin has been actively
investigated in several cancers (Wu, et al. 2014), however, the precise role of iron regulation
in the pathogenesis of colorectal cancer is still unclear. Here, we sought to investigate the
contribution of iron regulators to human CRC cells and the role of iron and hepcidin in
mediating CRC cell growth. Gene expression of hepcidin and ferritin heavy chain were
increased in CRC biopsies as compared to matched normal tissues. Acute and chronic iron
loading were found to inhibit CRC cell growth in a cell-type specific manner and hepcidin
treatment was able to stimulate CRC cells also in a cell-type specific manner. Collectively
these findings demonstrate that regulation of iron metabolism is a potential target in human

CRC.

erc@bioscientifica.com

Page 4 of 42



Page 5 of 42

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

Manuscript submitted for review to Endocrine-Related Cancer

Materials and Methods

Colorectal carcinoma samples

Surgical samples were obtained at time of diagnosis from the Hepatogastroenterology
department of Edouard Herriot Hospital (Lyon, France) over the period of October 2010-June
2015 after obtaining individual informed consent and under hospital ethical approval from the
institutional review board in accordance with the Declaration of Helsinki. Based on the
American Joint Committee on Cancer (AJCC) staging system, CRC clinical samples were
derived from 4 patients classified as stage I, 10 patients classified as stage IIA, 5 patients
classified as stage IIIB, and two patients classified as stage IV. Normal matched tissue was

obtained from the macroscopically distinguishable non-tumorigenic area.

CRC cell culture

Four colorectal cancer cell lines were obtained from the American Type Culture Collection,
namely HT-29 (HTB-38), HCT-116 (CCL-247), SW-620 (CCL-227) and SW-480 (CC1-228).
They were grown in DMEM 1X/Glutamax-1 (Gibco, Paisley, UK) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich, Louis, MO) and 100 units/mL of
penicillin/streptomycin (Life Technologies) at 37 °C with 5% CO,. SW-480 and HT-29 cell
lines represent a differentiated phenotype with epithelioid morphology, whereas HCT-116
and SW-620 represent an undifferentiated mesenchymal phenotype with in vivo invasive

potential (Ahmed, et al. 2013a; Sack, et al. 2011).

Chronic ferric ammonium citrate treatment
CRC cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 cells were grown under standard

conditions with or without 100 pM ferric ammonium citrate (FAC; Sigma-Aldrich, Saint

5
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123 Louis, MO). 80-90% confluent cells were passaged every 5 days and cells were continuously
124 grown with or without 100 pM ferric ammonium citrate for 10 weeks.

125

126  RNA extraction and cDNA synthesis

127 CRC cells were lysed with 1 mL of TRIzol reagent (Life Technology, Inc., Cincinnati, OH).
128  Dissected colorectal tissues derived from colorectal cancer patients were crushed using an
129  RNase free pestle and lysed with 1 mL of TRIzol reagent. Total RNA was extracted
130 following the manufacturer’s protocol. After that, 200 ng of total RNA was used as template
131  for RT-PCR. The ¢cDNA was synthesized using 5 uM random hexamers, 2.5 uM oligo dT
132 primer in the presence of 1X PrimeScript buffer and PrimeScript RT enzyme mix I
133 (PrimeScript RT reagent kit; Takara Bio Inc., Shiga, Japan). Reactions were incubated at
134 37°C for 15 min and then terminated by incubation at 85°C for 5 sec.

135

136  Real-time quantitative PCR

137  The cDNA was used as a template for amplification using the LightCycler®480 SYBR green

138 I master kit (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany) and specific primers for

139 hepcidin  (HAMP-f:  5’-CACAACAGACGGGACAACTT-3° and HAMP-r: 5’-

140 TCCTTCGCCTCTGGAACA-3’), ferroportin (FPN1-f: 5’-
141  GGTTCTCACTTCCTGCTATATCC-3’ and FPNI-r: 5’-
142 CTCCTGCAACAACAACAATCC-3’), transferrin  receptor 1 (TFR1-f:  5°-

143 TTTCCACCATCTCGGTCATC-3’ and TfR1-r: 5’-GGGACAGTCTCCTTCCATATTC-3’),
144 divalent metal transporter 1 (DMTI1-f: 5’-CAGACATCAGAGAAGCCAACA-3’ and
145 DMTIl-r: 5-CAAAGACAGCCATGACAAAGAG-3’), ferritin heavy chain (FtH-f: 5°-

146 CGTTTACCTGTCCATGTCTTACT-3’ and FtH-1: 5’-TTTCTCAGCATGTTCCCTCTC-3),

6
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HFE (HFE-f 5’-CACCCTAGTCATTGGAGTCATC-3’ and HFE-r: 5’-
GAACCCTGCCTCTTCCTTAAT-3") and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH-f: 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ and GAPDH-: 5’-

GCCCAATACGACCAAATCC-3’).

The reaction was carried out in a Lightcycler4d80 Multiwell Plate 96 machine (Roche
Diagnostics). The amplification was performed with an initial 95 °C for 10 min, followed by
denaturation at 95 °C for 10 sec, annealing at 60 °C for 10 sec and extension at 72 °C for 10
sec until completed 45 cycles. Extracted RNA from human erythroid cells and Human
XpressRef Universal Total RNA (Qiagen, Hilden, Germany) were used as reference controls.
The relative expression level of iron regulatory genes in colorectal cancer cells was

calculated by the 22T method (ACT = Ct target - Ct GapDH)-

Colorimetric ferrozine-based labile iron assay

CRC cells HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were treated with various concentration of
ferric ammonium citrate (FAC) or deferoxamine (DFO) in 10% FBS DMEM 1X/Glutamax-1
for 24 h. After treatment, cells were lysed with 50 mM NaOH. The cell lysates were
incubated at room temperature with constant agitation for 2 h. After incubation, 100 pl of
cell lysate was transferred into 96-well plate which contained 100 pl of 10 mM HCI in each
well. The mixture was incubated with 30 pL of iron detection reagent (ferrozine reagent) at
room temperature under dark conditions for 16 h, after which the absorbance was measured
at 562 nm. In this experiment, 0.5-6 ng/mL of FeCl; in 10 mM HCI was used as a standard.
Protein concentration of the cell lysates was measured using the Bradford assay. The labile

iron concentration was calculated as ng/mg protein.
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Real-time cell growth analysis

Cell growth was determined using the xCELLigence real-time analysis (RTCA) system
(ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA) which allows label-free and dynamic monitoring
of growth by measuring electrical impedance. CRC cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and
SW-480 were seeded into E-plates 16 at a density of 10* cells/well. This plate was inserted
into the xCELLigence station maintained in a humidified 37 °C incubator with 5% CO,.
During incubation, the electrical impedance was monitored and measured every 15 min. After
24 h, cells were treated with various concentration of ferric ammonium citrate (FAC; Sigma)
or deferoxamine (DFO; Sigma). The electrical impedance was continuously monitored by
the RTCA-integrated software and presented as a cell index (CI) parameter providing
quantitative information about the density of growing cells. CI values curves were

normalized to the time point of FAC or DFO treatment and recorded for 4-6 days.

To determine the effect of hepcidin on colorectal cancer cell growth, HCT-29, HCT-116,
SW-620 and SW-480 cells were grown in an E-plate 16 in DMEM 1X/Glutamax-1
containing 10% FBS for 24 h. After that, cells were grown under a starvation condition by
incubation with FBS free DMEM 1X/Glutamax-1 for 24 h. Starved cells were then treated
with FBS free DMEM with or without 1 puM hepcidin peptide (Sigma-Aldrich). The

electrical impedance was continuously monitored for six days.

Statistical analysis

All experiments were performed as three independent biological replicates. Statistical

analysis was performed by using the XLStat software 2016.06.36781 (MS Excel). Data are
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expressed as mean values + SEM. The expression of iron regulatory genes in clinical samples
and cell growth of CRC cells in different conditions were compared by two-independent

sample 7-test. A p value of < 0.05 was considered to be a statistically significant difference.
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Results

Expression of hepcidin and iron regulatory genes in CRC clinical samples

To determine the expression of the hepcidin messenger RNA in colorectal cancer, 21 paired
clinical samples consisting of a portion of the resected tumour and matched adjacent normal
colonic tissue were examined. Based on the American Joint Committee on Cancer (AJCC)
staging system, specimens were derived from 4 patients classified as stage I, 10 patients
classified as stage I1A, 5 patients classified as stage I1IB, and two patients classified as stage
IV. Total RNA was extracted from all tissues and the expression of hepcidin was determined
by quantitative RT-qPCR. From the results (Figure 1A), hepcidin mRNA was detected in
38% (8 out of 21) of colorectal cancer tissue samples as compared to 29% (6 out of 21) of

normal matched colorectal tissue samples.

In order to further investigate iron regulation in colorectal cancer, the expression of the iron
regulatory genes ferroportin (FPN1), transferrin receptor 1 (TFR1), divalent metal
transporter 1 (DMT1), ferritin heavy chain (FtH) and hemochromatosis (HFE) was
investigated from the same CRC clinical samples. The results indicated that F#H mRNA was
significantly down-regulated in colorectal cancer samples (1.97 £ 1.12) when compared to
adjacent normal tissues (3.52 + 2.36; p value = 0.022). FPNI mRNA expression was slightly
reduced in colorectal cancer specimens (0.0074 = 0.0082) when compared to matched normal
tissues (0.0134 £ 0.0108, p value = 0.137), but this did not reach statistical significance. The
expression of the other genes, TFRI, DMTI and HFE did not show significant difference

between colorectal cancer tissue and matched normal colonic tissue (Figure 1B).
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Expression of iron regulatory genes in CRC cell lines

We examined the expression of iron transport regulatory genes in four CRC cell lines (SW-
620, SW-480, HT-29 and HCT-116). The cells were grown under standard conditions for 48
h, and the expression of hepcidin, together with that of FPNI, TFRI and DMTI was
determined by quantitative RT-qPCR.  No expression of the hepcidin mRNA could be
detected in any of the four cell lines examined (data not shown), while expression of the iron
regulatory genes FFPNI, TFRI and DMTI was detected in all four cell lines (Figure 2). The
level of expression of these genes was significantly lower in the fours CRC cell lines as
compared to RNA extracted from day 10 erythroid cells (Sornjai, et al. 2016) or the
commercial mixed human reference RNA (Figure 2). Interestingly, the expression of FPNI
showed different levels of expression in the four CRC cell lines, with the highest expression
being observed in HT-29 cells, as compared to SW-620, HCT-116 and SW-480 cells. The
expression of 7FRI and DMTI in HT-29 cells was also increased as compared to the other

CRC cell types to a 2-3 fold higher level (Figure 2).

Ferric ammonium citrate-mediated CRC cell lines growth

To determine the effect of iron on CRC cell growth, HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480
cells were grown in DMEM containing 10% FBS for 24 h. We first determined the level of
intracellular labile iron mobilized in each cell type cells following ferric ammonium citrate
(FAC) treatment at concentrations of 10, 50, 100, 200, 400 and 1000 uM for 24 h in parallel
with untreated control cells. After incubation, the treated and untreated cells were collected
and labile iron was measured using a colorimetric ferrozine based assay as previously
described (Sornjai et al. 2016). Results indicate that the ratio of labile iron pool per protein

content was comprised between 2 ng/mg (HCT-116, SW-620) and 3 ng/mg (HT-29, SW-480)
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with no significant differences between CRC cell types (Figure 3A). The ratio of labile iron
to protein cell content increased when cells were treated with concentrations of FAC above
10 uM (Figure 3A). FAC treatment at 50 uM significantly increased the labile iron pool only
in SW-620 as compared to control cells (Figure 3A), while the labile iron pool was
significantly increased in HCT-116 and SW-480 treated with 100 uM FAC or above, and in

HT-29 treated with 200 uM FAC or above.

We next analyzed the impact of FAC (50, 100, 200 and 400 uM) on CRC cell growth in real
time using the XxCELLigence RTCA-DP instrument. The electronic impedance recorded
every 15 minutes is indicated as a cell index (CI) value and is positively correlated to cell
density (Figure 3B). CRC cells were treated with 50, 100, 200 or 400 uM FAC and the
growth monitoring was performed for 96 h and a normalized CI value at time of treatment
was calculated by the RTCA software and plotted as graph (Figure 3B). Statistical analysis
was performed on CI values at 24, 48 and 72 h after treatment, normalized against the CI
values at the treatment time points. All untreated CRC cell lines exhibited an exponential
growth until confluency was reached as indicated by a plateau of the CI value (Figure 3B).
Treatment of HT-29 cells with increasing concentrations of FAC did not significantly alter
their growth as compared to control (Figure 3B). The growth of SW-620 was significantly
decreased by 400 uM FAC treatment at 48 and 72 h (Figure 3B). SW-620 cell growth was
also reduced by 400 uM treatment with FAC at 24, 48 and 72h (Figure 3B). Interestingly,
HCT-116 cell line was the only one to exhibit a significant dose-dependent inhibition of cell
growth (IC50: 258.25 uM at 72h) in response to increasing FAC treatment (Figure 3B).

These results show that acute treatment of CRC cells with high exogenous iron increases the
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level of intracellular labile iron pool ultimately leading to a cell growth inhibition variable

according to the CRC cell types.

We next sought to determine whether chronic iron treatment would have a deleterious effect
on CRC phenotypic characteristics. Cells were grown in DMEM containing 10% FBS either
supplemented with or without 100 pM ferric ammonium citrate for 10 weeks. The level of the
labile iron pool was then measured and the result showed that in the four CRC cell lines
chronically treated with iron, the labile iron pool was significantly increased as compared to
control cells (Figure 4). The effect of long term chronic iron treatment on CRC cell growth
was determined using the RTCA system. Chronically iron treated CRC cells were treated
either with or without 100 uM ferric ammonium citrate and cell growth was analyzed for 6
days (Figure 5). Results (Figure 5) indicated that treatment of chronically iron-treated CRC
cells with 100 uM FAC has an inhibitory effect in HT-29 and SW-620 cell types only. The
growth of HCT-116 and SW-480 was not altered by iron treatment (Figure 5). These results
suggest that chronic high iron exposure reduces the growth of some colorectal cancer cells,
but other cell types are relatively tolerant to the iron overload condition. To clarify the effect
of chronic iron overload on colorectal cancer cells, the expression level of iron regulatory
genes was investigated after 10 week of continuous cell culture with 100 uM FAC. The
expression of iron transport and storage genes FPNI, TFRI, DMTI and FtH mRNA was
examined by RT-qPCR. The results (Figure 6) showed that expression of FPNI, TFRI and
DMTI was significantly down-regulated in all tested chronically iron treated cells, while FtH
mRNA expression was significantly up-regulated in all iron loaded cells as compared to the

untreated control cells. Thus CRC cells are capable to adapt to iron overload by decreasing
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the expression of iron importer genes and increasing expression of iron storage genes (e.g.

FtH) in order to diminish the iron toxic effects.

Effect of iron chelation on colorectal cancer cells

We sought to determine the effect of iron deprivation on CRC cell growth by treating them
with deferoxamine (DFO) at 10, 50, 100, 200, 400 and 1,000 uM. The intracellular labile
iron pool was measured after 24 h of incubation. The result showed that labile iron level was
significantly depleted by 30-50% in HT-29, SW-620 and SW-480 cells when treated with 50-
1,000 uM DFO as compared to control cells, while in HCT-116 cells, the labile iron pool was
significantly reduced by 50% when they were incubated with 200-1,000 uM DFO as
compared to control cells (Figure 7A). These results indicate that deferoxamine is an
effective iron chelation agent that efficiently reduces the intracellular labile iron pool of CRC

cells.

Next, we determined the effects of iron chelation on cell growth using deferoxamine at 100
and 400 pM. HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 cells were grown on E-plate 16
containing 10% FBS, DMEM for 24 h, and either incubated with 10% FBS, DMEM as a
control or 100 and 400 uM of DFO in 10 % FBS, DMEM. Cell growth was monitored
further for 6 days (144 h) using the RTCA system as described above. The results obtained
indicate that iron chelation exerts a significant impact on four types of CRC cell growth
inhibition at both 100 and 400 uM DFO concentrations (Figure 7). The treatment with DFO
induced detachment and death of HT-29, SW-620 and SW-480 cells as indicated by the near
0 cell index that was attained between 5 and 6 days of treatment (Figure 7). In these three
CRC cell lines 100 and 400 pM exerted a similar growth-deleterious effect, but the 400uM
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concentration induced a strong stress-response that provoked a transient increase in the CI
(Figure 7). SW-620 cells exhibited a different growth response to DFO treatment as
compared to the other cell types, indeed, DFO at 100 and 400 pM slowed down their growth
as compared to control cells, but did not induce their detachment and death (Figure 7) even

after 6 days of incubation (Figure 7).

Effect of hepcidin on colorectal cancer cells

To investigate the effect of hepcidin on colorectal cancer cell proliferation, HT-29, HCT-116,
SW-620 and SW-480 cells were grown in DMEM containing 10% FBS for 24 h in E-plate 16
plates. After that, all cells were maintained under starvation conditions by incubation with
FBS free DMEM for 24 h. The starved colorectal cancer cells were treated with FBS free
DMEM either supplemented with or without 1 uM hepcidin. Labile iron levels of either
control or hepcidin treated colorectal cancer cells was determined after 24 h of hepcidin
treatment. The result showed there was no significant difference in labile iron levels as
compared between hepcidin treated colorectal cancer cells and control cells (Figure 8). The
effect of hepcidin on colorectal cancer cell proliferation was monitored for 144 h. From the
results (Figure 9), cell proliferation of hepcidin treated HCT-116, SW-620 and SW-480 cells
was somewhat greater than their corresponding untreated control cells, but the difference did
not reach statistical significance. Interestingly, hepcidin treatment had a significant effect on
increasing HT-29 proliferation as compared to the control untreated cells after 48 h of

treatment.
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Discussion

The peptide hormone hepcidin is the master regulator of systemic iron homeostasis and is
predominantly produced by liver cells (Valore and Ganz 2008) under strict regulation of
circulating iron levels (Ganz and Nemeth 2011). Hepcidin exerts its biological function
through binding to the sole cellular iron exporter protein ferroportin, inducing its
internalization and degradation and leading to the reduction of iron efflux from cells to the
circulation (Abboud and Haile 2000; Donovan et al. 2000; McKie et al. 2000). Inhibiting
FPNI expression leads to reduced cellular iron export and sequestration of iron inside the cell
(Nemeth and Ganz 2006; Nemeth and Ganz 2009). Hepcidin expression has been reported in
non-liver cells (Donovan, et al. 2005; Zhang, et al. 2011), including cancer cells (Chen, et al.
2014; Zhang, et al. 2014). It has been shown that hepcidin represses the synthesis of
ferroportin protein in cancer cells (Pinnix, et al. 2010; Tesfay, et al. 2015; Zhang et al. 2014)
supporting its pro-oncogenic role associated with sequestration of iron within the tumor cells
to sustain cell growth (Wu et al. 2014). Thus, the dysregulation of the hepcidin-ferroportin
axis may induce tumor progression, but its implication in colorectal cancer is still poorly
understood. Therefore, we here determined the expression of Aepcidin in biopsies of twenty-
one colorectal tumors and their normal adjacent mucosal tissue. The results showed that
hepcidin mRNA was expressed in 29% of normal colorectal tissue specimens and in 38% of
CRC clinical samples. A previous study has shown that hepcidin expression is detected in
9% of normal tissues and 34% of CRC samples (n=34) (Ward, et al. 2008) being consistent
with our results. These studies further implicate hepcidin in CRC progression possibly
through an autocrine/paracrine mechanism and could be associated with known upstream
hepcidin regulators. It has been reported that the plasma level of interleukin (IL)-6 (Chung

and Chang 2003; Kniipfer and Preiss 2010) and tumor STAT3 expression (Lassmann, et al.
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2007) are increased in CRC patients. IL-6 is a well-established activator of hepcidin
expression (Verga Falzacappa, et al. 2007; Wrighting and Andrews 2006). Hepcidin is also
regulated by bone morphogenic protein (BMP) which is known to be up-regulated in CRC
(Deng, et al. 2007). Recent studies on proteins involved in iron metabolism have shed new
light on the regulation of iron in CRC and iron regulatory proteins may play a vital role in
reprogramming iron homeostasis in cancer. In our study, the expression of iron regulatory
genes was investigated in colorectal cancer tissues. The results showed that ferritin heavy
chain mRNA is down-regulated in CRC as compared to normal tissues, while there was no
significant difference in FPNI, TFRI, DMT-1 and HFE mRNA expression between tumor
and normal tissues. The decreased expression of ferritin heavy chain may be a consequence
of c-myc over-expression in CRC (Smith, et al. 1993) which has been identified as a repressor
of ferritin-heavy chain expression (Wu, et al. 1999). Iron content was previously shown to be
increased in CRC and the expression of some iron regulatory genes such as DMT-1, duodenal
cytochrome b (DCYTB) and TfR1 was also increased, while the expression of others, such as
the iron exporter gene HEPH was decreased (Brookes, et al. 2006). Interestingly, increased
expression of FPNI was associated with abnormal localization of the protein within the

cytoplasm (Brookes et al. 2006).

As noted previously, iron is required for several biological processes linked to cell
proliferation. Here, we investigated the effect of iron on the growth of four different CRC
cell lines. Our data showed that although the intracellular labile iron pool was significantly
increased following iron treatment, there was no significant effect on cell growth. Only a high
concentration of iron (400 uM) could significantly reduce HCT-116, SW-480 and SW-620

cell growth. These results indicate that intracellular iron has to reach a very high
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concentration to stop cell growth possibly by inducing oxidative damage of proteins and
DNA as previously shown in the Caco-2 (Nufez, et al. 2001) and the HT-29 (Glei, et al.
2002) CRC cell lines. However, the opposite observation was found by Brookes and
colleagues who showed that iron treatment stimulated the proliferation of Caco-2 and SW-
480 cells (Brookes et al. 2006). Such discrepancy could be related to the modalities of iron
treatment, i.e acute vs. chronic, we thus sought to determine whether chronic iron treatment
would impact CRC cell growth. The results indicated differences in cell growth response
according to the specific CRC cell line examined. The HCT-116 and SW-480 CRC cells
maintained their normal growth under chronic iron treatment, while the growth of HT-29 and
SW-620 cells was decreased as compared to cells cultured in normal conditions. This
indicates that HCT-116 and SW-480 cells are well adapted to high iron condition consistent
with other reports (Brookes et al. 2006). To better understand this adaptation to chronic iron
we examined the expression of iron regulatory genes and we found increased expression of
the iron storage molecule ferritin heavy chain messenger RNA, and decreased expression of
iron importer genes 7FR1 and DMT-1. Interestingly, FPNI expression was also significantly
down-regulated in all chronic iron treated CRC cells, suggesting that down-regulation of
FPNI may help to retain iron inside the cells to support cell growth, while the down-
regulation of iron importer genes is a defense mechanism to limit excess iron uptake and

potential cell toxicity.

Cancer cells are more sensitive to iron deprivation than normal cells due to strict requirement
of iron for growth. This observation led many groups to investigate the role of iron chelators
as anti-tumor agents. Deferoxamine (DFO) is a well-known iron chelator that has been used

to ameliorate iron overload as well as to improve the quality of life of thalassemia patients
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(Olivieri and Brittenham 1997). DFO is also known to inhibit cancer cell proliferation and to
induce apoptosis (Brard, et al. 2006; Fan, et al. 2001; Fukuchi, et al. 1994; Pahl, et al. 2001).
We here determined the effect of DFO on growth of colorectal cancer cells. Our result
showed that DFO treatment significantly reduced intracellular labile iron, and efficiently
inhibited the growth of the CRC cell lines HT-29, SW-480 and HCT-116 but had no effect on
SW-620 cell growth. This fact that SW-620 cell growth is not altered by iron chelators could
be related to the aggressive phenotype of SW-620 cell. This CRC cell line is derived from a
lymph node metastasis of a Dukes’ stage C colorectal adenocarcinoma, and is more
metastatic than the HT-29, HCT-116 and SW-480 cell lines (Ahmed, et al. 2013b; Leibovitz,
et al. 1976). Such cell-specificity to iron presence needs to be further clarified before

developing efficient iron related chemotherapy in CRC cancers.

While DFO mediated depletion of intracellular iron content results in the inhibition of
colorectal cancer cells growth, the molecular mechanism is not understood. However, iron
depletion by a chelator is known to restrain the cell cycle by blocking iron access to
ribonucleotide reductase enzyme which is required for DNA synthesis (Richardson 2005), as
well as reducing the expression of cyclin D and inducing cell arrest (Nurtjahja-Tjendraputra,
et al. 2007). Another study has shown that DFO induces the up-regulation of growth arrest
and DNA damage (GADD) 45a genes, a group of stress-response genes with functional roles
in cell cycle arrest and apoptosis (Saletta, et al. 2011). Furthermore, the iron chelators DFO
and Dp44mT have been shown to inhibit cancer metastasis through stabilization and
activation of NDRG1 expression which inhibit cancer progression (Chen, et al. 2012). Taken

together, the clinical use of iron chelators seems to be a potential therapeutic approach for
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many cancers. Intensive studies on the specificity and molecular mechanism of these iron

chelators are now required.

Lastly, the effect of hepcidin hormone on CRC cell growth was examined under serum-
starved conditions. Based on the conventional in vitro culture system, colorectal cancer cells
were cultured under optimal conditions including amino acids, fetal bovine serum and
essential ions including iron. To determine precisely the effect of hepcidin alone on cell
growth, colorectal cancer cells were starved for 24 h and then treated with hepcidin hormone
in serum free media. The results indicate that hepcidin hormone alone can sustain cell
survival of HCT-116 and significantly maintain cell survival of HT-29 cells as compared to
control cells without hepcidin. On the other hand, this treatment showed no significant effect
on either SW-620 or SW-480 cells whose survival and growth in serum-free media were not
modified by hepcidin. Hepcidin effects on survival of HT-29 was correlated with high
expression of FPNI mRNA as compared to expression in the other cell types. As described
earlier, FPNI is an iron exporter protein and directly binds to hepcidin. Thus, our results
suggest that hepcidin treatment could induce FPNI degradation in HT-29 cells, inducing iron

sequestration inside the cells resulting in increased cell survival.
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Figure legends

Figure 1. Hepcidin and iron regulatory genes expression in colorectal cancer tissues
Colorectal tumor specimens (black bars) and adjacent normal colorectal tissues (white bars)
were collected from surgical resection of 21 colorectal cancer patients (P1-P21). Total RNA
was extracted and the expression of (A) hepcidin and (B) iron regulatory genes was
quantitated by RT-qPCR. The hepcidin expression level is presented as mean of 1/dCt (dCt =
Ctuamp - Ctgappn). The expression level of iron regulatory genes was normalized against
GAPDH and data is shown as a relative expression ratio. Black lines represent mean of the

relative expression level and error bars represent SEM (*; p value < 0.05).

Figure 2. The expression level of iron regulatory genes in colorectal cancer cell lines

Colorectal cancer cell lines SW-620, SW-480, HT-29 and HCT-116 were grown in DMEM
containing 10% FBS for 48 h. The mRNA expression level of iron regulatory genes FPN1,
TFR1 and DMT1 were quantitated by RT-qPCR. The mRNA expression was normalized
against GAPDH and is presented as a relative expression ratio. The extracted RNA from day
10 erythroid cells (Erythroid) and mixed human RNA (Reference RNA) were used as a

controls. Error bars represent SEM (***; p value <0.001).

Figure 3. Real-time cell analysis of colorectal cancer cell growth during ferric
ammonium citrate treatment

(A) Colorectal cancer cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were incubated with
various concentration of ferric ammonium citrate (FAC) for 24 h. Labile iron level was
measured using a colorimetric-ferrozine based assay. Error bars represent SEM. Labile iron

level of FAC treated cells were compared to control (*; p value < 0.05, **; p value <0.01 and
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**%; p value < 0.001). (B) Cells were plated on E-plate 16 for 20-24 h and then were treated
with various concentration of ferric ammonium citrate (FAC). Cell index was monitored by
an xCELLigence RTCA system for a total of 96 h. Cell index at each time point was divided
by cell index value at time of FAC treatment (black line) and is presented as a normalized
cell index. The X-axis represents the incubation time, while the Y-axis represents a
normalized cell index value. Graphs present a representative experiment which was
performed independently in triplicate (n=3). The mean of the normalized cell index value is
plotted as bar graph of triplicates at 24, 48 and 72 h. Error bars represent SD (¥; p value <

0.05 and **; p value <0.01).

Figure 4. Level of labile iron in colorectal cancer cells after chronic iron treatment

Colorectal cancer cells were grown and subcultured either with (gray bars) or without (white
bars) 100 uM ferric ammonium citrate (FAC) for 10 weeks. Labile iron level was measured
using colorimetric-ferrozine based assay. Error bars represent SD (*; p value < 0.05, **; p

value < 0.01 and ***; p value < 0.001).

Figure 5. Real-time cell analysis of colorectal cancer cell growth after chronic iron
exposure

HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were grown and subcultured either with or without
100 uM ferric ammonium citrate (FAC) for 10 weeks. These cells were plated on E-plate 16.
At 24 h, control cells (red line) were treated with 10% FBS DMEM while chronic iron treated
cells (green line) were treated with 10% FBS DMEM containing 100 uM of FAC. Cell index
was monitored by xCELLigence RTCA system. Cell index at each time point was divided by

cell index value at time of treatment (black line) and is presented as a normalized cell index.
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X-axis represents the incubation time, while Y-axis represents a normalized cell index value.
Graphs presents a representative experiment which was performed in triplicate (n=3). Mean
of normalized cell index value is plotted as bar graph. White and gray bars represent control
and chronic exposed cells, respectively. Error bars represent SD (*; p value < 0.05, **; p

value < 0.01).

Figure 6. The expression level of iron regulatory genes in colorectal cancer cells after
chronic iron exposure

The colorectal cancer cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were grown and
subcultured in 10% FBS DMDM either with or without 100 uM ferric ammonium citrate
(FAC) for 10 weeks. The expression of iron regulatory genes; FPN1, TFR1, DMT1 and FtH
was determined by RT-qPCR. The mRNA expression was normalized against control and is
presented as a fold change. White bars and gray bars represent control and chronic iron
exposed cells, respectively. Error bars represent SEM (*; p value < 0.05, **; p value < 0.01

and ***; p value <0.001).

Figure 7. Real-time cell analysis of colorectal cancer cell growth during iron chelator
treatment

(A) Colorectal cancer cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were incubated with
various concentration of deferoxamine (DFO) for 24 h. Labile iron level was measured using
a colorimetric-ferrozine based assay. Error bars represent SEM. Levels of labile iron of
DFO treated cells were compared to control. The colorectal cancer cells HT-29, HCT-116,
SW-620 and SW-480 were plated on E-plate 16 for 20-24 h. Then, cells were treated with
100 and 400 uM of deferoxamine (DFO). (B) Cell index was continuously monitored by

xCELLigence RTCA system for 144 h. Cell index at each time point was divided by cell
31
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index value at time of DFO treatment (black line) and presented as normalized cell index. X-
axis represents an incubation time, while Y-axis represents a normalized cell index value.
Graphs show a representative experiment which was performed in triplicate (n=3). Mean of
normalized cell index value is plotted as bar graph of triplicates after DFO treatment at 24, 48
and 72 and 96 h. Error bars represent SD (*; p value < 0.05, **; p value < 0.01, ***; p value

<0.001).

Figure 8 Labile iron level of colorectal cancer cells after hepcidin treatment

Colorectal cancer cell lines were grown in 10% FBS DMEM for 24 h. These cells were
maintain under starvation conditions for 24 h and were then incubated in FBS free DMEM
containing with (gray bars) or without (white bars) 1 uM hepcidin peptide for 24 h. Labile

iron level was measured using colorimetric-ferrozine based assay. Error bars represent SD.

Figure 9. Real-time cell growth analysis

The colorectal cancer cell lines HT-29, HCT-116, SW-620 and SW-480 were plated on E-
plate 16 for 24 h. Then, cells were starved by incubation with FBS free DMEM (SF line) for
24 h. After that, cells were treated either with (green line) or without (red line) 1 uM
hepcidin in FBS free DMEM media. Cell index was continuously monitored by
xCELLigence RTCA system for 144 h. Cell index at each time point was divided by cell
index value at time of hepcidin treatment (Hepcidin line) and is presented as normalized cell
index. X-axis represents an incubation time, while Y-axis represents a normalized cell index
value. This experiment was performed in triplicate (n=3). Mean of normalized cell index

value is plotted as bar graph of triplicates after hepcidin treatment at 24, 48 and 72 and 96 h.
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725  White and gray bar represent control and hepcidin treated cells, respectively. Error bars
726  represent SD (*; p value < 0.05).
727

728
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INTRODUCTION

Nermal cell Cancer cell
Ribosomes are the machineries translating mRNAs into proteins. For a long time, ribosome was regarded as a single entity - "C:F:mm FIBRILLARIN
with the same translational activity. However, it emerged the concept of specialized ribosome meaning that modifications /'*\(‘/CH?:

of ribosome composition induce changes of its translational activity contributing to the development of paticular
phenotypes.
We showed for the first time that ribosome composition is modified in a breast cancer cellular model by alterations of

CH3

1

rRNA 2'-O-ribose methylation {(methylation) inducing changes of ribosome translational activities. Alterations of rRNA TRANSLATION TRANSLATION
methylation result from an increase of the rRMA methyltransferase fibrillarin (FBL) favouring translation of a mRNA subset "
coding for oncoproteins and promoting mammary tumorigenesis. l
PHYSIOLOGICAL TUMORIGENESIS
However the different FBL expression patterns in human breast tumors and their associated clinical characteristics PHENOTYPE
remain unknown.
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Variation of ribosome composition and translational reprogramming
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Epithelial cells .

)

INTRODUCTION

are machineries of ing mRNA into proteins, composed of 4 ribosomal RNAs (RNAs) and 80 ribosomal

proteins (RPs). For a long time, ribosome was thought to be an unique entity with the same translation activity. However it recently [ ¥ ER .

emerged that ribosome is a direct regulator of translation. Ribosomes can exhibit different composition at protein and rRNA levels
that modify the ribosome structure and modulate its translation activity. Our team showed for the first time that ribosomes
displaying an altered rRNA 2'-O-methylation patterns present distinct translation activities by faveuring the translation Internal

b Entry Site (IRES) of specific MRNAs (Marcel et al., Cancer Cell, 2013 and Erales et af., PNAS, 2017). L 2
Clavidin-low tumers-areone:of the mast aggressiva Breast cancer subtypes that derive fiom:the transdifferentiation:of epithslisl Transeriptional B Translational
cells to mesenchymal cells by the Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT) process. EMT is driven by a transcriptional reprogramming . [eprogramming
reprogramming induced by an overexpression of EMT transcription factors (EMT-TFs) that favours the expression of mesenchymal e
markers while inhibiting the epithelial ones. It recently appeared that a translationnal reprogramming also plays a key role in the v v

establishment and maintaining of EMT by an increase of IRES-dependent translation of some mRNAs coding for EMT-TF and
mesenchymal markers. @ @ @

WMesenchymalcells

Are ribosomes involved in the translational reprogramming that occurs during EMT?
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