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Meiotic recombination 11

Meiotic recombination 11-RAD50-Nijmegen breakage syndrome 1

Multidrug resistance-associated protein 2
mutS homolog 2

mechanistic Target Of Rapamycin
sténose hépatique non-alcoolique
Nijmegen breakage syndrome 1
Nucleotide-Excision Repair
Non-Homogous End Joining

Domaine de transactivation N-terminal
Oxygene

Oxygen-dependent Degradation Domain
Per-ARNT-Sim

Phosphate Buffered Saline
Platelet-derived growth factor

Pyruvate déshydrogénase kinase
Potentiel hydrogene
Prolyl-hydroxylases

PHD Finger Protein 20
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PI3K
PRC2
PTEN
PTHrP
pVHL
RACK
RADS1
RB
RbAp48
RbBP5
RBE
RGS16
ROS
RPMI1640
RTK
RT-PCR
SAH
SAM
SA-B-Gal
SDFI1
SEM
SET
SFR
siRNA
SIRT1
STATS3
SUZ12
SVF
TEM
TGF-
TGF-B3
TPS53
TPR

Phosphoinositide 3-kinase

Polycomb Repressive Complex 2
Phosphatase and TENsin homolog
Parathyroid hormone related protein
protéine Von Hippel-Lindau

Receptor Activated Protein Kinase C
Radiation sensitive 51

Rétinoblastome
Retinoblastoma-binding protein 48
Retinoblastoma-binding protein 5
Efficacité biologique relative
regulator of G-protein signaling 16
Reactive Oxygen Species

Roswell Park Memorial Institute 1640
Récepteurs tyrosine kinase

Reverse transcription polymerase chain reaction
S-adénosyl-1-homocystéine
S-adénosylmethionine
Senescence-associated -galactosidase
Stromal cell Derived Factor 1
Standard Error of the Mean
Su(var)3-9 Enhancer of zeste and Trithorax
Structure Fédérative de Recherche
small interfering Ribonucleid Acid
Sirtuine 1

Signal transducer and activator of transcription 3
Suppressor of zeste 12 homolog
Serum de Veau Foetal

Transition épithélio-mésenchymateuse
Transforming growth factor 3
Transforming growth factor B3

Tumor protein 53

Répétition tétratricopéptidique
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Trim26
TWIST
uPA
uPAR
UTX
VASHI1
VEGF
VEGF-R1
VEGF-R2
WDRS5
XIAP
YH2AX

Tripartite motif-containing protein 26

Twist-related protein 1

Urokinase plasminogen activator

urokinase receptor

Ubiquitously transcribed tetracopeptide Repeat X-linked Protein
Vasohibin-1

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor-Receptor 1

Vascular Endothelial Growth Factor-Receptor 2

WD repeat-containing protein 5

X-linked Inhibitor of Apoptosis E3 Ubiquitin Protein ligase
phosphorylated histone 2 AX
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I) Le chondrosarcome

A) Généralités

Le chondrosarcome est une tumeur maligne osseuse produisant un cartilage hyalin différencié.
Il forme un groupe hétérogene de tumeurs dont la majorité prolifere lentement et forme
rarement de métastases (Jamil et al., 2010). Il est le plus fréquemment retrouvé dans les régions
médullaires des os longs, du fait de I’ossification enchondrale. Bien que le chondrosarcome soit
une tumeur relativement rare, il représente la deuxieéme tumeur osseuse la plus fréquente (20-
27% de toutes les tumeurs osseuses primaires et malignes). Son incidence est de 1/200000 par
an sans différence entre méale et femelle et une moyenne d’age comprise entre 30 et 60 ans (Dai

etal., 2011).

1- Grade histologique des chondrosarcomes

Le pronostic dépend du grade histologique de la tumeur. Le chondrosarcome conventionnel est
divisé en 3 grades histologiques basés sur son aspect microscopique, la taille des noyaux des
cellules tumorales, le marquage nucléaire et la cellularité (Evans et al., 1977). Les tumeurs de
grades I et II ont un haut niveau de survenue alors que les tumeurs de grade III sont rares (Dai

etal., 2011).

Les chondrosarcomes de grade I, également appelés chondrosarcomes de bas grade, sont
proches du cartilage normal mais sont apparentés a une lésion bénigne de type enchondrome
avec une matrice hyaline abondante et une faible cellularité (Jamil et al., 2010). Toutefois, ils
présentent des cellules avec des noyaux ronds hyperchromatiques de la taille d’un lymphocyte
mature et plus rarement des cellules atypiques pouvant étre binucléés (Figure 1A) (Kim et al.,
2011). Cependant, le diagnostic entre un enchondrome et un chondrosarcome central de grade
I est difficile di au manque de fiabilité de la radiographie conventionnelle et un aspect

cytologique identique des cellules dans les deux 1ésions (Fletcher, 2013).

Les chondrosarcomes de grade 11 (ou grade intermédiaire) présentent une matrice myxoide avec
une cellularité plus abondante et des mitoses visibles au microscope. Les noyaux deviennent

atypiques et hyperchromatiques et leur taille est augmentée (Figure 1B).

Les chondrosarcomes de grade III, appelés de haut grade, sont caractérisés par une tres forte

cellularité avec la présence de cellules indifférenciées, de cellules géantes ou encore de larges

-21 -



cellules a noyaux hyperchromatiques (Figure 1C). IIs présentent des domaines de
polymorphismes marqués, des changements myxoides et une liquéfaction de la matrice

chondroide. Enfin, des mitoses sont facilement détectables ainsi qu’une abondante nécrose.
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Figure 1 : Coupes histologiques de chondrosarcomes de grade I, IT et III.

(A) Chondrosarcome de grade I avec une matrice chondroide et une faible cellularité, (B)
Augmentation de la cellularité dans le chondrosarcome de grade II, (C) Augmentation de
cellularité et présence de cellules atypiques dans le chondrosarcome de grade III (d’apres Kim et
al., 2011).

2- Classification histologique des chondrosarcomes

Les os longs se forment a partir d’un modele cartilagineux, qui est remplacé par de 1’os au cours
de D’ossification enchondrale. La dérégulation des voies de signalisation qui contrdlent cette
ossification entraine la formation d’enchondromes ou d’ostéochondromes pouvant étre les

précurseurs des chondrosarcomes centraux et périphériques (Tableau I).

a. Tumeurs bénignes

Les enchondromes se développent dans la partie métaphysaire de 1'os a la suite de 1ésions
solitaires ou multiples (connues sous le nom d’enchondromatose et responsables de la maladie
d’Ollier ou du syndrome de Maffucci). Ces tumeurs bénignes empéchent la différenciation
terminale des chondrocytes de la plaque de croissance (Bovée et al., 2010). Les enchondromes
sont asymptomatiques et le plus fréquemment retrouvés au niveau des os des mains et des pieds.
Ces tumeurs bénignes, d’une taille généralement inférieure & Scm, ne nécessitent pas de

traitement chirurgical (Fletcher, 2013).
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Les ostéochondromes se manifestent par des excroissances osseuses et cartilagineuses dans la
région métaphysaire des os longs, suite a des 1ésions solitaires ou multiples (Bovée et al., 2010).
Ces lésions sont fréquentes chez les jeunes patients et leur croissance s’arréte en méme temps
que la fusion des plaques de croissance. De plus, le risque de transformation en chondrosarcome
périphérique et de 1% (Bernard et al., 2010). Ils peuvent étre responsables du syndrome

d’ostéochondromes multiples (MO).

b. Chondrosarcomes

Le chondrosarcome conventionnel constitue environ 85% de 1’ensemble de cette famille de
tumeurs (Gelderblom et al., 2008). Selon sa localisation dans 1’os, il peut &tre classé en
chondrosarcome primaire central ou secondaire périphérique. Au moins 85% des
chondrosarcomes conventionnels sont localisés au centre de la cavité médullaire, on parle alors
de chondrosarcomes primaires centraux. Moins de 15% des chondrosarcomes conventionnels
se développent a la surface de 1’os, résultant pour la plupart du temps, d’une transformation
maligne a I’intérieur de la coiffe du cartilage, d’un ostéochondrome préexistant, on parle donc
de chondrosarcomes secondaires périphériques. Une tres faible minorité de chondrosarcomes
(moins de 1%) qui se développent a la surface de 1’os, peuvent étre d’origine périostale avec
une histologie semblable a celle des chondrosarcomes conventionnels, on parle de
chondrosarcome périostal. Enfin, les chondrosarcomes juxtacorticaux se distinguent des

chondrosarcomes secondaires périphériques par un meilleur pronostic apres une chirurgie

locale.

Hormis les chondrosarcomes conventionnels, il existe plusieurs sous types de chondrosarcomes
rares, dont I’ensemble constitue 10 a 15% des chondrosarcomes totaux (Gelderblom et al.,
2008). On y retrouve le chondrosarcome dédifférencié correspondant a un sarcome non
cartilagineux de haut grade (un histiocytome fibreux malin, un ostéosarcome ou un
fibrosarcome) ayant un mauvais pronostic juxtaposé a une tumeur cartilagineuse bien
différenciée (enchondrome, chondrosarcome de grade I et II). Le chondrosarcome
mésenchymateux est retrouvé chez des patients relativement jeunes. Il résulte d’une 1ésion
hautement maligne des os et des tissus mous et est caractéris€¢ par un mélange de cartilage
différencié et de cellules rondes indifférenciées ainsi que par la présence de chondrocytes en
repos. Le chondrosarcome a cellules claires, correspondant a une tumeur maligne de faible

grade, est caractérisé par la présence de cellules tumorales avec un cytoplasme clair et vide et
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de chondrocytes hypertrophiques. Il est localisé préférentiellement sur I’extrémité proximale

du fémur et de I’humérus. De plus, les métastases sont rares mais peuvent survenir 24 ans apres

le diagnostic initial.

Tableau I : Vue d’ensemble des caractéristiques cliniques des sous-types de
chondrosarcomes. (adapté de Gelderblom et al., 2008).
Chondrosarcome Chondrosarcome Chondrosarcome Chondrosarcome Chondrosarcome
conventionnel primaire  conventionnel secondaire dédifférencié mésenchymateux a cellule claire
central périphérique
Fréquence 75% 10% 10% <2% <2%
Lésion Enchondrome Ostéochondrome Chondrosarcome Aucune Aucune
précurseur conventionnel
Survenue Enchondromatoses Ostéochondromes Rarement MOs ou Aucune Aucune
(Maladie d’Ollier) multiples (MOs) enchondromatoses
Age =50 ans >4() ans Age médian a 59 ans Pas d’age Pas d’age
(pic a 20-30 ans) (pic a 30-50 ans)
Localisation Pelvis, fémur, humérus et Pelvis, os de la ceinture Fémur et pelvis 65-86% squelettique  Humérus et fémur
préférentielle cotes scapulaire 14-43% extraosseux
Grade Grade I-111 Haut grade Haut grade Bas grade
histologique
Survie Grade I : 83% a 10 ans 24% a 5 ans 28% a 10 ans 89% a 10 ans

Grade II : 64% a 10 ans
Grade III : 29% a 10 ans

3- Altération génétique dans les chondrosarcomes

Bien que I’origine cellulaire des différents types de chondrosarcome soit connue depuis des

décennies, la base moléculaire du développement des chondrosarcomes commence tout juste a

étre comprise. Le modele actuel implique des changements moléculaires précoces et tardifs

(Samuel et al.,, 2014). Les changements précoces affectent des genes impliqués dans la

prolifération et les processus de différenciation des chondrocytes alors que les changements

tardifs affectent des genes impliqués dans le développement et la progression tumorale menant

a une transformation maligne (Figure 2).

a. Changements précoces

Les génes IDH1 et IDH2 : IIs codent I’isocitrate déshydrogénase (IDH) 1 et 2 respectivement.

Ces enzymes permettent la conversion de I’isocitrate en a-cétoglutarate au cours du cycle de
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Krebs. Les mutations hétérozygotes des genes IDH1 et IDH2 sont fréquemment retrouvées dans
les chondrosarcomes centraux, dédifférenciés, périostaux et intra-craniaux. Tarpey et col ont
montré que le séquencage de I’ensemble du génome de 49 chondrosarcomes centraux a permis

de mettre en évidence que 59% de ces chondrosarcomes possédaient des mutations IDH.

La voie IHH/PTHrP : Cette voie est impliquée dans la diminution de la croissance et la
différenciation hypertrophique des chondrocytes. Tout comme les enchondromes, les
chondrosarcomes centraux expriment de facon constitutive la voie IHH (Indian hedgehog) /
PTHrP (Parathyroid hormone related protein). Le niveau d’activation d’IHH reste relativement
constant au cours de la progression tumorale, ce qui permettrait aux chondrocytes de rester dans
un état prolifératif (Bovée et al., 2010). En effet, aprés séquencage d’exome, 9 des 49
chondrosarcomes testés présentent une mutation activatrice de la voie de signalisation IHH
(Tarpey et al., 2013). De plus, des analyses immunohistochimiques montrent que
I’augmentation du niveau d’expression de PTHrP et de son récepteur PTHR est corrélée au
grade des chondrosarcomes, faisant de PTHrP un marqueur de la progression tumorale dans les
chondrosarcomes (Samuel et al., 2014). Cependant, dans les chondrosarcomes périphériques de
haut grade, la voie de signalisation IHH est diminuée (Bovée et al., 2010, Gelderblom et al.,

2008).

EXT1 et EXT2: Ces deux genes sont localisés sur les chromosomes 8q24 et 11pll
respectivement et ont une forte homologie (Samuel et al., 2014). EXT1 et EXT2 sont impliqués
dans la biosyntheése de I’héparane sulfate. Dans le milieu extracellulaire des plaques de
croissance, I’héparane sulfate se lie a IHH, permettant ainsi de réduire la diffusion d’IHH
entralnant la diminution de la prolifération des chondrocytes et 1’augmentation de la
différenciation hypertrophique (Bovée et al., 2010). Le séquencage d’exome de 4
chondrosarcomes périphériques a permis de mettre en évidence que 3 sur 4 présentaient des
mutations hétérozygotes des génes EXT1 et EXT2 (Tarpey et al., 2013). Ces mutations
entrainent un développement anormal de 1’héparane sulfate dans le cytoplasme et provoquent
une accumulation d’IHH dans la matrice extracellulaire pouvant entrainer la perte de
’organisation polaire et la croissance dans le mauvais sens des chondrocytes présents dans la
plaque de croissance (Bovée et al., 2010). Cependant, les genes codant 1’exostosine (EXT) ne

sont pas impliqués dans la survenue des chondrosarcomes centraux (Gelderblom et al., 2008).
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b. Changements tardifs

Des altérations au niveau des genes EXT1, EXT2, IDH1 et IDH2 et de la voie IHH/PTHrP sont
considérées comme des évenements précoces dans le développement des chondrosarcomes en
initiant une prolifération cellulaire anormale. Cependant, elles ne suffisent pas pour produire
une tumeur maligne. Il est nécessaire d’avoir des altérations dites tardives au niveau
d’oncogénes ou de génes suppresseurs de tumeur en association avec d’autres voies de
signalisation pour induire les lésions nécessaires a une perte totale du controdle de la croissance

cellulaire (Figure 2).

La voie p53 : Le gene TP53 code la protéine pS3. Régulateur clé dans la progression du cycle
cellulaire, la réparation de I’ADN et I’apoptose, il est le géne le plus communément muté dans
les tumeurs. Les altérations de la voie p53 sont présentes dans 96% des chondrosarcomes,
mettant I’accent sur son importance dans la progression tumorale des chondrosarcomes (Bovée
et al., 2010). En effet, un haut niveau de p53 est associé au grade tumoral, a I’aneuploidie
chromosomique et a la survie des patients. Au sein des chondrosarcomes, un haut niveau de
pS53 est corrélé a un niveau élevé de MDM2, une protéine inhibitrice de pS3, indiquant que p53

peut étre fonctionnellement dérégulé dans ces tumeurs (Samuel et al., 2014).

La voie pRB : Cette voie est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. La protéine pRB
(rétinoblastome) inhibe E2F, une protéine impliquée dans le contrdle de I’entrée en phase S du
cycle cellulaire. pRB est lui-méme inhibé par CDK4 (Cyclin Dependent Kinase 4), qui est a
son tour inhibée par la protéine p16, codée par le gecne CDKN2. De nombreuses altérations de
la voie pRB ont été rapportées dans les chondrosarcomes, incluant la délétion et la méthylation
de pl6. De plus, la perte d’expression de pl6 est hautement corrélée avec le grade des
chondrosarcomes (Samuel et al., 2014). D’aprés Schrage et col, 96% des chondrosarcomes de
haut grade (grades II et III) présentent une altération de la voie pRB, affectant soit p16, CDK4
ou la cycline D. Enfin, I’analyse du séquencage d’exome a permis de mettre en évidence que
33% des chondrosarcomes centraux contiennent une mutation perte de fonction sur des génes

de la voie RB (Tarpey et al., 2013).

Les anomalies chromosomiques : En raison d’altérations dans les régulateurs clés du cycle
cellulaire, les tumeurs ont tendance a acquérir des mutations plus rapidement et plus
intensément que les tissus normaux. Dans les chondrosarcomes, un nombre important
d’anomalies chromosomiques aléatoires a été mis en évidence. En effet, des études

d’hybridation génomique comparative ont révélé des gains ou des pertes de chromosomes
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entiers et/ou de régions chromosomiques, avec un nombre d'anomalies par tumeur allant de 4 a
7 (Samuel et al., 2014). Les gains et les pertes de chromosomes entiers, conduisant a une
aneuploidie, observés dans les chondrosarcomes centraux et périphériques, sont différents entre
ces deux types de tumeurs. Au sein des chondrosarcomes centraux, on retrouve une
péridiploidie avec un nombre de copies d'ADN relativement stable alors que dans les
chondrosarcomes périphériques, le nombre de copie d’ADN est variable avec une haploidie
pour les faibles grades et une sévere hyperploidie pour les hauts grades. Ces observations
montrent que les mécanismes d’apparition d’une altération chromosomique peuvent étre

différents entre les chondrosarcomes centraux et périphériques.
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Figure 2 : Développement des tumeurs cartilagineuses bénignes et leur progression en
chondrosarcomes.

Au cours du stade précoce, les mutations au sein d’IDH1/2 et de la voie IHH/PTHrP sont retrouvées
dans les l1ésions cartilagineuses bénignes et les tumeurs malignes, suggérant qu'elles ne provoquent pas
directement la transformation maligne, mais affectent le comportement des chondrocytes normaux. De
méme, des modifications des genes EXT favorisent des mutations supplémentaires dans les chondrocytes
normaux. Lors du stade tardif, des mutations dans les voies p53 et pRB entraine un taux rapide de
dommages mutationnels favorisant le développement d’une tumeur maligne. Les gains et les pertes
aléatoires de régions chromosomiques peuvent résulter des mutations de ces genes mais également
d’autres génes suppresseurs de tumeur ou d’oncogenes (adapté de Bovée et al., 2010 et Samuel et al.,
2014).
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4- Prise en charge des chondrosarcomes

La survie globale des patients atteints d’un chondrosarcome n’a pas évolué¢ depuis des dizaines
d’années. Ainsi, le taux de survie a 10 ans est respectivement de 86% et 55% pour les
chondrosarcomes de grade II et III. De plus, les métastases, essentiellement pulmonaires,
surviennent dans 20 a 30% des cas pour les grades II et III et sont exceptionnelles pour les

grades I (Angelini et al., 2012).

Les chondrosarcomes sont des tumeurs résistantes a la chimio- et a la radio-thérapie
conventionnelle. Ainsi, la résection chirurgicale reste le traitement de choix dans la majorité
des cas (Dai et al., 2010, Jamil et al., 2010 et Gelderblom et al., 2008). L’ampleur de la résection
chirurgicale dépend des caractéristiques clinique et histologique de la 1ésion. En effet, les
résections au niveau des membres (Figure 3) nécessitent généralement une reconstruction par
prothése. Les résections des os pelviens sont quant a elles délabrantes. Lorsque 1’atteinte des
parties molles et des gros vaisseaux est trop importante, la résection chirurgicale consiste en

une amputation du membre.

Figure 3 : Chondrosarcome du tibia proximal. Radiographie et coupe macroscopique de la
piece opératoire (CHU de Caen, Dr Bazille C).

D’un point de vue clinique, bien que les tumeurs cartilagineuses bénignes soient
asymptomatiques et que les tumeurs malignes peuvent provoquer des douleurs et des
gonflements locaux, la distinction entre enchondrome et chondrosarcome de grade I n’est pas

fiable en radiographie traditionnelle. Cependant, la localisation de la tumeur dans le squelette
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axial et une taille supérieure a S5cm sont des prédicteurs fiables de la malignité (Gelderblom et
al., 2008). De plus, le scanner et I’imagerie par résonance magnétique (IRM) sont des outils
adjuvants vitaux pour caractériser la tumeur, sans pour autant permettre une distinction absolue

entre une tumeur bénigne et maligne (Dai et al., 2010).

a. Les chondrosarcomes de grade II et III

Une résection chirurgicale est le traitement le plus répandu pour les chondrosarcomes
intermédiaires et de haut grade. Cependant, elle peut conduire a une morbidité considérable et
a une reconstruction plus ou moins complexe en fonction de l'emplacement de la tumeur
(Gelderblom et al., 2008). De plus, bien que les chondrosarcomes soient considérés comme
relativement résistants a la radiothérapie, cette dernicre peut étre effectuée a des doses
supérieures a 60 Gy, apres une résection incomplete de la tumeur, dans le cas d’une résection
causant une morbidité inacceptable ou lors d’une incapacité a effectuer une résection tumorale

due a sa localisation (Dai et al., 2010).

Face aux limites de la radiothérapie conventionnelle, de nouvelles alternatives au traitement des
chondrosarcomes ont été testées (Dai et al., 2010). Ainsi, la photon-radiographie semble
avantageuse car la dose d’excitation aprés dépot d’énergie dans le volume cible semble
épargner les structures proches de la tumeur. La protonthérapie est bénéfique apres une
résection incomplete des tumeurs chondrogéniques de la base du crane et du squelette axial,
avec un contrdle local de 85 a 10%. Enfin, I’hadrothérapie par ions Carbone représente un mode
de radiation attractif avec une haute activité biologique, une meilleure précision balistique et

une meilleure efficacité biologique relative (RBE).

b. Les chondrosarcomes de grade I

Pour la plupart des chondrosarcomes de bas grade, le traitement actuel consiste en un curetage
intralésional extensif suivi d’une thérapie adjuvante locale (phénolisation et cryochirurgie) et
d’un remplissage de la cavité par une greffe osseuse (Gelderblom et al., 2008). Cette technique

montre des résultats cliniques prometteurs et un contrdle local satisfaisant.
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B) Traitements conventionnels

1- La radiothérapie

La radiothérapie est une méthode de traitement locorégional des cancers, qui utilise les
irradiations ionisantes pour détruire ou ralentir la croissance des cellules tumorales. Elle est
aujourd’hui indispensable en cancérologie puisqu’elle est utilisée dans deux tiers des
traitements, seule ou en association a la chirurgie ou a la chimiothérapie. Les protocoles de
radiothérapie sont dépendants du type de tumeur, sa localisation, sa taille, son extension et son
grade. Une radiothérapie classique délivre la dose totale par fraction de 2Gy, une fraction par
jour, 5 jours par semaine, permettant un meilleur ratio entre 1’efficacité anti-tumorale et la
tolérance des tissus sains aux irradiations. L’étalement et le fractionnement de la dose
d’irradiation permettent aux tissus sains traversés par le faisceau d’irradiation de se régénérer
plus rapidement que la tumeur. Cependant, bien que la radiothérapie soit globalement efficace
contre les cancers, une partie des patients va subir par la suite une résistance aux irradiations et
une récidive. Dans le cas d’un chondrosarcome dont la résection est incomplete ou impossible,

une forte dose de radiothérapie (supérieure a 60Gy) est utilisée.

a. Mode d’action des irradiations ionisantes

Les irradiations ionisantes, telles que les rayons X et les rayons gamma (y), sont capables de
créer des Iésions soit directement soit indirectement, par 1’intermédiaire des especes réactives
de I’oxygene (ROS) provenant de la radiolyse de I’eau, principalement & I’ ADN mais également
aux lipides, aux glucides et aux protéines (Kim et al., 2015; Lomax et al., 2013; Roos and Kaina,
2013). Les altérations au niveau de I’ADN se traduisent par des modifications de base, des
cassures simple-brin, des cassures double-brin et des pontages inter- ou intra-brin (Figure 4).
En fonction du nombre de cassures et de 1’altération des mécanismes de réparation de ces
cassures, les irradiations ionisantes conduisent a la mort cellulaire (apoptose, nécrose,

autophagie et catastrophe mitotique), essentiellement par apoptose et catastrophe mitotique.

I1 faut savoir qu’environ 40% des 1ésions de I’ADN sont la conséquence directe de dépdts
d’énergie dans la matiere biologique et 60% sont dues aux effets indirects de I’irradiation

(Tubiana et al., 2008).
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e Les cassures simple-brin (CSB)

Les CSB, survenant au niveau de la liaison phosphodiester entre le phosphate et le
désoxyribose, sont les 1ésions les plus fréquentes (Kim et al., 2015). Elles sont estimées a
1000/cellule pour 1Gy, mais sont 3 a 4 fois plus importantes dans les cellules hypoxiques
(Tubiana et al., 2008). Cependant, ces cassures sont trés vite réparées (moins d’une heure) et

n’ont pas d’impact 1étal.
e Les cassures double-brin (CDB)

Les CDB sont des 1ésions extrémement déléteres correspondant a la rupture des deux chaines
d’ADN a des sites distants de quelques bases. Elles sont moins nombreuses que les CSB
(40/cellule pour 1Gy) (Roos and Kaina, 2013) mais elles ont un role dans la 1étalité radio-

induite. De plus, leur induction est proportionnelle a la dose d’irradiation (Tubiana et al., 2008).
e Les modifications de base

Les radiations ionisantes affectent la structure de ’ADN en induisant des dommages sur les
bases libres, les nucléosides et les nucléotides de I’ADN et en provoquant une déformation de
la double hélice. Cependant, les bases endommagées ont un role cytotoxique mineur et sont

facilement réparées (Kim et al., 2015).
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Figure 4 : Dommages a I’ADN induits par les irradiations.

Les irradiations ionisantes telles que les rayons X, induisent directement des cassures simple- et double-
brin a I’ADN. Ces irradiations induisent également des 1ésions bloquant la réplication de 'ADN qui
peuvent étre converties en CDB (d’aprés Roos and Kaina, 2013).
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b. Signalisation des lésions a I’ADN

Les irradiations ionisantes peuvent causer des 1ésions irréversibles mais également déclencher
des mécanismes de défense (Kim et al., 2015). Des mécanismes de surveillance détectent les
l1ésions et entrainent les cellules soit vers la mort soit vers la réparation. Ces mécanismes sont
dépendants du type cellulaire, de la fonction, de 1’état de prolifération et de I’importance au

niveau des tissus et de I’organisme (Tubiana et al., 2008).

Les 1ésions de I’ADN sont signalées par des protéines « détectrices » qui se lient a ces
dommages. Des cascades de signalisation sont activées visant a contrdler la réplication de
I’ADN et la progression dans le cycle cellulaire par I’activation des points de contrdle G1/S, S

et G2/M.

La transmission du signal est effectuée par des kinases dites « transmetteurs », présentes dans
tous les organismes eucaryotes, appelées ATM (Ataxia Telangiestasia Mutated) et ATR (ATM
and RAD3-related). Le choix de la protéine kinase dépend notamment du type et du nombre de
lésions. La protéine ATM est activée par le complexe Mrel 1/Rad50/NBS1 (protéine détectrice
MRN : Meiotic recombination 11-RAD50-Nijmegen breakage syndrome 1) et est impliquée
dans la réponse aux cassures double-brin. La protéine ATR est activée par le complexe
Rad9/Rad1/HUS1 (protéine détectrice 9-1-1) en réponse aux cassures simple-brin (Roos and

Kaina, 2013).

Ces deux kinases ATR et ATM activent par phosphorylation des protéines dites « effectrices »
qui contrdlent la progression ou ’arrét du cycle cellulaire ainsi que la réparation de I’ADN ou
la mort cellulaire (Figure 5). Parmi les protéines activées, on trouve 1’histone H2AX impliquée
dans la structure de la chromatine (une fois phosphorylée, on parle de YH2AX), la protéine p53
impliquée dans 1’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose, les protéines de controle du cycle
cellulaire CHK1 et CHK2 et certains complexes et protéines impliqués dans la réparation

(Tubiana et al., 2008).
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Figure 5 : Les lésions a ’ADN induisent ’activation des kinases ATM et ATR.
(A) ATM est activée par les cassures double-brin et (B) ATR est activée lors des arréts de la
fourche de réplication (d’aprés Roos and Kaina, 2013).

¢. Réparation des 1ésions a I’ADN

Les cellules sont dotées de plusieurs systémes enzymatiques de réparation des lésions a I’ADN
qui ont été largement conservés au cours de 1I’évolution. Les divers systemes de réparation vont
d’un processus simple impliquant une seule enzyme (réversion directe du dommage) a des
processus complexes multi-enzymatiques (réparation des mésappariements de bases, excision
de bases et de nucléotides, recombinaison homologue et jonction d’extrémité non homologue)

(Figure 6).
e Réparation des cassures simple-brin

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la réparation des cassures simple-brin (Kim et al.,

2015; Lomax et al., 2013; Roos and Kaina, 2013) :

- Systeme de réparation directe des lésions a I’ADN : Les dommages a I’ADN peuvent
étre réparés par réversion directe in situ ne nécessitant 1’intervention que d’une seule
enzyme. Par exemple, les CSB avec une extrémité 3°’OH peuvent étre réparées par
I’ADN ligase I, les dimeres de pyrimidines peuvent étre réparés par les photolyases et
les bases alkylées peuvent étre enlevées par 1’alkyltransférase.

- La réparation des bases mésappariées : Cette voie répare les bases non Iésées qui sont

appariées a une base non complémentaire.
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La réparation par excision de bases (BER) : Elle permet de réparer des liaisons qui
n’altérent pas la conformation de I’ADN. Il existe deux voies enzymatiques : Short
patch repair, qui consiste en I’insertion de seulement une a deux bases et Long patch
repair, qui consiste en I’insertion d’environ 2 a 8 bases dans la bréche formée dans
I’ADN apres 1’excision de la base modifiée.

La réparation par excision de nucléotides (NER) : Elle permet la réparation d’une large
partie des CSB. Il en existe deux formes, la premicre est dite globale car elle concerne
tout le génome. La seconde est couplée a la transcription et répare prioritairement les
1ésions de I’ADN qui bloquent la syntheése de I’ ARN. L’¢élimination par NER des I¢sions
radio-induites peut nécessiter plusieurs heures alors que 1’excision des I€sions s’effectue

en 2 minutes.

Réparation des cassures double-brin

En endommageant les deux brins au méme niveau, les CDB « suppriment » 1’information

génétique a ce site, ainsi leur réparation est indispensable a la survie de la cellule. Deux

mécanismes sont impliqués dans la réparation de ces cassures (Kim et al., 2015; Lomax et al.,

2013; Roos and Kaina, 2013) :

N

La recombinaison homologue : Afin de parvenir a une reconstitution identique de
I’information génétique, la cellule est capable de remplacer ’ADN [ésé par une
séquence homologue intacte en interagissant avec la chromatide sceur. Ce mécanisme
intervient au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire.

La jonction d’extrémité non homologue (NHEJ) : Elle intervient lors de la phase GO/G1
du cycle cellulaire. Elle consiste en une ligation par digestion enzymatique des

terminaisons des fragments double-brins.

Cassuresimple Cassure double o o
AL et Liaison ADN-protéin
brin de "ADN brin de ADN L
Réparation par excision de Réparation des bases Réparation par recombinaison Protéase dépendante
base ou de nucléotide mésapariées, ADN ligase I, homologue ou par jonction de 'ADN
ADN polymérase d’extrémité non homologue

Figure 6 : Les irradiations induisent différents types de dommages a ’ADN, pouvant étre
réparés par différents mécanismes (d’aprés Kim et al., 2015).
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2- La chimiothérapie

La chimiothérapie est une méthode thérapeutique utilisée essentiellement contre le cancer et
fait appel a I’emploi de substances chimiques. Cette thérapie générale vise a détruire les cellules
cancéreuses ou a les empécher de se multiplier. Généralement, une combinaison d’agents
chimiothérapeutiques est utilisée pour agir sur des cibles cellulaires différentes. Ces agents
anticancéreux peuvent étre classés en fonction de leur mode d’action : les agents alkylants, tels
que le cisplatine, le melphalan et le cyclophosphamide, forment des liaisons covalentes avec
les nucléotides d’ADN et inhibent ainsi la réplication. Les agents anti-métabolites (5-FU,
gemcitabine, fludarabine...) bloquent une ou plusieurs voies de syntheése de I’ADN. Les
antibiotiques cytotoxiques (paclitaxel, docétaxel, vincristine...) inhibent la division cellulaire
en s’intercalant a I’ADN ou en générant des ROS. Et les inhibiteurs de topoisomérases, tels que
le topotécane ou la doxorubicine, perturbent la structure, la réplication et la transcription de
I’ADN. Dans ce travail, nous nous intéressons plus particulicrement a 1’agent alkylant

cisplatine.

Le cisplatine, également appelé cis-diamminedichloroplatinum (II), est une petite molécule
dérivée de platine appartenant a une classe d’agents néoplasiques et a été décrit pour la premiere
fois en 1845 par le chimiste italien Michele Peyrone. Rosenberg, 120 ans plus tard, a démontré
le role antiprolifératif du cisplatine dans des cultures d’Escherichia Coli et par la suite dans des
xénogreffes de tumeurs solides et hématopoiétiques (Galluzzi et al., 2014; Shen et al., 2012).
Depuis la fin des années 1970, le cisplatine est I’un des plus puissants agents anti-tumoraux
connus et il est couramment employé en clinique contre de nombreux cancers (testicule, ovaire,
poumon, colon...). Il peut étre utilis¢ comme thérapie adjuvente a la chirurgie, a I’irradiation

ou a d’autres agents chimiothérapeutiques.

a. Mode d’action du cisplatine

Deux mécanismes sont responsables de 1’entrée du cisplatine a I’intérieur du compartiment
cytoplasmique de la cellule. Le cisplatine diffuse passivement a travers la membrane plasmique
mais, la majorité entre activement dans les cellules par des transporteurs de cuivre dont le
principal est CTR1 (copper transporter 1). Cependant, le cisplatine est également expulsé a
I’extérieur de la cellule par d’autres transporteurs de cuivre tels qu’ATP7B (ATPase, Cu™

transporting, beta polypeptide) et ATP7A (copper-transporting ATPase 1) et des transporteurs
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de la membrane plasmique tels que  MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) et

ATP11B (ATPase, class VI, type 11B) (Galluzzi et al., 2014).

Le cisplatine est synthétisé sous forme inerte, cependant lorsqu’il pénétre dans la cellule, un ou
ses deux groupements cis-chloro est remplacé par une molécule d’eau et il devient alors tres
électrophile. Cette hydratation se produit spontanément dans le cytoplasme du fait de la faible
concentration d’ion chlorure dans le cytoplasme par rapport au compartiment extracellulaire
(Galluzzi et al., 2014). Le cisplatine hydraté se lie avec une forte affinité a I’ ADN mitochondrial
et nucléaire, et plus particulierement sur les purines au niveau des sites N7 nucléophiles,
favorisant ainsi la génération de complexes ADN —ADN hétérotypiques et des adduits a ’ADN
tels que des réticulations intra-brins guanine-guanine ou adénine-guanine et des réticulations

inter-brins (Roos and Kaina, 2013; Siddik, 2003) (Figure 7).

Si la quantité de 1ésions d’ADN est limitée, celles-ci peuvent étre reconnues et éliminées par
plusieurs systemes de réparation. En effet, le cisplatine induit la phosphorylation des kinases
AKT et ATM permettant un arrét transitoire du cycle cellulaire en phase S et I’activation des
voies de réparation telles que la réparation par excision de nucléotides (NER), la réparation des

bases mésappariées (MMR) et la recombinaison homologue (HR).

cl NH,
Y rd
hY rd
Y
o N

/m

H.N NH HN, NH

Cisplatine

K N2
4 P Pt

\ \ = H.a
§'ee G e G = e G = X == G =3 v

% 3G’ Fe € = X G ' My
A
H.N NH -

T e G’ g G ——C 3’
¥ A ——C ——§' P ¥—C—/ G—¢§
== = Liaisons inter-brins

¥ T ——C ——§'

Adduits Liaisons intra-brins

— =L = T8 e
~—— ~— = S
- o . i 0
- 2 - ~—
3 & = e I 4

Cassure double brin de FADN €————— Blocage de la réplication ~ Blocage de la transcription

Défaut de la de '’ADN
U fourchette de U?

réplication de

Apoptose
I’ADN nop

Apoptose

Figure 7 : Dommages a I’ADN induits par le cisplatine.
Le cisplatine induit différents types d’adduit a I’ADN pouvant avoir des conséquences différentes
sur la transcription et la réplication de I’ADN (d’aprés Roos and Kaina, 2012).
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Cependant, si les Iésions provoquées par le cisplatine sont irréparables, la cellule meurt
majoritairement par apoptose en initiant la voie intrinseque (mitochondriale) et/ou la voie
extrinseque (récepteurs de mort). Néanmoins, des mécanismes additionnels a I’apoptose ont été
rapportés : la sénescence a été mis en évidence dans des hépatomes humains (Qu et al., 2013),
la nécrose dans des cellules de carcinome épidermoide (Xu et al., 2014) et I’autophagie dans

des lignées cancéreuses de poumon (Cho et al., 2014).

b. Mécanisme de résistance au cisplatine

L’objectif principal de la chimiothérapie anticancéreuse est d’induire la mort des cellules
tumorales. Bien que le cisplatine soit un puissant inducteur de I’apoptose, une résistance peut
étre acquise a cause d’une exposition chronique au cisplatine ou se présenter comme un
phénomene intrinseque. Les mécanismes de résistance résultent de changements intracellulaires
qui empéchent le cisplatine d’interagir avec I’ADN et qui empéchent les signaux
d’endommagement de I’ADN d’activer I’apoptose. En général, la résistance est multifactorielle,
c’est-a-dire que plusieurs mécanismes se rencontrent simultanément au sein d’une méme cellule

tumorale.
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Figure 8 : Mécanisme moléculaire de résistance au cisplatine.

Cette résistance peut étre causée par des mécanismes qui altérent les transporteurs du cisplatine
(CDDP) en augmentant son efflux (MRP2 et ATP7B) et en diminuant de son afflux (CTR1) (effet
pre-target). Elle est également augmentée par la présence de systemes de réparation efficaces
(effet on-target). La résistance au cisplatine peut étre due a une déficience des systémes
d’activation ou d’exécution de la mort cellulaire (effet post-target). Enfin, la délivrance des
signaux de survie peut compenser la cytotoxicité du cisplatine (effet off-target). (adapté de
Galluzzi et al., 2014).
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L effet pre-target : La résistance des cellules au cisplatine peut étre causée par des altérations
réduisant la quantité de cisplatine dans le cytoplasme. Deux mécanismes sont impliqués : une
réduction de I’accumulation du cisplatine intracellulaire et une augmentation de la séquestration
du cisplatine par les glutathions et les métallothionines (Figure 8). En effet, des altérations du
niveau d’expression, de la localisation et/ou de la fonctionnalité subcellulaire des transporteurs
CTRI1 et ATP7B ont été associées a la résistance au cisplatine dans des modeles pré-cliniques
et des patients atteints d’un cancer (Galluzzi et al., 2014). De plus, le transporteur MRP2,
responsable de I’efflux du cisplatine, est ¢également impliqué dans la résistance au cisplatine.

Ce transporteur est surexprimé dans les cellules résistantes au cisplatine (Siddik, 2003).

L effet on-target : La sensibilité des cellules cancéreuses aux effets cytotoxiques du cisplatine
est limitée par la présence de systemes efficaces de réparation de I’ADN (Figure 8). Sachant
que les voies NER et MMR sont principalement utilisées pour réparer les 1ésions de I’ADN, la
résistance au cisplatine est corrélée a une augmentation d’efficacité de ces voies. Au sein du
complexe NER, la résistance au cisplatine est associée une augmentation de 1’expression
d’ERCC1 (excision repair crosscomplementing 1) (Siddik, 2003). Au sein de la voie de
réparation MMR, les genes MSH2 (mutS homolog 2) et MLH1 (mutL homolog 1) sont
fréquemment mutés ou dérégulés dans un contexte de résistance au cisplatine (Galluzzi et al.,

2014).

L’effet post-target : La résistance au cisplatine peut aussi résulter d’une altération des systemes
permettant I’activation et ’exécution des signaux de mort cellulaire (Figure 8). En effet, une
corrélation entre le statut du gene p53 et la réponse au cisplatine a été mise en évidence dans
les cancers considérés comme sensibles au cisplatine ; les tumeurs germinales testiculaires,
dans lesquelles le statut de p53 est sauvage, sont relativement sensibles au cisplatine alors que
les tumeurs dont p53 est muté tels que les cancers de la vessie, de 1’ovaire ou de la téte et du
cou ont un taux de réponse beaucoup plus faible (Siddik, 2003). De plus, des protéines anti-
apoptotiques telles que la survivine et XIAP interviennent dans la résistance au cisplatine. Elles
influencent directement ou indirectement 1’activité des caspases 3,8 et 9 en diminuant leur
activité dans les cellules résistantes. Enfin, la surexpression des protéines anti-apoptotiques de

la famille Bcl-2 est corrélée a la résistance au cisplatine (Galluzzi et al., 2014).

L’effet off-target : La résistance au cisplatine peut également résulter d’altérations de voies de
signalisation indirectement induites par le cisplatine (Galluzzi et al., 2014) (Figure 8). Par
exemple, la surexpression d’ERBB2 (v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene

homolog 2), qui est fréquente dans les carcinomes du sein et de I’ovaire, favorise la résistance
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au cisplatine en favorisant la sécrétion de signaux de survie par le biais d’AKT1 (c-akt murine
thymoma viral oncogene homolog 1) mais ¢galement en régulant 1’arrét du cycle cellulaire afin

de réparer les liaisons a I’ADN induites par le cisplatine.

3- Mécanismes de résistance des chondrosarcomes aux traitements

conventionnels

Du fait d’une matrice extracellulaire abondante, du faible pourcentage de divisions cellulaires
et d’une faible vascularisation, les chondrosarcomes sont des tumeurs résistantes a la
chimiothérapie et a la radiothérapie. Leur traitement pose donc des difficultés majeures aux
cliniciens. Ainsi, mieux comprendre les mécanismes responsables de cette résistance pourrait a
terme aboutir a I’identification de thérapies adjuvantes a la radiothérapie ou a la chimiothérapie
permettant une meilleure efficacité de ces traitements afin d’épargner les tissus autour de la
tumeur et d’améliorer la qualité de vie des patients. Différentes hypotheses ont été proposées

pour expliquer la résistance des chondrosarcomes aux traitements conventionnels (Tableau II).

Tableau II: Résumé des mécanismes impliqués dans la chimiorésistance et la
radiorésistance des chondrosarcomes (d’aprés Onishi et al., 2011).

Mécanismes de résistance Effet sur la cellule

Expression de la P-glycoprotéine Export d’agents chimiothérapeutiques

Activité de la télomérase Phénotype de cellule « immortelle »

Angiogenese Permet la formation de métastases
Expression de COX-2 Pas clair, mais associée a un faible pronostic

Synthese de Mélovonate Equilibre le remodelage osseux vers la résorption

Mutation du gene suppresseur de Tendance a réduire ’apoptose
tumeur p16

Augmentation de I’expression de Tendance a réduire I’apoptose

Bcl-2, Bel-xL et XIAP

Diminution de la production de ROS induites par les

Hypoxie o
irradiations
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a. Expression de la P-glycoprotéine

La P-glycoprotéine est une pompe transmembranaire, ATP dépendante, qui excrete des petites
molécules hydrophobes. Son expression est retrouvée dans des cellules avec des fonctions
sécrétoires telles que les cellules tubulaires proximales du rein et dans les régions
hypertrophiques des plaques de croissance épiphysaires (Onishi et al., 2011). L’expression de
la P-glycoprotéine dans les chondrosarcomes est bien établie, et son role dans 1’efflux des

drogues est important dans le développement de la chimiorésistance (Terek et al., 1998).

La P-glycoprotéine est codée par le gene MDR-1 (Multiple Drug Resistance-1) et son
expression est retrouvée au niveau des 1ésions cartilagineuses bénignes et malignes, avec 90%
des tumeurs, marquées avec un anticorps spécifique, positives a l’expression de la P-
glycoprotéine (Rosier et al., 1997). L’expression de MDR-1 permet aux chondrosarcomes de
résister aux effets cytotoxiques d’agents chimiothérapeutiques tels que le cyclophosphamide,
la doxorubicine, le cisplatine, le dacarbazine et la vincristine. En effet, Wyman et col ont montré
que les lignées de chondrosarcome qui expriment la P-glycoprotéine accumulent moins de
doxorubicine intracellulaire et qu’elles sont insensibles aux effets cytotoxiques de la

doxorubicine.

b. Activité télomérase

Les télomeres sont des régions non codantes d’ADN situées a I’extrémité de chaque brin
d’ADN et ont pour rdle de protéger les régions codantes de la dégradation. Certaines cellules
cancéreuses expriment une enzyme appelée télomérase permettant 1’acquisition d’une
« immortalité cellulaire » (Onishi et al., 2011). Au sein des chondrosarcomes, la télomérase est
active et son expression est corrélée au grade de la tumeur et au taux de récidive. De méme,
Parsch et col ont montré que les lignées de chondrosarcome ayant une activité télomérase faible
sont plus sensibles a I’apoptose induite par le cisplatine que celles avec une forte activité
télomérase. Ce qui suggere que 1’arrét de 1’allongement continu des télomeres permettrait aux
cellules malignes de rentrer dans un cycle cellulaire normal et de devenir sensibles aux agents

chimiothérapeutiques en induisant I’apoptose.
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c. Perte d’expression de la protéine p16

La perte de geénes suppresseurs de tumeur a un rdle bien connu dans la radiorésistance de
nombreuses tumeurs. Parmi ces genes suppresseurs de tumeur, le géne CDKN2, codant la
protéine p16, est altéré dans les chondrosarcomes de haut grade (Asp et al., 2000). Cependant,
il n’est pas modifié dans les tumeurs cartilagineuses bénignes, suggérant un rdle de p16 dans la
transition vers un phénotype agressif et malin (Onishi et al., 2011). De plus, son role dans la
radiorésistance a été mis en évidence par des expériences de réintroduction de I’expression de
pl6 a l'aide d’un vecteur viral (Moussavi-Harami et al., 2006), augmentant ainsi la

radiosensibilité in vitro par induction d’une catastrophe mitotique.

d. Expression de protéines anti-apoptotiques

Dans n’importe quelle cellule, la survie et la prolifération sont controlées par une balance entre
des signaux pro- et anti-apoptotiques (Onishi et al., 2011). Les protéines anti-apoptotiques,
telles que Bcl-2, Bel-xL et XIAP, favorisent la survie, la prolifération, la différenciation et la
migration cellulaire. A I’inverse, les protéines pro-apoptotiques, telles que Bax, Bak et Bim,
favorisent la mort cellulaire. Un haut niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-
2 et XIAP est retrouvé dans les chondrosarcomes mais pas dans les chondrocytes normaux.

Cependant, ils expriment tous les deux la protéine Bcl-xL (Kim et al., 2007).

Les irradiations induisent une augmentation de 1’expression de ces protéines de maniere dose
dépendante, suggérant un role de la signalisation anti-apoptotique dans la radiorésistance. Il a
été mis en évidence que I’extinction de I’expression de ces protéines, a 1’aide de siRNA,

augmente la radiosensibilité (Kim et al., 2007).

e. Hypoxie

L’hypoxie correspond & une baisse de la disponibilité en oxygene. Sachant que la pression
partielle en oxygene est spécifique pour chaque tissu, I’hypoxie est donc une notion relative a
la teneur basale en oxygene dans le tissu concerné. L hypoxie peut se manifester dans les tissus
de maniere physiologique (au cours du développement embryonnaire, de la cicatrisation, de la
chondrogenése, de la différenciation des lymphocytes T...) mais également dans des processus

pathologiques tels que I’anémie, I’ischémie cérébrale et le cancer.
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Les chondrosarcomes sont des tumeurs faiblement vascularisées, dites hypoxiques, dont le taux
d’oxygene varie de 1% d’Oz au cceur de la tumeur a 6% a sa périphérie (Reed et al., 1989). Leur
résistance aux traitements conventionnels peut étre expliquée par cette faible présence
d’oxygene. En effet, ’hypoxie peut induire directement une résistance par privation de
molécules d’oxygene car la chimiothérapie et la radiothérapie requieérent de 1’oxygeéne intra-
tumoral pour étre efficaces (Harrison and Blackwell, 2004). La résistance a la chimiothérapie
peut s’expliquer par le fait que I’hypoxie entraine une augmentation de 1’activité d’enzymes de
réparation de I’ADN, une perte du potentiel apoptotique dans les cellules ayant une mutation
du gene p53 ainsi que la création d’un gradient de pH qui inhibe 1’accumulation intracellulaire
des drogues (Shannon et al., 2003). Enfin, la résistance des chondrosarcomes a la radiothérapie
peut étre due a la limitation de la formation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS),
responsables de 1’action indirecte des irradiations en occasionnant des cassures double et simple

brins a I’ADN (Onishi et al, 2010).
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II) L’hypoxie

Le maintien de la concentration en oxygene dans les cellules normales est essentiel pour leur
fonction et leur survie. En effet, le manque d’oxygene induit un stress environnemental
provoquant la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose des régions hypoxiques (Karakashev
and Reginato, 2015). L’effet de I’hypoxie dans les cellules cancéreuses est tout autre. Ces
derniéres sont capables de s’adapter a un environnement hypoxique, en activant des
mécanismes qui modulent la glycolyse, la prolifération cellulaire, 1’invasion, la progression
tumorale et la résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie (Paolocchi et al., 2016;

Karakashev et al., 2015; Shannon et al., 2003).

A) Les facteurs HIFs

Il est maintenant bien établi que 1’hypoxie agit principalement a travers des médiateurs
cellulaires appelés Hypoxia Inductible Factor (HIF). Ces facteurs sont exprimés dans les

chondrosarcomes (au moins de haut grade) (Kubo et al., 2008).

1- Structure des facteurs HIF's

Le facteur HIF est un régulateur clé de la réponse cellulaire a ’hypoxie, essentiel au maintien
de I'homéostasie de I’oxygene cellulaire et a I’adaptation cellulaire en milieu hypoxique. Ce
facteur de transcription, appartenant a la superfamille des protéines « basic helix-loop-helix
(bHLH)/Per-ARNT-Sim (PAS) » (Koh and Powis, 2012), contrdle la transcription de genes
inductibles par ’hypoxie et intervient dans 1’angiogenese, I’'invasion tumorale, le métabolisme

glucidique, la régulation du pH et le controle de la prolifération cellulaire.

Le facteur HIF est un hétérodimere comprenant une sous unité dépendante de 1’oxygene HIF-
a localisée dans la partie cytoplasmique et une sous unité constitutive HIF-1 (aussi appelé Aryl
hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator ou ARNT) exclusivement nucléaire. Il existe trois
isoformes du facteur HIF : HIF-1, HIF-2 et HIF-3, codés par des genes différents mais de
structures proches, dont les 3 sous-unités o s’associent toutes a la méme sous-unité  (Wigerup

et al., 2016).
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Les facteurs HIFs sont constitués de plusieurs domaines (Koh and Powis, 2012; Poon et al.,

2009) (Figure 9) :

- Le motif bHLH qui intervient dans la dimérisation des deux sous-unités ainsi que dans
la liaison directe du facteur HIF a I’ADN.

- Le domaine PAS forme une seconde zone de dimérisation entre les sous-unités o et p.

- Le domaine de dégradation de la sous-unité a dépendante de I’oxygene, appelé ODD
(Oxygen-dependent Degradation Domain), présent uniquement dans les trois sous-
unités a, comporte des résidus proline (P402/P564 pour HIF-1a et P405/P531 pour HIF-
2a) reconnus et hydroxylés par les prolyl-hydroxylases en normoxie.

- Les deux domaines de transactivation N-terminal (N-TAD) et C-terminal (C-TAD) sont

impliqués dans 1’activation transcriptionnelle.

Le facteur HIF-3a est hautement similaire a HIF-1a et HIF-2a au niveau de la structure de
I’hélice-boucle-hélice et des domaines PAS mais ne posséde pas le domaine de transactivation
C-terminal. De plus, le facteur HIF-3a possede de nombreux variants d’épissage dont le plus
connu est I’inhibiteur du domaine protéique PAS (IPAS) formant une protéine tronquée qui

joue le role d’inhibiteur de HIF-1a (Karakashev et al., 2015; Koh and Powis, 2012).
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Figure 9 : Les domaines structurels des trois isoformes HIF-a et de I’isoforme HIF-f.

Les domaines bHLH et PAS sont impliqués dans la liaison de I’ADN et I’hétérodimérisation. Le
domaine ODD est nécessaire pour I'hydroxylation et la dégradation dépendante de I'oxygene. Les
domaines N-TAD et C-TAD sont nécessaires pour l'activation transcriptionnelle (d’apres Koh and
Powis, 2012).
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2- Régulation des facteurs HIFs

Les facteurs HIFs sont contr6lés par un mécanisme de régulation dépendant de la teneur
cellulaire en oxygeéne. Toutefois, dans les cellules tumorales, 1’expression des facteurs HIFs
peut étre contrélée par des mécanismes indépendants de 1’oxygene. Elle peut étre le résultat
d’une activation d’oncogenes tels que Ras, Raf, PI3K, Akt, mTOR, Myc ou la perte
d’expression de genes suppresseurs de tumeur tels que TP53, ING4, PTEN et VHL (Karakashev
and Reginato, 2015; Chiche et al., 2010; Poon et al., 2009).

Le mécanisme de régulation des facteurs HIFs par I’oxygéne ne concerne que la sous-unité o
car la sous-unité 3 est synthétisée de facon constitutive. Contrairement a HIF-1p, la sous-unité
o est a peine détectable en normoxie car elle est constamment dégradée par le proteasome. En
effet, la régulation de la sous-unité a du facteur HIF est dépendante de 1’action d’enzymes
appelées prolyl-hydroxylases (PHDs) : PHD1, PHD2 (préférentiellement active pour HIF-1a)
et PHD3 (préférentiellement active pour HIF-2a) dont I’activité dépend de la présence
d’oxygene, de fer (Fe?*), d’ascorbate et du 2-oxoglutarate (Koh and Powis, 2012; Poon et al.,
2009).

En normoxie, ces enzymes sont actives et induisent I’hydroxylation de la sous-unité o du facteur
HIF au niveau des résidus prolines du domaine ODD, permettant le recrutement du facteur VHL
(Von Hippel-Lindau) qui appartient au complexe ubiquitine ligase E3. Ce facteur VHL induit
I’ubiquitination de la sous-unité o de HIF entrainant sa dégradation par le proteasome (Figure
10). En condition hypoxique, les prolyl-hydroxylases ne peuvent pas étre activées par
I’oxygene, ce qui empéche la dégradation de la sous-unité o, entrainant son accumulation dans
le cytoplasme. Cet excédent de sous-unités o pénetre dans le noyau et se lie a la sous-unité 3
pour former le complexe HIF. Ce dernier se lie aux promoteurs de genes cibles sur des
séquences spécifiques appelées éléments de réponse a 1’hypoxie ou « Hypoxia Responsive

Element » (HRE) (Figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique du mécanisme de régulation du facteur HIF-a.

En normoxie, les prolyl-hydroxylases (PDH) induisent I’hydroxylation de la sous unité o, induisant le
recrutement du facteur VHL (Von Hippel-Lindau). Ce facteur VHL entraine 1’ubiquitination de la sous
unité o et par conséquent sa dégradation par le protéasome. En hypoxie, 1’absence d’O, entraine une
inactivation des prolyl-hydroxylases inhibant la dégradation de la sous unité a. L’excédent de HIF-a
migre vers la partie nucléaire et se lie a la sous unité  formant ainsi le facteur HIF (Hypoxia Inductible
Factor) qui reconnait des séquences spécifiques appelées HRE (Hypoxia Response Element).

Bien qu’il soit établi que la protéine VHL joue un rdle clé dans la dégradation de HIF-a,
plusieurs voies alternatives impliquées dans cette dégradation ont été décrites ( Wigerup et al.,

2016; Koh and Powis, 2012) (Figure 11) :

- L’activité transcriptionnelle de HIF est régulée par une autre enzyme dépendante de
I’oxygéene : FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1). FIH-1 hydrolyse le résidu asparagine 803
du domaine C-TAD du facteur HIF-1a et le résidu asparagine 851 du domaine C-TAD
du facteur HIF-2a mais son efficacité est plus faible. Cette hydroxylation perturbe
I’interaction entre le domaine C-TAD de HIF et le co-activateur transcriptionnel
p300/CREB binding protein (CREB). Tout comme les PHDs, I’hydroxylation du résidu
asparagine est inhibée sous hypoxie, permettant ainsi la liaison du complexe p300/CBP
au domaine C-TAD des facteurs HIF-1a et HIF-2a et par conséquent d’activer les

complexes HIFs.
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- Le facteur HAF (Hypoxia-Associated Factor) est une ubiquitine ligase E3 qui induit
I’ubiquitylation et la dégradation de HIF-1a. A contrario, le facteur HAF induit la
transactivation du facteur HIF-2a au cours d’une hypoxie prolongée.

- Le complexe Hsp70/CHIP (Heat-Shock Protein 70/Carboxyl terminus of Hsp70-
Interacting protein) dégrade le facteur HIF-1la lors d’une hypoxie prolongée ou de
conditions de glucose €élevé, mais pas le facteur HIF-2a.

- Le récepteur RACK (Receptor Activated Protein Kinase C) est un régulateur
indépendant de 1’oxygene. Il favorise la dégradation de HIF-1a lorsque la protéine de

choc thermique Hsp90 est inhibée.
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Figure 11 : Domaines de liaison des modulateurs des facteurs HIF -a.

Le complexe E3 ligase de la protéine de von Hippel Lindau (pVHL) régule la dégradation des
trois sous-unités HIF-o de maniére dépendante a I'oxygéne. L’inhibition du facteur HIF-1 (FIH-
1) induit I’hydroxylation des facteurs HIF -2a et HIF-la. Le récepteur RACK1 favorise la
dégradation de HIF-1a lorsque la protéine de choc thermique 90 (Hsp90). Le facteur associé a
I'hypoxie (HAF) se lie sélectivement a HIF-1a et HIF-2a, ce qui détermine la dégradation et la
transactivation, respectivement (adapté de Koh and Powis, 2012).
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Les facteurs HIF-la et HIF-2a sont tous deux induits par I’hypoxie. Cependant, le pic
d’expression de HIF-1a est relativement court (2h-24h) lors d’une hypoxie intense ou une
anoxie, en raison d’une diminution de la stabilit¢é de ’ARNm de HIF-1a. Dans un modele
d’adénocarcinome pulmonaire, les auteurs expliquent cette baisse par I’expression d’'un ARN
antisens naturel (aHIF) dirigé contre HIF-1a (Uchida et al., 2004). HIF-2a quant a lui, continue
a étre exprimé apres 48h-72h d’hypoxie et est activé sous hypoxie 1égére ou physiologique

(Holmquist-Mengelbier et al., 2006).
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Figure 12 : Régulation temporelle de HIF-1a, HIF-20 et HAF en réponse a une exposition
hypoxique prolongée (d’aprés Koh and Powis, 2012).

HIF-1a est exprimé dans quasiment tous les types cellulaires en condition hypoxique, alors que
I’expression de HIF-2a est plus restrictive. Cependant, HIF-2a est également retrouvé dans de
multiples cellules en hypoxie (foie, rein, macrophage, cellules musculaires...), indiquant que
HIF-1o et HIF-2a peuvent étre co-exprimés dans de nombreux types cellulaires (Keith et al.,

2011) mais également avoir une expression tissu-dépendante.
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3- Role des facteurs HIF's

Lors de la croissance des tumeurs solides, 1’environnement tumoral induit des changements
biochimiques tels qu’un haut niveau de lactate, un faible pH et une déplétion en glucose,
bicarbonate et oxygene. Les cellules malignes, par ’intermédiaire des facteurs HIFs, sont
capables de s’adapter a un environnement hypoxique, favorisant leur progression tumorale et

I’augmentation de la résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie (Figure 13).
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Figure 13 : L’hypoxie comme une force motrice de la progression tumorale et de la
formation de métastases.

L hypoxie stimule la tumeur en favorisant 1’angiogenéese qui induit la germination de vaisseaux
préexistants lors d’une production accrue de VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, Ang-1, Ang-2 et
MMP. Les cellules cancéreuses hypoxiques acquierent un phénotype mésenchymateux lors de la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), en augmentant les facteurs de transcription tels que
Slug, Snail et Twist et en diminuant I’expression de molécules d’adhésion telles que la B-caténine
et I’E-cadhérine. La chimiorésistance et la radiorésistance des tumeurs sont liées a la TEM et a
I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 (d’aprés Muz et al., 2015).
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a. Le métabolisme : I’effet Warburg

Afin de générer de I’ATP, les cellules normales activent la voie de 1a phosphorylation oxydative
conduisant a la formation de 36 molécules d’ATP par molécule de glucose consommée.
Cependant, les cellules tumorales subissent un changement au niveau des voies de synthese
énergétique. L’environnement tumoral, de part un apport limité¢ en oxygene et d’une forte
consommation de glucose, favorise la glycolyse anaérobie au cours de laquelle, le catabolisme
du glucose en lactate permet de générer de 1’énergie (2 ATP par molécule de glucose

consommée) (Chiche et al., 2010).

L’hypoxie induit une reprogrammation métabolique dans les cellules tumorales (Figure 14). En
effet, le facteur HIF-1 stimule la glycolyse au détriment de la phosphorylation oxydative en
régulant I’expression de génes impliqués dans ces voies. HIF-1 favorise I’expression de génes
codant : des transporteurs de glucose (GLUT1 et GLUT3) afin de faciliter le transport du
glucose dans les cellules, des enzymes glycolytiques telles que 1’héxokinase-2 (HK-2)
(augmente la capacité des cellules a cataboliser le glucose), la pyruvate déshydrogénase kinase-
1 (PDK-1) (inactive la pyruvate déshydrogénase responsable de la conversion du pyruvate en
acétyl-CoA) et la lactate déshydrogénase A (LDH-A) (convertit le pyruvate en lactate)
(Semenza, 2008).

La conversion du pyruvate en lactate aboutit a la formation de proton H*, affectant la régulation
du pH intracellulaire des tumeurs (Figure 14). En effet, des mécanismes se mettent en place
afin d’exclure les protons H* hors de la cellule tels que des pompes ATPases, 1’échangeur
sodium/proton NHEI, le co-transporteur MCT-4 et la carbonique anhydrase IX. L’acidification
du pH extracellulaire favorise la survie des cellules tumorales, 1’invasion cellulaire due a
I’activation de protéases responsables de la digestion de la matrice extracellulaire et la

formation de métastases (Chiche et al., 2010).
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Figure 14 : Interaction entre le métabolisme cellulaire et I’hypoxie intra-tumorale.

Les cellules tumorales a proximité d’un vaisseau sanguin sont bien oxygénées alors que celles qui
sont plus distantes sont faiblement oxygénées et expriment un haut niveau de HIF-1. HIF-1 induit
I’expression de protéines qui augmentent : le transporteur de glucose 1 (GLUTI1), les enzymes
glycolytiques (Glyc. Enz.), la lactate déshydrogénase A (LDHA) et I’efflux de ces molécules hors
de la cellule (dont I’anhydrase carbonique IX (CA9), I’échangeur sodium hydrogéne 1 (NHE1),
et le transporteur monocarboxylate 4 (MCT4)). Deux molécules de lactate sont produites pour
une molécule de glucose consommée par la cellule hypoxique. Cette augmentation du
métabolisme glycolytique est associée a une réduction de l'apport de substrat aux mitochondries
(par l'action de la pyruvate déshydrogénase kinase 1 (PDK1) et a une réduction de la quantité de
mitochondries (suite a l'autophagie déclenchée par BNIP3). Les cellules tumorales aérobies
expriment des protéines qui leur permettent d’utiliser le lactate (MCT1 et LDHB) en présence
d'O,, comme principal substrat pour la phosphorylation oxydative mitochondriale (d’aprés
Semenza, 2008).

b. La transition épithélio-mésenchymateuse

L’hypoxie influence le comportement migratoire et invasif des cellules tumorales via la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM est physiologiquement active durant
I’embryogenese, la régénération tissulaire et la carcinogenese, permettant aux cellules
d’acquérir une plasticité et une mobilité (Muz et al., 2015). La TEM induite par ’hypoxie est
caractérisée par une perte de protéines impliquées dans 1’adhésion cellulaire telles que la E-
cadhérine et la B-caténine et une surexpression de protéines mésenchymateuses telles que

SNAIL, la vimentine, la N-cadhérine et TWIST (Paolicchi et al., 2016; Wigerup et al., 2016;
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Muz et al., 2015). Phénotypiquement, ces changements correspondent a une modification de la
morphologie des cellules tumorales, a une augmentation de leur prolifération et a leur migration

afin d’envahir les organes alentour (Paolicchi et al., 2016).

c¢. L’invasion tumorale

L’habilité des cellules cancéreuses a modifier et a dégrader la matrice extracellulaire (MEC)
est essentielle pour leur migration. Il est bien établi que les facteurs HIF-1 et HIF-2 régulent
I’expression de genes impliqués dans la dégradation de la MEC, tels que les métalloprotéases
(MMPs). 11 a été mis en évidence que 1’expression de MMP-2 et MMP-9 est augmentée dans
les cancers du sein et du colon (Choi et al., 2011; Krishnamachary et al., 2003). De plus,
I’activation de I’enzyme protéolytique uPA (urokinase plasminogen activator), apres liaison a
son récepteur uPAR (urokinase receptor), permet la conversion du plasminogene en plasmine
impliqué dans la dégradation de nombreuses protéines de la MEC (fibronectine et laminine)
(Krishnamachary et al., 2003; Pugh and Ratcliffe, 2003). L hypoxie régule donc le dynamisme

de la MEC contribuant ainsi a la dissémination métastatique.

d. L’angiogené¢se

L’angiogeneése est une caractéristique de la progression tumorale au cours de laquelle I’hypoxie
induit un déséquilibre dans la production de facteurs pro- et anti-angiogéniques conduisant a

une augmentation rapide et chaotique de la formation de vaisseaux sanguins (Muz et al., 2015).

L’hypoxie et les facteurs HIFs sont impliqués dans les différentes étapes de formation des

vaisseaux sanguins (Muz et al., 2015) (Figure 15) :

- Tout d’abord, les cellules endothéliales progénitrices de la moelle osseuse sont recrutées
puis différenciées en cellules endothéliales. Cette différenciation est possible griace a la
régulation du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et a la production de
molécules pro-angiogéniques telles que le VEGF-R2 (Flk-1) et des membres de la
famille FGF (Fibroblast Growth Factor) et PDGF (Platelet-Derived Growth Factor),
important pour la formation d’un réseau vasculaire primitif (Wigerup et al., 2016).

- L’hypoxie induit la prolifération des cellules endothéliales en régulant I’expression du
VEGF (Wigerup et al., 2016) et de son récepteur VEGF-R1 (Flt-1) (Harris, 2002) et de

I’ Angiopoietin-1 et -2. Finalement, des cellules de support telles que les cellules
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musculaires lisses et les péricytes sont recrutées grace a certains facteurs de croissance
(PDGF, TGF-B) pour permettre la maturation des vaisseaux sanguins et par conséquent

la dissémination des cellules tumorales dans la circulation sanguine.

Les facteurs HIF-1 et HIF-2 jouent un rdle important dans la vascularisation tumorale.
Cependant leur effet est dépendant du temps et du contexte cellulaire. En effet, HIF-1 induit
I’expression du VEGF pendant une hypoxie aigiie alors que HIF-2 régule I’expression du VEGF
au cours d’une hypoxie prolongée (Holmquist-Mengelbier et al., 2006).
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Figure 15 : Etapes importantes de I’angiogenése tumorale.

L’angiopoiétine 1 se lie a son récepteur endothélial et aide au maintien des vaisseaux sanguins.
Le facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF) est sécrété par les cellules tumorales et
se lie a son récepteur (VEGFR2) présent sur les cellules endothéliales. Les métalloprotéines
matricielles (MMPs) sont libérées par les cellules tumorales mais également par les cellules
endothéliales apreés stimulation par le VEGF. L’angiopoiétine 2 se liant aux mémes récepteurs
que ceux de 1’angiopoiétine 1, augmente la dégradation de la membrane basale vasculaire et la
migration des cellules endothéliales, facilitant ainsi la formation de germes. Le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance fibroblastique (bFGF) sont
sécrétés par les cellules tumorales. La progression du vaisseau en formation vers la tumeur est
facilitée par I’expression des intégrines au niveau des cellules endothéliales (d'aprés Folkman,
2007).
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e. Résistance aux traitements conventionnels

De nombreuses études cliniques ont associé 1’hypoxie tumorale a un risque de rechute plus
élevé, a un taux de survie globale plus faible et a une résistance aux traitements. Cette derniere
peut étre induite par I’hypoxie de deux manicre : soit directement, par privation de molécule
d’oxygeéne diminuant I’activité de certains agents anticancéreux. Soit indirectement, par la mise
en place de mécanismes d’adaptation des cellules tumorales a I’hypoxie, par I’intermédiaire des

facteurs HIFs.

L’implication de I’hypoxie dans la radiorésistance nuit grandement au traitement des cancers.
En effet, ’efficacité de la radiothérapie repose sur la présence d’oxygeéne afin de créer des
radicaux libres et d’induire des cassures a I’ADN (Kim et al., 2015; Stapleton et al., 2017). Sous
hypoxie, la formation de ces radicaux libres est réduite entrainant par conséquent une

inefficacité de la radiothérapie.

La résistance des cellules tumorales hypoxiques aux chimiothérapies peut s’expliquer de

différentes facons :

- La distribution des agents anticancéreux est plus faible en raison de 1’éloignement des
cellules hypoxiques des vaisseaux sanguins et d’un transport sanguin par le réseau
vasculaire intra-tumoral inefficace.

- A travers ’inhibition de genes pro-apoptotiques (tels que Bax et Bid) et I’induction de
génes anti-apoptotiques (Survivin, Bcl-2, Bcl-xL...), ’hypoxie inhibe 1’apoptose et
induit la survie des cellules tumorales (Karakashev and Reginato, 2015).

- Cependant, I’hypoxie peut également induire I’apoptose en diminuant I’expression de
Bcl-2 et en activant le gene TP53. Or, le géne TP53 étant muté dans un grand nombre
de cellules tumorales, I’hypoxie induit une sélection de ces cellules induisant ainsi leur
prolifération et leur survie (Semenza, 2000).

- Certains agents chimiothérapeutiques agissent lors de la phase de synthese de I’ADN.
Cependant, I’hypoxie induit un ralentissement du cycle cellulaire ainsi qu’un arrét de la
phase G1- S du cycle cellulaire conduisant a une diminution de 1’efficacité de ces agents
(Shannon et al., 2003).

- L’hypoxie augmente I’expression d’enzymes de réparation de I’ADN compromettant
ainsi 1’action d’agents chimiothérapeutiques tels que les agents alkylants et les

composés de platine (Harris, 2002).
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- L’efflux des agents chimiothérapeutiques en dehors de la cellule est augmenté par
I’hypoxie. En effet, I’hypoxie induit 1'expression du gene MDRI1 codant une protéine
transmembranaire, la p-glycoprotéine, associée a la résistance des cellules tumorales
aux chimiothérapies (Doktorova et al., 2015; Karakashev and Reginato, 2015; Shannon

et al., 2003).

B) Ciblage thérapeutique

L’hypoxie est reconnue comme étant un marqueur des tumeurs solides en augmentant
I’agressivité tumorale, le risque de métastase et la résistance aux traitements, ce qui fait d’elle
une cible thérapeutique attractive. Plusieurs approches pour cibler les cellules tumorales
hypoxiques ont été proposées : 1’utilisation de pro-médicaments activés par 1’hypoxie, le
ciblage spécifique de I’hypoxie ou encore le ciblage des voies de signalisation induites par

I’hypoxie (Figure 16).

1- Ciblage du métabolisme hypoxique

L’hypoxie étant connue pour induire la glycolyse et augmenter I’expression de genes impliqués
dans le métabolisme, de nouveaux inhibiteurs ciblant les voies métaboliques induites par
I’hypoxie ont été développés afin de tuer les cellules tumorales hypoxiques et d’augmenter la

sensibilité aux traitements chimiothérapeutiques standards ou aux thérapies ciblées.
Parmi ces inhibiteurs, on retrouve : (Karakashev and Reginato, 2015)

- WZBI117 est une petite molécule qui inhibe le transporteur de glucose GLUTI1. Son
utilisation en association avec d’autres agents chimiothérapeutiques tels que le
cisplatine ou le paclitaxel induit la mort des cellules cancéreuses de poumon de fagon
synergique in vitro et dans des modeles de xénogreffe.

- Phloretin est un autre inhibiteur de GLUT1 qui augmente les effets du daunorubicin en
augmentant 1’apoptose dans des lignées cellulaires de colon, de carcinome pulmonaire
non a petites cellules et de carcinome rénal.

- FXl11 est une molécule inhibitrice de la lactate déshydrogénase A (LDHA), enzyme qui

catalyse la conversion du pyruvate en lactate. FX11 induit un stress oxydatif et inhibe
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la progression tumorale dans des xénogreffes de lymphome humain. Sa combinaison
avec le paclitaxel induit une régression tumorale dans les xénogreffes de cancer du sein
triple négatif résistant au paclitaxel.

- Dichloroacétate est un puissant inhibiteur de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK).
Cette enzyme inhibe 1’action de la pyruvate déshydrogénase (PDH) responsable de la
conversion du pyruvate en acétyl-coenzyme A. Le dichloroacétate induit 1’apoptose
dans une variété de modeles précliniques et des essais cliniques sont en cours dans des

tumeurs cérébrales et de la téte et du cou.

2- Ciblage des facteurs HIFs

Depuis la découverte du facteur HIF-1 comme acteur majeur de la réponse cellulaire a
I’hypoxie, de multiples tentatives de développer un inhibiteur spécifique de HIF-1 ont échoué.
Cependant, de nombreux composés affectent I’activité des facteurs HIFs a travers différents

mécanismes.

a. Composés modulant I’activité transcriptionnelle de HIF-a

Pour initier la transcription de ses genes cibles, les facteurs HIF-a recrutent 1’activateur
transcriptionnel p300/CBP. Chetomin est un puissant perturbateur de la liaison entre HIF-1a ou
HIF-2a et p300 en rompant les sites de liaison au zinc du domaine CH1 de p300 (Wigerup et
al., 2016). Cet inhibiteur présent une activité anti-tumorale dans des modeles précliniques du

cancer de la prostate (Karakashev and Reginato, 2015).

La liaison de HIF-1 aux ¢éléments de réponse a I’hypoxie (HRE) est nécessaire pour I’activité
transcriptionnelle. L’inhibiteur echinomycin se lie au a HIF-1 pour empécher sa liaison aux
HREs et induit ’apoptose dans des lignées cellulaires de gliome et de cancer du sein
(Karakashev and Reginato, 2015). Cependant, bien que son efficacité a ét€ démontrée in vitro

et in vivo, les essais cliniques ont été un échec a cause d’effets secondaires trop importants.

b. Composés modulant I’expression de HIF-a

La traduction de I’ARNm HIF-a est controlée par la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR.

Ainsi, le ciblage de cette voie permet de moduler ’activité de HIF. En effet, I’inhibition de
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mTOR diminue les niveaux d’expression de HIF-1a et HIF-2a sous normoxie et hypoxie. De
plus, un nouveau groupe d’inhibiteurs de HIF-1 appelé glyceollins peuvent bloquer la traduction
de HIF-1a en inhibant la voie PI3K/mTOR sous hypoxie (Wigerup et al., 2016). 1l en est de
méme pour I’inhibiteur BEZ235, un autre inhibiteur de la voie PI3K/mTOR, qui diminue la
synthese protéique de HIF-1a dans des lignées cellulaires de glioblastome et de carcinome de

la téte et du cou a cellules squameuses (Karakashev and Reginato, 2015).

EZN-2968 est un oligonucléotide antisens synthétique complémentaire de la séquence codante
de ’ARNm de HIF-10. Il se lie a I’ARNm de HIF-1a et induit sa dégradation in vitro et in vivo.
De plus, EZN-2968 diminue les niveaux de HIF-1 dans des modeles animaux et chez des

patients atteints de carcinomes mammaires ou du colon (Karakashev and Reginato, 2015).

Topotecan est un inhibiteur de I’activité¢ de la topoisomérase de type I, approuvé par la FDA
(Food and Drug Administration) (Wigerup et al., 2016). Cet analogue naturel de ’alcaloide
cytotoxique, camptothécine, inhibe 1’activité et la traduction de HIF-1a in vivo dans des lignées
cellulaires de gliome. De plus, il est utilisé en essais cliniques pour le traitement du cancer du

poumon a petites cellules et du cancer de I’ovaire (Karakashev and Reginato, 2015).

2-methoxyestradiol (2ME2) réduit la traduction de HIF-1a induisant une inhibition de la
croissance tumorale et de I’angiogenese. De plus, il dérégule également HIF-2a dans des
cellules de carcinome hépatocellulaire. L’efficacité du 2ME2 a été évaluée dans de nombreuses
études de phases I et II chez des patients atteints de myélomes multiples et des cancers du sein,

de la prostate et de ’ovaire (Wigerup et al., 2016; Karakashev and Reginato, 2015).

Les inhibiteurs des histones déacétylases (HDAC) tels que vorinostat, romidepsin,
panobinostat et belinostat, approuvés par la FDA dans de nombreux cancers, induisent une
dégradation du facteur HIF-1a mais leurs mécanismes d’action restent encore a étre confirmés.
De plus, la déacétylation de HIF-2a par SIRT1 augmente son activité transcriptionnelle alors
que celle de HIF-1a résulte en une répression transcriptionnelle. Ce qui suggere que les
inhibiteurs HDACs ont des effets directs mais controversés selon la sous-unité HIF-o (Wigerup

et al., 2016).

PX-478 est un dérivé de I’agent alkylant melphalan. Cet agent cytotoxique est utilisé pour le
traitement des myélomes multiples et les cancers ovariens. PX-478 inhibe HIF-1a en inhibant
sa traduction et en induisant sa dégradation protéique de maniére indépendante a 1’O2, a p53 et
au pVHL. De plus, son activité anti-tumorale a été démontrée dans plusieurs modeles de

xénogreffes (Wigerup et al., 2016).
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c. Composés affectant la stabilité protéique de HIF-a

Afin de garantir sa stabilité, la protéine HIF-1 recrute la molécule chaperone Hsp90. Ainsi,
Geldanamycin, un inhibiteur de Hsp90, a été mis en évidence pour entrainer 1’ubiquitinisation
et la dégradation protéosomale de HIF-1a, de facon indépendante de pVHL, dans des lignées
cellulaires cancéreuses de prostate et de carcinomes rénaux ( Wigerup et al., 2016; Karakashev
and Reginato, 2015). De méme, un analogue de la geldanamycin, 17-AAG (tanespimycin),
semble efficace dans des essais cliniques de phase II en combinaison avec du sorafenib (un
inhibiteur de Raf kinase) contre des tumeurs rénales mutées pVHL ou en combinaison avec du
trastuzamab contre les cancers du sein métastatiques ERBB2 positifs (Wigerup et al.,

2016;Karakashev and Reginato, 2015).

Les domaines PAS des facteurs HIF-a et 1a sous unité HIF-1f forme le complexe d’assemblage
HIF, cependant, il existe des petites molécules ciblant ces domaines et inhibant les interactions
protéine-protéine (Wigerup et al., 2016). Parmi ces molécules, on retrouve Acrifavine, un
puissant inhibiteur de la dimérisation entre HIF-a et HIF-1P en se liant directement au domaine
PAS-B de HIF-1a et HIF-2a. Cet inhibiteur réduit la croissance tumorale et la vascularisation

dans des modeles de xénogreffes hépatocellulaires et de prostate.

3- Développement de pro-médicaments activés par ’hypoxie

Un pro-médicament est un composé inactif qui peut, spontanément ou par une voie métabolique
spécifique, €tre converti en composé pharmacologiquement actif. Ces composés sont activés
par des oxydoréductases cellulaires. Certains pro-médicaments sont activés dans les tissus
hypoxiques permettant de tuer spécifiquement les cellules tumorales hypoxiques mais
également les cellules tumorales non hypoxiques alentour par I’intermédiaire de 1’effet
« bystander ». Ce processus est habituellement inhibé en présence d’oxygene faisant de ces

composés une spécificité aux cellules hypoxiques.

Parmi ces pro-médicaments, on retrouve ( Wigerup et al., 2016; Karakashev and Reginato,

2015) :

- Tirapazamine est un composé bio-réducteur de la classe des N-oxides, 300 fois plus
toxique sous hypoxie qu’en normoxie. Cependant, son utilisation en clinique est limitée

dli a une faible pénétration dans les tissus faiblement vascularisés et a sa toxicité.
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SN30000, un analogue au tirapazamine, possede de meilleures propriétés
pharmacodynamique et pharmacocinétique avec un effet anti-tumoral plus important
dans des modeles de xénogreffes. Cependant, il est difficile de mettre en place des essais
cliniques dii au manque de biomarqueurs prédictifs pour 1’efficacité¢ de ces composés,
sécrétés par la tumeur présente chez le patient. Récemment, la P450 oxydoréductase a
été identifiée comme un biomarqueur de sensibilité aux pro-médicaments.

PR-104 est un composé nitro-aromatique, utilisé dans un essai clinique de phase 11
prometteur contre des carcinomes pulmonaires non a petites cellules, menant a un essai
de phase III.

TH-302 est utilisé dans des essais cliniques de phase II en combinaison avec la
gemcitabine contre le cancer du pancréas ou en association avec la doxorubicine contre
des sarcomes des tissus mous.

Apaziquone (E09) est une quinone efficace dans une variété de cancers tels que les
cancers de la téte et du cou, du sein et de la vessie. Cependant, les essais cliniques n’ont
pas été prometteurs dii a une faible pharmacocinétique empéchant le pro-médicament

de pénétrer au sein de la tumeur et qui ainsi est rapidement dégradé.

4- Ciblage des voies activées par I’hypoxie

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) jouent un rdle important dans la tumorigenese.

L’activation des RTK induit une signalisation qui promeut la progression tumorale en favorisant

la résistance aux thérapies anti-cancéreuses. De plus, I’expression de multiples RTK et de leur

ligand, est augmentée lors de I’hypoxie (Karakashev and Reginato, 2015).

Kinase c¢c-MET: est un RTK oncogénique qui joue un rdle important dans
I’embryogenese, 1’invasion et la survie tumorale. PHA665752, une petite molécule
sélective inhibitrice de MET, induit une radio-sensibilisation de cellules cancéreuses
gastriques. Ce composé est également capable d’empécher 1’invasion tumorale induite
par ’hypoxie dans des cellules cancéreuses de poumon non a petites cellules.

Kinase AXL : est un autre membre de la famille MET kinase qui participe a la résistance
induite par I’hypoxie dans des cellules cancéreuses de prostate. L’inhibition d’AXL
diminue la tumorigenese dans des cellules cancéreuses de sein in vitro et in vivo. Au

niveau clinique, BGB324, un inhibiteur d’AXL, a une faible toxicité lors des essais
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cliniques de phase I et une étude en phase II est en cours dans des carcinomes

pulmonaires non a petites cellules.

La régulation du facteur VEGF-A est augmentée par ’hypoxie dans de nombreuses cellules
cancéreuses in vitro et in vivo. La découverte du VEGF-A comme le premier facteur tumoral
angiogénique a permis de développer des composés qui ciblent le VEGF ou ses récepteurs. Le
bevacizumab et le ranibizymab sont deux anticorps ciblant le VEFG-A utilisés dans les
thérapies angiogéniques. Ces composés inhibent I’angiogenése tumorale et diminuent la
progression tumorale dans des modeles animaux. Malheureusement, les essais cliniques sont
moins impressionnants. Initialement, quelques patients répondent bien au traitement et la
tumeur primaire régresse, mais avec le temps, les tumeurs deviennent résistantes et dans de
nombreux cas, deviennent plus agressives en augmentant les métastases (Karakashev and

Reginato, 2015).
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Figure 16 : Stratégies pour cibler les cellules cancéreuses hypoxiques dans les tumeurs
solides.

De multiples voies peuvent étre ciblées pour sensibiliser les cellules hypoxiques aux traitements
anticancéreux telles que I’angiogenése, le métabolisme, la prolifération, la survie, le remodelage
de la matrice-extracellulaire, I’invasion (d’apres Karakashev and Reginato, 2015).
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C) Role de I’hypoxie dans les chondrosarcomes

Les facteurs HIFs jouent un role central dans la réponse a I’hypoxie. En effet, ils peuvent réguler
I’expression d’une centaine de geénes impliqués dans la biologie tumorale. De cette fagon, les
cellules tumorales peuvent activer des réponses adaptatives afin de survivre au
microenvironnement tumoral hypoxique. L’expression de HIF- a contribue a la progression de
la tumeur dans le but de maintenir le métabolisme énergétique et de promouvoir I’invasion et

la migration des cellules tumorales.

Bien que les chondrosarcomes soient des tumeurs faiblement vascularisées, trés peu d’études
ont ¢ét¢ menées sur 1’effet de I’hypoxie dans les chondrosarcomes (seulement 32 articles sont
référencés sur PubMed). Au vu de la littérature, deux approches ont été menées pour étudier le
r6le de I’hypoxie et des facteurs HIF-la et HIF-2o0 dans la progression tumorale des
chondrosarcomes : 1’étude histologique des facteurs HIFs et le ciblage thérapeutique de

I’angiogenese.

1- Etude histologique des facteurs HIFs

De nombreuses études ont confirmé que 1’expression de HIF-la est corrélée a un faible
pronostic dans divers cancers notamment gastrique, pulmonaire et cesophagien. Cependant, le

role des facteurs HIFs au sein des chondrosarcomes n’est pas encore bien défini.

Dans les tumeurs cartilagineuses, le facteur HIF-1 est détecté dans tous les grades de
chondrosarcomes mais pas dans les tumeurs bénignes (enchondromes) et son expression
augmente avec le grade de la tumeur ( Chen et al., 2011a; Boeuf et al., 2010; Kubo et al., 2008).
De méme, 1’expression de HIF-2 est également plus importante dans les chondrosarcomes que
dans les enchondromes (Kubo et al., 2008) et son expression augmente avec le grade tumoral

(Chen et al., 2011b).
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Figure 17 : Représentation d’une coupe immunohistochimique d’un chondrosarcome de
grade III du tibia proximal.

Immunohistochimie (A) du facteur inductible a I’hypoxie HIF-1a et (B) du facteur HIF-2a. Les
tissus avec une forte coloration montrent une coloration nucléaire brun foncé de HIF-1a et HIF-
20 de maniere diffuse (x100) (d’aprés Kubo et al., 2008).

Sous hypoxie, les cellules tumorales développent une variété de stratégies pour échapper a
I’apoptose, dont le blocage de la translocation de Bax et I’induction de génes anti-apoptotiques
tels que IAP2 et Bcel-xL. Au sein des chondrosarcomes, un haut niveau de HIF-1a est associé a
une expression élevée de Bcl-xL et a la diminution de I’apoptose. Ces résultats suggerent que
le facteur HIF-lo a un role dans I’échappement a 1’apoptose et dans la pathogénese du

chondrosarcome (Chen et al., 2011a).

Le comportement biologique des chondrosarcomes est lié a la composition de la matrice
tumorale et a son modele de vascularisation suggérant ainsi un role important du processus
angiogénique et du remodelage de la matrice durant le développement et la progression de ces
tumeurs osseuses. Il a été mis en évidence que les chondrosarcomes de haut grade expriment
fortement les protéines MMP-2 et Galectin-1 en réponse a I’hypoxie (Boeuf et al., 2010). MMP-
2 intervient dans le remodelage de la matrice extracellulaire et I’angiogenése tumorale.
Galectin-1, quant a elle, est une molécule contribuant a la progression tumorale par de multiples
processus tels que la prolifération, 1’adhésion, et la mobilité cellulaire (Boeuf et al., 2010). De
plus, I’expression de HIF-1la dans les chondrosarcomes est liée a 1’augmentation du facteur

angiogénique, VEGF (Lin et al., 2004).

Beclin-1 est un médiateur clé de 1’autophagie. La diminution de son expression est associée a
un défaut de 1’autophagie dans les carcinomes hépatocellulaires (Ding et al., 2008) suggérant

un rdle de Beclin-1 dans la tumorigenese et la progression tumorale. Au sein des
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chondrosarcomes, le niveau élevé de facteur HIF-2a associé a une faible expression de Beclin-

1 joue un rdle dans la pathogénicité des chondrosarcomes (Chen et al., 2011b).

Bien que des études aient mis en évidence le role des facteurs HIF-o dans la progression
tumorale des chondrosarcomes, leur utilisation comme facteur prédictif de mauvais pronostic
reste encore a étre confirmé. C’est pourquoi, Li et col ont mené une méta-analyse des différentes
études publiées afin d’évaluer I’utilisation du facteur HIF-1a comme un outil de prédiction au
mauvais pronostic dans les sarcomes des os. Ils ont mis en évidence que I’expression de HIF-
la et le grade histologique de la tumeur sont associés a une faible survie globale et a une faible
survie sans maladie. Ainsi, ’expression de HIF-1a peut étre un facteur prédictif de mauvais

pronostic dans les tumeurs osseuses incluant les chondrosarcomes (Li et al., 2016).

2- Ciblage thérapeutique de ’angiogenése

Du fait de la présence dune microvascularisation plus importante dans les chondrosarcomes de
grade II et III ainsi que de la régulation de I’expression du facteur angiogénique VEGF par le
facteur HIF-1a, la majorité des études sur le chondrosarcome se sont intéressées au ciblage de
I’angiogenese afin de bloquer la progression tumorale en inhibant la croissance cellulaire et le

comportement métastasique.

Bien que l’angiogenése soit largement régulée par les facteurs HIF-la et VEGF, des
chimiokines et leurs récepteurs peuvent étre impliqués dans 1’invasion, 1’angiogenése et la
formation de métastases. Parmi ces chimiokines, CXCR4 (chemokine receptor four) et son
ligand SDF1 (stromal cell derived factor one) favorisent la formation de métastases en

augmentant la prolifération, la migration et I’angiogenése des cellules tumorales.

Au sein des chondrosarcomes, le facteur HIF-1a augmente 1’expression du VEGF de facon
directe mais également de fagon indirecte en augmentant 1’expression et la signalisation de
CXCR4/SDF1 (Sun et al., 2013). De plus, le facteur HIF-1a favorise le phénotype invasif en
augmentant [’expression de MMP-1 (métalloprotéase la plus abondante dans les
chondrosarcomes) également par induction de ’expression de CXCR4 (Sun et al., 2010). De
plus, 'utilisation d’un siRNA dirigé contre CXCR4 ou d’un inhibiteur pharmacologique de
CXCR4, AMD3100, induit une inhibition de I’angiogenese en diminuant I’expression du VEGF
et la microvascularisation des tumeurs de chondrosarcome et inhibe I’invasion cellulaire par

diminution de I’expression de MMP-1 (Sun et al., 2013, Sun et al., 2010).
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Figure 18 : L’inhibiteur de CXCR4, AMD3100, diminue I’angiogenése dans des xénogreffes
de la lignée de chondrosarcome JJ.

(A) Expression du VEGF dans les lysats de xénogreffes aprés 4 semaines de traitement au
AMD3100. (B) Analyse immunohistochimique des micro-vaisseaux par marquage du CD31 dans
les tumeurs apres traitement au AMD3100 (x200), bar=100uM (d’aprés Sun et al., 2013).

Les miRNA sont de courts ARNs endogenes, non codants de 18 a 22 nucléotides qui se lient a
la région 3’UTR de I’ARNm correspondant par complémentarit¢ de bases, induisant la
dégradation ou I’inhibition de la traduction. Les miRNA peuvent étre des régulateurs majeurs
du phénotype malin; dans ce cas, on parle d’oncomirs. Ainsi, I’identification de miRNA
surexprimés dans les chondrosarcomes, particuliérement ceux impliqués dans I’angiogenese,

est importante et peut fournir une cible thérapeutique en développant des « antagomirs ».

Les chondrosarcomes de haut grade sur-expriment un puissant miRNA, miR-181a. Son
expression est augmentée par I’hypoxie et il induit ’expression du VEGF (Sun et al., 2015a).
Une cible de cet oncomir est la protéine RGS16 (regulator of G-protein signaling 16), un

régulateur négatif de CXCR4 (Sun et al., 2015b).

L’inhibition de miR-181a par un antagomir anti-miR-181a induit une diminution du VEGF, de
I’activité de MMP-1, de la croissance tumorale et de la formation de métastases pulmonaires
dans des modeles de xénogreffes de chondrosarcome et restaure 1’expression de RGS16 (Sun

etal., 2015b).
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Figure 19 : L’antagomir anti-miR-181a inhibe ’angiogenése des chondrosarcomes in vivo.
(A) Expression du VEGF dans les lysats de xénogreffes. (B) Analyse immunohistochimique de
I’angiogenése par marquage du CD34, bar=100uM (d’apres Sun et al., 2015b).

L’adiponectine est une hormone secrétée par les adipocytes différenciés et dont I’expression est
corrélée avec le grade de la tumeur de chondrosarcome. L’adiponectine augmente 1’expression
du VEGEF et induit la formation de métastases dans les cellules de chondrosarcome humain a
travers une cascade de signalisation impliquant HIF-1a, mTOR, PI3K, Akt et le récepteur
d’adiponectine (AdipoR) (Lee et al., 2015). L utilisation d’un shRNA contre I’adiponectine
entraine une inhibition de I’angiogenése par diminution de I’expression du VEGF et de la

néovascularisation des chondrosarcomes in vivo (Lee et al., 2015).
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III) Approches thérapeutiques contre les chondrosarcomes

A) Nouvelles options de traitement des chondrosarcomes

Depuis quelques années, I’identification des voies de signalisation dans les chondrosarcomes
et des études précliniques ont mené a I’identification de cibles potentielles pour des essais

cliniques (Tableau III).

1- Inhibition des voies de survie

La régulation de la voie PI3K/Akt est souvent augmentée dans les cancers et peut inhiber
I’apoptose et induire la prolifération cellulaire. Au sein des chondrosarcomes, la voie PI3K/Akt
est activée. Un essai clinique de phase I a été mené chez 10 patients présentant un
chondrosarcome. La combinaison du perifosine, un inhibiteur du recrutement membranaire
d’Akt, avec du gemcitabine a permis de diminuer la taille de la tumeur de 17% uniquement

chez un patient (van Oosterwijk et al., 2013).

mTOR est un point de convergence de plusieurs voies impliquées dans la synthese protéique et
la prolifération cellulaire. Un essai clinique comprenant 10 patients atteints de chondrosarcomes
non résécables traités avec du sirolimus, un inhibiteur allostérique de la voie mTOR, et du
cyclophosphamide a montré un taux de contrdle de la maladie de 70% (Bernstein-Molho et al.,
2012). De plus, un essai clinique de phase I/Il a été mené afin de tester la capacité du
temsirolimus, un autre inhibiteur de la voie mTOR, a potentialiser 1’effet cytotoxique de la

doxorubicine liposomale chez des patients atteints de chondrosarcome (Thornton et al., 2013).

La signalisation Src peut également induire ’expression de HIF-la et favoriser la survie
cellulaire. Dans les chondrosarcomes, la signalisation de Src est augmentée et son inhibition
par un inhibiteur tyrosine kinase, le dasatinib, induit la diminution de la prolifération cellulaire
(Schrage et al., 2009). Cependant, dans un essai de phase II, aucune réponse n’a été obtenue
apres un traitement au dasatinib chez des patients atteints de chondrosarcome (van Oosterwijk

etal., 2013).
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2- Inhibition de la voie de développement Hedgehog

La signalisation hedgehog est active dans les chondrosarcomes centraux. Cette voie est un
événement précoce dans la formation et la progression tumorale soulevant la possibilité que le
ciblage thérapeutique des voies de signalisation hedgehog puisse étre utilisé pour induire les

cellules a un état plus différencié et moins agressif (Bovée et al., 2010).

Un essai clinique de phase II randomisé utilisant de I’IPI-926, un puissant analogue de la
cyclopamine, un inhibiteur de la voie hedgehog, chez des patients présentant un
chondrosarcome métastasique ou localement avancé a été arrété par manque d’efficacité (van
Oosterwijk et al., 2013). Un deuxieme essai a été mené avec du vismodegib (GDC-0449), un
inhibiteur compétitif a la cyclopamine, et a montré une certaine efficacité dans un sous-groupe

de chondrosarcomes conventionnels de grade I ou II (Italiano et al., 2013).

3- Ciblage des voies de I’apoptose

Les protéines anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL) sont augmentées dans les chondrosarcomes.
Une autre protéine anti-apoptotique non apparentée a la famille Bcl-2, la survivine y est
également fortement exprimée. Ces données indiquent un mécanisme de défense efficace dans
lequel les cellules de chondrosarcome préviennent la mort cellulaire programmeée en réponse a

des signaux de stress tels que des dommages a I'ADN.

Lors d’un essai de phase I, un patient atteint d’un chondrosarcome présente une rémission
complete avec un traitement au dulanermin (rhApo2L/TRAIL), un antagoniste des récepteur de
mort 4 (DR4) et 5 (DRS) (Subbiah et al., 2012). L’apomab (PRO95780), un anticorps
monoclonal dirigé contre DRS, réduit de 20% la maladie chez un patient atteint d’un

chondrosarcome (Camidge, 2008) mais n’a aucune efficacité lors d’un essai de phase II.

Le résultat prometteur du dulanermin montre que la restauration de la machinerie apoptotique
peut avoir un fort potentiel thérapeutique dans les chondrosarcomes. Cependant, du fait que les
chondrosarcomes expriment fortement les protéines anti-apoptotiques, une approche multi-

ciblée devrait étre plus efficace.
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Tableau III: Récapitulatif des différentes cibles contre les chondrosarcomes et des
stratégies thérapeutiques au cours d’essais cliniques dans les chondrosarcomes (adapté de
van Oosterwijk et al., 2013) .

Cible Médicament Mécanisme d’action Identifiant essai clinique
PI3K/Akt Perifosine Inhibition du recrutement membranaire d’ Akt NCT00401388
mTOR Sirolimus Inhibition de la voie mTOR
Sre Dasatinib Inhibiteur de petite molécule kinase NCT00464620
Sunitinib Inhibiteur de récepteur tyrosine kinase multi-cible NCT00474994
PDGF Imatinib Inhibiteur compétitif tyrosine kinase
Pazopanib Bloque I’autophosphorylation des récepteurs NCTO01330966
p PDFG, VEGF, FGF-1, FGF-3
Sarideglb NCT01609179
Hedgehog (IP1-926) Inhibition de la voie hedgehog
Vismodegib Inhibition de la voie hedgehog NCT01267955
Dulanermin Inhibition de I’apoptose par liaison aux récepteurs
rhAPO2L/TRAIL DR4 et DR5
Apoptose
PRO95780 Anticorps monoclonal IgG1 qui déclenche la voie NCT00543712
Apomab extrinséque de 1’apoptose via le récepteur DRS
Regorafenib Inhibiteur de la tyrosine kinase des recepteurs NCT02389244
VEFGR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3
VEGF
Pazopanib Inhibiteur de la tyrosine kinase des recepteurs NCT01330966
VEFGR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 NCT02066285

De plus, des essais cliniques dirigés contre les genes IDH1 et IDH2 et I’angiogenese sont en
cours de recrutement de patients atteints de chondrosarcome. En effet, I’inhibiteur oral d’IDH2,
AG-221, est actuellement testé dans un essai multicentrique de phase I et II chez des patients
atteints d’un chondrosarcome avec une mutation IDH2 (NCT02273739) et les inhibiteurs IDH,
AG-881 et AG-120, sont également en cours d’essai clinique de phase 1 dans des
chondrosarcomes avec une mutation IDHI1 et/ou IDH2 (NCT02481154 / NCT02073994). Les
inhibiteurs sélectifs des récepteurs tyrosine kinase multi-ciblés, pazopanib et regorafenib,
inhibent, entre autres, le récepteur du VEGF. Le pazopanib est actuellement en cours d’essai de
phase II chez des patients atteints de chondrosarcomes incurables ou métastatiques
(NCTO01330966) et de chondrosarcomes myxoides extra-squelettiques (NCT02066285). Le
regorafenib est testé dans un essai clinique de phase Il dans des chondrosarcomes intermédiaires

ou de haut grade (NCT02389244) (Polychronidou et al., 2017).
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B) L’épigénétique et la méthylation de H3K27

Bien que des études cliniques aient été menées sur les chondrosarcomes, 1’efficacité des
différentes drogues n’a pu étre démontrée, et a ce jour, I'unique traitement contre les
chondrosarcomes est la résection chirurgicale de la tumeur. Depuis les années 2000, une
nouvelle notion a émergé, 1’épigénétique, correspondant a 1’ensemble des modifications de
I’expression des genes, transmissibles et réversibles, ne résultant pas d’un changement
nucléotidique. L’épigénétique est une notion en pleine émergence, indispensable au controle
des processus cellulaires tels que la différenciation, la régulation des genes et le développement.
Elle peut également intervenir dans la carcinogenése notamment lors de I’hyperméthylation de
I’histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) entrainant une compaction importante de I’ADN et
une diminution de I’expression des genes associés. Ainsi, I’étude des acteurs de la modification
épigénétique pourrait mener au développement d’une thérapie épigénétique contre les

chondrosarcomes.

1- La régulation épigénétique

Le terme épigénétique est défini par tous les changements héréditaires, méiotiques et
mitotiques, de I’expression des genes qui ne sont pas codés dans la séquence d’ADN elle-méme
(Egger et al., 2004). Le processus épigénétique fait appel a des composants interconnectés et

dépendant les uns des autres qui induisent des changements dans I’expression des genes :

- Les modifications post-traductionnelles de la queue des histones
- La méthylation de ’ADN

- Les ARNs non-codants et le réseau de miARNs

a. La modification des histones

Les histones sont des petites protéines, riches en acides aminés basiques, responsables de la
modulation de I’ADN. elles forment un complexe octamerique autour duquel s’enroule le brin
d’ADN pour former le nucléosome, unité de base du matériel génétique (Li, 2002). Il existe 5
familles d’histones : H1, H2A, H2B, H3 et H4. L'extrémité amino-terminale de la queue des
histones subit des modifications post-traductionnelles dont les plus étudiées sont la méthylation,

I’acétylation, la phosphorylation, 1’ubiquitination et la sumoylation (Figure 20). Ces
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modifications modulent I’expression des geénes soit directement soit par recrutement de

complexes protéique ou enzymatique (Bannister and Kouzarides, 2011).

. DNA

Acetylation & Methylation 4 Ubiquination

Figure 20 : Organisation du nucléosome.

L’ADN double brin s’enroule autour du noyau central de 8 protéines d’histone (octameére
comprenant : 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4) pour former le nucléosome. L’extrémité N-terminale
de la queue des histones peut subir des modifications post-traductionnelles telles que
I’acétylation, la méthylation ou la phosphorylation (d’aprés Baugeg et al., 2014).

Les modifications post-traductionnelles des histones sont responsables du remodelage de la
chromatine modifiant I’enroulement de I’ADN selon le code des histones. On distingue deux
états de la chromatine : I’hétérochromatine correspond a une chromatine condensée ou I’acces
aux genes par les facteurs de transcription est impossible et les génes sont faiblement exprimés.
L’euchromatine correspond a une chromatine ouverte permettant une expression des genes

(Baugé et al., 2014).

b. Méthylation et déméthylation des histones

La méthylation des histones est une marque épigénétique activement étudiée. Elle se produit
sur tous les résidus basiques : arginine, lysine et histidine. Les arginines peuvent é&tre

monométhylées (mel) et diméthylées symétriquement (me2s) ou asymétriquement (me2a). Les
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sites de méthylation de I’arginine sont H3R2, H3RS8, H3R17, H3R26 et H4R3. Les lysines
peuvent étre soit mono-, di- (me2), ou tri- (me3) méthylées (Greer and Shi, 2012). La
méthylation des histones se produit principalement sur 1’histone H3 au niveau des lysines (K)
4,9, 14, 18, 23, 27, 36 et 79 et sur la lysine 20 de I’histone H4 (Baugé et al., 2014). La
monométhylation des histidines est quant a elle, plus rare. De plus, d’autres résidus basiques

peuvent étre méthylés sur les histones H1, H2A, H2B, H3 et H4 (Greer and Shi, 2012).

Contrairement a l'acétylation et a la phosphorylation, la méthylation des histones ne modifie
pas la charge de la protéine et module la structure de la chromatine en permettant le recrutement
de protéines ayant la capacité de faciliter ’activation ou la répression transcriptionnelle (Black
et al., 2012; Bannister and Kouzarides, 2011) (Tableau IV). Ainsi, les histones H3K4, H3K36
et H3K79 sont associés a 1’activation transcriptionnelle alors que les histones H3K9 et H3K27

sont associés a la répression transcriptionnelle (Black et al., 2012; Berger, 2007).

Tableau IV : Principales modifications des histones et leurs effets sur I’expression des génes
(d’apres Baugg et al., 2014).

Code des Methylation Acetylation Ubiquitination
histones Monomethylation Dimethylation Trimethylation

H2AK119 - - - - Repression
H2BKS Activation - Repression - -

H3K4 Repression Repression Activation - ~

H3K9 Activation Repression Repression Activation -

H3K14 - - - Activation -

H3K18 - - - Activation -

H3K27 Activation Repression Repression Activation -

H3K36 Repression Activation Activation - -

H3K56 - - - Activation -

H3K79 Activation Activation Activation, - -

repression
H4K12 - - - Activation -
H4K20 Activation Repression - -
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La découverte en 2004 de I’histone H3K4 déméthylase, appelée LSDI1 (lysine specific
demethylase 1 ou KDM1A), a permis de mettre en évidence que la méthylation des histones est
un évenement réversible. Il existe actuellement plus de 60 lysine-méthyltransférases et 30

lysine-déméthylases prédites dans le génome humain (Baugé et al., 2014; Greer and Shi, 2012).

Les histone méthyltransférases comportent trois familles d’enzymes permettant 1’ajout d’un
groupement méthyl a partir d’un donneur, la S-adénosyl méthionine (SAM) (Black et al., 2012).
Les lysines sont méthylées par des protéines a domaine SET et par les protéines Dotl like. La
famille des PRMT, quant a elle, méthyle les arginines (Greer and Shi, 2012). Les histone
méthyltransférases sont importantes pour le développement embryonnaire mais leur
dysfonctionnement est li¢ a I’agressivité des cancers. En particulier, le répresseur
transcriptionnel EZH2 (enhancer of zeste homologue 2), une méthylase de H3K27, est
surexprimée dans de nombreux types de cancer et pourrait &tre un marqueur moléculaire de la

progression tumorale et métastatique (Baugé et al., 2014).

Deux familles d’histone déméthylase sont responsables de la déméthylation des histones :
LSD1, responsable de 1’élimination directe de groupements mono- et di-méthylés sur les lysines
4 et 9 de I’histone 3 (H3K4 et H3K9) et Jumonji C (JmjC), qui enléve les trois groupements
mono-, di- ou tri-méthyl (Burchfield et al., 2015). Cependant, la surexpression, I’amplification
ou les interactions de plusieurs histone déméthylases sont associées a de nombreux types de
tumeurs, permettant ainsi 1’utilisation de ces enzymes comme outil de diagnostic ou de cibles

thérapeutiques (Lim et al., 2010).

2- Triméthylation de ’histone H3K27 et ses régulateurs

a. Lamarque H3K27

Les di- et tri-méthylations de la lysine 27 de I’histone 3 (H3K27me2 et H3K27me3) sont
effectuées par le complexe polycomb PRC2 (polycomb repressive complex 2) comprenant une
sous-unité catalytique EZH2, ou son homologue fonctionnel EZH1 et des protéines accessoires
EDD (embryonic ectoderm development), SUZ12 (suppressor of zeste 12 homolog) et RbAp48
(Chen and Zhu, 2016; Ezponda and Licht, 2014) (Figure 21). Cette modification épigénétique
dans les régions promotrices des genes est associée a la répression génique (Ezponda and Licht,

2014). De plus, les protéines du complexe PRC2 sont co-localisées avec H3K27me3 sur les

-72 -



promoteurs de 10-15% de tous les genes (Conway et al., 2015) afin de réguler la différenciation,

I’identité cellulaire, la plasticité des cellules souches et la prolifération (Baugé et al., 2014).

SuUz12 AEBP2 PRC2

Ap48 EZH2
H — EED

(seD

Methylation

Cancers/Tumeurs
Lo e [T e
27 ey Différenciation cellulaire

> Systéeme immunitaire

Figure 21 : Régulation transcriptionnelle de la méthylation de H3K27.

La répression trasncriptionnelle est régulée par le complexe répressif PRC2 incluant la sous -unité
catalytique EZH1 ou EZH2. Le complexe PRC2, comprenant les protéines EED, SUZ12, Rbp48
et EZH?2, catalyse la di- et tri-méthylation de H3K27 (d’aprés Baugé et al., 2014).

L'élimination des groupements di- et tri-méthyl de H3K27 est effectuée par deux histone
déméthylases contenant un domaine catalytique JmjC (jumonji): UTX (ubiquitously
transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome ou KMD6A) et JMJD3 (jumonji domain-
containing protein3 ou KDM6B) (Figure 22). Ces protéines sont impliquées dans ’activité
transcriptionnelle, la différenciation des cellules souches embryonnaires et le contrdle de la

survie cellulaire via la protéine RB (Ezponda and Licht, 2014; Yoo and Hennighausen, 2012).
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Figure 22 : Les histone déméthylases UTX et JMJD3 régulent ’activité transcriptionnelle.
UTX et JMJD3 interagissent avec les protéines MLL, RbBP5 et WDRS. L’¢élimination des
groupements méthyl de H3K27me3 conduit a une chromatine transcriptionnellement active
(d’apres Yoo and Hennighausen, 2012).

b. La méthyltransférase EZH2

La protéine EZH2, sous-unité catalytique du complexe PRC2, comporte un domaine SET c-
terminal présentant une fonction méthyltransférase sur les lysines des histones (Tan et al.,
2014). Son activité n’est possible qu’apres interaction avec les autres protéines du complexe
PRC2 : EDD, SUZ12 et RbAp48 (Baugé et al., 2014; Ezponda and Licht, 2014). EZH?2 est
exprimé dans les cellules souches embryonnaires et est essentiel pour I’induction de la
pluripotence. De plus, il régule 1’expression de génes tissus-spécifiques impliqués dans la
différenciation cellulaire. EZH2 est également impliqué dans la différenciation des cellules
souches embryonnaires et adultes vers plusieurs types cellulaires (adipogenese, ostéogenese,
neurogenese...). Enfin, il joue un rdle dans le systeme immunitaire lors du développement des

lymphocytes T et B (Baugé et al., 2014).

L’activation d’EZH2, par surexpression ou par mutation, est impliquée dans le processus de
tumorigenese. En effet, EZH2 est surexprimé dans de nombreux types de cancer tels que le
cancer de la prostate, du sein ou de la vessie (Tan et al., 2014; Crea et al., 2012). Son expression
est associée a un mauvais pronostic, a la formation de métastases, a la chimiorésistance et a

I’agressivité de la tumeur.

En 2010, le séquencage du génome des cancers a permis l’identification de mutations
hétérozygotes dans le domaine SET d’EZH2, au niveau de la tyrosine 641 (Y641N, F, S ou H),
de I’alanine 677 (A677G) et de I’alanine 687 (A687V). Ces mutations « gain de fonction » sont
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retrouvées dans 7% des lymphomes folliculaires et dans 22% des lymphomes diffus a grandes
cellules B (GCB-DLBCL) et facilitent la conversion de la forme diméthylée vers la forme
triméthylée de H3K27 (Ezponda and Licht, 2014; Tan et al., 2014; Majer et al., 2012; McCabe
et al., 2012a).

EZH?2 est un régulateur de la voie pRB/E2F qui contrdle le cycle cellulaire des cellules normales
et tumorales. En effet, EZH2 réprime I’expression de pl6, p19 et pl5, activant le complexe
cycline D/CDK4 ou 6 et favorisant ainsi la prolifération cellulaire (Baugé et al., 2014). De plus,
la diminution de I’expression d’E-cadhérine par EZH?2 en triméthylant H3K27 est corrélée a la
progression tumorale, I’invasion et au stade avancé de la tumeur dans les cancers de la prostate,
gastrique et du sein. EZH2 réprime le facteur de transcription FOXCI1 (forkhead box
transcription factor C1) induisant I’invasion des cellules cancéreuses du sein (Tan et al., 2014).
Ainsi, la surexpression d’EZH2 induit une augmentation de la prolifération des cellules
cancéreuses, la transition épithélio-mésenchymateuse, les métastases et la progression tumorale

(Figure 23).

Bien qu’il ait un role dans la répression transcriptionnel, EZH2 peut également agir sur
I’activation de geénes cibles de fagon indépendante de son activité histone méthyltransférase
(Tan et al., 2014). En effet, dans les cancers du sein, il a ét¢ montré qu’EZH2 peut interagir
avec les récepteurs o- et B-caténines afin d’activer des genes intervenant dans la voie de
signalisation Wnt et favoriser la prolifération des cellules tumorales (Shi et al., 2007). Une autre
¢tude a montré qu’EZH2 active I’expression de genes cibles de NF«kB par interaction avec le

complexe RelA/RelB (Lee et al., 2011).

cD
22—
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o
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Figure 23 : EZH2 et processus tumoral.

La surexpression d’EZH2 est corrélée a la prolifération cellulaire, a la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM), a la migration et I’invasion cellulaire et a la chimiorésistance (E-cad :
E-cadhérine, Vim : Vimentine) (adapté de Konno et al., 2014).
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L'expression d'EZH2 est également contrdlée par ’hypoxie. En effet, en condition hypoxique,
l'expression d'EZH2 augmente et favorise ainsi la prolifération de cellules initiatrices de tumeur
mammaire. De plus, il a été¢ mis en évidence que le VEGF augmente les niveaux d’expression
d’EZH2 dans les tumeurs vascularisées. EZH2, a son tour, contribue a I'angiogenése tumorale

en inactivant le facteur anti-angiogénique, VASH1, par méthylation (Lu et al., 2010).

Enfin, EZH?2 peut étre associé aux phénomenes de chimiorésistance dans des cancers. En effet,
la diminution d’EZH2 induit une diminution de la résistance au cisplatine dans des xénogreffes

tumorales ovariennes (Hu et al., 2010).

c. Les déméthylases JIMID3 et UTX

Les déméthylases de H3K27me3, JMJD3 et UTX, ont été découvertes récemment (2007) et ont
84% de similarité de séquence dans le domaine JmjC. La déméthylase UTX échappe a
I’inactivation du chromosome X et est exprimé de fagcon ubiquitaire alors que JMJD3 s’exprime

lors d’une inflammation et des stimuli viraux et oncogéniques.

UTX est composé de 1401 acides aminés et contient, en plus du domaine catalytique de JmjC,
6 domaines de répétition tétratricopéptidique (TPR) pour interagir avec des protéines. JMJD3

se compose de 1679 acides aminés, mais ne contient que le domaine JmjC.

Les deux déméthylases régulent les génes homéotiques HOX (Pedersen and Helin, 2010). De
plus, des études in vitro et in vivo ont montré que JMJD3 et UTX sont essentiels pour le
développement et la différenciation. JMJD3 controle H3K27me3 dans la trans-différenciation
des macrophages en réponse a des stimulis inflammatoires. JMJD3 contribue a la
différenciation cellulaire en activant des genes impliqués dans la différenciation neuronale et
épidermique et dans la cicatrisation. UTX favorise la myogenese par activation des genes

myogenin et creatine kinase.

JMID3 et UTX ont des roles opposés dans la reprogrammation des cellules somatiques et
pluripotentes induites. UTX murin favorise la reprogrammation des cellules somatiques par
interaction avec les facteurs de transcription Oct4 et Nanog. JMJD3 quant a lui, inhibe la
reprogrammation en régulant le locus Ink/Arf (Cdkn2a) et par ubiquitination de PHF20 via le

recrutement de I'ubiquitine ligase Trim26.

Ces deux histone déméthylases peuvent également avoir un role dans certaines tumeurs

malignes. UTX est un suppresseur de tumeur et a été initialement caractéris€ comme un
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répresseur de tumeurs induites par Notch et le rétinoblastome (RB) chez la drosophile et dans
les cellules humaines (Lim et al., 2010; Pedersen and Helin, 2010) (Tableau V). UTX est muté
dans un certain nombre de cancers dont la leucémie aigué lymphoblastique (ALL), la leucémie
myélomonocytaire chronique (CMML), I'adénocarcinome colorectal, le carcinome des cellules
rénales, le myélome multiple et le cancer de la vessie (Arcipowski et al., 2016; Pedersen and
Helin, 2010). Les mutations somatiques « perte de fonction » d’UTX augmentent la
prolifération des cellules tumorales in vitro ainsi que la migration cellulaire et la croissance
tumorale in vivo (Ezponda and Licht, 2014; Mar et al., 2012; Jankowska et al., 2011; Pedersen
and Helin, 2010).

JMJID3 est un suppresseur de tumeur qui se lie et active le locus INK4A-ARF dans les
fibroblastes diploides humains (Arcipowski et al., 2016; Lim et al., 2010; Pedersen and Helin,
2010) (Tableau V). Lorsque les cellules sont exposées au stress oncogénique, le locus devient
déméthylé et actif, entrainant un arrét du cycle cellulaire et la sénescence. L'expression de
JMJID3 est réduite dans les cancers, tels que les carcinomes pulmonaires, hépatiques et les
tumeurs malignes hématologiques. Le géne JMJD3 est situé sur le chromosome 17 a proximité
immédiate du suppresseur de tumeur TP53, et les délétions ciblant les deux genes se retrouvent
généralement chez les cancers humains (Arcipowski et al., 2016; Lim et al., 2010; Pedersen and

Helin, 2010).

Tableau V: Role des histone déméthylases UTX et JMJD3 dans les cancers (adapté de Lim et al.,

2010).
engﬁ:::;it;ue transcl:i(;:fionnel Mécanisme d’action Réle dans le cancer
Activation Suppresseur de tumeur
transcriptionnelle des Diminution de la
UTX/KDM6A H3K27me?2/3 Activation protéines de liaison pRB régulation d’UTX dans
contribuant a l'arrét du les cancers par mutations
cycle cellulaire somatiques inactivatrices
Activation
transcriptionnelle de la Suppresseur de tumeur
JMIJD3/KDM6B  {3K27me2/3 Activation Fréquemment délété dans

région INK4A/ARF

. . p les cancers
induisant la sénescence
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3- Ciblage thérapeutique des histone méthylases/déméthylases de H3K27

L’implication d’EZH2 dans la progression tumorale a conduit au développement de petites
molécules inhibitrices de I’expression ou de I’activité d’EZH2. De méme, dii au role des histone
déméthylases dans les cancers, des inhibiteurs sélectifs a UTX et JMJD3 ont été également

développés.

a.  Inhibiteurs de la méthylase EZH2

Le premier inhibiteur d’EZH2 décrit est un analogue du 3-deazaadenosine, appelé le 3-
deazaneplanocine A (DZNep). Cette molécule agit indirectement sur EZH2 en inhibant
I’activité de la S-adénosyl-lI-homocystéine (SAH) hydrolase, entrainant une accumulation
cellulaire de SAH qui, a son tour, réprime ’activité histone lysine méthyltransférase (Figure

24).

Adox
DZNep

AdoHcy
Methyltransferase/\ Hydrolase

AdoMet L'>AdoHcy LHcy +Adenosine

Figure 24 : Métabolisme de la S-adénosylhomocystéine (AdoHcy) et son inhibition par le 3-
deazaneplanocine A (DZNep).

La S-adénosylméthionine (AdoMet) est un donneur de méthyl métabolisé en S-
adénosylhomocystéine par les méthyltransférases. AdoHcy est ensuite convertie en adénosine et
homocystéine (Hcy) par la S-adénosylhomocystéine hydrolase (AdoHcy hydrolase). Le DZNep
inhibe 1’AdoHcy hydrolase induisant une accumulation d’AdoHcy qui a son tour inhibe 1’histone
lysine méthyltransférase (adapté de Miranda et al., 2009).

Le DZNep réduit le niveau d’expression d’EZH?2 et la triméthylation de H3K27 conduisant a
la réactivation des genes cibles d’EZH2. 1l permet donc, in vitro, I’induction de 1’apoptose,
I’inhibition de I’invasion cellulaire et la sensibilisation a la chimiothérapie dans les cellules
tumorales mais pas dans les cellules normales (Tan et al., 2007). Ainsi, le DZNep induit

I’apoptose en réactivant 1’effecteur apoptotique FBOX32 (Tan et al., 2007) mais également la
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sénescence en réactivant les deux régulateurs de la sénescence p16 et p21 (Li et al., 2013). De
plus, le DZNep réduit la migration et I’invasion cellulaire en augmentant 1’expression de I’E-

cadhérine (Liu et al., 2016).

Du fait que le DZNep a une faible toxicité in vivo (Tan et al., 2007), son action a été largement
étudiée dans différents types de cancers tels que les cancers du poumon et gastrique, le
myélome, la leucémie myéloide aigué et le lymphome (Baugé et al., 2014), faisant du DZNep

un candidat prometteur contre le cancer.

Cependant, le DZNep n’étant pas spécifique de la triméthylation de H3K27 (Miranda et al.,
2009), d’autres inhibiteurs ayant une meilleure sélectivité pour EZH2 ont été développés. En

2012, des inhibiteurs compétitifs de la S-adénosylméthionine ont vu le jour (Figure 25) :

- Le composé EPZ005687 a une affinité 50 fois plus grande pour EZH2 que pour EZH1.
De plus, il peut inhiber la méthylation de H3K27 induite par les mutants EZH2 Y646 et
A682 et tuer sélectivement les cellules cancéreuses de lymphome en ayant un effet
minimal sur les cellules normales (Baugé et al., 2014; Tan et al., 2014).

- EPZ-6438 (ou tazemetostat) posséde le méme mécanisme d’action, la méme spécificité
et la méme activité cellulaire que I’EPZ005687. In vitro, il réduit les niveaux globaux
de H3K27me3 dans des lignées de lymphome humain exprimant EZH2 muté ou non. In
vivo, EPZ-6438 présente une bonne biodisponibilité orale dans les modeles animaux et
présente une activité anti-tumorale dans un modele de xénogreffe. Il est actuellement
étudié dans un essai clinique de phase I/II chez des patients atteints de tumeurs solides
avancées ou de lymphomes a cellules B (Baugé et al., 2014).

- Le GSK126 diminue la méthylation globale de H3K27 et inhibe la prolifération des
lignées cellulaires de lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL) dans lesquelles
EZH2 est muté. In vivo, le GSK126 inhibe la croissance des xénogreffes dans un modele
murin (McCabe et al., 2012b).

- UNCI1999 est un analogue du GSK126 qui réduit le niveau de H3K27me3 et induit la
mort des lignées cellulaires DLBCL ayant une mutation Y64 1N. Cet inhibiteur présente
une biodisponibilité par voie orale chez la souris permettant 1’étude du role d’EZH2 et

de son inhibition dans des modeles animaux (Konze et al., 2013).

Le développement d’un peptide appelé SAH-EZH2 (stabilized a-helix of EZH2) a permis
d’inhiber de fagon sélective la triméthylation de H3K27 en perturbant la liaison entre EZH2 et

la sous-unité EED qui induit une diminution du niveau protéique d’EZH2. De plus, le peptide
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SAH-EZH?2 induit un arrét de la croissance dans des cellules de leucémie MLL-AFO,
dépendante de PRC2 (Kim et al., 2013).

SAH-EZH2
peptides

suzi2 AEBP2

RbAp48 PRC2

EZH2

&
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Figure 25 : Différents modes d’inhibition de la sous-unité catalytique EZH2 du complexe
PRC2.

Trois types d’inhibiteurs sont impliqués: le DZNep comme inhibiteur de la S-
adénosylhomocystéine (SAH) hydrolase, les inhibiteurs compétitifs de la S-adénosylméthionine
(SAM) et les peptides SAH-DZNep qui rompent les contacts entre EZH2 (Enhancer of zest
homolog 2) et EED (Embryonic ectoderm development) (PRC : Polycomb repressive complex 2 ;
SUZ12 : Suppressor of zeste 12 homolog ; AEBP2 : Adipocyte enhancer-binding protein 2)
(d’aprés Baugé et al., 2014).

b. Inhibiteurs des déméthylases UTX et IMID3

Les histone déméthylases de la famille Jumonji sont des oxygénases dépendantes des ions Fe**
et de I’a-cétoglutarate, essentiels a 1’activité enzymatique. Le GSK-J1 est un inhibiteur
compétitif de ces deux cofacteurs, empéchant ainsi I’interaction entre JMJD3 ou UTX et

H3K27me3 en se liant au site actif de ces enzymes sans compromettre leur conformation
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(Kruidenier et al., 2012). Ainsi, le GSK-J1 est un inhibiteur des déméthylases JIMID3 et UTX,
induisant une augmentation de H3K27me?2 et H3K27me3. Cependant, le groupement carboxyle
du GSK-J1 est hautement polaire limitant sa perméabilité aux cellules. Le remplacement de ce
groupement par un ester éthylique confere une activité cellulaire a I’inhibiteur appelé¢ GSK-J4
(Kruidenier et al., 2012). Le GSK-J4 a le méme mécanisme d’action que celui du GSK-J1 et
est un puissant inhibiteur des histone déméthylases JMJD3 et UTX cependant son action n’est
pas spécifique a ces deux déméthylases. Il a été montré que le GSK-J4 inhibe également les
déméthylases KDMS5B et KDM4C augmentant ainsi les niveaux de H3K4me?2 et H3K9me3

respectivement (Heinemann et al., 2014).

Le GSK-J4 a des propriétés anti-tumorales (Figure 26). In vitro, le GSK-J4 diminue la viabilité
et la croissance cellulaire, induit un arrét du cycle cellulaire, augmente 1’apoptose et diminue la
formation de colonies dans des lignées cellulaires de gliome du tronc cérébral avec une mutation
K27M (Hashizume et al., 2014) et de leucémie lymphoblastique aigu€¢ a cellules T
(Ntziachristos et al., 2014). In vivo, le GSK-J4 réduit la croissance des xénogreffes de cellules
du gliome du tronc cérébral avec une mutation K27M en diminuant la prolifération cellulaire

et en augmentant I’apoptose (Hashizume et al., 2014).
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Figure 26 : Le GSK-J4 présente un effet anti-tumoral in vivo.

Un traitement au GSK-J4 dans des xénogreffes de cellules de gliome du tronc cérébral avec une
mutation K27M induit (A) Une diminution de la taille de la tumeur, (B) Une augmentation de la
survie et (C) Une diminution de la prolifération cellulaire (d’aprés Hashizume et al., 2014).
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Les chondrosarcomes sont des tumeurs malignes osseuses se développant dans un
environnement hypoxique. La prise en charge thérapeutique de ces tumeurs a matrice
cartilagineuse est principalement chirurgicale car les chondrosarcomes sont chimio- et radio-
résistants. Dans ce contexte, ce travail de these avait pour objectif de mieux comprendre le rdle
de ’hypoxie dans la résistance de ces tumeurs a la chimiothérapie et a la radiothérapie (projet
1) et d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques (projet 2) afin d’améliorer la prise en
charge des patients atteints d’un chondrosarcome de haut grade ou de localisation chirurgicale

difficile, comme les chondrosarcomes a la base du crine.

Bien que plusieurs études cliniques aient associé 1’hypoxie tumorale a une résistance aux
traitements, peu d’études ont ét€ menées dans les chondrosarcomes pour étayer cette hypothése.
Ainsi, dans un premier projet, nous nous sommes intéress€s a I’impact de 1’hypoxie sur les
mécanismes de résistance des chondrosarcomes a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Mon
étude a été menée sur quatre lignées cellulaires de chondrosarcome (Tableau VI) que nous
avons cultivées en normoxie (21% d’O2) ou en hypoxie (1% d’0Oz). La chimiothérapie a été
mimée par un traitement au cisplatine et la radiothérapie a ét€¢ mimée par irradiation aux rayons
X in vitro. Le but de ce travail a été de valider I’'implication de I"hypoxie dans la radio- et la

chimiorésistance des chondrosarcomes.

Tableau VI : Caractéristiques des lignées cellulaires de chondrosarcome.

Lignée cellulaire CH2879 SW1353 JJ012 FS090
Grade 1 I II I
Age (ans) 35 72 57 66
Sexe Femme Femme Homme Homme
Origine Cote Humérus Humérus Non renseigné
Provenance Pr Llombart-Bosch ATCC Pr Block Pr Block
(Valence, Espagne) (Chicago, USA) (Chicago, USA)
Références (Gil-Benso et al., 2003) (Scully et al., 2000) = (Scully et al., 2000)
Rayons X : Do (Gy) 34+0,1 5404 54+0,1 8+0,9
Cisplatine : ICso (uM) 1,7+04 6,3+0,5 23+04 5,613

La Dy correspond a la dose de radiation nécessaire pour tuer 90% des cellules et 1’'1Cso correspond a la
dose de cisplatine nécessaire pour réduire de 50% le nombre de cellules.
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Le second projet a été d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques. Tout d’abord, je me
suis intéressée plus particulicrement a une molécule pharmacologique appelée 3-
deazaneplanocine A (DZNep), ciblant la méthylation de la lysine 27 de I’histone 3 (H3K27). En
effet, notre équipe avait montré que cet inhibiteur de la S-adénosylhomocystéine hydrolase,
connu pour inhiber EZH2, induisait la mort des chondrosarcomes par apoptose in vitro (Girard
et al., 2014). Nous avons poursuivi ce travail en étudiant le mécanisme d’action du DZNep, puis
en analysant in vivo son effet anti-tumoral dans un modele de xénogreffes chez des souris nude
ainsi qu’en évaluant ses effets néfastes potentiels sur les différents tissus sains in vivo. Par

ailleurs, j’ai également évalué si cette molécule pouvait étre utilisée en combinaison, notamment

avec le cisplatine afin d’augmenter leur efficacité.

Finalement, une autre molécule pharmacologique, appelée GSK-J4, a été récemment identifiée
pour induire la mort cellulaire de certains gliomes pédiatriques du tronc cérébral et dans des
leucémies lymphoblastiques aigués (Hashizume et al., 2014; Ntziachristos et al., 2014). Aussi,
mon dernier objectif a été d’évaluer son potentiel thérapeutique seul ou en association avec le

cisplatine dans les chondrosarcomes.
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PROJET I

IMPACT DE L’HYPOXIE SUR LA REPONSE DES CHONDROSARCOMES

A LA CHIMIOTHERAPIE ET A LA RADIOTHERAPIE
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Introduction du projet I :

Il est communément admis que I’environnement hypoxique au sein de la tumeur affecte
négativement la réponse a la radiothérapie et a la chimiothérapie induisant une tolérance aux
traitements. Les chondrosarcomes sont des tumeurs hypoxiques avec un gradient d’oxygene de
7% a la périphérie jusqu’a 1% au cceur de la tumeur (Reed et al., 1989). Toutefois, peu d’études
ont été menées afin de confirmer le role de I’hypoxie dans la résistance des chondrosarcomes
aux traitements conventionnels. C’est pourquoi, dans ce premier projet, nous avons étudié son

effet in vitro sur la réponse des chondrosarcomes a la chimiothérapie et a la radiothérapie.

Nous avons choisi de fixer le pourcentage d’oxygene en hypoxie a 1% pour plusieurs raisons.
Tout d’abord, comme précisé précédemment, le pourcentage d’O> au cceur des
chondrosarcomes est d’environ 1% (Reed et al., 1989). De plus, cette teneur en oxygene est
nécessaire pour induire I’expression du facteur HIF-1a. En effet, il a ét¢ montré qu’a un niveau
plus ¢élevé d’oxygene (5% d’0O»), le niveau protéique de la prolyl-hydroxylase 2 (PHD2),
responsable de la phosphorylation de HIF-1a, est fortement réduit, limitant ainsi 1’expression

de HIF-1a (Holmquist-Mengelbier et al., 2006).

En premier lieu, nous avons incubé les chondrosarcomes en normoxie (21% d’O2) ou en
hypoxie (1% d’O2) pendant 7 jours. Puis, les cellules ont été traitées par le cisplatine ou irradiées
aux rayons X en normoxie ou en hypoxie. Enfin, nous avons étudié la survie cellulaire par
numération et nous avons analysé le cycle cellulaire et I’apoptose (suivi d’Apo2.7, une protéine

mitochondriale exprimée lors des phases précoces de I’apoptose) par cytométrie en flux.

Ce premier projet est composé de deux parties. Une premiere partie présentée sous forme d’un
article en préparation sur la réponse au cisplatine, et une seconde partie, concernant les rayons

X, est présentée sous forme traditionnelle.
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I) Effet de ’hypoxie sur la réponse des chondrosarcomes au cisplatine

Article en préparation
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Abstract

Chondrosarcoma is a rare bone tumor, resistant to radio- and chemotherapy. This resistance
to conventional treatments is generally explained by the hypoxic feature of these tumors.
However, few studies have directly evaluated the involvement of hypoxia in the resistance to
treatments in that cells. In this study, we investigated the effect of hypoxia on the response
to cisplatin in chondrosarcoma.

Four common cell lines derived from human chondrosarcomas have been used (JJ012,
SW1353, CH2879 and FS090). Survival curves were established after cisplatin treatment under
normoxia (21% O;) and hypoxia (1% O;). Cell cycle was determined by flow cytometry.
Apoptosis was estimated through PARP cleavage by western-blot and Apo2.7 expression by
flow cytometry. Finally, microarray analysis was performed to compare gene expression in
JJ012 cell line treated or not with cisplatin under hypoxia or normoxia.

Unexpectedly, hypoxia increased resistance to cisplatin in only JJ012 cell line, and had no
effect in other cell lines. This resistance was associated to a reduction of apoptosis. Also,
microarray analysis followed by gene-annotation enrichment analysis showed hypoxia
regulated enriched genes in biological processes and molecular function involved in
angiogenesis, migration and activation of ERK1/2 signalling pathway.

In conclusion, we showed that hypoxia have dual role to modulate the resistance of

chondrosarcomas to chemotherapy.
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Introduction

After osteosarcoma, chondrosarcoma is the second primary bone cancer, representing 20%
of bone malignancies. It usually grows in bone (chest, long, basin) and mainly affects adults
over 30 years. It forms a heterogeneous family characterized by expression of cartilage-like
matrix (Bovée et al., 2005). There are three degrees of chondrosarcoma (grade 1 to 3) defined
by cytological criteria (cellularity, size of nuclei, mitoses ...) and architectural (organization
lobules of different sizes, irregular, extension to the soft parts ...) (Evans et al., 1977).
Chondrosarcomas are known to have local aggressive behaviour. They may induce pulmonary
metastases and become fatal. The survival rate is around 60-70% at 5 years, and the risks of
metastasis and local recurrence are correlated with histological grade.

Chondrosarcoma treatment has only few changes over the past 30 years because they are
resistant to radiation and conventional chemotherapy (Rosenberg et al., 1999). The standard
treatment is surgical resection of the tumor (Kubo et al., 2008). A main hypothesis explaining
chondrosarcomas resistance to chemotherapy is the hypoxic microenvironment around these
tumors (Onishi et al., 2011).

It is well established that hypoxia acts mainly through intracellular mediators called Hypoxia
Inducible Factor (HIF)-1 and -2, which are expressed in chondrosarcomas (at least in high-
grade) (Kubo et al.,, 2008). These are essential transcription factor for maintaining the
homeostasis of the cell and oxygen for adaptation hypoxic environment. They are involved in
angiogenesis, tumor invasion, glucose metabolism, pH regulation, control of cell proliferation
and drug resistance (Zeng et al., 2011).

Hypoxia is an essential feature of a solid tumor microenvironment and is associated with
increased malignancy and poor prognostic. Many mechanisms allow hypoxic tumoral cells to

modulate glycolysis, cell proliferation, and invasion (Shannon et al., 2003). Hypoxia plays a
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role in chemotherapy resistance. Indeed, it increases the activity of DNA repair enzymes, the
loss of apoptotic potential by mutation of the p53 gene as well as the creation a pH gradient
which inhibits intracellular accumulation of the drugs (Shannon et al., 2003).

In this study we examined the role of hypoxia in the resistance to chemotherapy and most
particularly to cisplatin. This drug is used for treatment of various tumours as a single agent
or combined to other anticancer agents. The main mechanism is generation of DNA lesions
and activation of DNA damages followed by induction of mitochondrial apoptosis (Galluzzi et
al., 2012). However, cancer cells develop an acute resistance to cisplatin which limits its use
in patients (Galluzzi et al., 2014). The mechanisms of cisplatin resistance are not fully
understood yet. We show that hypoxia increases the resistance to cisplatin in chondrosarcoma
cell line dependent manner. We suggest that this resistance is associated to a reduction of

apoptosis.

Material and Methods

Cell culture

Human chondrosarcoma cell line SW1353 was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). The human JJ012 and FS090 cell lines were kindly
provided by Dr. Joel A. Block (Rush University medical center; Scully et al., 2000). They were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and antibiotics (10,000 U/mL penicillin and
10 mg/mL streptomycin in 0.9% NaCl). The cell line CH2879 was kindly provided by Pr. A.

Llombart-Bosch (University of Valencia, Spain; Gil-Benso et al., 2003), cultured in Roswell Park
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Memorial Institute 1640’s medium (Lonza AG, Verviers, Belgium) supplemented with 10 % FBS

(Invitrogen) and antibiotics (penicillin and streptomycin).

Protein extraction and Western blot

Proteins were extracted using RIPA lysis buffer and western blot was performed as previously
described (Girard et al., 2014). Antibodies specific for HIF-1a (610959) was obtained from BD
biosciences, EPAS-1 (sc-13596) and B-actin (sc-47778) were obtained from Santa Cruz

biotechnology and PARP (#9542) was provided by Cell signalling.

Cell survival and proliferation
Viable cells were counted using Countess Il (Life Technologies) after trypan bleu exclusion.

Each count was performed twice, and independent experiments were done three times.

Clonogenicity assay

Cells were seeded at 200 cells/cm? to proliferate as colonys, due to the distance of the cells.
After 10-15 days (around 8 doubling), cell cultures were fixed and colorated with 1 mg/mL of
Crystal Violet in PBS-Ethanol 0.5% (Sigma). Colonies of more 50 cells were counted after 2

washing with PBS 1X to eliminate the excess of dye.

Cell cycle analysis

Cells were fixed with cold 70% ethanol and kept at 4°C. Then, cells were washed twice with
PBS and resuspended in 10 ug/mL RNase (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and 50 pg/uL
propidium iodide (IP) (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Labelled DNA content was

measured using Gallios (Beckman Coulter, Villepinte, France) on the technical platform of SFR
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146 (Structure Federative de Recherche 146, Caen, France). 20,000 events were counted.

Results were analyzed with Kaluza 1.5a software.

Apoptosis assay

Treated and control cells were immunostained with Apo2.7-PE conjugated antibody, as
described by the manufacturer (Beckman Coulter), and analazed by cytometer (20,000 events
were counted). Apo2.7 specifically detects the Mr 38,000 mitochondrial membrane antigen
7A6, which is exclusively exhibited on the cell membrane of apoptotic cells and can therefore
be used as an early apoptotic marker in non permeabilized cells. Results were analyzed with

Kaluza 1.5a software.

Total RNA Isolation

Total RNA was isolated from cell cultures using NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France), according to the manufacturer’s instructions. RNA quantity and quality were
measured on a MultiSkan GO spectrophotometer with a pDrop Plate (ThermoFisher
Scientific). RNA integrity was assessed on a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Ulis,
France) using RNA 6000 Nano (Agilent Techonolgies), according to the manufacturer’s

instructions. RNA integrity numbers above 8 were considered suitable for microarray analysis.

Gene expression microarray analysis

Two-color microarray-based gene expression analysis was performed, according to the
manufacturer’s instructions (Agilent Technologies) as previously described (Aury-Landas et al.,
2017). Briefly, 100 ng of total RNA were amplified and labelled using Low input Quick Amp

Labelling kit, Two-color (Agilent Technologies), and hybridized to a SurePrint G3 Human Gene
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Expression 8x60K Microarray (design ID 072363, Agilent Technologies). Slides were scanned
on a SureScan Microarray scanner G2600D (Agilent Technologies). Raw data were extracted
and Lowess normalized using Feature Extraction software (v. 10.7.3, Agilent Technologies),
and analyzed using GeneSpring GX software (v. 14.8, Agilent Technologies). Microarray probes
with a signal that is not positive and significant or not above the background were filtered out.
Genes with a p-value £ 0.05 and a fold-change > 2 were considered differentially expressed

(DEGS).

Gene-annotation enrichment analysis

Gene-annotation enrichment among the gene showing significant differential expression was
performed with the Functional annotation tool of the Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery (v. 6.8, DAVID) tool (Huang et al., 2009) considering the biological
processes option (GOTERM_BP_FAT), the cellular compartment option (GOTERM_CC_FAT),
the molecular function option (GOTERM_MF_FAT). Enrichments with a p-value < 0.05 were

considered as significant.

Statistical analysis

For each analysis, three different experiments were performed. The values are means + SEM.
Statistical significance was determined with Student’ test. Two-way ANOVA with repeated
measurements was performed. P-values were considered as statistically significant when less

than 0.05.
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Results

Hypoxia differentially increased the resistance to cisplatin by decreasing apoptosis

First, we compared the effect of cisplatin on survival of four chondrosarcoma cell lines (JJ012,
FS090, CH2879 and SW1353) under hypoxia (1% O2). Unexpectedly, we observed that hypoxia
increased the resistance of JJ012 cells to cisplatin and had no effect on others cell lines tested
(figure 1A). This indicates a response heterogeneity between chondrosarcoma cell lines.

We suggest that hypoxia affects cisplatin-induced apoptosis in chondrosarcomas and we
investigated this hypothesis. We showed that hypoxia decreased the percentage of SubG1
cells, the percentage of Apo2.7 positive cells and PARP cleavage only in JJ012 (figure 1B-D),
confirming that hypoxia modulates the response to cisplatin with cell line dependent manner.
We also analyzed senescence, autophagy and necroptosis through SA-B-gal staining, Beclin-1
and RIP-1 expression, respectively. No effect of oxygen tension was revealed in all

chondrosarcoma cell lines tested (data not shown).

All chondrosarcoma cell lines responded to hypoxia

We next suggest that hypoxia induces differential effects on the response to cisplatin due to
a difference in behaviour between chondrosarcoma cell lines. We investigated this hypothesis
by evaluating cell proliferation, colonies size and expression of HIF factors. We showed that
hypoxia increased cell proliferation with different kinetics and the colonies size in all
chondrosarcoma cell lines (figures 2A-2B). It also increased the protein level of HIF-10. and HIF-
20, in four cell lines (figure 2C). Hypoxia provokes the same behavioural changes in
chondrosarcoma studied. However, it causes a greater increase in proliferation and colony

size in line JJ012 compared to the three others.
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Hypoxia may induce resistance to cisplatin in JJ012 by affecting genes involved in MAPK
signalling pathway

To better understand mechanism responsible for chemoresistance induced by hypoxia in
JJ012 cell line, we performed microarray experiment. Differential profiles of gene expression
in JJ012 cell line in response to cisplatin were compared between hypoxia and normoxia.
Global gene expression changes are shown in the form of a volcano plot, with a threshold of
2-fold-change and a significance threshold of p < 0.05. A total of 766 genes were identified to
be differentially expressed between normoxia and hypoxia in response to cisplatin. Among
these genes, 345 were up-regulated and 421 were down-regulated by hypoxia compared to
normoxia (figure 3A). Dendrogramm identified 6 groups of gene differently regulated by
hypoxia in response to cisplatin depending on their expression level (figure 3B).

Gene Ontology analysis (figure 4, table 1) showed that this genes are enriched in molecular
functions and biological processes which can be regrouped in four clusters with enrichment
score 2 1. These enriched gene in molecular functions and biological processes namely
“positive regulation of angiogenesis”, “positive regulation of blood vessel endothelial cell
migration”, “peptidyl-tyrosine phosphorylation”, “positive regulation of ERK1 and ERK2
cascade”and “Ras guanyl-nucleotide exchange factor activity”. These data are agreement with
literature since hypoxia has been reported to regulate several biological processes including

angiogenesis, cell proliferation, survival and migration (Patiar and Harris, 2006). Moreover,

hypoxia phosphorylate kinase pathways including the MAP Kinases ERK (Minet et al., 2001).
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Discussion

The resistance of chondrosarcoma to chemotherapy is often explained by the hypoxic
environment of this tumor. However, few studies were conducted to validate this hypothesis.
This was the aim of our study where, we investigated the role of hypoxia on the response to
cisplatin in chondrosarcoma. We showed that hypoxia is not always responsible for the
resistance of chondrosarcomas to chemotherapy. We reported that hypoxia (1% O,) increases
resistance to cisplatin only in JJ012 but not in other cell lines tested (SW1353, FS090 and
CH2879).

In order to understand this differential response, we investigated whether hypoxia modulates
cell proliferation and apoptosis. First, we showed that hypoxia increases the expression of HIF-
1 and HIF-2 factors in all chondrosarcoma cell lines studied. Second, apoptosis is decreased in
response to cisplatin under hypoxia but only in the JJ012 cell line. Moreover, cell proliferation
is increased more importantly in this cell line. These data confirm that hypoxia induces
resistance to cisplatin in the JJ012 cell line and suggest that it could increase its aggressiveness.
It has been shown that hypoxia induced resistance to cisplatin in a number of tumor cell types
by increasing cell proliferation in non-small cell lung cancer (Song et al., 2006) or by decreasing
apoptosis in osteosarcoma (Adamski et al., 2013). Furthermore, hypoxia promotes invasion,
migration (Sun et al., 2010) and angiogenesis (Lin et al., 2004) in JJ012 cell line. In addition,
our transcriptomic data showed that, cisplatin, under hypoxia, regulates several genes
enriched in biological processes involved in angiogenesis and migration. These data strongly
suggest that hypoxia promotes the aggressiveness of the JJ012 cell line.

We showed that hypoxia induced resistance to cisplatin in JJ012 cell line by decreasing

apoptosis. This decrease could be explain by a differential regulation of genes involved in
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apoptosis under hypoxia. Indeed, transcrisptomic analysis showed that these genes were
enriched in biological processes and molecular functions involved in peptidyl-tyrosine
phosphorylation, Ras activity and positive regulation of ERK1/2 cascade. The extracellular
signal-regulated kinases ERK1 and ERK2 (ERK1/2) are members of the mitogen-activated
protein kinase superfamily and are activated by a cascade comprised of small G protein Ras-
Raf family member (Ras-1, A-Raf and B-Raf) followed by MEK1/2 (Mitogen-activated protein
kinase kinase) (Lu and Xu, 2006). The ERK1/2 cascade regulates a variety of cellular processes
by phosphorylation of multiple target proteins involved in proliferation, differentiation,
survival and transformation (Deschénes-Simard et al., 2014). Activation of ERK1/2 has been
shown to inhibit apoptosis in response to a large number of extracellular stimuli such as
radiation, osmotic stress, hypoxia or chemotherapeutic agent (Lu and Xu, 2006). The
mechanism by which ERK1/2 activation inhibits apoptosis is complicated and varies,
depending on the cell an tissue type and the cellular regulatory (Lu and Xu, 2006). In JJ012
chondrosarcoma cell line, hypoxia increases the phosphorylation of ERK1/2 (Sun et al., 2010).
In melanoma metastases, ERK1/2 is phosphorylated and protects cells from cisplatin-induced-
apoptosis (Mirmohammadsadegh et al., 2007) and in ovarian carcinoma, cisplatin causes an
induction of ERK1/2 in a dose-dependent manner (Persons et al., 1999).

In conclusion, these data could suggest that hypoxia induces phosphorylation of the RAS/ERK
signalling pathway, which, once activated, may inhibit apoptosis and increase cell proliferation

in the JJ012 cell line, and may explain its resistance to cisplatin under hypoxia.
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Figure legends

Figure 1: Hypoxia increased resistance to cisplatin and decreased apoptosis only in JJ012 cell
line

Chondrosarcoma cell lines were pre-incubated 7 days under hypoxia (1% O) or normoxie.
(A) Then, cells were treated for 3 days with different doses of cisplatin (5-10uM) under
hypoxia (1% O) or normoxie. Cell adherents were counted at the end of experiment. Data are
expressed as means + SEM (n=3). *: p-value < 0.05.

(B) Then, cells were treated to cisplatin (10uM) under hypoxia (1% O2) or normoxie for 3 days
cells were fixed and cell cycle determined by flow cytometry. Histograms represent fraction
of cells in Sub-G1 phase. Data are expressed as means = SEM (n=3). **: p-value < 0.01.

(C) Cells were treated as previously. Then, they were stained with Apo 2.7 antibody coupled

to phycoerythrin and analyzed by flow cytometry (n=3). *: p-value < 0.05.
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(D) JJ012 and CH2879 cell lines were treated to cisplatin (10uM) for 3 days under normoxia or
hypoxia (1% O). The cleavage of PARP was analyzed by western-blot. B-actin was used to

compared protein loading. A representative figure of three independent experiment is shown.

Figure 2: Hypoxia increased proliferation and induced expression of HIF-a factors in
chondrosarcomas

JJ012, CH2879, SW1353 and FS090 chondrosarcoma cell lines were incubated under hypoxia
(1% 0O3) for 7 days. (A) Adherent cells were regularly counted by trypan blue exclusion of dead
cells. Data are expressed as means £ SEM (n=3). *: p-value < 0.05. (B) At day 7, adherent cells
were stained with Cristal Violet. Representative pictures are shown. Magnification: x4 (n=3).
(C) Chondrosarcoma cell lines were incubated under hypoxia (1% O3) for 24h. HIF-1a and HIF-
2a expressions were analyzed by western-blot. B-actin was used to compared protein loading.

A representative figure of two independent experiment is shown.

Figure 3: Transcriptomic analysis reveals differences in response to cisplatin treatment
between normoxia and hypoxia in JJ012 cell line.

(A) Among 58341 entities, Volcano plot showing 766 differentially expressed genes (DEG), up-
(red, n=345) and down-regulated (blue, n=421) genes in response to cisplatin treatment in
hypoxia as compared with normoxia (paired T-test p-value<0.05; Fold change>2).

(B) Dendrogram obtained by hierarchical clustering of the 766 differentially expressed genes
(DEG) in response to cisplatin treatment between hypoxia and normoxia. Hypoxia 1 and
normoxia 1 correspond to condition of samples 1 and hypoxia 2 and normoxia 2 correspond

to condition of samples 2.
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Figure 4: Functional annotation clustering determined using DAVID Bioinformatics

Ressources.

The representative groups with an enrichment score >1 are presented. Only gene ontology

terms are considered. *: p-value < 0.05 and **: p-value < 0.01.

Table

Table 1: Enrichment analysis from regulated genes by hypoxia in response to cisplatin in

JJ012 cell line

Analysis considering the biological processes option in DAVID (GOTERM_BP_FAT) or the

molecular function option (GOTERM_MF_FAT) as indicated in first column.

Category

Term

Genes

Fold
enrichment

p-value

GOTERM_BP_DIRECT

G0:0045766~positive
regulation of angiogenesis

PRKCA, ADM, BTG1,
CCBE1, ZC3H12A, THBS1,
FGF2

2.97

0.031

GOTERM_BP_DIRECT

G0:0043536~positive
regulation of blood vessel
endothelial cell migration

PRKCA, ANGPT1, THBS1,
FGF2

10.28

0.006

GOTERM_MF_DIRECT

G0:0005524~ATP binding

ZAK, PFKFB2, FPGT-
TNNI3K, CASK, HLCS,
ABCA1, MTHFD1L,
EPHB2, GPHN, LACE1,
CAMK2D, DCLK2, TLK1,
STK39, STK38L, DHX58,
AKT3, KIF13B, MAP2KS,
PRKCA, GUCY2F, ALPK1,
CSNK1G1, ACTA1,
MYOL1E, NLRPS, PIM1,
DGKI, KIF16B, NME7,
STK3, MAST4, NAV2,
GTF2F2, PDGFRA, GK,
TSSK3, UBE2E2, ACSMS5,
MYLK, KIF26B, KALRN,
CAMK1D

1.40

0.023

GOTERM_BP_DIRECT

G0:0006468~protein
phosphorylation

PRKCA, GUCY2F, ALPK1,
ZAK, PIM1, FPGT-
TNNI3K, CASK, STK3,
TGFB2, RSRC1, CAMK2D,
TLK1, STK39, TSSK3,

2.03

0.006
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STK38L, MYLK, AKT3,
CAMK1D, KALRN

G0:0005088~Ras guanyl-

FGF8, GRIN2C, PDGFRA,

GOTERM_MF_DIRECT nucleotide exchange factor CAMK2D, ANGPT1, 3.38 0.009
activity NRG1, GDNF, FGF2
G0:0001759~organ
GOTERM_BP_DIRECT induction FGF8, GDNF, FGF2 12.20 0.024
. FGF8, FGFR10P2,
GOTERM_BP_DIRECT tigs;?nilgﬁgf Esft;:t\::;n PDGFRA, CUX1, NRGL, 2.55 0.038
Y phosphory FGF2, MAP2KS, EPHB2
G0:0070374~positive PRKCCAC’RFlG(;bzGF:i TNF,
GOTERM_BP_DIRECT regulatlonc(;fsigé(;. and ERK2 CAMK2D, ANGPTL, 2.79 0.01
PDGFC, FGF2
G0:0005088~Ras guanyl- FGF8, GRIN2C, PDGFRA,
GOTERM_MF_DIRECT nucleotide exchange factor CAMK2D, ANGPT1, 3.38 0.09
activity NRG1, GDNF, FGF2
WNT5B, FGFR10P2,
GOTERM_BP_DIRECT G0:0042060~wound healing PDGFRA, NRG1, FGF2, 3.66 0.024

TGFB2
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II) Effet de I’hypoxie sur la résistance des chondrosarcomes aux rayons X

Contexte :

Nous avons montré précédemment que les chondrosarcomes ont une hétérogénéité de réponse
a I’hypoxie apreés un traitement au cisplatine. Nous avons mis en évidence que I’hypoxie
augmente la résistance au cisplatine uniquement dans la lignée JJO12. Nous souhaitons savoir
si cet effet est spécifique au cisplatine ou s’il peut étre généralisé a un traitement induisant des
cassures a I’ADN. C’est pourquoi nous avons ¢étudié I’impact de I’hypoxie sur la résistance des

chondrosarcomes aux rayons X.

Matériel et méthodes :
Culture cellulaire

Quatre lignées de chondrosarcomes ont €été utilisées. La lignée CH2879, établie par le Pr
Llombart-Bosch (Gil-Benso et al., 2003), est cultivée dans du RPMI1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640, Lonza AG) avec 10% de sérum de veau feetal (SVF) préalablement
décomplémenté a 56°C pendant 30 min et d’un cocktail d’antibiotiques. La lignée SW1353
provient de I’ATCC (American Type and Culture Collection). Les lignées FS090 et JJ012 ont
été établies au sein du laboratoire du Pr Block (Scully et al., 2000). Ces trois lignées sont
cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s modification of eagle’s minimum essential medium,
Lonza AG) avec 10% de SVF préalablement décomplémenté a 56°C pendant 30 min et d’un
cocktail d’antibiotiques. Un passage est effectué avec un ratio 1 pour 3, tous les 3 jours. Les
cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphere humide contenant 5% de COz et 21% d’O»
(normoxie) ou 1% d’O> (hypoxie). Les cellules sont incubées pendant 7 jours en normoxie ou
en hypoxie, 24h apres ensemencement. Elles sont ensuite irradiées aux rayons X puis

maintenues en normoxie ou en hypoxie avant le début de chaque expérience.

Irradiations

Les irradiations aux rayons X sont effectuées sur I’irradiateur Cegelec XRAD 225 CX. Les
boites de culture sont placées a 1’horizontale et subissent une irradiation uniforme (2,25 MeV)

de 1,32 Gy par minute. Le débit, la dose et le temps d’irradiation sont gérés par ordinateur.
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Test de clonogénicité

Les cellules sont ensemencées a tres faible densité dans des plaques 6 puits (176 ou 76 cellules
par cm?) de fagon a proliférer sous forme de colonies, du fait de I’éloignement des cellules les
unes par rapport aux autres. Apres 8 doublements soit environ 10 jours, les cultures cellulaires
sont fixées et colorées au crystal violet (Sigma) (1mg/mL de crystal violet dans du PBS-Ethanol
0,5%). Les colonies de plus de 50 cellules sont dénombrées apres deux ringages au PBS 1X

afin d’¢éliminer I’excés de colorant.

Cycle cellulaire

Les cellules sont récoltées avant confluence. Elles sont rincées au PBS, décollées puis
centrifugées a 700 g. Les culots cellulaires sont fixés dans de 1’éthanol 70% froid (stocké a -
20°C). Les cellules sont conservées a 4°C avant passage en cytométrie en flux. L’éthanol est
éliminé par ringage au PBS puis les cellules sont incubées avec une solution contenant de la
RNase (20 pg/mL) et de I’iodure de propidium (IP) (50 pg/mL) pendant 1h a 37°C a I’obscurité.
Les cellules sont ensuite analysées au cytometre (Gallios, Beckman Coulter) sur la
plateforme SFR 146 ICORE (Caen), et 20000 évenements sont comptés. L’analyse est

effectuée avec le logiciel Kaluza 1.5a (Beckman Coulter).

Etude de I’apoptose

Les cellules sont marquées avec un anticorps conjugué Apo2.7-PE (IM2088M), comme décrit
par le fabriquant (Beckman Coulter) et sont analysées par cytométrie en flux. Les cellules
Apo2.7 positives correspondent aux cellules apoptotiques. Les résultats ont été analysés avec

le logiciel Kaluza 1.5a (Beckman Coulter).

Etude de la sénescence

Le kit de dosage de sénescence cellulaire (Cellular Senescence Assay, KAAOO2RF, Meck
Millipore) a été utilisé selon le protocole du fabricant. Les cellules sont fixées et incubées avec
une solution de marquage de la SA-B-Gal toute la nuit a 37°C. Les cellules positives a la SA-
B-Gal correspondent aux cellules sénescentes et sont colorées en bleu puis observées sous

microscope (Scope.Al Zeiss) et photographiées (Axiocam 105 color, Zeiss).
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Résultats :

I- Effet de I’hypoxie sur la survie cellulaire des lignées de chondrosarcome apres

irradiation aux rayons X

Le chondrosarcome est une tumeur hypoxique résistante aux irradiations par rayons X. Afin de
savoir si I’hypoxie est responsable de cette radiorésistance, nous avons évalué la survie
cellulaire, par test de clonogénicité, des quatre lignées de chondrosarcome apres irradiation aux
rayons X sous hypoxie. En premier lieu, en absence d’irradiation, I’hypoxie augmente la
prolifération des lignées de chondrosarcome en augmentant le nombre et la taille des colonies
(Figure 27). De plus, I’hypoxie augmente la sensibilité aux rayons X des lignées JJ012 et
SW1353 et n’a pas d’effet significatif sur les lignées CH2879 et FS090 (Figures 27 et 28).

Par la suite, les expérimentations ont été réalisées sur les lignées JJO12 et SW1353 afin de

déterminer si cette diminution de la survie est associée a un blocage du cycle cellulaire.

—— CH2879
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3 2 v 'I;i_‘.‘-. r—
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Figure 27 : Evaluation de la croissance cellulaire des chondrosarcomes apres irradiations
aux rayons X sous hypoxie.

Les cellules sont incubées en normoxie (21% d’0») ou en hypoxie (1% d’0,). Cinq jours apres
irradiation aux rayons X a 6Gy, les cellules sont colorées au crystal violet. Vues représentatives
des colonies (objectif x4). Trois expériences indépendantes ont été effectuées.
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Figure 28 : Evaluation de la survie des chondrosarcomes apres irradiation aux rayons X
sous hypoxie.

Les cellules sont incubées sept jours en hypoxie ou en normoxie avant irradiation puis maintenu
en hypoxie ou normoxie. Les cellules sont comptées cing jours apres irradiation aux rayons X (0-
8Gy). Les valeurs sont rapportées au contrdle (absence d’irradiation). Les courbes représentent la
moyenne de trois expériences indépendantes £ SEM. * : p-value < 0,05.

II- Effet de I’hypoxie sur le cycle cellulaire des lignées de chondrosarcome apres

irradiation aux rayons X

L’hypoxie seule ne modifie pas le cycle cellulaire. En revanche, les irradiations aux rayons X
provoquent des effets différents sur les deux lignées (Figure 29) : elles induisent un blocage du
cycle cellulaire en phase S de la lignée JJ012 et n’ont pas d’effet sur la lignée SW1353, que ce

soit en normoxie ou en hypoxie.
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Figure 29 : Evaluation du cycle cellulaire apres irradiation aux rayons X sous hypoxie dans
les lignées cellulaires de chondrosarcome JJ012 et SW1353.

Les cellules sont incubées sous hypoxie ou normoxie. Cinq jours apres irradiation a 6Gy, les
cellules sont analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent la moyenne de trois
expériences indépendantes + SEM. * : p-value < 0,05.
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I11- Effet de I’hypoxie sur I’apoptose et 1a sénescence des lignées de chondrosarcome apres

irradiation aux rayons X

Les irradiations aux rayons X provoquent une augmentation du pourcentage de cellules en Sub-
G1 dans les lignées JJ012 et SW1353. L’hypoxie seule induit une 1égére augmentation de cette
fraction dans les deux lignées. Par contre, elle augmente significativement 1’effet des
irradiations uniquement dans la lignée JJ012 (Figure 30), suggérant que 1’hypoxie augmente

I’apoptose en réponse aux rayons X dans cette lignée mais pas dans la lignée SW1353.
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Figure 30 : Evaluation de I’apoptose par étude du pourcentage de cellules en Sub-G1 dans
les lignées cellulaires de chondrosarcome JJ012 et SW1353 irradiées aux rayons X en
hypoxie.

Les cellules sont incubées en normoxie (21% d’0O») ou en hypoxie (1% d’0,). Cinq jours apres
irradiation a 6Gy, le contenu en ADN des cellules est analysé par cytométrie en flux. A- Résultat
d’une expérience représentative. B- Les histogrammes représentent la moyenne de trois
expériences indépendantes + SEM. * : p-value < 0,05 et ** : p-value < 0,01.
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L’analyse de 1’apoptose par marquage Apo2.7 confirme que les irradiations aux rayons X ont

des effets variables selon les lignées de chondrosarcome : les rayons X (6Gy) induisent

I’apoptose uniquement dans la lignée JJ012. Néanmoins, 1’hypoxie ne modifie pas le niveau

d’apoptose (Figure 31).
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Figure 31 : Evaluation de I’apoptose par étude du pourcentage de cellules Apo 2.7+ aprés
irradiation aux rayons X en hypoxie dans les deux lignées cellulaires de chondrosarcome.
Les cellules sont incubées sous hypoxie (1% d’02) ou normoxie (21% d’0O;). Cinq jours apres
irradiation aux rayons X (6Gy), les cellules sont marquées avec un anticorps dirigé contre Apo2.7
puis la quantité de cellules marquées ou non avec Apo2.7 est évaluée par cytométrie en flux. A-
Résultat d’une expérience représentative. B- Les histogrammes représentent la moyenne de trois
expériences indépendantes + SEM. * : p-value < 0,05 ; ** : p-value < 0,01.
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La mesure de la sénescence montre également une hétérogénéité de réponse entre les lignées.
En effet, les irradiations aux rayons X ne provoquent pas de sénescence dans la lignée JJ012
contrairement a celle observée dans la lignée SW1353. L hypoxie ne modifie pas ces résultats

(Figure 32).

JJ012 SW1353

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
3 o VT S

&

0 Gy £ 1 } 0 Gy

6 Gy 6 Gy

Figure 32 : Evaluation de la sénescence apres irradiation aux rayons X sous hypoxie dans
les lignées cellulaires de chondrosarcome JJ012 et SW1353.

Les cellules sont incubées sept jours en hypoxie ou en normoxie avant irradiation puis maintenu
en hypoxie ou normoxie. Cing jours apres irradiation aux rayons X (6Gy), les cellules ont été
colorées avec la SA-B-gal afin de visualiser les cellules sénescentes en bleu. Une photographie
représentative est montrée pour chaque condition (objectif: x20). Trois expériences
indépendantes ont été effectuées.

Discussion :

Au cours de ce travail, j’ai montré que I’hypoxie augmente la sensibilit¢ aux rayons X
uniquement dans la lignée JJ012. Cet effet est dii a une diminution de la croissance cellulaire,
caractérisée par un blocage des cellules en phase S du cycle cellulaire, et a une augmentation
du pourcentage de cellules en Sub-G1. Cet effet radiosensibilisateur n’était pas attendu car la
majorité des études associe I’hypoxie a la résistance aux rayons X notamment en réduisant la
formation de ROS (Onishi et al., 2011). De plus, nous avions observé précédemment que
I’hypoxie augmente la résistance au cisplatine de cette méme lignée. Cependant, quelques
études ont montré que I’hypoxie pouvait augmenter la sensibilité des cellules aux rayons X.
Ainsi, 1’équipe de Chan a montré une corrélation entre I’hypoxie chronique et I’augmentation
de la radiosensibilité dans une lignée cellulaire de carcinome de poumon. Cette corrélation est
due a une diminution de la synthese de protéines impliquées dans les voies de réparation de

I’ADN et notamment la protéine RADS1, un médiateur clé de la recombinaison homologue
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(Chan et al., 2008). Il a également été montré, dans d’autres mod¢les cancéreux, une diminution
de I’expression de la protéine RADS51 en condition hypoxique (Bindra et al., 2005). Cette
diminution de RADS1 est corrélée a une instabilité génétique induite par la dérégulation des
mécanismes de réparation de I’ADN (Bindra et al., 2005). Aussi, il serait intéressant d’étudier
I’expression protéique de RADS51 dans les différentes lignées de chondrosarcome apres une

exposition aux rayons X.

L’hypoxie diminue la survie cellulaire de la lignée JJ012 apres irradiation aux rayons X.
Cependant, nous n’avons pas observé de modification ni de 1’apoptose ni de la sénescence.
Néanmoins, nous avons mis en évidence une augmentation du pourcentage de Sub-Gl,
caractéristique de 1’apoptose. Cette augmentation peut s’expliquer par le fait que I’hypoxie
active la voie extrinseéque de 1I’apoptose dans la lignée JJ012 en réponse aux rayons X. En effet,
cette derniere a été détectée par marquage d’Apo2.7, une protéine mitochondriale intervenant
dans la voie intrinséque de 1’apoptose. Aussi, il sera nécessaire d’étudier le clivage des caspases

8 et 10, spécifiques de la voie extrinseque, par western blot.

De plus, d’autres types de mort cellulaire restent encore a étre identifiés. En effet, la nécrose
peut étre induite par des irradiations aux rayons X mais elle reste peu fréquente et semble €tre
dose dépendante (Kim et al., 2015). Ce mécanisme de mort incontrdlée est caractérisé par une
vacuolisation nucléaire et une dégradation aléatoire de ’ADN (Kim et al., 2015). La catastrophe
mitotique est une forme de mort cellulaire peu connue qui, avec I’apoptose, est majoritairement
induite en réponse aux irradiations. Ce type de mort est déclenché par des mitoses aberrantes et
mis en place soit lors de la mitose, soit pendant 1’interphase suivante. Elle s’accompagne
d’altérations nucléaires (micronucléation et multinucléation), utilisées comme marqueur
morphologique de la catastrophe mitotique. Son induction par les irradiations est associée a une
augmentation de I’expression de la cycline B1 et a I’activité kinase de Cdc2 (Kim et al., 2015).
Ainsi, ’analyse de ces deux autres types de mort cellulaire dans les différentes lignées de

chondrosarcome apres une exposition aux rayons X sera nécessaire.

-122 -



Conclusion :

Les chondrosarcomes possedent des réponses différentes aux rayons X selon la teneur en
oxygene. En effet, ’hypoxie a un effet radiosensibilisateur ou n’a pas d’effet en fonction de la
lignée de chondrosarcome. Cet effet radiosensibilisateur est caractérisé par une diminution de
la survie cellulaire et par une augmentation du pourcentage de cellules en Sub-G1. Cependant,
il ne semble pas étre associé a 1’apoptose ni a la sénescence mais pourrait étre di a un autre

type de mort cellulaire.
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Conclusion du projet I :

Dans ce premier travail, nous avons mis en évidence que I’hypoxie induit des réponses
différentes en fonction du traitement mais également entre les lignées de chondrosarcome.
Ainsi, nous montrons que, contrairement a ce qui est communément admis, I’hypoxie n’a pas
d’effet sur la sensibilité au cisplatine dans certaines lignées de chondrosarcome alors qu’il
augmente la résistance a cette drogue dans la lignée JJO12. Cette résistance est associée a la
réduction de I’apoptose. Mais, nous montrons que [’hypoxie augmente la sensibilité aux rayons
X de cette méme lignée. Cet effet est dii a une diminution de la croissance cellulaire, alors que
nous n’avons pas observé de modification ni de I’apoptose ni de la sénescence. Une hypothese
pour expliquer cette différence de réponse a I’hypoxie peut étre due au fait qu’elle diminue le
nombre de cassures a I’ADN induites par le cisplatine ou I’augmente en réponse aux irradiations
par rayons X. Pour y répondre, nous évaluerons le nombre de cassures a I’ADN induites par les
deux traitements dans les quatre lignées de chondrosarcome en normoxie et en hypoxie, en
étudiant I’histone phosphorylé YH2AX, une protéine intervenant dans le recrutement des
protéines de remodelage de la chromatine et de réparation au niveau des sites de cassures

double-brin, par cytométrie en flux.

L’analyse des données de transcriptomique suggere que I’hypoxie augmente la résistance de la
lignée JJO12 au cisplatine en activant la voie de signalisation ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase). Cette voie intervient dans le contrdle de la prolifération cellulaire et de
I’apoptose. Tout d’abord, il sera nécessaire de valider, par RT-PCR en temps réel, I’expression
des geénes qui sont impliqués dans la voie ERK et induits par I’hypoxie en réponse au cisplatine.
Ensuite, si ’hypoxie régule 1’expression de ces genes uniquement dans la lignée JJ012, nous
étudierons leur expression protéique et nous effectuerons des tests fonctionnels afin de valider
leur implication ou non dans 1’augmentation de la résistance au cisplatine induite par I’hypoxie

dans cette lignée.

Ces résultats montrent que les chondrosarcomes utilisent des mécanismes de régulation
cellulaire différents, d’ou I’importance de mener des études sur plusieurs lignées cellulaires de
chondrosarcome afin de mieux prédire la réponse aux traitements dans cette famille de tumeurs

hétérogenes.
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PROJET I1I

STRATEGIE THERAPEUTIQUE INNOVANTE DES
CHONDROSARCOMES :

EVALUATION DE NOUVELLES MOLECULES PHARMACOLOGIQUES
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Introduction du projet II :

Comme nous venons de le voir, les chondrosarcomes sont résistants a un traitement par le

cisplatine ou aux rayons X. C’est pourquoi, il est nécessaire d’identifier de nouvelles thérapies.

Au sein du laboratoire, il a été mis en évidence que les chondrosarcomes de haut grade

expriment la protéine méthyltransférase EZH2. Les chondrosarcomes de bas grade, les

enchondromes (tumeurs cartilagineuses bénignes) et le cartilage adulte normal quant a eux,

I’expriment peu. De plus, il a été établi in vitro que le DZNep inhibe 1’expression protéique

d’EZH2, réduit la triméthylation de H3K27, induit I’apoptose et réduit la migration cellulaire
dans les lignées de chondrosarcome CH2879 et SW1353 (Girard et al., 2014).

Afin d’¢élargir ce travail de theése a d’autres chondrosarcomes et de mieux caractériser les effets

observés, mes objectifs pour ce second projet étaient :

de tester les effets pro-apoptotiques du DZNep sur d’autres lignées cellulaires et sur des
cultures primaires de chondrosarcome dans un modele de culture cellulaire en
monocouche et en trois dimensions.

d’analyser les effets du DZNep in vivo sur des xénogreffes de chondrosarcome et ses
effets secondaires apres injections chroniques dans des souris.

d’¢étudier si I’effet pro-apoptotique du DZNep et 1i¢ a I’inhibition d’EZH2 car certaines
études ont montré que le DZNep pouvait induire 1’apoptose dans les cellules tumorales
par un mécanisme indépendant de cette méthylase (Xie et al., 2011).

d’étudier I’effet du DZNep en association avec le cisplatine. En effet, le DZNep semble
avoir un effet sensibilisateur a la chimiothérapie (Unland et al., 2015; Nakagawa et al.,
2014; Avan et al., 2012; Abbosh et al., 2006).

d’évaluer le potentiel thérapeutique du GSK-J4, un inhibiteur des histone déméthylases
UTX et JMJD3, seul ou en association avec le cisplatine car il a récemment été identifié
comme une agent anti-tumoral efficace (Hashizume et al., 2014; Ntziachristos et al.,

2014).

Ce deuxieme projet est présenté sous forme de cinq articles :

Identification of an easy-to use 3D culture model to investigate invasion and anticancer

drug response in chondrosarcomas (BMC Cancer 2017 17:490).
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The antitumoral effect of the S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor, 3-
deazaneplanocin A, does not require EZH?2 inhibition in chondrosarcomas (en cours de
soumission).

Effect of chronic injections of S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor, 3-
deazaneplanocin A on male immunocompetent mouse: Behaviour and tissue analysis
(en cours de soumission).

The S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibitor, 3-deazaneplanocin A (DZNep)
enhances the response to platinum-based therapy in chondrosarcomas (en préparation).
Impact of H3K27 demethylase inhibitor GSKJ4 on chondrosarcoma cells in

combination with cisplatin (en cours de soumission).

- 128 -



I) Validation de I’effet du DZNep dans un modele de culture en trois dimensions

Contexte :

Depuis de nombreuses années, il a ét¢ montré que I’effet des traitements en monocouche sur
des cellules cancéreuses était surestimé par rapport aux études in vivo du fait de la différence
du microenvironnement cellulaire et de la matrice extracellulaire. Par ailleurs, cette matrice
joue un rdle important dans la réponse aux agents thérapeutiques dans les chondrosarcomes
puisqu’il a été montré que la diffusion de la doxorubicine dans ces tumeurs était fortement
limitée due a la formation d’un réseau de fibres de collagéne (Monderer et al., 2013). Aussi,
avant de tester I’effet du DZNep in vivo, nous avons voulu valider son efficacité dans un modele
d’étude en 3D. En effet, les cellules cultivées in vitro dans un modele tridimensionnel sont
capables de mimer un microenvironnement naturel et de sécréter une matrice extracellulaire.
Au cours de ce travail, nous avons testé¢ la capacité d’une culture cellulaire en alginate a
permettre 1’expression d’une matrice cartilagineuse par les chondrosarcomes, sachant que ce
modele a été validé sur les chondrocytes (Duval et al., 2012), et nous avons évalué 1’efficacité

du DZNep. Les effets ont ensuite été comparés aux résultats in vivo.

Résultats :

Les lignées cellulaires de chondrosarcome CH2879, SW1353 et JJO12 ont été cultivées en
monocouche ou dans des billes d’alginate. L’étude de la prolifération cellulaire par comptage
cellulaire et par mesure de I’ATP a montré que les lignées SW1353 et JJO12 proliferent moins
vite que la lignée CH2879 dans les billes d’alginate pendant quatre semaines. De plus, I’analyse
par RT-PCR des genes de la matrice extracellulaire a mis en évidence que les lignées cultivées
dans des billes d’alginate expriment davantage de matrice hyaline qu’en monocouche, en
augmentant 1’expression du collagéne de type II et de COMP (Cartilage Oligomeric Matrix

Protein).

L’invasion cellulaire des chondrosarcomes a été évaluée par numération des cellules s’étant
échappées des billes et ayant adhéré au plastique. Nous avons montré que la lignée CH2879 a
une capacité d’invasion beaucoup plus importante que les lignées SW1353 et JJO12, en

cohérence avec le grade des tumeurs d’origine.
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Enfin, la réponse au traitement des chondrosarcomes par le cisplatine ou par le DZNep a été
évaluée en monocouche et dans des cultures 3D de lignées cellulaires. Alors que les trois lignées
sont sensibles en monocouche au cisplatine, ce dernier ne réduit pas la survie cellulaire et
n’induit pas d’apoptose en 3D, suggérant un rdle de la matrice dans la réduction de
I’accessibilité aux drogues, comme dans le stroma des chondrosarcomes in vivo, permettant
ainsi de valider notre mode¢le d’étude. En revanche, le DZNep réduit la survie cellulaire et induit
I’apoptose des lignées de chondrosarcome cultivées dans des billes d’alginate mais de maniere

moins importante qu’en monocouche. Ces résultats ont été confirmés in vivo sur la lignée JJ012.

Conclusion :

La culture 3D des chondrosarcomes encapsulés dans des billes d’alginate permet de reconstituer
un microenvironnement physiologique se rapprochant du modele in vivo. Ce systeme permet
aux chondrosarcomes de produire une matrice hyaline et constitue un moyen simple de tester
I’invasion et la survie cellulaire dans des cultures a long terme. De plus, ce modele permet de
tester 1’efficacité d’agents thérapeutiques. Ainsi, 1’utilisation de billes d’alginate comme
modele de culture 3D nous a permis de tester 1’efficacité du DZNep avant de réaliser des

expériences in vivo.
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Abstract

Background: Cytotoxic efficacy of anticancer drugs has been widely studied with monolayer-cultured cancer cells.
However, the efficacy of drugs under two-dimensional (2D) culture condition usually differs from that of three-dimensional
(3D) one. In the present study, an in vitro tumor tissue model was constructed using alginate hydrogel, and in vitro
cytotoxic efficacy of two anticancer drugs (cisplatin and DZNep) was investigated in chondrosarcomas, and compared

to in vivo response.

Methods: Three cell lines derived from human chondrosarcomas, CH2879, JJ012 and SW1353, were embedded in
alginate hydrogel. Proliferation and survival were assayed by ATP measurement using Cell Titer-Glo luminescent cell
viability assay kit, and by counting viable cells in beads. Collagen and COMP expression was determined by RT-PCR.
Invasion/migration was estimated by counting cells leaving alginate beads and adhering to culture dish.
Then, chondrosarcoma response to cisplatin and DZNep was compared between cells cultured in monolayer
or embedded in alginate, and using chondrosarcoma xenografts in nude mice.

Results: Chondrosarcomas survived at least for 8 weeks, after embedment in alginate. However, only CH2879
cells could proliferate. Also, this cell line is more invasive than SW1353 and JJ012, which was coherent with
the grade of their respective primary tumors. Furthermore, the expression of type Il collagen was higher in
chondrosarcomas cultured in 3D than in 2D. Interestingly, this 3D culture system allows to validate the
absence of response of chondrosarcomas to cisplatin, and to predict the efficiency of DZNep to reduce
chondrosarcoma growth in vivo.

Conclusions: This study validates alginate beads as a relevant 3D model to study cancer biology and tumor
responses to biological treatments.
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Background

Chondrosarcoma (CHS) is a malignant tumor characte-
rized by the presence of a cartilaginous extracellular
matrix. It represents the second most common primary
bone tumor, and generally arises in adults aged between
30 to 70 years. The treatment consists on resection of
the tumor, because of its resistance to conventional
radiotherapy and chemotherapy [1, 2]. This resistance is
linked to endogenous and external factors, such as mu-
tations of genes involved in DNA repair and apoptosis
[3, 4], or tumoral microenvironment [5]. In particular,
the cartilaginous extracellular matrix (ECM) around
chondrosarcomas reduces drug diffusion, restraining
their delivery to the tumor cells [6].

Most studies aiming to investigate chondrosarcoma
biology and response to anticancer drugs are done
using chondrosarcoma cell lines cultured in mono-
layer. Whereas this method is useful to understand
some processes and mechanisms, it often fails to
mimic the natural tumor microenvironment, which is
an important parameter in tumor signaling and drug
response [7, 8]. In two-dimensional (2D) culture sys-
tems, cells are forced to adopt a planar morphology
[9], which may alter cell proliferation, migration,
invasion, apoptosis, as well as matrix production. As
a result, cells generally display a dramatic reduction
of malignant phenotype when compared to the tumor
[10], and do not response to drugs as in in vivo con-
ditions. In addition, in the case of chondrosarcomas,
cells fail to produce their characteristic abundant
hyaline extracellular matrix. Therefore, the traditional
2D cell cultures cannot ideally recapitulate in vivo
physiological conditions [6, 11].

At contrary, three-dimensional (3D) cell culture
systems are more likely to mimic natural tumor
microenvironment in vitro [12]. Cells can migrate and
have cell-matrix interactions and cell-cell contacts in
all directions, allowing cell responses that more
closely mimic events occurring in-vivo during cancer
formation and progression [12]. Thereby, tumoral
cells that grow in a 3D environment, tend to develop
shapes and phenotypes observed in vivo [13, 14], dis-
play higher aggressiveness, overexpress pro-angiogenic
growth factors and acquire drug resistance [15, 16].
That is why 3D culture models are becoming essen-
tial tools in cancer research, notably for testing the
efficacy of anticancer drugs.

Several 3D models are developed in oncology field,
such as spheroids or matrix-embedded tumor cells
[17, 18]. Spheroids which constitute the simplest
in vitro 3D model, are known to permit endogenous
ECM deposition, cell-cell matrix interactions, and to
mimic physiological barriers to drug delivery in vivo.
Another 3D culture model consists to embed cells in
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natural or synthetic substrates. Biomaterials such as
matrigel, alginate or collagen I are biologically active
scaffolds that provide exogenous biological signals
regulating cell growth and response to drugs.
Synthetic and inert matrices are also able to sustain
cultures in close proximity, and enable accumulation
of newly secreted and defined ECM proteins by the
embedded cells. All these models offer the possibility
to simultaneously incorporate different cell types,
such as fibroblasts, endothelial cells, adipocytes or
immune cells. These co-culture systems, as tumor
slices or explant cultures, permit to mimic tumor het-
erogeneity. Indeed, in addition to tumor cells, these
cancer-associated cell types produce the non-cellular
fraction of the tumor microenvironment, composed
by the extracellular matrix, growth factors, cytokines,
chemokines and exosomes, and interact with tumoral
cells to impact biological features such as prolifera-
tion, migration as well as cellular response to drugs.
These co-culture systems combining stromal and
tumoral cells seem to be the best methods to model
heterotypic cell-cell interactions. However, the imple-
mentation of standardized co-cultures that include
different cell types remains challenging, and reducing
the tumor ecosystem to a few of the main compo-
nents that are expected to be involved in the tumor
biology may be enough to establish models with
superior predictive power over the conventional 2D
mono-cultures of tumor cells [18, 19].

Only two studies used 3D culture for investigate chon-
drosarcoma drug responses have been published [4, 6].
Both of them used chondrogenic three-dimensional
pellet model, which consists to culture high density cells
in pellets in a chondrogenic medium composed in par-
ticular of growth factors, such as TGFB3 or BMP6. This
culture condition allows long term culture and permits
cells to differentiate toward chondrogenic phenotype
characterized by synthesis of a hyaline matrix. However,
this model required the addition of exogenous growth
factors which may interfere with chondrosarcoma
biology and drug response. That is why we looked for
another 3D culture which does not require the addition
of growth factors, but which allows chondrogenic differ-
entiation and provide a pathophysiological context that
could replicate the chondrosarcoma microenvironment
compared to monolayer cultures in 2D system.

Interestingly, chondrocytes (normal cartilaginous cells)
encapsulated in alginate present characteristics closer to
native cartilage cells than that cultured in 2D [20]. They
re-express an extracellular matrix rich in aggrecan and
collagen type II, characteristic of hyaline cartilage tissue
[21-24], suggesting that this natural biomaterial may be
used for 3D culture of chondrosarcomas. Alginate
scaffold has advantages as an animal-free product, non-
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toxic, biodegradable, and easily usable for embedding and
next recovering cells, and with significant stability at room
temperature [25]. It is a polysaccharide hydrogel composed
of B-pD-mannuronic acid and a-L-guluronic acid obtained
from particular brown algae species. Alginate comprises
99% of water, but still retains high plasticity and mechanical
strength. Gelling occurs almost instantaneously by cross-
linking with divalent ions, like Ca*", allowing cell entrap-
ment under physiological conditions [26]. Another advan-
tage of alginate hydrogel is the possibility to recover cells
from scaffold with a non-enzymatic solution that dissolves
alginate within few minutes, but leaves the cells intact for
further processing and/or analysis.

Since we have previously shown the benefit to use 3D
alginate culture to favor chondrocyte differentiation and
to study their biology, we hypothesized that a similar
model could permit to culture chondrosarcomas and
preserve their chondrogenic phenotype. In the present
study, we evaluated the use of this 3D culture system to
study chondrosarcoma biology and predict drug re-
sponse. We validated as null hypothesis that cisplatin
has no cytotoxicity in this 3D model, before testing an-
other putative anti-tumoral drug, namely DZNep, which
has been shown to induce apoptosis in chondrosarcomas
cultured in monolayer. Cytotoxicity in 3D models was
compared to in vivo results.

Methods

Cell culture

CH2879 [27], JJ012 [28], and SW1353 (from ATCC)
chondrosarcoma cell lines were cultured in Roswell Park
Memorial Institute 1640’s medium (RPMI 1640) or
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza
AG, Verviers, Belgium), respectively, supplemented with
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) (Lonza AG), penicil-
lin and streptomycin, and then incubated at 37 °C in a
humidified atmosphere containing 5% CO,. Cells were
passaged twice a week.

For 3D culture, cells were suspended at a density of
2 x 10° cells/mL in sodium alginate. Beads were formed
as previously described [20-22] by dispensing drops of
the suspension from a 22-gauge needle in sterile CaCl,
100 mM. Thereafter, the beads were washed with NaCl
0.15 M and incubated in DMEM or RPMI according to
chondrosarcoma cell lines. Photographies were taken
using AxioCam MRc5 camera (Zeiss) under VisiScope
series 400 microscope (VWR). For some experiments,
beads were dissolved using a dissociation solution
(55 mM sodium citrate, 150 mM NaCl) before cell
harvesting by centrifugation.

Viability and proliferation assay
Viability and proliferation of chondrosarcomas were esti-
mated for 8 weeks after cell-embedding in alginate beads

Page 3 of 12

by measurement of ATP, using the Cell Titer-Glo lumines-
cent cell viability assay kit (Promega, Charbonnieres les
bains, France). Cells were lysed directly inside beads
according to the manufacturer’s instructions. Luminescence
was measured using Victor 3 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France). All experiments
were repeated 4 times.

Alternatively, cells were counted after bead disso-
ciation. Ten alginate beads were dissolved, and cells
were gently harvested. Then, viable cells were counted
using Countess II (Life Technologies) after trypan blue
exclusion. Three independent experiments were
performed.

Apoptosis assay

After dissolution of alginate, cells were stained with
phycoerythrin (PE)-conjugated antibody directed against
APO2.7 (clone 2.7 7A6) according to the manufacturer’s
condition (Beckman Coulter, Villepinte, France) as pre-
viously reported [29]. Cell fluorescence was measured
using Gallios flow cytometer (Beckman Coulter,
Villepinte, France) on the technical platform of SFR 146
(Structure Federative de Recherche 146, Caen, France).
A minimum of 10,000 events were analyzed in each
sample using Kaluza 1.5a software. Three independent
experiments were performed.

RNA isolation and real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR)

RNA were extracted using Trizol (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France). For monolayer cultures, Trizol was
directly added to cell layer in the culture dish. For
3D culture, ten alginate beads were dissolved in
55 mM sodium citrate, 150 mM NaCl and gently cen-
trifuged, before adding Trizol on the cell pellet. Next,
extraction was performed according to the manufac-
turer’s conditions (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).
Thereafter, RNA (1 pg) was treated with DNAse-I
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), and reverse tran-
scribed into ¢cDNA in the presence of oligodT and
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
(MMLV-RT). The reaction was carried out at 37 °C
for 1 h followed by a further 10-min step at 95 °C.
Amplification of the generated cDNA was performed
by real-time PCR in Step One Plus Real Time PCR
apparatus (Applied Biosystems) with appropriate
primers. The relative mRNA level was calculated with
the 27T method.

Cell invasion assay

To evaluate invasion ability of chondrosarcomas, cells
were embedded in alginate beads. After 1, 2 or 3 weeks
of 3D cultures, beads were transferred in a new culture
dishes (15 or 20 beads/well), then incubated for
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additional 4 days. At the end of that culture period, cells
adhering to the bottom of the culture dishes were
counted. Invasion ability was evaluated as the number of
adherent cells divided by number of beads present in the
culture dish. All experiments were repeated three times.

Drug treatments and cell viability

Cisplatin [cis-diammineplatinum(II) dichloride] was pur-
chased from Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, France)
and dissolved in DMSO. DZNep-HCl was purchased from
Tocris (Lille, France) and dissolved in PBS.

Based on previous works, cells were treated for 3 days
with cisplatin (10 pM), or for 14 days with DZNep
(I pM). The medium was changed twice during the
treatment of DZNep (day 5 and 10). This condition has
been defined as dose and time-treatment sufficient to
induce apoptosis in chondrosarcomas. Experiments were
performed in 96-well plates (1 bead per well).
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After treatments, cell viability was estimated using the
Cell Titer-Glo luminescent cell viability assay kit. Lumi-
nescence was measured using Victor 3 1420 Multilabel
Counter (Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France).

Xenograft of chondrosarcomas in nude mice

Animal experimental procedures were performed
according to local legislation, and procedures were
approved by ethics committee (Comité d’Ethique de
Normandie en Matiére d’Expérimentation Animale,
agreement #03968.01). Mice were provided and kept
the animal facility (Centre Universitaire de
Ressources Biologiques, Caen, France) under con-
trolled temperature and light conditions (temperature
23 + 2 °C, 12 h reversed light-dark cycle). Animals
had ad libitum access to food and water. Each animal
was humanely handled throughout the experiment in
accordance with internationally accepted ethical
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principles for laboratory animal use and care, and all
efforts were made to minimize animal suffering.
Euthanasia was performed using CO, inhalation.
Nude mice (11 weeks old, males) were injected sub-
cutaneously with 100 pl of matrigel containing 10° JJO12
cells. When the tumors were palpable, mice were treated
by peritoneal injection for 25 days. Tumors were
measured by a caliper and tumoral volume calculated by

Page 6 of 12

the following eq. (L x w?) /2 (with L corresponding to
length and w to width).

Results

Chondrosarcomas embedded in alginate survived for at
least two months

First, we investigated the proliferation of chondrosarco-
mas embedded in alginate. Three different cell lines

CH2879

Jo12

SW1353

— L

and x10 (b, d, and f)) are showed for each cell line

Fig. 3 Morphology of beads containing CH2879 differs from other beads. Chondrosarcomas CH2879 (a and b), JJ012 (c and d) and SW1353 (e and f)
were cultured in alginate beads for 1, 2 or 3 weeks. Beads were photographed each week. Representative pictures (magnification x4 (a, c and e)
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(CH2879, JJj012 and SW1353) were embedded at 2
million cells/mL alginate. Then, viability was evaluated
by metabolic assay (ATP measurement). All cell lines
survived for at least 8 weeks. However, they did not pro-
liferate in beads, except for CH2879 which did it for
4 weeks (Fig. 1a). Counting of viable cells inside beads
corroborated that CH2879 cells proliferated faster than
the other chondrosarcoma cell lines (Fig. 1b).

Chondrosarcomas embedded in alginate produced a
hyaline matrix

Macroscopically, we observed a clouding/opacification
of beads cellularized with JJ012 and SW1353 cells. This
white appearance of beads suggests that these chondro-
sarcomas produced a hyaline-like matrix. To validate
this hypothesis, we investigated the expression of the
major marker of hyaline cartilage matrix, namely type II
collagen. In agreement with macroscopic observation,
chondrosarcomas embedded in alginate expressed higher
level of type II collagen (Fig. 2a). In addition, JJ012 and
SW1353 also increased the expression of cartilage
oligomeric matrix protein (COMP, also known as
thrombospondin-5), a hyaline ECM gene also known to
be more expressed in chondrosarcoma tumors than in
tumor derived-cells cultured in monolayer [6]. In
contrast, the expression of collagen type I, which is

Page 7 of 12

fibrocartilage, was lower in JJ012 and SW1353 beads
cultured in 3D compared to 2D. This indicates that 3D
culture of CHS in alginate favors the production of a
hyaline-like matrix compared to 2D culture, and permits
re-expression of genes which are normally present in
tumor.

Alginate culture model allows evaluation of cell invasion
or migration ability

Bead observations revealed that CH2879 cells tended to
escape from beads, suggesting invasion or migration
abilities (Fig. 3). To investigate this hypothesis, we com-
pared the number of cells outgoing from the beads after
1, 2 and 3 weeks (Fig. 4). This assay revealed a strong
heterogeneity of invasion/migration ability according to
chondrosarcoma cell lines. Whatever the time of culture,
CH2879 cells were much more invasive than the two
other cell lines tested. This is consistent with the grade
of chondrosarcomas. CH2879 is, indeed, derived from a
grade 3 chondrosarcoma (which is known to be very in-
vasive), whereas SW1353 and JJ012 are derived from
grade 2 chondrosarcomas (less invasive).

Chondrosarcomas cultured in 3D were resistant to
cisplatin
Next, we compared the sensitivity of chondrosarcomas to

expressed in dedifferentiated chondrocytes and drugs as a function of their culture methods. First, we
p
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Fig. 4 CH2879 cells are more invasive than JJ012 and SW1353. Chondrosarcomas were cultured in alginate beads for 3 weeks. Next, beads were
transferred in a new well, and four days later, adherent cell were counted (a) and photographed (b). Values represent means + SEM of three
independent wells containing each 15-20 beads. *: p-value <0.05; **: p-value <0.01; ***: p-value <0,001
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(with L corresponding to length and w to width)

Fig. 5 Cisplatin does not reduce the viability of chondrosarcomas embedded in alginate or engrafted in nude mice. a Chondrosarcomas cultured
in monolayer or embedded in alginate for at least 2 weeks were treated with cisplatin (10 uM) for 3 days. Then, viability was evaluated and
compared to untreated cells. Values represent means + SEM of 3 independent experiments. *: p-value <0.05; **: p-value <0.01. b Nude mice were
injected with 100 pl of matrigel containing 10° chondrosarcoma cells. When the tumors were palpable, mice were treated for 25 days with
cisplatin (i.p, 2 mg/kg, three times per week). Tumors were measured by a caliper and tumoral volume calculated by the following eq. (L x w?) /2

assayed the toxicity of a widely used chemotherapeutic
agent for solid tumors, namely cisplatin. Cisplatin
(Pt(NHsz),Cl,, as called cis-diamminedichloroplatinum(II))
is a platinum-based drug, approved as an anticancer agent
since 1978, which causes apoptosis by DNA cross-linking.
Whereas it is efficient against many cancers, it is not able
to treat chondrosarcomas. This resistance has been
attributed to the production of an abundant matrix by
chondrosarcomas that cannot be mimicked in monolayer
cultures [4, 6]. So, we initially tested the null hypothesis
that cisplatin has no toxicity in chondrosarcomas cultured
in 3D [6]. We then compared cell survival of chondro-
sarcomas cultured in monolayer or embedded in
alginate (Fig. 5a). As expected, cell viability was
strongly reduced by cisplatin when chondrosarcomas
were cultured in 2D, but not in 3D. Accordingly,
cisplatin-induced apoptosis was strongly reduced
when cells were embedded in alginate compared to
monolayer cultures (Table 1). This is consistent which
the absence of toxicity of cisplatin observed in chon-
drosarcoma xenografts in nude mice (Fig. 5b).

DZNep reduced survival of chondrosarcomas, even
cultured in 3D
We pursued by testing the effect of 3-deazaneplanocin
(DZNep), a new anticancer drug (still in preclinical stage),
on chondrosarcoma survival [29, 30]. This adenosine
analog is a potent inhibitor of S-adenosylhomocysteine
hydrolase, resulting in cellular accumulation of S-
adenosylhomocysteine, which in turn causes inhibition of
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases,
particularly enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), leading
to apoptosis of tumoral cell by a mechanism not yet totally
elucidated [29, 30].

Interestingly, in contrast to cisplatin treatment,
DZNep reduced cell survival and induced apoptosis in

Table 1 Comparison of apoptosis induced by cisplatin in
chondrosarcomas cultured in 2D and 3D cultures

Apoptotic cell fraction p-value p-value
- - (cisplatin Vs (cisplatin 3D
Control Cisplatin control) Vs cisplatin 2D)
2D 1.8 + 04% 594 +9.1% 0.009
3D 258 + 1.9% 388 + 1.9% 0.02 0.03

Chondrosarcoma cells were cultured in monolayer (2D) or embedded in
alginate (3D). Then, cells were treated with 10 uM cisplatin. Three days later,
apoptosis was assayed. Values represent means + SEM of 3 experiments

chondrosarcomas cultured in 3D (Fig. 6a and Table 2).
These results are coherent with in vivo observations
showing that DZNep is able to reduce tumoral volume
of chondrosarcoma xenograft in nude mice (Fig. 6b).

Discussion

Cancer researchers typically rely on 2D in-vitro studies
and small animal models to investigate the complex
mechanisms of tumor invasion and anticancer drug re-
sponse. However, 2D culture systems often fail to mimic
the natural tumor microenvironment, such as cell—cell
communication and cell-extracellular matrix interaction,
which is essential in tumorigenesis and drug response.
Meanwhile, animal models are more accurate represen-
tative of tumor environment, but are difficult to use
when several conditions are required. That is why there
is need to develop relevant preclinical models reprodu-
cing natural tumor microenvironment, and easily usable
for large scale screening. In particular, chondrosarcomas,
as chondrocytes, tend to lose their ability to produce
hyaline cartilaginous matrix in monolayer cell cultures.
In this paper, we describe a new 3-dimensional culture
method using alginate beads, which has advantage to
permit hyaline cartilage production by chondrosarcomas
without adding any growth factor, and to easily investi-
gate invasion/migration ability and drug response of
tumor cells. This model provided a predictive in vitro
cell-based assays to study cancer drug efficacy in
chondrosarcomas.

Based on our previous works showing the benefit to
culture cells in alginate scaffold to favor production of
hyaline cartilage matrix [21, 22], we developed a close
strategy for in vitro reconstruction of chondrosarcoma
microenvironment. We demonstrated here that alginate
microencapsulation of chondrosarcoma cells offers
numerous advantages. First, it is a robust culture system
that allows long term culture, which permits the re-
expression of a hyaline-like matrix by chondrosarcomas.
Also, this scaffold is easy to use. Cells can be quickly
embedded inside alginate, and next used for analyses. In-
vasion/migration ability as well as drug toxicity can be
easily evaluated. Also, if necessary, cells can be recovered
by alginate dissociation using a non-enzymatic solution,
for additional analysis.

Other scaffolds, such as type I collagen or matrigel,
could be used for chondrosarcoma cells. However, they
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Fig. 6 DZNep reduces viability of chondrosarcomas embedded in
alginate and engrafted in mice. a Chondrosarcomas cultured in
monolayer or embedded in alginate for at least 2 weeks were
treated with DZNep (1 puM) for 14 days. Then, viability was evaluated
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3 independent experiments. **: p-value <0.01; ***: p-value <0,001. b
Tumors were implanted as previously (Fig. 4b) and treated with
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by a caliper and tumoral volume is showed. *: p-value <0.05

have limitations, including batch-to-batch variation and
an incomplete understanding of their impact on cell
behavior [31, 32]. In contrast, hydrogels such as alginate
present many advantages over bioactive scaffolds due to
their inert properties, biocompatible gelation and ease of
cell recovery. Thus, analysis of gene expression or cell
survival can be done directly from beads or after alginate
dissolution. In addition, we developed here a simple
strategy permitting to easily evaluate invasion ability of
tumor cells, directly by counting cells escaping from
alginate beads.

Alginate hydrogels also provide the possibility of
conjugation with defined adhesion ligands or delivery
of specific biomolecules (growth factors, pro-
angiogenic factors, amongst others) [32], and can be
used to co-cultured cells. For instance, Brito and col-
laborators developed alginate embedded culture of
epithelial tumor cells aggregated together with human
fibroblasts [33]. Such modifications and co-cultures
may be made, in the future, to improve this 3D
culture system in order to get again closer to natural
tumoral microenvironment.

In this report, we show that 3D culture using alginate
hydrogel, permits to evaluate invasion/migration ability
of chondrosarcomas, and drug toxicity. Thereby, we
evaluated toxicity of two anticancer drugs in chondro-
sarcomas. First, we used cisplatin, which is a common
and effective anticancer drug used to in a large variety of
tumors (ovaries, testes, lung, solid tumors...), but not
efficient to treat chondrosarcomas [34]. Cisplatin is a
potent DNA damaging inducer, leading apoptosis in can-
cer cells [35]. Mechanisms of chondrosarcoma resistance
to cisplatin are not yet completely understood, but it is

Table 2 Comparison of apoptosis induced by DZNep in
chondrosarcomas cultured in 2D and 3D cultures

Apoptotic cell fraction p-value p-value
(DZNep Vs (DZNep 3D
Control DZNep control) Vs DZNep 2D)
2D 073 + 03% 296 + 1.4% 0.001
3D 21.7 £ 14% 86.8 £ 1.7% 0.001 0.001

Chondrosarcoma cells were cultured in monolayer (2D) or embedded in
alginate (3D). Then, cells were treated with 1 pM DZNep. Fourteen days later,
apoptosis was assayed. Values represent means + SEM of 3 experiments
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generally admitted that this resistance is linked, at least in
part, to the abundant hyaline cartilage matrix rounding
chondrosarcoma cells, which strongly reduces drug
accessibility to cells [5, 6]. As expected, chondrosarcomas
encapsulated in alginate, produce a hyaline-like matrix
and are not sensitive to cisplatin, contrary to cells cultured
in monolayer (2D).

Next, we tested efficiency of DZNep. This drug has re-
cently been used for its ability to inhibit EZH2 methylase
and induce death of tumoral cells in vitro and in vivo
[30]. We have previously shown that this pharmaco-
logical molecule induces apoptosis of chondrosarcomas
cultured in 2D [29]. Before performing in vivo experi-
ments using xenograft mouse model, we wanted to test
its efficiency in our more accurate in vitro model with
especially hyaline like-matrix production. We observed
that DZNep reduced chondrosarcoma survival in this
model, suggesting that, contrary to cisplatin, DZNep
could be efficient in vivo despite the presence of hyaline
matrix. This was confirmed by xenograft experiments in
mice showing that, while cisplatin does not modify
tumor growth, DZNep is able to reduce it in vivo.

Conclusion

Three-dimensional in vitro cultures are recognized for
recapitulating the physiological microenvironment and
exhibiting high concordance with in vivo conditions.
Taking the advantages of 3D culture using alginate
hydrogel, we have developed an in vitro tumor model
for anticancer drug screening. This system has advan-
tages to permit chondrosarcoma cells to produce a hya-
line like-matrix, and offers an easy way to assay cell
invasion and survival in long term cultures. The devel-
oped model system can be transferred across other type

of tumors and will provide a new tool for
characterization of tumor progression, drug resistance
mechanisms and screening new anticancer drugs
in vitro.
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II) Le DZNep induit ’apoptose dans les chondrosarcomes in vitro et in vivo par un

mécanisme indépendant d’EZH2

Contexte :

Apres avoir validé I’efficacité du DZNep in vitro sur trois lignées de chondrosarcome, a la fois
en monocouche et dans un modele de culture en 3D, nous avons voulu tester son efficacité sur
d’autres lignées et sur des cultures primaires de chondrosarcome, puis valider son efficacité sur

une deuxieme lignée in vivo et comprendre son mécanisme d’action.

Résultats :

Dans un premier temps, avec I’aide de N. Girard (doctorant BioConnecT) et en collaboration
avec le GMPc, nous avons étudié I’effet du DZNep in vivo dans des xénogreffes sous-cutanées
de la lignée CH2879 chez des souris nude et montré que son injection intra-péritonéale (2mg/kg,

3 fois par semaine) induit une diminution du volume tumoral et la mort cellulaire par apoptose.

Dans un second temps, in vitro, nous avons évalué la croissance cellulaire apres traitement au
DZNep ou avec d’autres inhibiteurs plus récents d’EZH2 (GSK126 et EPZ-6438, aussi appelé
tazemetostat) par numération dans quatre lignées cellulaires de chondrosarcome (CH2879,
SW1353, JJ012 et FS090) et trois cultures primaires de chondrosarcomes issues de biopsies
humaines. Nous avons déterminé 1’apoptose par évaluation du clivage de PARP par western-
blot ou par suivi d’Apo2.7 en cytométrie en flux, et montré qu’il induit I’apoptose dans les
lignées cellulaires et les cultures primaires de chondrosarcome. Cependant, cet effet n’est pas
associ¢ a l’inhibition de 1’activité histone méthylase d’EZH2. En effet, la réduction de la
triméthylation de H3K27 induite par le GSK126 ou I’EPZ-6438 n’induit pas la mort des
chondrosarcomes signifiant que I’apoptose induite par le DZNep est indépendante de I’activité

méthylase d’EZH2.

Enfin, nous avons quantifié¢ la S-adénosylhomocystéine (SAH) par test Elisa. Comme attendu,
le DZNep induit son accumulation, confirmant sa capacité a inhiber la SAH hydrolase. Par la
suite, nous avons recherché par analyse transcriptomique, avec J. Aury-Landas (post-doctorante
BioConnecT), les geénes régulés par le DZNep dans les chondrosarcomes et les chondrocytes
normaux et identifié 1194 genes augmentés ou diminués par le DZNep. L’analyse in silico des

interactions entre les protéines issues de ces genes a permis d’établir un réseau dans lequel la
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voie RhoB/EGFR semble jouer un rdle central. Cependant son importance dans 1’induction de

I’apoptose dans les chondrosarcomes reste a confirmer.

Conclusion :

Ces résultats montrent, de maniere inattendue, que 1’histone méthyltransférase EZH2 n’est pas
une cible thérapeutique efficace pour le traitement des chondrosarcomes. En revanche, le
DZNep induit I’apoptose des chondrosarcomes in vitro et in vivo, par un mécanisme qui pourrait

étre 1i¢ a I’axe Rhof/EGFR.
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Abstract

3-Deazaneplanocin, DZNep, has been reported to decrease the expression of histone
methylase EZH2, and the trimethylation of histone H3 on lysine 27 (H3K27me3), and induce
cell apoptosis in two chondrosarcoma lines. The present study aims to test DZNep anti-

tumoral effect in vivo, and to understand the mechanistic in chondrosarcomas (CS).

Antitumoral effect of DZNep was evaluated in vivo using chondrosarcoma xenografts in nude
mice. In vitro, cell growth was evaluated by counting adherent cells in several CS cell lines and
primary cultures treated with DZNep, or with more recent EZH2 inhibitors. Apoptosis was
investigated using PARP cleavage by Western-Blot, or Apo2.7 expression by flow cytometry.
S-adenosylhomocysteine was quantified by ELISA. Differentially expressed genes in treated-

chondrosarcomas and chondrocytes were researched by microarray analysis.

DZNep induced apoptosis in chondrosarcomas both in vivo and in vitro. However, this effect
was not correlated to EZH2 methylase expression nor activity, and the reduction of H3K27me3
induced by GSK126 or tazemetostat (EPZ-6438) did not provoke chondrosarcoma death,
indicating that DZNep-induced apoptosis was independent of EZH2 activity. However, as
expected DZNep induced S-adenosylhomocysteine accumulation. Further, microarray analysis

suggests a key role of EGFR and RhoB in DZNep-induced apoptosis in chondrosarcomas.

In conclusion, EZH2 methylase is not an adequate target for chondrosarcoma treatment.
However, S-adenosylhomocysteine hydrolase inhibition by DZNep induces death in
chondrosarcomas in vitro and in vivo, by a mechanism likely mediated though RhoB/EGFR axis.
Consequently, it would be worth initiating clinical trials to evaluating efficiency to S-

adenosylhomocysteine hydrolase or EGFR inhibitors in patients with chondrosarcomas.
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Introduction

Chondrosarcomas (CS) are malignant bone mesenchymal tumors that represent about 25% of
bone tumors. Potentially fatal, their 10-year survival rates vary between 30% and 80%
according to CS grade. Their treatment has not progressed for 30 years, mainly due to the fact
that chondrosarcomas are resistant to radio- and chemo-therapy (1,2). Thus, to date,
therapeutic strategy consists in a surgical approach, with tumor curettage or wide resection.
Therefore, we still need to identify efficient therapies to improve life quality of patients with

chondrosarcomas.

We previously showed that high grade chondrosarcomas express high level of the histone-
lysine N-methyltransferase EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) compared to enchondromas
or normal cartilages (3). This observation led us to assess the effect of DZNep, an S-
adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH) inhibitor known to deplete EZH2 protein expression
and reduce H3K27 trimethylation, on the survival of chondrosarcomas. Using two
chondrosarcoma cell lines, CH2879 and SW1353, we demonstrated that, in vitro, DZNep
reduces EZH2 expression and H3K27me3, and induces apoptosis (3). To validate the concept
that EZH2 inhibition could be an innovative approach to treat chondrosarcomas, additional

experiments are required. In particular, we wanted to investigate several points.

First, it is well known that chondrosarcomas produce an abundant extracellular matrix
reducing drug accessibility to tumors. This is one of the major mechanisms underlying
chondrosarcoma chemoresistance (4). Consequently, before envisaging to use drugs such as
DZNep in clinics, it is required to validate its efficiency in vivo. Secondly, since it is now
admitted that some tumors are resistant to DZNep (5-7), it becomes essential to test its effect

on a larger number of chondrosarcomas. Thirdly, the mechanism of DZNep is not well known.
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This carbocyclic adenosine analog was initially described as an EZH2 inhibitor. This was in line
with our previous results showing that DZNep reduces EZH2 protein expression, and H3K27me
levels in CH2879 and SW1353 chondrosarcomas (3). However, it is now admitted that this
effect is indirect, and that, actually, DZNep inhibits S-adenosylhomocysteine (SAH) hydrolase
resulting in SAH accumulation and thus overall reduction of S-adenosylmethionine (SAM),
causing the indirect inhibition of the EZH2 methyltransferase activity. DZNep also causes EZH2
degradation probably through the ubiquitin-proteasome system (8). In addition, several
studies suggest that DZNep could induce apoptosis of tumoral cells by an EZH2 methylase

independent mechanism (6).

In this context, we tested the effect of DZNep on chondrosarcoma growth in vivo using a
xenograft model in immunoincompetent nude mice, and investigated the mechanism
involved in DZNep-induced death. We showed that, in vivo, DZNep reduces tumor growth and
induces apoptosis in tumoral cells. Next, by extending the in vitro study to other CS cell lines
and primary cultures, we demonstrated that DZNep inhibits SAHH activity, but acts
independently to its ability to reduce H3K27 trimethylation and EZH2 expression. Also,
microarray analysis followed by construction of protein-protein interaction network suggests

a putative role of EGFR and RhoB in DZNep-induced apoptosis.

Materials and methods

Cell culture

Human chondrosarcoma cell line SW1353 was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). The human JJ012 and FS090 cell lines were kindly

provided by Dr. J.A. Block (Rush University medical center) (9,10). They were cultured in
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and antibiotics. CH2879 cell line was kindly provided by
Pr. A. Llombart-Bosch (University of Valencia, Spain), cultured in Roswell Park Memorial
Institute 1640’s medium (Lonza AG, Verviers, Belgium) supplemented with 10% FBS
(Invitrogen) and antibiotics (11). The identity of cell lines was confirmed using STR profiling

with the GenePrint 10 System (Promega, Charbonniéres les bains, France).

Primary chondrosarcomas and chondrocytes were obtained from biopsies of CS during
resection, and from femoral heads of patients undergoing arthrosplasty, respectively.
Protocols have been accepted by local ethical committee (Comité de Protection des Personnes
Nord Ouest Ill). Clinical characteristics of chondrosarcomas are in supplementary table
(supplementary table S1). Cells were released by digestion with type | collagenase (2 mg/mL
for 15 hours) (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). After seeding, cells were incubated in
DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics. Experiments were done between

passages 2 and 4 for primary chondrosarcomas, or without passage for chondrocytes.

All cultures were done at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Cell cultures

were regularly tested for mycoplasma contamination, by PCR detection of mycoplasma DNA.

Animals

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and
procedures were approved by ethics committee (Comité d’Ethique de Normandie en Matiére
d’Expérimentation Animale, agreement #03968.01). Mice were provided and kept in the
animal facility (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France) under controlled

temperature and light conditions (temperature 23+ 2°C, 12h reversed light-dark cycle).
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Animals had ad libitum access to food and water. Each animal was humanely handled
throughout the experiment in accordance with internationally accepted ethical principles for
laboratory animal use and care, and all efforts were made to minimize animal suffering.

Euthanasia was performed using CO; inhalation.

Xenograft of chondrosarcomas in nude mice

For first round of in vivo experiments, nude mice (11 weeks old, males) were injected
subcutaneously with 100 pl of matrigel containing 106 CH2879 cells which had, in advance,
been treated or not with DZNep (1uM, 5 days). Mice were euthanized 46 days after injection.

A total of 10 mice were used (5 pre-treated and 5 controls).

For the second set of experiments, 22 nude mice (11 weeks old, males) were injected
subcutaneously with 108 CH2879 cells (100 pl of matrigel) on their back (between scapulas)
and separated in two groups. When the tumor volume reached 300 mm?3, DZNep or vehicle

was administered intraperitoneally three times per week at 2 mg/kg.

During all these experiments, tumors were measured three times per week by a caliper and
tumoral volume calculated by the following equation (L x w?) /2 (with L corresponding to
length and w to width). At the end of the experiments, tumors and various organs were

resected, weighted, measured, and photographed.

Cell growth experiments
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Cells were seeded at 750 cells/cm?. The day after, they were treated with inhibitors for two
weeks. Regularly, adherent cells were counted. Each count was performed twice, and

independent experiments were done at least three times.

Protein extraction and Western blot

Total proteins were extracted using RIPA buffer (50 mM Tris-HCl; pH 7.5; 1%; IGEPAL; 150 mM
NaCl; 1 mM EGTA; 1 mM NaF; 0.25% Na deoxycholate) supplemented with phosphatase (10
uL/mL NasVOs) and protease inhibitors (1 pL/mL leupeptin, 1 puL/mL aprotinin, 1 pL/mL
pepstatin and 4 uL/mL phenylmethylsulfonyl fluoride) (Sigma). Western-blot experiments
were performed as previously described (3). Briefly, protein samples were loaded onto
acrylamide gels for Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE),
and thereafter the proteins were transferred to polyvinylidene difluoride membranes
(Biorad). The following primary antibodies were used: B-actin (sc-47778) and GAPDH (sc-
25778) from Santa Cruz Biotechnology, and EZH2 (#3147), H3 (#4499), H3K27me3 (#9733) and
PARP (#5246) from Cell signaling. The membranes were probed with a corresponding
secondary antibody conjugated to horseradish peroxydase. Signals were revealed with
Western Lightning® Plus-ECL (Perkin Elmer) and exposed to X-ray film (Santa Cruz
biotechnology). B-actin, histone H3 or GAPDH were used to verify that similar amounts of

proteins were loaded in all lanes.

S-adenosylhomocysteine quantification

S-adenosylhomocysteine (SAH) was quantified in cell layers using enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA). Briefly, 50 ug of proteins extracted with RIPA were loaded in
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wells, then protocols were followed as described by manufacturer (Cell Biolabs, Clinisciences,

Nantes, France).

Apo2.7 staining

For apoptosis assay, cells were stained with phycoerythrin (PE)-conjugated antibody directed
against APO2.7 (clone 2.7 7A6) according to the manufacturer’s condition (Beckman Coulter,
Villepinte, France) as previously reported (3). Cell fluorescence was measured using Gallios
flow cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France) on the technical platform of SFR 146
(Structure Federative de Recherche 146, Caen, France). A minimum of 10,000 events were
analyzed in each sample using FlowJo software. At least, three independent experiments were

performed.

Total RNA Isolation

Total RNA was isolated from cell cultures using NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France), according to the manufacturer’s instructions. RNA quantity and quality were
measured on a MultiSkan GO spectrophotometer with a pDrop Plate (ThermoFisher
Scientific). RNA integrity was assessed on 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies France, Les
Ulis, France) using RNA 6000 Nano (Agilent Technologies), according to the manufacturer’s

instructions. RNA integrity numbers above 8 were considered suitable for microarray analysis.

Gene expression microarray analysis
Two-color microarray-based gene expression analysis was performed, according to the

manufacturer’s instructions (Agilent Technologies). Briefly, 100 ng of total RNA were amplified
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and labeled using a Low input Quick Amp Labeling kit, Two-color (Agilent Technologies), and
hybridized to a Human Gene Expression 4x44K v2 Microarray (design ID 026652, Agilent
Technologies). Slides were scanned on a G2505C Microarray Scanner (Agilent Technologies).
Raw data were extracted and Lowess normalized using Feature Extraction software (v.
10.7.3, Agilent Technologies), and analyzed using GeneSpring GX software (v. 13.1.1, Agilent
Technologies). Microarray probes with a signal that is not positive and significant or not above
the background were filtered out. Genes with a p-value < 0.01 and a fold-change > 1.5 were

considered differentially expressed (DEGs).

Gene Ontology (GO) and Pathway enrichment analysis

Gene enrichment among the genes showing significant differential expression was performed
with the Functional annotation tool of the Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (v. 6.7, DAVID) tool (12) considering the biological processes option
(GOTERM_BP_FAT), the cellular compartment option (GOTERM_CC_FAT), the molecular
function option (GOTERM_MF_FAT) or the Pathways database (KEGG_Pathway). Enrichment
with a p-value < 0.05 after correction for multiple testing (according to Benjamini test) were

considered as significant.

Protein-Protein Interaction (PPI) network construction
Protein-protein interaction network among DEGs was constructed using the Search Tool for
the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (v. 10, STRING) (13) available online. Minimum

required interaction score was fixed at the value 0.9.

RNA isolation and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
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RNA (1 ug) were treated with DNAse-I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) reverse transcribed
into cDNA in the presence of oligodT and Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (MMLV-RT). The reaction was carried out at 37°C for 1 h followed by a further
10-min step at 95°C. Amplification of the generated cDNA was performed by real-time PCR in
Step One Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems) with appropriate primers. The

relative mRNA level was calculated with the 2722¢T method.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + SEM. For in vivo experiment, a two-way ANOVA with
repeated measurements was performed. For in vitro experiments, at least three different
experiments were performed for each condition. Statistical significances were calculated with

Students-t-test. P-values £ 0.05 were considered as statistically significant.

Results

Pretreatment of CS cells with DZNep reduced tumor implantation and growth in xenograft

mice model

We previously showed that DZNep induces apoptosis of CH2879 and SW1353
chondrosarcoma cell lines, in vitro (3), suggesting that it could be a candidate to target
chondrosarcoma growth in vivo. To validate this hypothesis, we used CH2879 cell line because
of its good rate of xenograft implantation and its fast growth in nude mice (data not shown).
Cells were treated or not with DZNep for 5 days before being implanted in mice and tumor

volume was regularly measured (figure 1). Tumors from DZNep-treated-cells grew more
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slowly than those from untreated cells. This decrease of tumor growth was also confirmed by

their lower weight at the end of the experiments.

Peritoneal injection of DZNep induced apoptosis of CS in xenograft mice

Furthermore, we tested whether DZNep treatment is able to reduce tumor growth after
grafting in nude mice. For these experiments, once chondrosarcoma cells developed palpable
tumors, mice were injected with DZNep (2 mg/kg) or vehicle intraperitoneally three times per
week. Eight week-treatment with DZNep decreased tumor growth of about 30%. Tumoral
volumes and weights in DZNep group (2789+1509mm?3, and 3.48+1.91 g) were significantly
lower than those in the control group (4142+735 mm?3, and 4.9 + 1.33 g) (figure 2A, B and C).
Interestingly, this reduction of tumor weight was, at least in part, due to tumoral cell death by
apoptosis, as shown by PARP cleavage in DZNep-treated tumors (figure 2D). No significant
modification in weight of mouse body or organs (heart, lung, brain, kidney, liver) was observed

(data not shown).

DZNep reduced CS growth and induced apoptosis of all tested CS cells

Since it has been shown that some tumors are resistant to DZNep, we wanted to test whether
all chondrosarcomas could respond to this treatment. Cell survival was assessed in vitro by
adherent cell counting, and apoptosis through observation of PARP cleavage by Western-blot,
in JJ012 and FS090 chondrosarcoma cell lines, and in three primary chondrosarcomas derived
directly from patient biopsies (figure 3). As previously reported for CH2879 and SW1353 (3),
we observed that DZNep reduced survival and induced apoptosis in all CS cells tested. In

contrast, DZNep did not induce apoptosis in chondrocytes. This was also confirmed by flow
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cytometry experiments after DNA staining with propidium iodide and analysis of cell fraction

in sub-G1, as well as after observation of APO2.7 positive cells (data not shown).

DZNep induced S-adenosylhomocysteine accumulation but not EZH2 inhibition in all tested

cs

To elucidate the mechanism by which DZNep induces apoptosis in CS cells, we first assayed
intracellular concentration of SAH by ELISA. Indeed, DZNep has been described as an inhibitor
of SAH hydrolase, leading to inhibition of EZH2 methylase. As expected, DZNep induced SAH
accumulation in all CS cell lines (figure 4A), suggesting that DZNep inhibits SAH hydrolase in
chondrosarcomas. However, DZNep did not affect EZH2 protein expression nor H3K27me3 in
JJ012 and FS090 chondrosarcomas, while it decreased EZH2 expression and H3K27me3 in
CH2879 (figure 4B). This suggests that DZNep could induce apoptosis independently to its

ability to inhibit EZH2 expression and H3K27 methylation.

Reduction of H3K27me3 induced by GSK126 or tazemetostat (EPZ-6438) did not provoke

chondrosarcoma death.

Furthermore, we evaluated the effects of more recent drugs, namely GSK126 or tazemetostat
(EPZ-6438) in chondrosarcomas. These inhibitors, currently being tested in clinical trials for
patients with lymphomas and some other tumors, are known to reduce H3K27me3 in tumoral
cells by inhibiting EZH2 methylase activity without modifying its expression. Both GSK126 and
EPZ6438 strongly reduced H3K27me3 in chondrosarcomas (figure 4C). However, they did not

significantly modify the cell growth, neither induced apoptosis in CS (figures 4D and E).
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These results confirm that DZNep-induced apoptosis is not reliable to H3K27me3 regulation
in chondrosarcomas, and show that the inhibition of EZH2 methylase is not an efficient

approach to treat these bone tumors.

DZNep regulated expression of apoptosis and angiogenesis-related genes in CH2879

chondrosarcomas

Next, in order to identify genes with changed expression in response to DZNep in
chondrosarcomas, genome wide expression profiles were generated for CH2879
chondrosarcomas treated with 1uM of DZNep for 24h. 1406 entities were identified,
corresponding to 1194 unique differentially expressed genes (DEG) with a fold-change
superior or equal to 1.5. Notably, 760 entities corresponding to 616 unique DEG were up-
regulated, while 646 entities (i.e. 578 unique DEG) were down-regulated (supplementary
tables S2 and S3). Interestingly, among the top 20 of the most regulated genes, we identified
mitotic arrest deficient-like 1, MADIL1 (also called MAD1). This regulator of cell proliferation

and apoptosis was down-regulated in CH2879.

Gene Ontology analysis showed that genes regulated by DZNep were enriched in numerous
processes, including protein-DNA complex, nucleosome, ECM-receptor interaction, cell death,
and angiogenesis (all categories with p-value < 0.05) (figure 5; supplementary tables S4 and

S5).

Next, when analyzing interactions among proteins encoded by these genes using STRING, we

found significant enrichment for protein-protein interactions (PPI) (figure 6) which were

- 158 -



primary centered on JUN/EGR1 and EGFR, for up-regulated and down-regulated gene lists

respectively.

CH2879 chondrosarcoma Vs chondrocyte DEG by DZNep

Furthermore, we compared genome wide expression profiles generated by DZNep treatment
in CH2879 chondrosarcomas and chondrocytes (HAC) since we found that DZNep did not
induce apoptosis in HAC. Significant differential expression in chondrocytes was identified for
901 probes with a fold change superior or equal to 1.5. A weak degree of overlap was observed
between DEG in chondrosarcomas and chondrocytes (supplementary tables S6 and S7). Only
11% of entities were common to both cell types. This strong heterogeneity of response

confirms that DZNep elicits different responses in normal and tumoral cells.

Interestingly, EGFR and MAD1L1 were not found in the list of DEG from chondrocytes. In
contrast, JUN and EGR1 were found in both lists. In addition, we identified RHOB which seems
to be central in protein-protein interaction in DZNep-treated CH2879 while it was not

differentially regulated by DZNep treatment in chondrocytes.

DZNep down-regulated EGFR, and upregulated RhoB in all tested chondrosarcoma cells, but

not in chondrocytes

Transcriptomic analysis allowed us to identify several genes (EGFR, RhoB, MAD1L1) which
could play a key role in DZNep-induced apoptosis in CH2879. We analyzed their expression by
real-time RT-PCR in different chondrosarcoma cell lines and chondrocytes (figure 6).

Interestingly, we found that RhoB was up-regulated by DZNep in chondrosarcomas but not in
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chondrocytes. EGFR and MAD1L1 were down-regulated by DZNep in chondrosarcomas, but

not in chondrocytes. However, the effect on MAD1L1 was very low in FS090.

Discussion

High grade chondrosarcomas have a poor prognosis and their treatment remains a major
concern, due to their resistance to radio- and chemotherapies. In this study, we show that
DZNep decreases cell and tumor growth and induces apoptosis of chondrosarcomas both in
vitro and in vivo. We also demonstrate that the induction of cell death in DZNep-treated cells
is not correlated to the reduction of H3K27 trimethylation. However, it is associated to the

inhibition of SAH hydrolase activity and EGFR/RhoB expression.

First, we demonstrate that DZNep treatment decreases tumor growth and induces apoptosis
of chondrosarcomas in a mouse xenograft model. However, the tumors did not disappear
completely in the frame time of our experiment. A higher DZNep dose or longer time exposure
may be needed for optimal antitumoral effects in chondrosarcomas. In addition, the effect of
DZNep may be limited due to its poor delivery. Indeed, its half-life in mice is comprised
between 1 and 3 hours (14,15). Therefore, pharmacokinetic of DZNep could be improved by
entrapment within a pegylated liposomal carrier (14). This strategy would probably increase
the therapeutic effect of DZNep on chondrosarcomas, and avoid using too high doses of drug

by optimizing its delivery.

DZNep has been identified as an inhibitor of S-adenosyl-L homocysteine hydrolase (SAHH),
which is required for EZH2-dependent methylation. It has been shown that DZNep depletes
cellular EZH2 levels and selectively blocks the trimethylation of H3K27 in numerous tissues

(16). However, it is no longer considered as a specific EZH2 inhibitor (17) and it could act
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independently to this histone methylase. Here, we demonstrate that apoptosis induction by
DZNep is correlated to SAHH inhibition (showed by the intracellular SAH accumulation), but
not to the reduction of EZH2 expression nor that of H3K27 trimethylation. These results
confirm that DZNep is able to induce cell death independently of EZH2 methylase activity. In
addition, we show that specific reduction of H3K27me3 using GSK126 and tazemetostat (EPZ-
6438) is not able to induce apoptosis in chondrosarcoma cell lines, indicating that EZH2 is not
a good target to treat chondrosarcomas. This was unexpected because these inhibitors are
known to be efficient against lots of others tumors in vitro and in vivo, and several clinical trials

are in process to treat patients with lymphomas but also sarcomas (16).

Interestingly, we identified EGFR and RhoB as putative mediators of DZNep induced-
apoptosis. Our study revealed that RHOB was up-regulated by DZNep in chondrosarcomas,
but not in chondrocytes. A similar induction by DZNep was already reported in glioblastoma
multiform cancer stem cells (18). RhoB belongs to the Rho-GTPase family which is involved in
a broad range of cellular processes like survival, migration, and angiogenesis and is implicated
in tumorigenesis and metastasis (19,20). RhoB acts as a tumor suppressor (19,21). Its
expression is frequently down-regulated in cancer tumors (22—-24), and in vivo restoration of
RhoB expression leads to tumor regression (25). Interestingly, RhoB overexpression inhibits
oncogenic signaling and cell proliferation in tumoral cells in vitro and in vivo (26), and induces
apoptosis in SW1353 chondrosarcoma cell line (27). Consequently, it is likely that DZNep

reduces tumor cell survival and induces apoptosis, in part, through the up-regulation of RHOB.

RhoB is able to regulate many growth factor receptors, among which Epidermal Growth Factor
Receptor (28), a gene known to be downregulated by DZNep in oral squamous cell carcinoma

SAS cell line (29). This is consistent with our data which shows that EGFR was down-regulated
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by DZNep in all chondrosarcoma cell lines tested, but not in chondrocytes. EGFR is a
transmembrane glycoprotein that belongs to ErbB/Her family of receptor tyrosine kinases.
Binding of growth factors to EGFR leads to autophosphorylation of receptor tyrosine kinase
and activates the downstream signal transduction pathways which regulates cellular
proliferation, differentiation, and survival (30). EGFR is overexpressed in a variety of tumor
cell lines, and has been associated with metastasis, poor prognosis, and resistance to
chemotherapy (31). Particularly, EGFR has been reported to be overexpressed in 8.3% of
chondrosarcomas (based on a collection of 97 cases) and in chondrosarcoma cell lines (32,33).
Beside, in the present study, genome wide expression profiles followed by protein-protein
interaction analysis revealed that many proteins encoded by genes down-regulated by DZNep
treatment are related to EGFR, at least in CH2879 cells, suggesting that EGFR may play a role
in DZNep-induced apoptosis in CS cells. This hypothesis is reinforced by recent studies with
EGFR inhibitors. Noteworthy, it has been showed that gefitinib, a direct inhibitor of EGFR
already approved by FDA for the treatment of lung cancers (30), significantly inhibits the
growth, induces cell cycle arrest and decreases the migration ability of human
chondrosarcoma cells (33). These effects seem similar to those of DZNep, reinforcing the

hypothesis that it acts in chondrosarcomas through EGFR down-regulation.

In conclusion, we found that DZNep, an inhibitor of SAHH, induces apoptosis in
chondrosarcomas in vitro and in vivo, by a mechanism, likely mediated though RhoB/EGFR
axis. Consequently, it would be worth initiating clinical trials to evaluate efficiency of SAHH or
EGFR inhibitors in patients with chondrosarcomas. In contrast, the specific inhibition of the
methylase EZH2, a strategy currently developed in clinical trials for lymphomas and some
other tumors (mesothelioma, rhabdoid tumors, synovial sarcoma), is not an adequate

approach for chondrosarcoma treatment.
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Figure legends

Figure 1: Pretreatment with DZNep reduced CS implantation and growth in xenograft mice

model

CH2879 cells were treated with DZNep (1 uM) for 5 days before subcutaneous grafting in nude

mice.

(A) Tumors were measured regularly by a caliper and tumoral volume calculated.

(B) 46 days after cell injection, tumors were weighted.

Data are expressed as means + SEM. A total of ten mice were used (five pre-treated and five

controls).

Figure 2: Peritoneal injection of DZNep reduced tumoral growth of CS in xenograft mice

CH2879 chondrosarcoma cell line was subcutaneously injected in the back of nude mice. When
tumors were implanted and reached 300 mm3, DZNep was intraperitoneally injected three

times per week (2 mg/kg) for 56 days.

(A) Tumors were measured regularly by a caliper and tumoral volume calculated.
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(B-C) At the end of experiments, tumors were weighted and measured. Representative
macroscopic views of the resected xenograft tumors of each group are shown.
Data are expressed as means + SEM. N=9 and 7 for control and DZNep groups, respectively.

(D) Proteins were extracted from tumors and PARP cleavage was analyzed by Western blot.

Figure 3: DZNep induced apoptosis in chondrosarcoma cells but not in chondrocytes.

(A) CH2879, JJ012, and FS090 chondrosarcomas cell lines as well as CS121030, CS141110, and
CS150409 primary chondrosarcomas were treated with DZNep (1 uM) for 14 days. Treatment
was renewed at each medium change (days 4, 7, 10) and adherent cells regularly counted.
Data are expressed as means + SEM. (n=2 or 3).

(B) Chondrosarcomas and chondrocytes were treated with DZNep (1 uM) for 7 days. After
treatment, proteins were extracted and PARP cleavage was analyzed by Western blot. Figures

show a representative image of three independent experiments.

Figure 4: DZNep acts independently of EZH2 methylase activity.

(A) SAH protein levels were assayed in cells after 24h-treament with DZNep (1uM).

(B - C) Chondrosarcomas were treated with DZNep (1 uM), EPZ6438 (1 uM) or GSK126 (1 and
20 uM) for 5 days. Then, EZH2 protein expression or H3K27me3 levels were analyzed by
Western blot. B-actin and H3 were used to compare protein loading for EZH2 and H3K27me3
respectively. In H3K27me3 panel (C), the order of the samples for CH2879 was rearranged,
but all lanes were from the same gel. Representative figures of three independent

experiments are shown.
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(D-E) Cells were cultured with DZNep, EPZ6438 or GSK126. At the end of treatments, survival
fraction and percentage of apoptotic cells were evaluated by counting adherent cells (D) and

by Apo2.7 staining (E), respectively. Data are expressed as means + SEM (n=3).

Figure 5: Gene enrichment analysis.

Gene ontology analysis in DAVID using the genes from tables S2 (A) and S3 (B) with at least
1.5-fold expression difference between DZNep-treated and untreated cells. *: p-value < 0.05;

**: p-value < 0.01; ***: p-value < 0,001.

Figure 6: Protein-protein interaction.

Protein-protein interaction networks between the genes with expression changes of at least
1.5-fold (table S2 and S3) as determined with STRING. The nodes represent the proteins, and

the edges represent the corresponding PPI pairs.

Figure 7: Expression of mRNA of identified genes in DZNep-treated CS and chondrocytes

EGFR, RhoB and MAD1L1 mRNA expression was analyzed by RT-PCR from chondrosarcomas
and chondrocytes treated with 1 uM DZNep for 24 h. Data are expressed as means + SEM

(N=3-5). *: p-value < 0.05.
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I1T) Effet chronique du DZNep chez des souris immunocompétentes

Contexte :

Ayant démontré I’ effet pro-apoptotique du DZNep dans les chondrosarcomes in vitro et in vivo,
nous avons voulu tester ses effets sur les tissus sains. En effet, peu d’études se sont intéressées
aux effets secondaires du DZNep. Une étude a rapporté que son utilisation a une dose de
10mg/kg ne présente aucune toxicité (Bray et al., 2000), et une autre a montré qu’il provoque
une accumulation de vacuoles lipidiques et une inflammation chez des rat atteints de sténose
hépatique non-alcoolique (NAFLD) (Vella et al., 2013). De plus, a ma connaissance, aucun

essai clinique n’a été mené avec le DZNep a ce jour.

Le but de cette étude est d’évaluer la toxicité chronique du DZNep dans des souris
immunocompétentes par ’intermédiaire d’une étude comportementale (anxiété, locomotion,

état dépressif et mémoire) et d’une analyse histologique des différents organes.

Résultats :

Chez les souris traitées au DZNep (2mg/kg, en intra-péritonéal, 3 fois par semaine, pendant 8
semaines), nous observons une perte de poids et une splénomégalie, toutes les deux réversibles
apres I’arrét du traitement. Cependant, le DZNep induit une atrophie testiculaire qui perdure,
au moins 15 jours apres 1’arrét du traitement. L’analyse histologique du tissu testiculaire,
réalisée par C. Bazille (Anatomo-pathologiste CHU, BioConnecT), a mis en évidence une perte
totale de la spermatogenese. L’analyse hématologique montre une réticulopénie chez les souris

traitées au DZNep. Les autres tissus étudiés ne présentent aucune anomalie.

Le comportement des souris traitées au DZNep a été ¢tudié¢ a 1’aide de différents tests
comportementaux. L’activité locomotrice a été analysée a 1’aide d’un test d’actimétrie. La
mémoire a court terme a été étudiée par un test d’alternance spontanée et la mémoire a long
terme a I’aide d’un test de reconnaissance d’objet. L’anxiété a été évaluée par le test de la boite
noire et blanche. Enfin, I’état dépressif est analysé a 1’aide d’un test de nage forcée. De maniére
encourageante, I’analyse de ces différents tests a montré que le DZNep n’a pas d’impact sur le

comportement des souris.
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Conclusion :

Dans cette étude, la toxicité chronique du DZNep est évaluée dans un modele de souris
immunocompétentes. Le DZNep ne modifie pas leur comportement et induit des effets
secondaires tres limités. Il provoque une atrophie testiculaire irréversible. Cependant, cet effet
secondaire est malheureusement retrouvé dans la plupart des traitements de chimiothérapie. Ces
résultats sont encourageants quant a I’utilisation du DZNep dans le traitement des cancers et
plus particuliecrement des chondrosarcomes dont le seul traitement actuellement reste la

résection chirurgicale.
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Abstract

3-Deazaneplanocin A (DZNep), an inhibitor of S-adenosylhomocysteine hydrolase, has been
shown to decrease the expression of histone methyltransferase EZH2 and trimethylation of
H3K27. Furthermore, DZNep demonstrated anti-tumour activity in vitro and in vivo against a
various cancers and anti-inflammatory properties. Therefore, DZNep appears very promising
for cancer treatment. However, no clinical trials have been performed with DZNep, nor
chronic injections in alive animals. That is why, the aim of this study was to investigate the

chronic administration of DZNep in mice on behaviour and several tissues and organs.

Chronic injections of DZNep were performed intraperitoneally in male NMRI mice (2mg/kg;
i.p.; three times per week) during 56 days. A follow-up of body weight was assessed during all
experiments. Histological analyzes were performed on several organs (testis, spleen, heart,
liver, lung, brain, and kidney). Intracardiac blood samples were collected for hematological
analysis. Finally, different behavioural tests were performed after different durations (3, 7, 8,

9, 10, or 11 weeks).

Chronic DZNep treatment transiently reduced animal growth. It had no effect on most organs
but provoked a reversible splenomegaly, and irreversible testis reduction and erythropoiesis.
DZNep administration did not alter animal behaviour, particularly on locomotor activity,

cognition (working and recognition memory), anxiety and depressive-like behaviours.

In conclusion, this study is encouraging for the use of DZNep for cancer treatment. Indeed, it
has not effect on behaviour and induces irreversible side effects limited on testis which are

unfortunately found in most chemotherapy treatments but need to be taken account for.
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Introduction

The understanding of epigenetic alterations, such as DNA methylation and histone
methylation and acetylation provides emerging targets for cancer therapy. Inhibitors of
histone deacetylases and DNA methylation have been developed and inhibitors of histone
methylation are currently in development. 3-deazaneplanocin A (DZNep), a cyclopentanyl
analog of 3-deazaadenosine, inhibits the activity of S-adenosylhomocysteine hydrolase
(SAHH), leading to cellular accumulation of S-adenosylhomocysteine (SAH), which in turn,
indirectly represses the S-adenosyl-methionine-dependent histone lysine methyltransferase
activities (Glazer et al., 1986). Initially investigated for its antiviral properties, DZNep inhibits
the Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), and particularly its catalytic subunit Enhancer of
Zeste Homolog 2 (EZH2), inhibiting the trimethylation of the lysine 27 on histone H3

(H3K27me3) (Tan et al., 2007).

Interestingly, DZNep demonstrated anti-tumour activity against various cancers (Baugé et al.,
2014). Indeed, it induces apoptosis, inhibits cell invasion, enhances chemotherapeutic
sensitivity in tumour cells but not in normal cells and reverts epithelial-mesenchymal
transition (EMT) (Crea et al., 2012; Tan et al., 2007). Furthermore, DZNep is able to reactivate
a set of PRC2 target genes (Tan et al., 2007). In addition to its anti-tumour effect, DZNep has
anti-inflammatory effects and regulates genes involved in chondroprotective response in
human articular chondrocytes, suggesting that it could slow down osteoarthritis process

(Aury-Landas et al., 2017).

In vivo, DZNep inhibits tumour growth in chondrosarcoma (Lhuissier et al., 2017), embryonal
rhabdomyosarcoma (Ciarapica et al., 2014), tongue cancer (Li et al., 2013), head and neck

squamous cell carcinoma (Gannon et al.,, 2013), prostate cancer (Crea et al.,, 2011),
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glioblastoma (Smits et al., 2010), cervical cancer (Cai et al., 2016) and renal cell carcinoma (Liu
et al., 2016). DZNep also increases bone formation and repressing excessive bone marrow fat
formation in mice osteoporosis (Jing et al., 2016). DZNep has been reported to modulate
allogenic T-cell response and may represent a novel therapeutic approach for treatment of
graft versus host disease (Wang et al., 2013; He et al., 2012) and to inhibit liver fibrosis

progression (Zeybel et al., 2017).

Among these studies, only few reports concern potential side effects of chronic DZNep
treatment. There is only one study that reported no obvious toxicity after acute administration
(10 mg/kg) (Bray et al., 2000). However, no study on mice behaviour has been conducted in
vivo and yet no clinical trial have been conducted with DZNep in humans. As a putative
anticancer drug that could be eligible for several tumors, it is of importance to consider its
side effect in vivo. The aim of our study was to investigate the chronic effects of DZNep in

NMRI mice growth, organs, haematological parameters, activity and cognitive functions.

Material and methods

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and
procedures were approved by ethics committee (Comité d’Ethique Normandie en Matiere
d’Expérimentation Animale, agreement #03968.01). The animals were provided and kept in
the animal facility (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France) under
controlled temperature and light conditions (temperature 23+ 2°C, 12h reversed light-dark

cycle). Animals had ad libitum access to food and water. Each animal was humanely handled
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throughout the experiment in accordance with internationally accepted ethical principles for

laboratory animal use and care, and all efforts were made to minimize animal suffering.

Animal groups and treatment

The experiment was performed on male NMRI mice (8 weeks old). Two groups of mice
(n=17/group) receiving either DZNep (2mg/kg; intraperitoneal injection; three times per week
during 56 days; dissolved in NaCl 0.9%; provided by Tocris, Lille, France) or vehicle (NaCl 0.9%)
were constituted. A follow-up of body weight was performed during all experiment and
behaviour experiments were performed. At the end of the treatment (56 days), 7 animals
were euthanized by cervical dislocation and several organs (spleen, testis, lung, heart, brain,
kidney and liver) were collected for analysis. During washout period (14 days after treatment
arrest), behaviour experiments were performed and at the end of the 70 days (i.e. 56 days of
treatment them 14 days of washout), animals were anesthetized (isoflurane 3%, in a mixture
% 02/N;0) and intracardiac blood samples and several organs (spleen, testis, lung, heart,

brain, kidney, liver) were collected for haematological and histopathological analysis.

Histology tissues

After resection, organs (testis, spleen, brain, lung, heart, kidney and liver) were weighed and
fixed in 20% formalin during 48 hours and embedded in paraffin. The sections were stained
with hematoxylin, eosin and saffron and the histological aspect of the different organs was

analyzed by standard light microscopy.
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Hematological analysis

Samples of 3.2% citrated blood were collected after cardiac punctures. Blood samples were
analyzed with the multiple parameters automated haematology analyzer XN-9000 (Sysmex
France, Villepinte, France) within 6 hours after blood draw. Counts of platelet count,
haemoglobin count, red and white cells count, neutrophils count, lymphocytes, monocytes,
eosinophil, basophils and reticulocytes were determined using the impedance channel

(Hématologie biologique, CHU de Caen, Caen, France).

Locomotor activity

Spontaneous activity was recorded in actimeter units (IMETRONIC®, France) as described
previously (Bazin et al., 2009). The number of light beams interruptions (two level of beams
for horizontal and vertical activity) was recorded during a single session of 30 min and used as
an index of spontaneous locomotor activity. Locomotor activity was assessed 18 and 46 days

after the beginning of the treatment and 3 days after the end of the treatment (figure 1).

Spontaneous alternation in Y-maze

Spatial working memory performances were assessed by recording spontaneous alternation
behaviour in a single-session Y-maze test (Bazin et al., 2009). Experiment was assessed at the
end of the treatment (day 58) (figure 1). The maze consisted of three equally spaced arms (22
cm long, 6.5 cm wide, walls of 10 cm high) made of black-painted wood. The mouse was placed
at the end of one arm and allowed to explore the maze freely during a 5 min session. The

number and the sequence of arm entries and rearing were recorded by the observer. An arm
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entry was scored when all four feet crossed into the arm. Alternation behavior is defined as
consecutive entries into all three arms. The percentage of alternation was calculated as a
memory index by the (number of alternation/maximal theoretical number of alternation) x

100.

Recognition memory

Object recognition test was performed in 2 sessions separated by a 24h-intersessions interval.
Experiment was performed in open field (33x33x20 cm, wood painted black), with four
duplicates of two different objects available (Lego® vs Falcon®). Recognition memory was
assessed at the end of the treatment (days 63-64-65) (figure 1). The first day, mice was placed
alone in the open field during 5 min for habituation of the box. The second day, each mouse
was placed in the open field during 5 min with an unknown object different from those used
during the test. Finally, on the third day, two experimental trials (6 min each or 20s
accumulated for exploration of the 2 objects) separated by a 60 min inter-trial interval (ITl)
were performed. During the first trial (acquisition session), the mouse was allowed to explore
two identical objects (al and a2) before being placed back in its home cage. For the second
trial (retention session), two different objects were used — an identical copy of the familiar
object (a3) and a novel one (b). Between animals, the relative position of the two objects was
alternated randomly. The objects and the open field were cleaned with diluted 70% ethanol
between each trial. Exploration time was defined as the time spent with the nose at a distance
less than 2 cm from the object or touching the object with forelimbs. Exploration times were
manually recorded (stopwatches) by an experimenter located one meter from the apparatus

and by indirect observation of the animal in a mirror. A discrimination index, on which the
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analyzes were performed, was then calculated from the exploration times: [novel

object-familiar object]/[novel object+familiar object].

Anxiety-like behaviour

Anxiety-like behaviour was assessed in the light-dark box (LETICA LE 810, Bioseb®, France) on
the basis of the innate preference of mice for dark and confined compared to light and open
spaces. Anxiety-like behaviour was performed 16 and 44 days after the beginning of the
treatment and 1 day after the end of the treatment (figure 1). The mouse was placed in the
center of the illuminated white compartment (28x27x27 cm, 900 lux) and left to freely explore
the apparatus for 5 min. The latency to enter the dark compartment (17x27x27 cm, 100 lux,
red light, 120s maximum), the number of transitions between the compartments and the time
spent in each compartment were collected. The percentage of time spent in the lit

compartment was used as an index of anxiety-like behaviour.

Depressive-like behaviour

Forced swimming test is based on the immobile posture adopted by mice when exposed to an
inescapable stressor and is used to detect potential antidepressant effects of drugs.
Depressive-like behaviour was assessed at the end of the treatment (day 70) (figure 1). The
apparatus consisted of a transparent glass cylinder (30cm height, 15cm diameter) containing
water (20 cm deep) at 25 + 1°C. The mouse was placed in the water and the immobility time,
the time of swimming and the time of climbing were collected during the last 4min of the 6min

testing period as already described (Aguila et al., 2007). The latency was also recorded.
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Statistical analysis

All data were expressed as mean + SEM. Statistical significance was determined with Student’s
test for haematological analysis. According to the behavioural test, a one or two-way ANOVA
with repeated measurements was performed. When necessary, a Fisher’s PLSD test, as
posthoc test, was performed. For spontaneous alternation in Y-maze, Univariate T-test
compared to 50% of alternation was performed. P-values < 0.05 were considered as

statistically significant.

Results

Effects of chronic DZNep on body weight and organs

The chronic administration of DZNep (2mg/kg; i.p., three times per week during 56 days) was
investigated in male NMRI mice. Animals displayed a significant decrease in body weight after
3 weeks of DZNep treatment, but this decrease is reversible few days after treatment arrest
(figure 2A). We analyzed several tissues and organs after 56 days of treatment. Noticeably, we
observed an increase in spleen weight but this splenomegaly disappears after a two-week
wash-out period (figure 2B). Histological analysis of spleen sections, after the wash-out, did
not show difference between treated or untreated mice (figure 2C). In another hand, we
observed a decrease in testis weight and volume, both being still visible after the two week
wash-out period (figure 2B). Testis histological sections showed a hyperplasia of Leydig cells
and a disappearance of spermatogonia (figure 2C). No modification was observed in other

tissues (heart, lung, brain, kidney, liver), neither in weight nor in histology (figure 2D and E).
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Hematological analysis did not reveal difference in cell blood count, except a reduction of

reticulocyte number (table 1).

Chronic DZNep treatment did not affect spontaneous locomotor activity

DZNep-treated and control mice were tested for 30-min locomotor activity 3 and 7 weeks
after the beginning of the treatment and 1 week after the end of the treatment. No significant
difference was observed. Chronic DZNep treatment had not effect on spontaneous locomotor
activity, either verticaly or horizontaly, as observed by the absence of difference in the light

beams interruptions (figure 3A) and rearing number (figure 3B).

Chronic DZNep treatment did not modify memory performances

Next, we analyzed memory performances. Immediate spatial working memory was performed
by spontaneous alternation in the Y-maze. Mice treated with DZNep displayed similar
spontaneous alternation performances as control mice. Indeed, DZNep had not effect on
overall activity of mice in the maze (figure 4A) nor on working memory performances of mice
(percentage of alteration > 50%; p=0.23) (figure 4B). The results did not reveal any deleterious

effect of DZNep on working memory.

Recognition memory was assessed by object recognition test. During the acquisition session,
there was no difference in exploration time of the two identical objects between DZNep-
treated and control mice (figure 5A). During the retention session, the time spent to explore
the new object was significantly increased compared to the time spent to explore the familiar

object whatever the group indicating that DZNep had no effect on recognition memory
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performances (figure 5B). Overall, the level of objects exploration was not affect by chronic
DZNep treatment (figure 5C). These data suggest that DZNep had not effect on long term

memory.

Chronic DZNep treatment did not influence anxiety-like behaviour

Furthermore, we investigated anxiety-like behaviour on the basis of preference of mice for
dark and confined compared to light and open spaces. There was no significant difference in
the number of transitions between the two compartments, between treated and control mice,
suggesting similar of exploratory and spontaneous activity in the maze. However, there was
decrease in the number of transitions with the repetition of the test over week 3 to week 9 in
two groups suggesting of possible habituation to the test (figure 6A). Furthermore, DZNep has
not effect on the percentage of time spent in the light box (figure 6B). However, at the end of
the treatment (week 9), DZNep tended to increase the level of anxiety, as attested by a
decrease in the percentage of time spent in the light box (p=0.055) (not significant). These

results suggest that chronic DZNep treatment did not affect anxiety-like behaviour.

Chronic DZNep treatment does not affect depressive-like behaviour

In the forced swimming test, there was no significant difference on immobility, climbing and
swimming percentages between DZNep-treated and control animals (figure 7A). Furthermore,
DZNep did not effect on time of immobilization per minute (figure 7B). These data reveal that

DZNep treatment did not affect depressive-like behaviour.
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Discussion

Many cancers are resistant to current chemotherapeutic agents. This is why it is necessary to
develop new therapies. Among these, DZNep, initially described as an inhibitor of histone
demethylase EZH2, showed promising effects in vitro and in vivo. It induces the death of many
cancers but not in normal cells (Tan et al., 2007). However, few studies have been carried out
on its potential side effects. Thus, the aim of this study was to investigate the chronic effect
of DZNep in immunocompetent mice. We show that chronic injection of DZNep transiently
reduced animal growth. It had no effect on animal behaviour and few side effects on organs

and tissues. It induced reversible splenomegaly and irreversible testicular atrophy.

The DZNep dose used here (2mg/kg; 3 times a week) has been proven to be globally safe for
animals. This dose was chosen based on previous studies that had determined doses that are
safe for nude mice ( Zhang et al., 2015; Chiba et al., 2012; Fiskus et al., 2009). Our study show
that chronic DZNep injections have no effect on most biological tissues (heart, lung, brain,
kidney, liver), whether in terms of weight or histology. The brain is not affected possibly
because DZNep, as a hydrophilic drug with a negative partition coefficient (log P = -1.38) and
highly soluble in water, features making difficult for the drug to cross the blood-brain-barrier

(Creaetal., 2012).

We also show that an exposure to this treatment for 56 days induced a reversible decrease in
body weight in male immunocompetent mice. However, it has been reported that female
NOD/SCID immunodeficient mice tolerated well a 5 weeks DZNep treatment with no weight
loss observed (Gannon et al., 2013) and that a 4 weeks DZNep treatment did not modify
weight of nude mice (personal data). This difference could explain by the fact that it is not the

same mice or by implication of the immune system. Our treatment affected also spleen and
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testis, and probably erythropoiesis. Interestingly, spleen and testis tissues highly expressed
EZH2 (Béguelin et al., 2013; Hinz et al., 2010), which may explain their higher sensitivity to
DZNep. However, we did not observed any histological changes in the kidney after DZNep
treatment while a study in Sprague Dawley rat, showed that it induced nephrotoxicity and

renal atrophy in a dose-dependent manner (Sun et al., 2012).

Furthermore, DZNep half-life in mice is comprised between 1 and 3 hours (Peer et al., 2013;
Sun et al., 2012). To overcome these shortcomings of DZNep in pharmacokinetic and toxic
properties, Sun et al have developed a pegylated DZNep formulation in a rat model for
minimize interactions with healthy cells and optimize it delivery. The entrapment of DZNep
within the pegylated liposomes prolonged the retention and improved the pharmacokinetic
of DZNep, including the increase in the distribution half-live and elimination half-live, the
initial plasma concentration and the mean residence time. This strategy would probably
increase the therapeutic effect of DZNep on tumors, and avoid using too high doses of drug

by optimizing its delivery.

We focused for the first time, on effect of chronic DZNep treatment on NMRI mice behaviour,
and especially on anxiety and depressive-like behaviour and locomotor activity as well as
working and recognition memory performances. No significant difference was observed
between treated and control animals although the DZNep tends to increase anxiety (no

significant). These data are encouraging for the use of DZNep in clinical trial.

In conclusion, the present study is the first which focus on chronic effects of DZNep in
immunocompetent mice with behaviours tests and organs and hematological analysis.
Although DZNep has not yet been tested in clinical trial, we show that DZNep has not effect

on behaviour and induces side effects irreversible limited only on testis which is unfortunately
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found in most chemotherapy treatment. Cancer affects both man and women, so it would be
interesting to study effects of DZNep on female immonucompetent mice, particularly

reproductive apparatus female.
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Figure legends

Figure 1: Experimental design

(A) NMRI mice were treated for 56 days with DZNep (i.p., 2mg/kg, 3 times per week)
(n=18/group). After 16 and 44 days of DZNep treatment anxiety-like behaviour was performed
and after 18 and 46 days of DZNep treatment was assessed. Organs and tissues were removed

after 56 days of treatment.

(B) After 56 days of DZNep injections, mice were kept alive during 15 days without injections
(n=15/group). Anxiety-like behaviour was performed at day 57, spontaneous alternation in Y-
maze at day 58 and locomotor activity at day 59. Recognition memory was assessed during 3
days with different sessions (day 63: habituation session, day 64: acquisition session and day
65: retention session). Finally, depressive-like behaviour was performed after 70 days. Organs

and tissues were removed at day 71.
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Figure 2: DZNep reduced mice weight, and affected spleen and testis

(A) NMRI mice were treated for 56 days with DZNep (i.p., 2mg/kg/days, 3 times a week), then
kept alive for 15 supplemental days without injection. Weight of mice were measured

regularly during experiment.

(B) For testis and spleen, weight was measured at the end of treatment (d56, n=7) and 15 days

later (without supplemental injections) (d56+d15, n=29). Data are expressed as means * SEM.

(C) For testis and spleen, histological sections with HES staining were performed after 56 days
of treatment and 15 supplemental days without injection. Testicular atrophy and splenic

hypertrophy were observed in treated mice compared to control mice (n=3).

D) At the end of treatment, tissue weights were evaluated. Data are expressed as means +

SEM (n=5).

(E) For heart, brain, lung, kidney and liver, histological sections with HES staining were
performed after 56 days of treatment and 15 days later (without supplemental injections).

Normal parenchyma was observed in treated mice (n=3).

Figure 3: Effect of chronic DZNep injections on spontaneous locomotor activity

Spontaneous locomotor activity was performed 3 and 7 weeks (n=36) after the beginning of
the treatment and 1 week after the end of the treatment (week 9; n=29). (A) Number of light
beams interruptions was evaluated and (B) number of rearing was assessed between treated

and control mice. Data are expressed as means + SEM.
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Figure 4: Effect of DZNep treatment on short term memory

Spontaneous alternation in the Y-maze was performed at the end of the treatment (week 9;
n=29). Effect of chronic DZNep treatment on (A) number of entries in each arm of Y-maze and
(B) spontaneous alternation percentages in the Y-maze between DZNep treated and

untreated mice. Data are expressed as means + SEM.

Figure 5: Effect of chronic DZNep treatment on long term memory

Long term memory was performed by object recognition test at the end of treatment (week
10; n=29). (A) Time exploration of objects at acquisition was evaluated; al and a2 relevant to
identical object. (B) Time exploration of objects to retention was assessed as well as (C) overall

exploration level. Data are expressed as means * SEM.

Figure 6: Effect of DZNep injections on anxiety-like behaviour

Light-dark box test was performed 3 and 7 weeks (n=36) after the beginning of the treatment
and 1 week after the end of the treatment (week 9; n=29). Effect of chronic DZNep treatment
on (A) number of transition between two compartments and (B) percentage of time spent in
the light compartment between treated and control mice. Data are expressed as means *

SEM.
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Figure 7: Effect of chronic DZNep treatment on depressive-like behaviour

Depressive-like behaviour was performed by forced swimming test at the end of the
treatment (week 11; n=29). Effect of chronic DZNep injections on (A) percentage of
immobility, climbing and swimming and (B) downtime per minute between treated and

control animals. Data are expressed as means + SEM.

Tables

Table 1: Hematological parameters in NMRI mice.

Mice were treated with DZNep for 56 days. Blood analysis were done 15 days after the end of

injections. Values represents means + SEM. n = 15 for control group; n = 14 for DZNep group.

Control DZNep p-value
WBC (1079/1) 2.41+0.32 191+1.01 0.246
RBC (10712/1) 7.61+0.14 7.24 +1.03 0.231
HGB (g/dl) 11.86 +0.22 11.30+ 1.65 0.258
MCV (fl) 54.44 + 0.37 54.54 + 1.94 0.875
Platelets (1079/I) 540.79 +64.99 442.24 +104.85 0.188
PDW (fl) 6.12 +0.09 6.25 +0.88 0.623
Neutrophils (1079/1) 0.53+0.04 0.46 +0.16 0.321
Lymphocytes (1079/I) 1.64 +0.22 1.19+0.57 0.122
Monocytes (1079/1) 0.03 +0.01 0.03 +0.03 0.943
Eosinophils (1079/1) 0.01+0.01 0.00 +0.01 0.504
Basophils (1079/1) 0.00 +0.00 0.02 +0.08 0.263
Reticulocytes (1079/1) 220.91+11.05  187.55+33.76 0.028
IRF (%) 36.96 + 2.46 30.58 +5.57 0.038
Ret-He (pg) 18.54 + 0.15 17.98 + 0.65 0.020

Abbreviations: WBC: white blood cell count, RBC: red blood cell count, HGB: hemoglobin, MCV:
mean corpuscular volume, PDW: Platelet distribution Width, IRF: Immature Reticulocyte

fraction; Ret-He: reticulocyte haemoglobinemia content
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IV) Le DZNep synergise I’effet apoptotique du cisplatine dans les chondrosarcomes

Contexte :

Des études ont montré que 1’utilisation combinée du DZNep avec d’autres agents anti-tumoraux
(inhibiteurs cytotoxiques ou inhibiteurs de I’acétylation des histones ou de la méthylation de
I’ADN) induit un effet significatif sur la diminution de la prolifération cellulaire, I’apoptose et
I’arrét du cycle cellulaire (Nakagawa et al., 2014; Avan et al., 2012; Momparler et al., 2012;
Fiskus et al., 2009).

Sachant que le DZNep semble avoir un effet sensibilisateur a la chimiothérapie (Unland et al.,
2015; Nakagawa et al., 2014; Avan et al., 2012; Abbosh et al., 2006), le but de cette étude était
de tester I’effet du DZNep en association avec le cisplatine in vitro dans des lignées cellulaires

de chondrosarcome et in vivo dans un modele de xénogreffe chez des souris immunodéprimées.

Résultats :

L’¢établissement de courbes de survie, apres un pré-traitement au DZNep suivi d’un traitement
combiné avec le cisplatine, dans deux lignées de chondrosarcome (une lignée moins sensible
au cisplatine : SW1353 et une lignée plus sensible : JJO12) et dans des chondrocytes normaux
a été effectué par comptage cellulaire et a montré une nette diminution de la survie cellulaire
des deux lignées de chondrosarcome alors que cet effet est limité dans les chondrocytes
normaux. Cependant, un co-traitement au DZNep et au cisplatine ou un pré-traitement au
cisplatine suivi d’un co-traitement cisplatine/DZNep ne réduit pas la survie des

chondrosarcomes comparé a un traitement seul au cisplatine.

Afin de déterminer si la diminution de la survie cellulaire est due a la mort cellulaire, nous
avons évalué I’apoptose, par marquage d’Apo2.7 en cytométrie en flux. Ainsi, un pré-traitement
au DZNep suivi d’un traitement combiné avec le cisplatine augmente 1’apoptose de facon
synergique dans les lignées SW1353 et JJ012. De fagon intéressante, cette combinaison n’induit

pas la mort cellulaire par apoptose dans les chondrocytes normaux.

Enfin, une étude pré-clinique a été menée afin de tester I’effet d’un pré-traitement au DZNep
suivi d’un co-traitement avec le cisplatine dans un modele de xénogreffe de la lignée JJO12 chez

des souris nude et a montré que la combinaison du DZNep avec le cisplatine induit une
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diminution de la croissance des tumeurs et est associée a la mort des cellules de chondrosarcome

par apoptose. Cette derniere partie devra étre confirmée sur un plus grand nombre d’animaux.
Conclusion :

Cette étude montre qu’un pré-traitement au DZNep suivi d’un traitement combiné avec le
cisplatine est plus efficace qu’un traitement seul au DZNep ou au cisplatine. En effet, il diminue
la survie des lignées de chondrosarcome et augmente de maniere synergique leur mort par
apoptose, in vitro et in vivo. De plus, cette approche ciblant les chondrosarcomes semble
prometteuse car le traitement combiné du DZNep avec le cisplatine n’induit pas d’apoptose

dans les chondrocytes normaux et permet de réduire la taille des tumeurs in vivo.
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Abstract

We have previously shown that DZNep, an inhibitor of S-adenosylhomocysteine hydrolase,
induces apoptosis in vitro and in vivo in chondrosarcomas. The aim of the present study was
to evaluate whether the combination of DZNep to a standard anticancer drug may enhance

response to each drugs in chondrosarcomas.

In vitro, two chondrosarcoma cell lines (SW1353 and JJ012) were cultured in the presence of
DZNep and/or cisplatin. Cell growth was evaluated by counting viable cells, and apoptosis was
determined by Apo2.7 expression by flow cytometry. In vivo, antitumoral effect of DZNep and
cisplatin combination was assessed through measurements of tumoral volume of JJ012

xenografts in nude mice.

We showed that, in vitro, the drug combination of DZNep and cisplatin induces a greater
decrease of cell survival and a synergistic increase of apoptosis compared to drugs alone, in
chondrosarcomas but not in normal cells (chondrocytes). This enhancement of antitumoral
effect required a priming with DZNep incubation before the co-treatment with
DZNep/cisplatin. Furthermore, in vivo, combined treatment of DZNep and cisplatin reduces

tumor growth in chondrosarcoma xenograft mice model.

This study demonstrates potential for the use of epigenetic-chemotherapeutic combination

approach for further studies in the treatment of chondrosarcomas.
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Introduction

Chondrosarcoma is a rare bone tumor characterized by the secretion of a cartilage-like
extracellular matrix. Its treatment poses major challenges, since it is resistant to
chemotherapy and radiotherapy. Consequently, chondrosarcoma treatment has only few
over the past 30 years, and consists in surgical resection of tumor (Leddy and Holmes, 2014;

Giuffrida et al., 2009).

Recently, 3-Deazaneplanocin A (DZNep), a carbocyclic adenosine analog, has been shown to
be able to induce apoptosis in chondrosarcomas in vivo and in vitro (Lhuissier et al., 2017;
Girard et al., 2014). DZNep is an inhibitor of S-adenosylhomocysteine hydrolase resulting in
cellular accumulation of S-adenosylhocysteine, which in its turn, inhibits of S-adenosyl-
methionine-dependent methyltransferase, particularly EZH2 (Glazer et al., 1986). It induces
apoptotic cell death in cancer cells but not in normal cells (Tan et al., 2007; Xie et al., 2011;
Cheng et al., 2012). Its anti-tumoral activity has also been observed in vivo in various cancers
including embryonal rhabdomyosarcoma (Ciarapica et al., 2014), tongue cancer (Li et al.,
2013), prostate cancer (Crea et al., 2011), or renal cell carcinoma (Liu et al.,, 2016). In
chondrosarcomas, DZNep induced apoptosis in vitro (Girard et al., 2014) and slows tumor
growth in vivo (Lhuissier et al., 2017). However, in these studies, the tumors did not totally

disappear even after 56 days of treatment, showing the need to improve DZNep efficiency.

Increasing evidence suggests that future cancer therapies will take advantage of synergistic
effects achieved from different combinations of epigenetic reversal and conventional
antitumor agents (Hung et al., 2013), leading to investigation by several groups of the
potential of combination of DZNep with existing antitumoral agents. For instance, histone

methylation reversal by DZNep pre-sensitizes pancreatic cancer cells to gemcitabine (Hung et
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al.,, 2013). Also, EZH2 knockdown sensitized pancreatic cancer cells to doxorubicin and
gemcitabine, revealing the potential of an EZH2 inhibitor-chemotherapeutic combination

therapy (Ougolkov et al., 2008).

Therefore, our study attempts to increase the efficiency of DZNep in chondrosarcomas by
combination with employed chemotherapy agents, such as platinum compounds. We show
by in vitro and in vivo experiments that the combination of DZNep with cisplatin reduces

chondrosarcoma viability and induces apoptosis.

Materiel and methods

Drugs

DZNep-HCl was provided by Tocris (Lille, France) and dissolved in PBS. Cisplatin was provided

by Sigma (St Quentin Fallavier, France) and dissolved in DMSO.

Cell culture

Human chondrosarcoma cell lines SW1353 and JJ012 were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), or kindly provided by Dr. Joel A. Block (Rush
University medical center) (Scully et al., 2000), respectively. Chondrocytes were isolated and
cultured as previously described from normal articular cartilage (Duval et al., 2011), after
obtaining signed agreement from patients, according to local legislation. This study was

approved by the local ethic committee (Comité de Protection des Personnes Nord Ouest Ill).

All cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10%

fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and antibiotics, and incubated
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at 37°Cin a humidified atmosphere containing 5% CO,. Cell cultures were regularly tested by

PCR for mycoplasma contamination.

Animals

Animal experimental procedures were performed according to local legislation, and
procedures were approved by ethics committee (Comité d’Ethique de Normandie en Matiére
d’Expérimentation Animale, agreement #03968.01). Mice were provided and kept in the
animal facility (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France) under controlled
temperature and light conditions (temperature 23+ 2°C, 12h light-dark cycle). Animals had ad
libitum access to food and water. Each animal was humanely handled throughout the
experiment in accordance with internationally accepted ethical principles for laboratory
animal use and care, and all efforts were made to minimize animal suffering. Euthanasia was

performed using CO; inhalation.

Cell growth experiments

Cells were seeded at 15000 cells/cm?. The day after, they were treated with drugs. At the end
of incubation, viable cells were counted using Countess Il (Life Technologies) after trypan blue
exclusion. Each count was performed twice and independent experiments were done at least

three times.
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Apoptosis assay

Cells were immunostained with phycoerythrin (PE)-conjugated antibody directed against
Apo2.7 (clone 2.7 7A6) according to the manufacturer’s condition (Beckman Coulter,
Villepinte, France). Cell fluorescence was measured using Gallios flow cytometer (Beckman
Coulter, Villepinte, France) on the technical platform of SFR 146 (Structure Federative de
Recherche 146, Caen, France). A minimum of 10,000 events were analysed in each sample

using Kaluza 1.5a software. Three independent experiments were performed.

Xenograft of chondrosarcomas in nude mice

Nude mice (6 weeks old, males) were xenografted subcutaneously with 10° JJ012 cells
(suspended in 100 pl of matrigel) on their back and separated in four groups (vehicle; DZNep
alone; cisplatin alone; DZNep and cisplatin in combination). After 50 days, i.e. when the
tumors became palpable, vehicle or DZNep was administered intraperitoneally three times
per week at 2 mg/kg for 4 weeks. Then, cisplatin was intraperitoneally injected alone or in
combination with DZNep three times per week at 2 mg/kg for 3 weeks. During all these
experiments, tumors were measured two times per week by a caliper and tumoral volume
calculated by the following equation (L x w?) /2 (with L corresponding to length and w to
width). JO correspond to the day of the beginning of DZNep treatment. All volumes calculated
during the assay were normalized to their respective JO volume. At the end of the experiments,

tumors were resected, weighted, measured, and photographed.

Protein extraction and Western blot

Tumors were crushed with potter in RIPA lysis buffer (Tris-HCI 50 mM pH 7.5 ; IGEPAL 1% ;

NaCl 150 mM ; EGTA 1 mM ; NaF 1 mM) supplemented with phosphatase (NA3VOa4 10 puL/mL)
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and protease inhibitors (leupeptin 1 pL/mL, aprotinin 1 pL/mL, pepstatin 1 uL/mL and
phenylmethylsulfonyl fluoride 4 uL/mL), to lyse cells and extract protein. Proteins extracts
were resolved by SDS-PAGE, and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes
(Bio-Rad). After probing with primary antibodies, the membranes were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies, and signals visualized by Western
Lightning® Plus-ECL (Perkin EImer). Antibodies specific for PARP (#5246) was obtained from

Cell signalling and GAPDH (FL-335 — sc25778) was provided by Santa Cruz.

Statistical analysis
All data are expressed as mean * SEM. For in vitro experiments, at least three different
experiments were performed for each condition. Statistical significances were calculated with

Student’s-t-test. P-values < 0.05 were considered as statistically significant.

Results

DZNep pretreatment enhances chondrosarcoma sensibility to cisplatin in chondrosarcomas.
First, we compared the response of chondrosarcomas to cisplatin and DZNep alone or in
combination (Figure 1A). We used one cell line less sensitive to cisplatin (SW1353) and on cell
line more sensitive (JJ012). We showed that DZNep (0.3 uM - 5 days) and cisplatin (5 uM - 3
days) significantly reduced viability of chondrosarcomas. Interestingly, this reduction of cell
survival was significantly greater when chondrosarcomas were treated by the combination
DZNep/cisplatin (pretreatment DZNep 0.3 uM for 2 days, and then treatment with DZNep 0.3

UM + cisplatin 5 uM for 3 days), compared to treatments with each drug alone (figure 1B).

-217 -



We further analyzed the effect of drugs alone or in combination on apoptosis. Both treatments
with DZNep (0.3 uM) for five days or cisplatin (5 uM) for three days moderately induced
apoptosis. In contrast, two days of pretreatment with DZNep followed by treatment for 3 days
with both drugs, significantly increase apoptosis (figure 1C). This effect was synergistic for

both cell lines.

Cotreatment DZNep/cisplatin is not sufficient to reduce survival compared to cisplatin
treatment.

Next, we evaluated whether direct DZNep/cisplatin co-treatment (without DZNep priming)
(figure 2A), or whether cisplatin priming followed of DZNep/cisplatin co-incubation (figure 2C)
is able to reduce chondrosarcoma survival. None of both combinations was able to induce a
reduction of SW1353 cell survival compared to cisplatin alone (figures 2B-2D), suggesting that

DZNep pretreatment is required to enhance cytotoxic effect of cisplatin.

DZNep pretreatment does not enhance chondrocyte sensibility to cisplatin.

Furthermore, we investigated whether treatments with DZNep and cisplatin alone, or in
combination are toxic in normal cartilage cells, e.g. chondrocytes (Figure 3A). Even if the
combination of DZNep and cisplatin reduced chondrocyte cell number (-40%) after 5 days
compared to untreated cells (Figure 3B), it did not induce apoptosis in these cells (Table 1),

suggesting that it reduced only cell proliferation without leading to cell death in chondrocytes.

Peritoneal injection of DZNep and cisplatin reduced tumor growth in xenograft mice
To extend this analysis, we treated nude mice bearing xenografted JJ012 tumors (with the best

capacity for implantation) with DZNep followed by a treatment with combination DZNep and
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cisplatin (Figure 4A). As shown in figure 4, DZNep treatment followed DZNep and cisplatin co-
treatment significantly inhibited tumor growth compared with vehicle treated mice, or drugs
alone (Figure 4B). In addition, no adverse body weight loss was observed (figure 4C),
suggesting that at this dose, co-treatment is relatively non-toxic.

Moreover, apoptosis in untreated or treated tumors was also analyzed. The data revealed that
the combination of cisplatin with DZNep increased apoptosis as evidenced by the PARP clivage

(figure 4D).

Discussion

Chondrosarcoma treatment stills an important issue for clinicians. Indeed, this bone tumor is
resistant to conventional radio- and chemotherapy, and its resection is the usual treatment.
In this context, there is an important need to identify novel drugs able to treat
chondrosarcoma. The present study demonstrates that the combination of 3-
deazaneplanocin (DZNep) and cisplatin exhibited strong pro-apoptotic effects on
chondrosarcomas in vitro and in vivo, superior to the effects of drugs alone.

We previously showed that DZNep, an inhibitor of SAH known to reduce EZH2 expression and
activity, induces apoptosis in vitro and in vivo in chondrosarcomas (Lhuissier et al., 2017;
Girard et al., 2014). In the present study, we show that co-incubation with DZNep and cisplatin
after DZNep priming enhances apoptosis compared to treatment with drugs alone. This is in
agreement with literature. Indeed, in other cancer cells, such as cholangiocarcimoma,
pancreatic cancer or rhabdoid tumor cells, the combination of DZNep with standard
anticancer agents (gemcitabine, etoposide or doxorubicin) induces synergistic inhibition of cell

proliferation and significantly increased apoptosis compared to drugs alone (Unland et al.,
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2015; Nakagawa et al., 2014; Avan et al., 2012). Our findings are also supported by another
study showing that loss of EZH2-mediated methylation of H3K27 re-sensitizes ovarian cancer
cells to cisplatin (Abbosh et al., 2006).

Furthermore, and interestingly, DZNep/cisplatin co-incubation did not induce apoptosis in
normal chondrocytes. Similarly, DZNep/gemcitabine co-incubation does not enhance drug
toxicity in normal pancreatic cells (Hung et al., 2013). Also, we observed no change in weight
treated with cisplatin, DZNep or both drugs suggesting that, at the doses used in this study,
these drugs do not have major toxic effects in vivo.

Intriguingly, this enhancement of cytotoxic effect by combination DZNep/cisplatin was only
observed when cells were primed with DZNep, but not for a direct co-treatment. This temporal
difference was also observed by Hung and collaborators which showed that DZNep priming
has superior cytotoxicity and synergy with gemcitabine than co-exposure of both drugs in
pancreatic cancer cells (Hung et al., 2013). Since DZNep is known to inhibit EZH2 expression
and H3K27 methylation, a mark of heterochromatin, it is possible that loss of chromatin
compaction could allow increased DNA damage by conventional cytotoxic drugs leading to a
decreased survival in EZH2 depleted cancer cells. Further analyses are required to confirm this
hypothesis.

In conclusion, we have developed procedures to enhance the apoptosis induced by cisplatin
and DZNep in human chondrosarcomas. While cisplatin alone only produces modest effects
in this bone cancer, DZNep priming followed by DZNep/cisplatin co-treatment synergizes the
effect to enhance overall efficacy in chondrosarcoma cells while preserving normal
chondrocytes. These results demonstrate the potential use of this epigenetic-
chemotherapeutic combination approach for further studies and management of

chondrosarcoma treatment.
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Figures

Figure 1: DZNep priming increased the effect of cisplatin on cell survival and on apoptosis

SW1353 or JJ012 chondrosarcomas were primed with DZNep (0.3uM) for 48h and then
treated with DZNep (0.3uM) and/or with cisplatin (5uM) for 3 days. A- Experimental design.
B- Viable adherent cells were counted, at the end. Graphs represent cell survival normalized
to untreated cells. Data are expressed as means + SEM (n=3). C- Apoptosis was assayed by
staining cells with Apo 2.7 antibody coupled to phycoerythrin. Histograms represents

percentage of apoptotic cells. Data are expressed as means + SEM (n=3).

Figure 2: Direct co-treatment DZNep/cisplatin or cisplatin priming did not affect cell survival
SW1353 chondrosarcoma was treated with DZNep (0.3uM) and cisplatin (5uM) for 3 days. A-
Experimental design. B- Viable adherent cells were counted, at the end. Graphs represent cell
survival normalized to untreated cells. Data are expressed as means of two counts per well
(n=1).

SW1353 chondrosarcoma was primed with cisplatin (5uM) for 24h and then treated with

DZNep (0.3uM) and/or with cisplatin (5uM) for 2 days. A- Experimental design. B- Viable
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adherent cells were counted, at the end. Graphs represent cell survival normalized to

untreated cells. Data are expressed as means of two counts per well (n=1).

Figure 3: Combination of DZNep and cisplatin reduced survival of chondrocyte

Human articular chondrocytes (HAC) were primed with DZNep (0.3uM) for 48h and then
treated with DZNep (0.3uM) and/or with cisplatin (5uM) for 3 days. A- Experimental design.
B- Viable adherent cells were counted, at the end. Graphs represent cell survival normalized

to untreated cells. Data are expressed as means + SEM (n=2).

Figure 4: Peritoneal injections of DZNep and cisplatin reduced tumoral growth of
chondrosarcoma in xenograft nude mice

JJ012 chondrosarcoma cell line was subcutaneously injected in the back of nude mice. When
tumors were implanted, DZNep (2mg/kg) was intraperitoneally injected three times per week.
After 4 weeks, mice was intraperitoneally injected with DZNep and/or cisplatin (2mg/kg) three
times per week for 3 supplemental weeks. A- Experimental design. B- Tumors were measured
regularly by a caliper and tumoral volume was calculated (black arrow represents the
beginning of cisplatin injections). C- Mice were weighted regulary during experiment (black
arrow represents the beginning of cisplatin injections). D- At the end of experiment, proteins

were extracted from tumors and PARP cleavage was analyzed by western blot.
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Table

Table 1: DZNep pretreatment did not induce chondrocyte apoptosis to cisplatin
Chondrocytes were primed with DZNep (0.3uM) for 48h and then treated with DZNep (0.3uM)
and/or with cisplatin (5uM) for 3 days. Cells were stained with Apo 2.7 antibody coupled to

phycoerythrin. Values represent means + SEM (n=2).

Apoptotic cell fraction

Control Cisplatin
Control 1.6+1.2% 1.2 +0.85%
DZNep 1.25 +0.85% 1.75+1.35%
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V) Ciblage des histone déméthylases UTX et JMJD3 dans le traitement des

chondrosarcomes

Contexte :

Récemment, le GSK-J4 a été identifié comme un agent anti-tumoral efficace contre certains
gliomes pédiatriques du tronc cérébral (Hashizume et al., 2014), des leucémies
lymphoblastiques aigués a cellules T (Ntziachristos et al., 2014) et des lymphomes diffus a
grandes cellules B (Mathur et al., 2017). C’est un inhibiteur pharmacologique des histone
déméthylases IMJD3 et UTX, responsables de la déméthylation de la lysine 27 de I’histone H3
(H3K27) (Figure 22 de I’introduction). Le GSK-J4 se lie au site actif de JMJD3 et UTX sans

compromettre leur conformation et empéchant ainsi leur interaction avec a-cétoglutarate.

Le but de cette étude est de tester I’effet du GSK-J4 in vitro sur les lignées cellulaires de

chondrosarcome seul ou en association avec le cisplatine.

Résultats :

L’établissement de courbes de survie par comptage cellulaire ainsi que 1’étude de la
prolifération cellulaire par marquage au CFSE, ont montré que le GSK-J4 réduit la croissance
cellulaire des trois lignées de chondrosarcome (JJ012, CH2879 et SW1353) en diminuant leur
prolifération. De plus, I’analyse du cycle cellulaire apres traitement au GSK-J4, par cytométrie
en flux, a permis de mettre en évidence un blocage du cycle cellulaire en phase S uniquement

dans les lignées CH2879 et JJO12.

Afin de déterminer la cause de la diminution de la survie cellulaire, j’ai évalué 1’apoptose par
marquage d’Apo2.7, et la sénescence, par coloration de la SA-B-gal. Ainsi, j’ai mis en évidence
que le GSK-J4 augmente 1’apoptose dans les lignées cellulaires CH2879 et JJ012 et une faible

sénescence caractérisée par un marquage de la SA-B-gal de quelques cellules seulement.

Je me suis également intéressée a ’effet cytotoxique du GSK-J4 en association avec le
cisplatine dans les lignées de chondrosarcome et dans des cultures primaires de chondrocytes
normaux. Ainsi, la combinaison du GSK-J4 avec le cisplatine diminue la prolifération des
chondrosarcomes plus efficacement que chacun séparément. Cependant, [’analyse de
I’apoptose n’a pas montré de différence entre le co-traitement GSK-J4/cisplatine et le cisplatine

seul dans les trois lignées de chondrosarcome. Enfin, et de maniere intéressante, le GSK-J4
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n’induit pas d’apoptose dans les chondrocytes normaux et 1’association avec le cisplatine n’a

pas d’effet sur la survie cellulaire.

Conclusion :

Cette étude montre que le GSK-J4 induit une diminution de la prolifération des lignées de
chondrosarcome sans pour autant induire la mort cellulaire dans toutes les lignées. De plus, la
combinaison du GSK-J4 avec le cisplatine, pour augmenter les effets cytotoxiques du
traitement, permet de diminuer la prolifération mais ne permet pas d’induire plus d’apoptose

dans les lignées de chondrosarcome.
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Abstract

Chondrosarcoma (CS) is the second most common malignant bone sarcoma with increased
risk of invasion and metastasis. Treatment of this tumor stills an issue, since it is radio- and
chemoresistant. In the present study, we investigated antitumoral potential of GSK-J4, a small
inhibitory molecule of JMJD3 and UTX (KDM6A and KDM6B) demethylases, alone or in

combination with cisplatin in chondrosarcomas.

Human chondrosarcoma-derived cell lines were treated with GSK-J4 in the presence or not of
cisplatin. Survival curves were established by numeration of viable cells. Cell proliferation and
cycle were evaluated by CSFE labelling, and propidium iodide staining by flow cytometry.
Apoptosis and senescence were determined by Apo2.7 expression or by SA-B-gal staining,

respectively.

GSK-J4 decreased proliferation of chondrosarcomas cells, but induced apoptosis only in
CH2879 and JJ012 cells, but not in SW1353 chondrosarcomas. In addition, its association with
cisplatin decreases cell proliferation more than drugs alone, whereas this does not increase
apoptosis compared to cisplatin alone. Interestingly, GSK-J4 alone or in association with

cisplatin does not affect chondrocytes.

To conclude, our study suggests that demethylase inhibitors can be useful in improving

therapy for chondrosarcomas.
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Introduction

Chondrosarcoma (CS) is a rare bone tumor characterized by the production of a cartilage-like
matrix, occurring most often in pelvis and long bones, and affects mainly adults. The treatment
has very little changed over the past 30 years because this tumor is resistant to chemotherapy
and radiotherapy (Rosenberg et al., 1999). It consists of chirurgical tumor resection (Kubo et
al., 2008) and new therapies are therefore urgently required for this disease.

Recently KDM6 family members (KDM6A and KDMG6B) have been identified as playing
important roles in tumoral processes, and their inhibition has been reported to reduce
tumoral cell proliferation (Hashizume et al., 2014; Ntziachristos et al., 2014). Thereby, these
genes could potentially represent novel candidate targets for intervention in
chondrosarcomas.

KDMBG6A, also called Ubiquitously transcribed tetratricopeptide Repeat X-linked Protein (UTX)
is an ubiquitously expressed protein that controls basal levels of H3K27me3 (Kooistra and
Helin, 2012; Hibner and Spector, 2010) and induction of ectoderm and mesoderm
differentiation (Torres et al., 2013; Wang et al., 2012) and is essential for reprogramming
(Mansour et al., 2012). It acts as a tumor suppressor in several solid tumors (Thieme et al.,
2013; Mar et al., 2012; Jankowska et al., 2011; Wang et al., 2010; van Haaften et al., 2009).
KDM®6B, also called Jumonji D3 (JMJD3) is induced upon inflammation (Santa et al., 2007),
viral and oncogenic stimuli (Agger et al., 2009; Barradas et al., 2009) controls neuronal and
epidermal differentiation (Sen et al., 2008; Jepsen et al., 2007) and inhibits reprogramming
(Zhao et al., 2013).

Interestingly, the treatment of cells with GSKJ4 (Kruidenier et al., 2012), a pharmacologic
inhibitor of histone H3K27 demethylation, reduces cell viability and increases apoptosis in

pediatric brainstem glioma (Hashizume et al., 2014), acute lymphoblastic leukemia
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(Ntziachristos et al., 2014), and B-cell lymphoma (Mathur et al., 2017). It is a small-molecule
catalytic site inhibitor that is selective for the H3K27me3-specific IMJ subfamily, which acts by
mimicking a-ketoglutarate binding at active site of JMID3 and UTX (Kruidenier et al., 2012).

In the present study, we showed that GSK-J4 reduces proliferation in CH2879, JJ012 and
SW1353 cells. It also induces apoptosis in CH2879 and JJ012, whereas no death was observed

in SW1353 cells, suggesting a mechanism of resistance in some tumoral cells.

Material and methods

Drugs
GSK-J4 and cisplatin were provided by CliniSciences (MedChemExpress Europe, Sweden) and
by Sigma (St Quentin Fallavier, France), respectively, and dissolved in dimethylsulfoxyde

(DMSO).

Cell culture

Human chondrosarcoma cell line SW1353 was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). The human JJ012 cell line were kindly provided by Dr.
Joel A. Block (Rush University medical center) (Scully et al., 2000). They were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and antibiotics. The cell line CH2879 was kindly provided
by Pr. A. Llombart-Bosch (University of Valencia, Spain), cultured in Roswell Park Memorial
Institute 1640’s medium (Lonza AG, Verviers, Belgium) supplemented with 10% FBS
(Invitrogen) and antibiotics (Gil-Benso et al., 2003). Chondrocytes were obtained and cultured

as previously described (Duval et al., 2011). They were cultured in DMEM, supplemented with
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10% FBS and antibiotics. All cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere

containing 5% CO,. Cell cultures were regularly tested for mycoplasma contamination.

Protein extraction and immunoblotting

Cells were rinsed with phosphate buffered saline (PBS) to remove residual FBS and scrapped
into RIPA lysis buffer (Tris-HCl 50mM pH 7,5 ; IGEPAL 1% ; NaCl 150mM ; EGTA 1mM ; NaF
1mM) supplemented with phosphatase (NA3sVO4 10uL/mL) and protease inhibitors (leupeptin
1uL/mL, aprotinin 1ulL/mL, pepstatin 1uL/mL and phenylmethylsulfonyl fluoride 4uL/mL).
Proteins extracts were resolved by SDS-PAGE, and transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Bio-Rad). After probing with primary antibodies, membranes were
incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies, and signals
visualized by Western Lightning® Plus-ECL (Perkin Elmer). Antibodies specific for total H3
(#4499), H3K27me3 (#9733), UTX (#33510) and JMIJD3 (#3457) were obtained from Cell

Signaling.

Cell viability assay

Cells were seeded in 6-well plates, at 10,000 cells per well, and cultured in the presence of
GSK-J4 and/or cisplatin. Relative numbers of viable cells were determined by cell count after
excluding trypan blue staining. ICsp values (dose needed to reduce the number of cells by 50%)
were estimated from graphs. Each count was performed twice, and independent experiments

were done three times.
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Cell proliferation assay

Cell proliferation was assessed through dividing cell tracking (DCT) technique utilizing CFSE
staining. CFSE is a dye which permanently binds to intracellular proteins, the reduction of its
fluorescence in filial generations allows tracking of cell divisions. Cell proliferation was
determined in treated and control cells stained with CFSE (65-0850-84, affymetrix
eBioscience), as described by the manufacturer, and analysed by cytometer. Results were

analysed with Kaluza 1.5a software.

Cell cycle analysis

Cells were washed with PBS, treated with trypsin-EDTA (Lonza AG, Verviers, Belgium) and fixed
with 70% ethanol at -20°C and conserved at 4°C. For analysis, cells were washed twice with
PBS and resuspended in 10 ug/mL RNase (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and 50 pg/pL
propidium iodide (IP) (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) to label DNA. Fluorescence
(DNA content) was measuring using Gallios (Beckman Coulter, Villepinte, France) on the
technical platform of SFR 146 (Structure Federative de Recherche 146, Caen, France). A

minimum of 10,000 events were analyzed using Kaluza 1.5a software.

Apoptosis assay

Treated and control cells were immunostained with APO2.7-PE conjugated antibody, as
described by the manufacturer (Beckman Coulter), and analysed by cytometer. Apo2.7
specifically detects the Mr 38,000 mitochondrial membrane antigen 7A6, which is exclusively
exposed on the cell membrane of apoptotic cells and can therefore be used as a late apoptotic
marker in non permeabilized cells. A minimum of 10,000 events were analyzed using Kaluza

1.5a software.
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Senescence analysis

Cellular Senescence Assay kit (KAAOO2RF, Meck Millipore) was used according to the
manufacturer protocol. Briefly, cells were fixed with 1mL of fixative solution for 15 min at
room temperature and incubated with SA-B-Gal staining solution at 37°C without CO;. The SA-
B-Gal positive cells were detected under a microscope (Scope.Al Zeiss) and considered as

positive when blue staining was evident in cytoplasm.

Statistical analysis
For each analysis, three different experiments were performed. The values are means + SEM.
Statistical significance was determined with Student test. P-values were considered as

statistically significant when less than 0.05.

Results

GSK-J4 reduced survival in chondrosarcomas

First, we treated three chondrosarcoma cell lines (CH2879, SW1353, JJ012) with increasing
concentrations of GSK-J4 for four days and normal chondrocytes with 10uM of GSK-J4 for 3
days. The treatment reduced cell survival in all of chondrosarcoma cells but not normal
chondrocytes. CH2879 and JJ012 were the most sensitive cell lines with an ICsp value of 0.92
+0.07 uM and 1.02 + 0.26 uM respectively. SW1353 appeared less sensitive with an ICsp values
of 1.97 £0.52 uM (figure 1A and table I).

Then, we studied cell growth in chondrosarcomas cultured in the presence of high dose of
GSK-J4 (10 uM). At this concentration, the treatment clearly reduced growth of all

chondrosarcoma cells (figure 1B).
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GSK-J4 reduced cell proliferation

To study the GSK-J4 effect on cell proliferation, we labelled cells with CFSE (5(6)-
Carboxyfluorescein N-hydroxysuccinimidyl ester) before incubating them with GSK-J4 for
three days. CFSE fluorescence is stable for a long time allowing study of cell proliferation by
observation of dye diffusion. Indeed, covalently bound CFSE to intracellular proteins is divided
equally between daughter cells, allowing discrimination of successive rounds of cell division.
In each chondrosarcoma cell line, we observed that CFSE fluorescence was higher in GSK-J4
treated-cells than in untreated cells, indicating that GSK-J4 reduced cell division number, and
consequently proliferation (figure 2A).

Next, we analysed cells for DNA content. GSK-J4 induced a blockage of the S phase in CH2879
and JJ012 chondrosarcoma cell lines. Similar effect exists in SW1353 cells, but the difference

was not statistically significant (figure 2B).

GSK-J4 induced apoptosis and rarely senescence only in CH2879 and 1J012 cells

To elucidate whether GSK-J4 induced cell death, we assayed apoptosis in cells treated for 4
days. First, we observed a significant increase of apoptosis in CH2879 and JJ012 cells, but not
in SW1353 chondrosarcomas. This was demonstrated by increase of both sub-G1 cell fraction
and Apo2.7 staining only in these cells (figure 3A and B).

Next, we evaluated senescence in cells treated for 4 days. The staining of senescent cells by
SA-B-gal revealed that GSK-J4 is able to induce senescence in CH2879 and JJ012 cells, since we
could observe some SA-B-gal positive cells (which appeared blue upon microscopic
observation) after GSK-J4 incubation. However, it seems to be a marginal process because less
than 2% were senescent in our culture condition (GSK-J4 10 uM, 4 days) (figure 3C). At

contrary, no senescent cell was detected in SW1353.
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GSK-J4/cisplatin combination reduced cell proliferation and did not induce more apoptosis
than drugs alone in chondrosarcomas

Furthermore, we investigated whether GSK-J4 may increase cytotoxity of standard drugs.
Chondrosarcomas were treated with GSK-J4 (10uM) or/and cisplatin (5uM) for 3 days before
assaying cell survival, proliferation and apoptosis.

GSK-J4 combined to cisplatin decreased cell number more than each drug alone in
chondrosarcoma cells (figure 4A). It reduced their proliferation (figure 4B) without inducing
more apoptosis than cisplatin alone (figure 4C).

Finally, we tested effect of GSK-J4 in chondrocytes. Treatment led no reduction of cell number
nor apoptosis in these normal cells, even when used in combination with cisplatin (figure 5A
and B), demonstrating that at this dose, GSK-J4 is not toxic for chondrocytes, contrary to

chondrosarcomas.

Discussion

Chondrosarcoma treatment is challenging because this bone tumor is resistant to
conventional chemotherapy and radiotherapy. In the present study, we evaluated the impact
of GSK-J4 in these cells and their associated normal cells, namely chondrocytes. We found that
GSK-J4 reduced chondrosarcoma proliferation when used alone as well as in co-treatment
with cisplatin. However, it induced chondrosarcomas death by apoptosis (and senescence)
only in some tumoral cells, and could not enhance more apoptosis than cisplatin did.

First, we demonstrated that in chondrosarcomas but in normal chondrocytes, GSK-J4
decreases cell proliferation. This is in agreement with anti-proliferative effect of this inhibitor

observed in other tumoral cells, such as pediatric brainstem glioma (Hashizume et al., 2014),
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acute lymphoblastic leukemia (Ntziachristos et al., 2014), and B-cell ymphoma (Mathur et al.,
2017). Whereas the drug induced death by apoptosis and more moderately the senescence in
some chondrosarcomas (JJ012 and CH2879), it could not induce apoptosis in SW1353, even in
presence of cisplatin. This was surprising because GSK-J4 was previously described to be able
to induce death in chemo-resistant tumoral cells, and to sensitize cells to standard
chemotherapy agents in vitro and in vivo (Dalvi et al., 2017; Mathur et al., 2017).
Interestingly, we could observe a correlation between the response to cisplatin and GSK-J4.
Indeed, no apoptosis could be detected after treatment with both drugs in SW1353, whereas
cell death was observed in JJ012 and CH2879 cells after GSK-J4 as well as cisplatin treatment.
In addition, we could not observe greater apoptosis in cells treated with GSK-J4/cisplatin than
cisplatin alone. Together, these observations suggest that death mechanisms induced by
cisplatin and GSK-J4 may be similar in chondrosarcomas. However, additional experiments will
be required to confirm this hypothesis.

GSK-J4 was initially described as a specific IMID3 and UTX inhibitor, which acts though
interaction with o-ketoglutarate binding at active site of these histone demethylases
(Kruidenier et al., 2012). However, the antitumoral effect of this drug is likely due to its ability
to inhibit JIMID3 (but not UTX) activity. Indeed, only JMJD3 knockdown leads to a reduction of
tumoral cell viability, while UTX silencing enhances cell proliferation, showing that both
proteins with similar enzymatic function can play opposing roles in the context of the same
disease (Ntziachristos et al., 2014). In addition, a recent study of GSK-J4 activity indicated that
histone demethylase KDM5B (JARID1B), which removes H3K4me3 marks is also a target of
GSK-J4, although with a lower affinity (Heinemann et al., 2014). Consequently, the molecular

mechanism of GSK-J4 responsible of the reduction of chondrosarcoma survival need further
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analysis, and its understanding may allow the development of new drugs with higher
efficiency.

In conclusion, this study shows that the use GSK-J4 as therapeutic agent alone or in association
with cisplatin may be efficient in some chondrosarcomas. It should be able to reduce tumor

growth, and in some cases to induce apoptosis and senescence.
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Figure legends

Figure 1: GSK-J4 treatment decreases cell survival in chondrosarcoma cells.

(A) CH2879, JJ012 and SW1353 chondrosarcoma cells were treated with increasing doses of
GSK-J4 (1 to 10 uM) for 4 days. Human articular chondrocytes (HAC) were treated with GKS-
J4 (10uM) for 3 days. At the end of treatment, adherent cells were counted after trypan blue
exclusion of dead cells. Values are normalized to untreated cells. Data are expressed as means
+ SEM (n=3).

(B) Chondrosarcoma cells were treated with GSK-J4 (10 uM) for 6 days. Viable cells were

regularly counted. Values were normalized to day 0. Data are expressed as means + SEM (n=3).

Figure 2: GSK-J4 reduces cell proliferation in chondrosarcomas.

(A) Cells were labelled with CFSE, and then treated with GSK-J4 (10 uM) for 3 days. CFSE
fluorescence were tracked by flow cytometry (n=3).

(B) Cells were treated with 10 uM GSK-J4 for 4 days. Then, DNA content was stained by
propidium iodide, and cell cycle determined by flow cytometry. Histograms represent GO-G1,

S and G2-M phase percentages. Data are expressed as means + SEM (n=3).

Figure 3: GSK-J4 induces cell death only in CH2879 and JJ012 chondrosarcoma cells.

(A) Cells were treated with 10 uM GSK-J4 for 4 days, cells were fixed and cell cycle determined
by flow cytometry. Histograms represent fraction of cells in Sub-G1 phase. Data are expressed
as means + SEM (n=3).

(B) Cells were treated as previously. Then, they were stained with Apo 2.7 antibody coupled

to phycoerythrin and analysed by flow cytometry (n=3).
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(C) After treatment, senescent cells were stained with SA- B-gal. Representative pictures are

shown. Magnification: x20 (n=3).

Figure 4: GSK-J4 in combination with cisplatin decrease cell growth in chondrosarcoma cells.
Cells were treated with GSK-J4 (10uM) or/and cisplatin (5uM) for 3 days.

(A) Viable cells were counted. Data normalized to untreated condition are expressed as means
+ SEM (n=3).

(B) Cells were stained with CFSE, then treated as previously. Dye dilution was analysed by flow
cytometry (n=3).

(C) Cells were stained with Apo 2.7 antibody coupled to phycoerythrin and analysed by flow

cytometry. APO2.7+ cells were considered as apoptotic (n=3).

Tables
Table I: Summary of ICso of chondrosarcomas after GSK-J4 treatment.
ICso were estimated for graphically for three independent experiments. Data are expressed as

means * SEM.

CH2879 SW1353 JJ012

ICs0 (LM) 0.92+£0.08 1.02 £0.26 1.97 £0.52
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Conclusion du projet 11 :

Au cours de mon travail, nous avons confirmé l'intérét du DZNep comme molécule
prometteuse pour le traitement des chondrosarcomes. Dans un premier temps, nous avons
démontré son action pro-apoptotique dans plusieurs lignées cellulaires et des cultures primaires
de chondrosarcome, alors qu’il n’affecte pas les chondrocytes. Cet effet a été validé dans un
modele tri-dimensionnel par encapsulation des chondrosarcomes dans des billes d’alginate et
in vivo dans un mod¢le d’implantation en sous cutané des chondrosarcomes. De plus, nous
avons montré un effet synergique du DZNep et du cisplatine dans I’induction de ’apoptose des
chondrosarcomes, suggérant que ces molécules pourraient étre utilisées en combinaison. Dans
un second temps, nous avons montré que 1’administration chronique du DZNep dans des souris
immunocompétentes a peu d’effets secondaires et ne modifie pas leur comportement (anxiéte,
locomotion, mémoire et état dépressif). Toutefois, il induit une perte de poids des souris
immunocompétentes et une splénomégalie réversibles a I’arrét du traitement et une atrophie
testiculaire irréversible. Cependant, cette derniere est malheureusement retrouvée dans la

plupart des traitements par chimiothérapie.

Par ailleurs, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’action du DZNep. Nous avons
montré que contrairement a notre hypothese de départ, le DZNep agit sur les chondrosarcomes
indépendamment de 1’activité méthylase d’EZH?2 et que la réduction de H3K27me3 n’induit
pas leur mort. En revanche, nous suggérons que le DZNep pourrait induire 1’apoptose par un
mécanisme dépendant de la SAH et de la régulation de I’expression d’EGFR et de Rhop (Figure
33). Cependant cette hypothese reste a étre validée. De méme, il a été rapporté que le DZNep
n’est pas sélectif a H3K27me3 et peut agir sur le niveau de méthylation d’autres histones telles
que H3K9me?2, H3K9me3, H3K79me3 et H4K20me3 (Miranda et al., 2009). Aussi, le DZNep
pourrait induire 1’apoptose dans les chondrosarcomes en agissant sur d’autres histones

méthyltransférases.
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Figure 33 : Modéle possible du mécanisme d’action du DZNep dans les chondrosarcomes.
Le DZNep augmente I’expression de Rhof, diminue celle d’EGFR et provoque leur mort par
apoptose (fléches en trait plait). L augmentation de 1’expression de Rho par le DZNep pourrait
induire I’inhibition d’EGFR et par conséquent provoquer 1’apoptose dans les chondrosarcomes
(fleches en pointillée).

Enfin, nous avons montré que le GSK-J4 provoque une diminution de la prolifération des
chondrosarcomes et que cet effet est augmenté lorsqu’il est combiné avec le cisplatine. De
maniere intéressante, nous avons €¢galement mis en évidence qu’il n’a pas d’effet sur la survie
cellulaire ni sur I’apoptose des chondrocytes normaux lorsqu’il est utilisé seul ou en association

avec le cisplatine.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Du fait de leur résistance, la prise en charge des chondrosarcomes reste a ce jour une
problématique trés actuelle, malgré le recul de plusieurs dizaines d’années sans modification
des traitements. Le seul traitement efficace pour les 1€sions de haut grade reste le traitement
chirurgical, avec la limite de I’accessibilité de la tumeur et le risque de récidive et de métastase.
Dans la mesure ou, actuellement, il n’existe aucun traitement efficace permettant de réduire le
volume tumoral pour éviter des chirurgies lourdes et délabrantes, de nouvelles thérapies sont

nécessaires pour les patients atteints d’un chondrosarcome.

Dans ce contexte, ce travail de these avait pour objectif de mieux comprendre le rdle de
I’hypoxie dans la résistance des chondrosarcomes a la chimiothérapie et a la radiothérapie et
d’explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant d’induire la mort ou de sensibiliser
les chondrosarcomes aux traitements. Ainsi, nous avons montré que contrairement a ce qui
communément admis, [’hypoxie n’est pas toujours responsable de la résistance des
chondrosarcomes au cisplatine et aux rayons X et que le 3-deazaneplanocine A, décrit
initialement comme un inhibiteur indirect d’EZH2, induit I’apoptose dans les chondrosarcomes
de maniere indépendante de 1’activité méthylase d’EZH2 et de la méthylation de la lysine 27

de I’histone H3 (H3K27).

Au cours de ce travail de thése, nous avons montré que I’hypoxie sensibilise la lignée JJ012
aux rayons X mais induit une résistance au cisplatine dans cette méme lignée. Sur les trois

autres lignées de chondrosarcome étudiées, I’hypoxie ne change pas la réponse aux traitements.

Tout d’abord, ces résultats montrent que les chondrosarcomes sont des tumeurs hétérogenes
avec des réponses différentes aux traitements. Afin de comprendre cette différence, nous avons
émis I’hypothése que des mutations génétiques différentes pouvaient étre responsables. Pour
cela, nous avons analysé les données obtenues au sein du laboratoire apres séquencage de
I’exome des quatre lignées de chondrosarcome, et nous avons identifié 207 génes mutés
uniquement dans la lignée JJO12. Tous ces genes ont une mutation prédite délétere in silico.
Afin de réduire cette liste de genes, nous avons utilisé des outils bio-informatiques (DAVID et
AmiGO) et identifié trois genes potentiellement impliqués dans cette différence de réponse car
associés a la réparation des 1ésions a I’ADN, a la diminution de I’accumulation de drogues et a
I’apoptose. Actuellement, 1’analyse fonctionnelle de ces geénes est en cours. Nous avons

¢galement étudi¢ la phosphorylation de STAT3 (facteur de transcription activé par I’hypoxie
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favorisant la survie des cellules tumorales) du fait qu’il a été mis en évidence que I’hypoxie
augmente sa phosphorylation et la chimiorésistance des tumeurs ovariennes (Selvendiran et al.,
2009). De ce fait, nous avons émis 1’hypothese que I’hypoxie augmente la phosphorylation de
STAT3 uniquement dans la lignée JJ012. Néanmoins, apreés analyse par western-blot, la
phosphorylation de STAT3 ne semble pas étre régulée entre les différentes lignées de
chondrosarcome ni modifiée par I’hypoxie (données non montrées). Une autre hypothese
pourrait étre que les facteurs HIF-1a et HIF-2a soient responsables de la résistance de la lignée
JJ012 au cisplatine. En effet, I’hypoxie active ces facteurs, des régulateurs clés de la réponse
cellulaire a I’hypoxie permettant I’adaptation des cellules au milieu hypoxique. Ces facteurs
induisent I’expression de genes impliqués dans la progression tumorale et I’augmentation de la
résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie. Aussi, pour évaluer leur rdle potentiel, nous
réaliserons des expériences de perte et de gain de fonctions dans les chondrosarcomes. Nous
effectuerons des surexpressions de HIF-1 et de HIF-2 par transfection des vecteurs HIF-1a-
pcDNA3 et HIF-2a0-pcDNA3 en normoxie et nous inhiberons leur expression en utilisant des

siRNA dirigés contre ces deux facteurs sous hypoxie.

Deuxiémement, nos résultats montrent que 1’hypoxie induit des réponses différentes aux
traitements, il diminue la radiorésistance et augmente la chimiorésistance de la lignée JJ012.
Cette différence de réponse peut s’expliquer par le fait que le cisplatine et les rayons X
n’induisent pas les mémes dommages a I’ADN. En effet, ces derniers provoquent
majoritairement des cassures simple-brin et double-brin alors que le cisplatine provoque des
adduits a I’ADN. De plus, ces deux traitements n’induisent pas 1’activation des mémes voies de
réparation a I’ADN ce qui pourrait expliquer que I’hypoxie influence différentiellement cette
réponse. Le cisplatine fait intervenir plusieurs types de transporteurs tels que des transporteurs
de cations organiques (SLC22A), de cuivre (CTR, SLC47A) et d’extrusion d’agents
cytotoxiques (SLC47A). De cette fagon, 1’absorption cellulaire et I’activité anti-tumorale du
cisplatine peuvent étre influencées par I’expression et I’activation de ces transporteurs. En effet,
la protéine MATE1 (Mutidrug And Toxin Extrusion 1), codée par le géne SLC47Al, est un
échangeur de cations organiques couplé aux H* responsable de I’efflux du cisplatine (Jong and
McKeage, 2014). 1l a été montré qu’une exposition au cisplatine induit une accumulation de
platine extracellulaire due a une augmentation de 1’expression de MATE]1 et provoque une
résistance au cisplatine (Jong and McKeage, 2014; Yonezawa et al., 2006). L’analyse des

données de transcriptomique nous a permis de mettre en évidence que 1’hypoxie augmente
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I’expression du géne SLC47Al en réponse a un traitement au cisplatine dans la lignée JJO12
(données non montrées). Nous pouvons émettre I’hypothése que 1’hypoxie induit une résistance
au cisplatine dans cette lignée en augmentant I’expression de la protéine MATEI et provoque
donc une accumulation plus importante de cisplatine a 1I’extérieur des cellules, par rapport aux
trois autres lignées de chondrosarcome. Afin de valider cette hypothese, il sera nécessaire dans
un premier temps de valider par RT-PCR en temps réel I’augmentation de I’expression du gene
SLC47Al induite par I’hypoxie en réponse au cisplatine dans la lignée JJ012 et d’analyser son
expression dans les trois autres lignées de chondrosarcome. Dans un second temps, si ’hypoxie
régule I’expression de ce géne uniquement dans la lignée JJO12, nous étudierons 1’expression
protéique de MATEI] et nous effectuerons des tests fonctionnels de perte et de gain de fonction
de I’expression de MATEI afin de valider son implication dans la résistance de cette lignée au
cisplatine en hypoxie. Parmi les transports d’efflux de drogues, nous trouvons également la P-
glycoprotéine, une pompe codant le gene MDR-1 et appartenant a la famille des transporteurs
ABC, impliquée dans les mécanismes de chimiorésistance. Il a été montré que les lignées de
chondrosarcomes JJ012 et SW1353 expriment la P-glycoprotéine (Kim et al., 2009). De plus,
il a été rapporté que I’expression de HIF-la est positivement corrélée a celle de la P-
glycoprotéine et que leur expression augmente significativement en réponse a I’hypoxie dans
des carcinomes laryngés (Xie et al., 2013) et dans des cancers du c6lon (Chen et al., 2014).
Enfin, il a ét¢ montré que le cisplatine augmente I’expression du géne MDR-1 dans des lignées
cancéreuses de vessie rendues résistantes au cisplatine (Sun et al., 2016). Toutes ces données
suggerent que 1’hypoxie pourrait augmenter la résistance de la lignée JJ012 au cisplatine par un
mécanisme dépendant de la P-glycoprotéine. Afin de valider cette hypothese, nous étudierons
I’expression protéique de la P-glycoprotéine dans les lignées de chondrosarcome et nous
effectuerons des tests fonctionnels, comme décrit précédemment. Enfin, nous avons déja
mesuré la concentration intracellulaire de platine par spectrométrie d’absorption atomique de
flamme dans les quatre lignées de chondrosarcome apres un traitement au cisplatine en
normoxie ou en hypoxie. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence que I’hypoxie
induit une diminution de la concentration intracellulaire de platine dans la lignée JJO12 car nous
avons obtenu des variations inter-échantillons trop importantes (données non montrées). Aussi,
nous envisageons de mesurer cette concentration en utilisant une autre technique : la

spectrométrie de masse.
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Ce travail de these a permis d’établir un modele d’étude en trois dimensions par encapsulation
des chondrosarcomes dans des billes d’alginate. Ce modele présente des caractéristiques
semblables aux conditions in vivo permettant de se rapprocher de leur environnement naturel,
un avantage majeur par rapport a la culture en deux dimensions (Cukierman et al., 2001). En
effet, dans les conditions classiques de culture en monocouche, les composants de la matrice
extracellulaire et les interactions cellule-cellule et cellule-matrice, nécessaires a la
différenciation, la prolifération et les fonctions cellulaires in vivo, sont perdus. L’organisation
des cellules en 3D permet d’intégrer ces composants ainsi que les interactions mutuelles entre
les voies de signalisation (Mazzoleni et al., 2009). Ce modele permet également d’étudier
I’efficacité de nouvelles drogues a visée thérapeutique ou des mécanismes de résistance
permettant ainsi de réduire le nombre d’expérimentations animales et les complexités
expérimentales qu’impliquent les modeles animaux. Nous avons montré que les
chondrosarcomes cultivés dans des billes d’alginate produisent une matrice cartilagineuse et
ont une capacité migratoire et invasive. Cette production de matrice cartilagineuse pourrait €tre
augmentée par 1’ajout de facteurs exogenes tels que le TGF-B3, BMP-6 ou ’acide ascorbique
(Reijnders et al., 2010). Cependant, ces facteurs peuvent interagir avec les drogues
thérapeutiques. C’est pourquoi, afin de s’y affranchir, nous cultiverons les lignées de
chondrosarcome dans des billes d’alginate en hypoxie (1% d’O2), comme montré pour les
chondrocytes (Duval et al., 2012), permettant ainsi d’améliorer notre modele en se rapprochant
au mieux des conditions naturelles des chondrosarcomes. Toutefois, notre modéle d’étude reste
fiable et solide car il nous a permis de prédire la réponse des chondrosarcomes aux traitements
in vivo. En effet, les chondrosarcomes cultivés en 3D et in vivo ne répondent pas a un traitement

par le cisplatine alors qu’ils sont sensibles au DZNep.

Concernant le modele d’étude in vivo, nous avons implanté les chondrosarcomes en sous
cutanée. Or, ces tumeurs sont des Iésions le plus fréquemment intra-osseuses. Ainsi, le
développement d’un modele tumoral orthotopique, intra-osseux ou périosté, au sein de notre
laboratoire, permettrait de mieux comprendre la pathologie des chondrosarcomes (van
Oosterwijk et al., 2015; Clark et al., 2010). En effet, les modéles d’implantation intra-tibiale et
périostée de la lignée JJO12 permettent le développement de métastases pulmonaires (Clark et
al., 2010). L’équipe de van Oosterwijk quant a elle, a développé un modele d’implantation
orthotopique permettant la croissance des lignées CH2879 et SW1353 dans la cavité médullaire
ainsi que la production de protéoglycanes, se rapprochant au mieux, du chondrosarcome

conventionnel central humain.
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Sachant que les chondrosarcomes sont des tumeurs résistantes a la radio- et a la chimiothérapie,
il est essentiel de trouver de nouvelles thérapies. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés
au ciblage de la méthylation de I’histone H3K27. Nous avons mis en évidence que sa méthylase
EZH?2 était exprimée dans les chondrosarcomes de haut grade (grades II et III) alors que les
enchondromes (tumeurs bénignes) ne 1’expriment pas (Girard et al., 2014). Sachant que la
surexpression d’EZH2 est fréquente dans de nombreux cancers et est corrélée a un mauvais
pronostic, il pourrait devenir un marqueur des hauts grades. Afin de statuer sur la possibilité de
définir EZH2 comme un marqueur pronostique, ce travail devra étre confirmé par une étude
comportant un nombre plus important de tumeurs cartilagineuses. Il est en effet important de
trouver un marqueur fiable pour les chondrosarcomes car il répond a un besoin en clinique, da

a une grande variabilité inter-observateur.

Au vu de ces résultats, le ciblage de cette méthylase semblait €tre une piste intéressante pour le
traitement des chondrosarcomes. Ainsi, nous avons voulu inhiber EZH2 par le 3-
deazaneplanocine A (DZNep), et nous avons induit la mort des chondrosarcomes par apoptose
in vitro et in vivo. Mais de facon inattendue, nous avons montré que cet effet est indépendant
de I’activité méthylase d’EZH2 et de la tri-méthylation de H3K27. Ces résultats suggerent
fortement que 1’utilisation du tazemetostat (ou EPZ-6438), un inhibiteur spécifique d’EZH?2
utilisé dans des essais cliniques de phases I et II sur des sarcomes synoviaux et épithéliaux, des
mésothéliomes malins ou des lymphomes folliculaires (ClinicalTrials), serait inefficace contre
les chondrosarcomes. En effet, nous avons montré in vitro qu’il diminue le niveau de tri-

méthylation de H3K27 mais n’induit pas la mort des chondrosarcomes.

Bien que le DZNep semble étre un traitement efficace contre les chondrosarcomes, il ne faut
pas omettre qu’il existe des phénomenes de résistance responsables de 1’échec d’un grand
nombre d’agents cytotoxiques. Dans un premier temps, les cellules cancéreuses peuvent avoir
une résistance intrinseque au DZNep. En effet, il a ét¢ montré que la réponse au DZNep est
associée au statut du gene TP53 dans des tumeurs thyroidiennes et gastriques. Les lignées
cellulaires ayant une mutation TP53 sont résistantes au DZNep et inversement (Cui et al., 2014;
Cheng et al., 2012). Nous avons mis en évidence que ce dernier induit I’apoptose dans les
chondrosarcomes de fagon indépendante du statut du géne TP53 car I’analyse des données
d’exome a permis de mettre en évidence que les lignées CH2879, SW1353 et JJO12 présentent
une mutation TP53 prédite délétere in silico. Dans un second temps, la résistance pourrait étre
acquise apres plusieurs semaines de traitement au DZNep. Actuellement, aucune étude n’a été

menée pour le confirmer. C’est pourquoi, il serait intéressant de cultiver des lignées et des
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cultures primaires de chondrosarcome avec des doses croissantes de DZNep sur une longue

période (6 mois — 1 an) et d’évaluer la réponse cellulaire par étude de la survie et de I’apoptose.

Le DZNep n’est pas encore utilisé en clinique et reste au stade expérimental. C’est pourquoi
nous avons étudi¢ 1’effet de 1’administration chronique du DZNep dans des souris
immunocompétentes et montré qu’il n’a pas d’impact sur leur comportement (locomotion,
mémoire, anxiété, état dépressif) mais provoque des effets secondaires limités. Il induit une
perte du poids des souris, réversible a 1’arrét du traitement. Cependant, nous n’avons pas
observé cet effet chez les souris immunodéficientes (nude). De plus, il a ét¢ montré qu’un
traitement au DZNep, chez des souris immunodéficientes (NOD/SCID), n’affecte pas le poids
des animaux (Gannon et al., 2013). Ces données suggerent que le DZNep pourrait agir
différemment en fonction du statut immunologique. Il provoque également une réduction du
nombre de réticulocytes associée a une splénomégalie. Ces anomalies pourraient correspondre
a un blocage central, intra-médullaire, de la lignée érythroblastique et une étude du
myélogramme devra étre réalisée. De plus, des coupes histologiques de testicule révelent une
importante atrophie avec une disparition complete des spermatogonies qui sont remplacées par
des cellules de Sertoli et une hyperplasie des cellules de Leydig. Toutefois, ce probleme de
fertilité est malheureusement retrouvé dans la plupart des traitements par chimiothérapie. Une
hypothese pouvant expliquer cette atrophie est que les testicules expriment fortement I’histone
méthylase EZH2, nécessaire a la spermatogenese (Hinz et al., 2010) et que son inhibition induit
un arrét méiotique dans les spermatocytes (Mu et al., 2017). Aussi, cette atrophie testiculaire
pourrait étre due a I’inhibition de I’expression d’EZH2 par le DZNep. Afin de valider cette
hypothese, nous effectuerons une analyse immunohistochimique de I’expression d’EZH2 sur
des coupes testiculaires de souris apres traitement ou non au DZNep. De plus, au vu de ces
résultats sur la fertilit¢ masculine, une étude pré-clinique sur la fertilit€ ovarienne apres
injection chronique du DZNep devra également €tre menée, en effectuant un suivi de la taille
des ovaires et des analyses histologiques et immunohistochimiques de I’expression d’EZH2 sur
des coupes ovariennes. En effet, EZH?2 est également exprimé dans les ovaires mais de maniere
moins importante que dans les testicules. Aussi le DZNep pourrait induire un effet néfaste sur

I’ovogeneése de fagon moindre que sur la spermatogenese.

Toutefois, plusieurs moyens peuvent €tre mis en place pour contourner les effets néfastes du
DZNep. Premiérement, ’utilisation de doses plus faibles de DZNep et de cisplatine nous a
permis de mettre en évidence que leur association in vitro diminue la survie, augmente de facon

synergique I’apoptose dans les chondrosarcomes, et n’a pas d’effet sur les chondrocytes. In
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vivo, leur association diminue le volume tumoral et induit 1’apoptose dans les tumeurs.
Cependant, I’implantation tumorale de la lignée JJ012 a été réalisée sur un faible nombre de
souris (3 par groupe), il sera nécessaire de réitérer cette expérience avec un nombre plus

important de souris pour une meilleure puissance statistique.

Deuxiemement, le DZNep a été administré par voie intrapéritonéale permettant une
dissémination systémique de 1’agent thérapeutique. Cependant, une injection plus localisée
permettrait de réduire, voire de supprimer ces effets néfastes. Pour cela, de nouvelles techniques
se sont développées. Par exemple, I’encapsulation du DZNep avec une nanoparticule
biodégradable de poly(lactide-co-glycolide)-B-polyéthyleneglycol (PLGA-B-PEG) permet
I’utilisation de dose plus faible de DZNep pour diminuer la survie de cellules cancéreuses
pancréatiques in vitro (Hung et al., 2013). De plus, I’encapsulation du cisplatine dans un nano-
polymere avec un inhibiteur de la phosphatase 2A (réduisant la réparation de I’ADN) augmente
son accumulation dans les cellules tumorales in vitro et in vivo. Cette stratégie d’encapsulation
du cisplatine pourrait étre transposée au DZNep dans les chondrosarcomes afin d’optimiser sa
distribution au niveau de la tumeur et ainsi éviter ou diminuer ses effets secondaires (atrophie

testiculaire, réticulopénie).

Enfin, I’analyse des données de transcriptomique suggere que le DZNep induirait 1’apoptose
dans les chondrosarcomes en augmentant 1’expression de Rhof et en diminuant 1’expression
d’EGFR. Des analyses fonctionnelles consistant a inhiber ou a surexprimer ces facteurs sont en
cours afin de valider leur implication ou non dans le mécanisme d’action du DZNep. Si nous
parvenons a le valider, il sera pertinent de cibler EGFR et Rhof dans les chondrosarcomes. En
effet, nous savons déja que des inhibiteurs d’EGFR sont utilisés et approuvés par 1’Agence
Européenne de Médecine (EMA) pour le traitement de nombreux cancers : le cetuximab est
autorisé pour traiter les cancers colorectaux et les cancers de la téte et du cou, 1’erlotinib pour
les carcinomes pulmonaires non a petites cellules et les cancers pancréatiques, le gefitinib pour
les carcinomes pulmonaires non a petites cellules, le lapatinib pour les cancers du sein et le
panitumumab pour les cancers colorectaux. A notre connaissance, seulement deux études ont
été menées sur les chondrosarcomes. La premiere a montré que les lignées de chondrosarcome
surexpriment le récepteur EGFR et que cette surexpression contribue a la résistance de ces
tumeurs au cisplatine. Aussi, elle a permis de mettre en évidence que I’association d’un
inhibiteur d’EGFR, [Derlotinib, avec le cisplatine induit ’apoptose dans les lignées de
chondrosarcomes (Song et al., 2014). La seconde étude montre que le gefitinib inhibe la

croissance et diminue la capacité métastatique de deux lignées de chondrosarcome (Song et al.,
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2015). D’autre part, P’activation de Rhof peut étre induite par des inhibiteurs de la
farnesyltransférase tels que le tipifarnib dont le développement pour le traitement des leucémies
myéloides aigués est autorisé par 'EMA. L’augmentation de Rhof par cet inhibiteur est
responsable de 1’induction de I’apoptose. Ainsi, nous évaluerons in vitro la sensibilité des
chondrosarcomes aux inhibiteurs d’EGFR ou de la farnesyltransférase en évaluant plusieurs
parametres tels que 1’arrét du cycle cellulaire, 1’apoptose, 1’invasion, la migration et
I’angiogenese. Nous étudierons également in vivo les effets anti-tumoraux de I’inhibiteur ayant
la meilleure efficacité in vitro par suivi du volume tumoral et par analyse histochimique des

tissus sains.

Cependant, il a été rapporté que des mécanismes de résistance aux inhibiteurs d’EGFR se
mettent en place dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, en induisant des mutations
sur le récepteur (Giaccone and Wang, 2011). Aussi, pour contrer leur effet, la cellule tumorale
active les voies de signalisation en aval (Figure 34). Ainsi, il a été montré que ces tumeurs
¢taient résistantes a une exposition prolongée a 1’erlotinib ou au gefitinib di a I’induction de la
phosphorylation de STAT3 (Tang et al., 2015). C’est pourquoi, des auteurs ont testé I’efficacité
de certains inhibiteurs des voies situées en aval d’EGFR sur les chondrosarcomes. Aussi, ils ont
mis en évidence que I’inhibition de PI3K, par le GDC-0941, ou I’inhibition de mTOR, par la
rapamycine, inhibe leur croissance. De plus, la double inhibition de PI3K et mTOR, par le
BEZ235, inhibe de facon plus importante leur croissance cellulaire. Aussi, si des mécanismes
de résistance se mettent en place dans les chondrosarcomes, il sera judicieux de tester
’efficacité de ces inhibiteurs sur les chondrosarcomes seuls ou en association avec le cisplatine.
En effet, Zhu et col ont montré que la surexpression du miRNA-100, un miRNA ciblant I’ARN
de mTOR, restaure 1’apoptose induite par le cisplatine dans des clones des lignées CH2879 et
JJO12 rendus résistants au cisplatine (Zhu et al., 2014). Au sein du laboratoire, 1’effet de la
rapamycine sur les quatre lignées de chondrosarcome, seul ou en association avec le cisplatine

est en cours.
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Figure 34 : La voie de signalisation EGFR.

La liaison du ligand & EGFR entraine une modification conformationnelle du récepteur permettant son
homodimérisation ou I’hétérodimérisation avec un autre membre de la famille HER. Le récepteur
transphophorylé active les protéines en aval et déclenche une cascade de signalisation, incluant les voies
Ras, Raf, MAPK, PI3K et Akt et I’initiation de la transcription des génes (Morgan and Grandis, 2009).

Au cours de ce travail, nous avons utilisé une seconde approche thérapeutique pour les
chondrosarcomes en ciblant la déméthylation de H3K27 et ses histone déméthylases UTX
(KDM6A) et IMID3 (KDM6B). H3K27 joue un role essentiel dans la régulation de 1’expression
des geénes qui déterminent 1’équilibre entre la différenciation cellulaire et la prolifération.
Cependant, I’altération du niveau de méthylation de H3K27 est récurrente dans de nombreux
types de cancers, démontrant que I’excés ou le manque de méthylation de H3K27 peut avoir
des effets pro-tumoraux. En effet, il a ét€ montré que la surexpression d’UTX, dans les cancers
du sein, favorise la prolifération et 1’invasion cellulaire (Kim et al., 2014). Il serait intéressant
d’étudier I’expression de ces deux histone déméthylases dans les chondrosarcomes en
effectuant une analyse immunohistochimique de 1’expression d’UTX et de JMJD3 sur des

coupes de chondrosarcomes.
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Par ailleurs, nous avons montré que le GSK-J4, un inhibiteur des déméthylases UTX et IMJD3,
induit une diminution de la prolifération des chondrosarcomes permettant ainsi de diminuer leur
propriété oncogénique. De plus, il provoque 1’apoptose uniquement dans les lignées CH2879
et JJO12. Cette différence de réponse peut étre due a un profil génétique différent entre les
lignées cellulaires. En effet, des mutations des genes IDH1 et IDH2 codant 1’isocitrate
déshydrogénase 1 et 2 interviennent lors de la phase précoce du développement des
chondrosarcomes. Ces mutations activent la production du 2-hydroxyglutarate (2-HG) a partir
de I’a-cétoglutarate. Le 2-HG est un inhibiteur compétitif des dioxygénases dépendantes de 1’a-
cétoglutarate incluant les histone déméthylases JmjC. Aussi, les mutations IDH1 et IDH2
inhibent une large gamme d’histone déméthylases y compris les histones UTX et JMJD3
(Losman and Kaelin, 2013; Lu et al., 2012; Xu et al., 2011). Ainsi, ’analyse des données
d’exome (Tableau VII) a permis de mettre en évidence que ces histone déméthylases ne sont
pas mutées dans les quatre lignées de chondrosarcomes mais que le gene IDH1 est muté dans
les lignées JJO12 et FS090 et le gene IDH2 est muté dans la lignée SW1353. Toutefois, ces
mutations prédites déléteres in silico ne sont pas corrélées a la différence de réponse au GSK-
J4 entre les lignées CH2879 et JJ012 et la lignée SW1353, en particulier pour ce qui concerne

’apoptose.
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Tableau VII : Profil génétique des genes UTX, JMJD3, IDH1, IDH2 et TP53 dans les quatre
lignées de chondrosarcome par analyse des données d’exome.

Le gene IDH1 est muté dans la lignée JJ012 pour laquelle une cytosine (C) est substituée par une guanine
(G) en position 394 et dans la lignée FS090 ou en position 394, une cytosine est remplacée par une
thymine (T). Le gene IDH2 est muté uniquement dans la lignée SW 1353, une guanine est substituée par
une thymine en position 516. htz : mutation a 1’état hétérozygote, hom : mutation a 1’état homozygote,
wt : wild type, Dup : duplication, p.: protéine, c.: codant a I’état hétérozygote, LOH : Loss of
heterozygosity.

UTxX | JMJD3 IDH1 IDH2 TP53
NM_000546
c.1096T>G Apoptose par = Apoptose par
CH2879 | wt wt wt wt (hom — LOH ?) GSK-J4 DZNep
p-S366A
NM_005896 NM_000546
c.394C>G ¢.596G>T Apoptose par =~ Apoptose par
Jor2 wt wt (htz) wt (hom — LOH ?) GSK-J4 DZNep
p-R132G p.G199V
NM_002168 NM_000546
c.516G>T c.607G>T Pas d’apoptose = Apoptose par
SWI353 | wt wt wt (htz) (htz) par GSK-J4 DZNep
p-R172S p.V203L
NM_005896
¢.394C>T Pas d’apoptose
(htz) par GSK-J4 Apoptose par
FS090 wt wt p-R132C wt wt (donnée non DZNep
Dup. 139 montrée)
Mb

Sachant que I’hypoxie affecte la réponse a un traitement par le cisplatine et par irradiation aux
rayons X, nous pouvons €émettre I’hypothese qu’elle peut €galement affecter la réponse au
DZNep et au GSK-J4. Nous savons que le microenvironnement des tumeurs solides est
caractérisé par des régions pauvres en oxygene qui jouent un role important dans la progression
tumorale. Aussi, I’hypoxie peut favoriser la progression tumorale par un mécanisme
épigénétique. En effet, I’hypoxie induit une acétylation globale, une augmentation des niveaux
de H3K9me2, H3K9me3 et H3K4me3 et une diminution des niveaux de H3K27me3 ( Tsai and
Wu, 2014; Mimura et al., 2013; Yang et al., 2009).

Les histone déméthylases a domaine JmjC ont besoin d’oxygene pour étre actives (Shmakova
et al., 2014), et il a été mis en évidence que certaines histone déméthylases (KDM3A, KDM4B

et KDM4C) sont induites par I’hypoxie de mani¢re dépendante du facteur HIF-a (Salminen et
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al., 2016). Lee et col. ont montré que 1’hypoxie augmente I’expression de JMJD3 de fagon
dépendante du facteur HIF-1a dans des cellules souches dérivées d’adipocytes humains
(hADSC) et que le gene JMJID3 possede des ¢léments de réponses a I’hypoxie (HRE) (Lee et
al., 2014). Une seconde étude a mis en évidence que I’expression de JMJID3 est augmentée par
I’hypoxie dans des lignées cancéreuses hépatiques et rénales. Le promoteur de JMJD3 contient
également des séquences HRE spécifiques au facteur HIF-20. Ainsi, les auteurs proposent que
JMIJD3 serait un nouveau facteur de réponse a I’hypoxie et peut former un complexe avec HIF-
2a afin d’activer des geénes cibles en déméthylant H3K27me3 au niveau des séquences HRE
(Guo et al., 2015). Ces deux études montrent que les facteurs HIF-1a et HIF-2a sont impliqués
dans I’augmentation de I’expression de JMJD3 par I’hypoxie et confortent notre perspective

d’évaluer leur role dans la réponse des chondrosarcomes aux traitements.

Nous avons mis en évidence que le GSK-J4 diminue la prolifération des chondrosarcomes.
Dans un premier temps, il sera nécessaire de vérifier que 1’action du GSK-J4 agit par JMJD3
et/ou UTX. Pour cela, nous inhiberons 1’expression d’UTX ou de JMJD3, a I’aide de siRNA
dirigés contre ces deux déméthylases, dans des chondrosarcomes et évaluerons la prolifération
cellulaire et I’apoptose. Puis, nous étudierons 1’activité déméthylases de ces deux histones.
Dans un second temps, sachant que I’hypoxie favorise la progression tumorale a travers des
modifications épigénétiques dont la modulation des histones a travers 1’augmentation de
I’expression de JMJD3, il serait pertinent d’étudier son expression et de déterminer quel
isoforme de HIF est impliqué dans sa régulation, a I’aide de siRNA dirigés contre HIF-1a ou
HIF-2a. De plus, un test d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) pourrait étre réalisé
sur des chondrosarcomes afin de savoir si le facteur HIF-1 et/ou le facteur HIF-2 se fixe sur le
promoteur du gene JMJD3. Enfin, un test de co-immunoprécipitation pourrait également étre
effectué afin de savoir si JMJD3 interagit directement ou indirectement avec les facteurs HIF-

a.

Enfin, ce travail de thése a permis de mettre en évidence une hétérogénéité de réponse des
chondrosarcomes aux différents traitements. En effet, nous montrons qu’ils ont des réponses
différentes a un traitement par le cisplatine, par le GSK-J4 ou par irradiation aux rayons X, avec
des sensibilités plus ou moins différentes en fonction de la lignée et du traitement. Or, ces

mémes lignées sont toutes sensibles a un traitement par le DZNep.
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Concernant les rayons X et le cisplatine, comme mentionné précédemment, leur mécanisme
d’action consiste a induire des 1ésions a I’ADN. Ainsi, la résistance des chondrosarcomes a ces
traitements peut étre due a une diminution du nombre de cassures ou a une augmentation de
I’expression des enzymes de réparation des 1ésions a I’ADN (Siddik, 2003). Pour le cisplatine,
elle peut étre également due a une diminution de I’accumulation du cisplatine intracellulaire et
a une augmentation de son excrétion réduisant ainsi sa présence dans le noyau (Galluzzi et al.,
2014; Siddik, 2003). De plus, I’analyse de I’apoptose a été menée par marquage d’ Apo2.7, une
protéine mitochondriale exprimée lors des phases précoces de I’apoptose et suggérant une
implication de la voie intrinséque de ’apoptose. Or, il existe une deuxiéme voie dite
extrinseque, impliquant des récepteurs membranaires de mort. Une hypothese pourrait étre que
I’hypoxie en réponse a un traitement au cisplatine ou aux rayons X induirait cette seconde voie
dans les lignées de chondrosarcome. Afin de valider cette hypothése, il sera nécessaire d’étudier
le clivage des caspases 8 et 10, spécifiques de la voie extrinseque de I’apoptose, par western-

blot.

Concernant le cisplatine et le GSK-J4, nous avons montré que ces deux traitements,
indépendamment I’un de ’autre, induisent 1’apoptose dans les lignées JJ012 et CH2879. Bien
que le cisplatine soit un agent alkylant et le GSK-J4 un inhibiteur compétitif de I’a-
cétoglutarate, il semblerait que ces deux agents chimiothérapeutiques pourraient agir sur des
voies moléculaires ou cellulaires identiques. Un point commun entre ces deux traitements est
qu’ils nécessitent de rentrer a ’intérieur des cellules pour étre efficaces. Aussi, il se pourrait
que le cisplatine et le GSK-J4 utilisent les mémes transporteurs présents uniquement dans ces

deux lignées.

Enfin, le DZNep est le seul traitement capable d’induire 1’apoptose dans les chondrosarcomes
quelque soit le modele d’étude utilisé. Une hypothése pourrait étre que ces molécules n’ont pas
la méme conformation, facilitant plus ou moins 1’acces aux cellules. Cette différence de réponse
peut étre également due au fait qu’ils n’utilisent pas les mémes types de transporteurs. En effet,
le cisplatine utilise des transporteurs de cuivre (Galluzzi et al., 2014) alors que le DZNep utilise
des transporteurs de nucléosides (Hung et al., 2013). Une autre hypotheése serait que ces
molécules n’ont pas les mémes propriétés physicochimiques. En effet, le DZNep a une
meilleure affinité avec 1’eau et sera donc moins retenu par les molécules hydrophobes
présentent dans la matrice cartilagineuse que le cisplatine et le GSK-J4, permettant ainsi une

meilleure diffusion. Il semblerait donc que les propriétés physicochimiques représentent un
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facteur important a prendre en compte dans le choix des potentiels agents thérapeutiques pour

traiter les chondrosarcomes.

En conclusion, contrairement a ce qui est communément admis, 1’hypoxie n’est pas forcement
responsable de la résistance des chondrosarcomes a la chimiothérapie et a la radiothérapie. Ce
travail a également permis d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques en utilisant le
DZNep ou le GSK-J4 contre les chondrosarcomes. Le DZNep induit I’apoptose dans ces
tumeurs, par un mécanisme indépendant de la méthylation de H3K27 et de sa méthylase EZH2
mais induit des effets indésirables sur la fertilité masculine limitant son utilisation. Il semblerait
agir par la voie Rhof/EGFR et des investigations supplémentaires sont nécessaires afin de le
confirmer. Le GSK-J4, quant a lui, ralentit la croissance cellulaire des chondrosarcomes,
suggérant que cet inhibiteur pourrait €tre utilis€ en thérapie adjuvante, notamment afin de
réduire les récidives. Enfin, cette étude confirme que 1’association du cisplatine avec le DZNep
potentialise ces effets sur les chondrosarcomes et que son association avec le GSK-J4 augmente

son effet sur la diminution de la prolifération des chondrosarcomes.
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Abstract

Objective: Growing evidences indicate that the histone methyltransferase EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) may be an
appropriate therapeutic target in some tumors. Indeed, a high expression of EZH2 is correlated with poor prognosis and
metastasis in many cancers. In addition, 3-Deazaneplanocin A (DZNep), an S-adenosyl-L homocysteine hydrolase inhibitor
which induces EZH2 protein depletion, leads to cell death in several cancers and tumors. The aim of this study was to
determine whether an epigenetic therapy targeting EZH2 with DZNep may be also efficient to treat chondrosarcomas.

Methods: EZH2 expression was determined by immunohistochemistry and western-blot. Chondrosarcoma cell line CH2879
was cultured in the presence of DZNep, and its growth and survival were evaluated by counting adherent cells periodically.
Apoptosis was assayed by cell cycle analysis, Apo2.7 expression using flow cytometry, and by PARP cleavage using western-
blot. Cell migration was assessed by wound healing assay.

Results: Chondrosarcomas (at least with high grade) highly express EZH2, at contrary to enchondromas or chondrocytes. In
vitro, DZNep inhibits EZH2 protein expression, and subsequently reduces the trimethylation of lysine 27 on histone H3
(H3K27me3). Interestingly, DZNep induces cell death of chondrosarcoma cell lines by apoptosis, while it slightly reduces
growth of normal chondrocytes. In addition, DZNep reduces cell migration.

Conclusion: These results indicate that an epigenetic therapy that pharmacologically targets EZH2 via DZNep may
constitute a novel approach to treat chondrosarcomas.
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Introduction

Polycomb group proteins (PcGs) can remodel chromatin by
influencing the degree of compaction, leading to epigenetic gene
silencing. In particular, EZH2, the catalytic subunit of Polycomb
Repressive Complex 2 (PRC2), induces histone methyltransferase
activity primarily by trimethylating histone H3 at lysine 27
(H3K27me3), hence mediating gene silencing. PcGs are crucial in
the chromatin control of stem cell self-renewal and differentiation
[1-7]. They also play a crucial role in malignant progression and
are implicated in cancer metastasis [8]. In particular, the
methylase EZH2 functions as an oncogene in different human
cancers mainly through epigenetic silencing of tumor and
metastasis suppressor genes, including E-cadherin [9], RUNX3
[10], SLIT?2 [11], DAB2IP [12], FBXO32 [13], and KLF?2 [14].

Recent articles showed that EZH2 knockdown results in a
significant decrease in cellular proliferation and invasiveness [15—
18], leading to emerge the concept of epigenetic therapy targeting
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PcG machinery to cure various tumors, and the development of
drugs inhibiting the trimethylation of the lysine 27 on histone 3
(H3K27me3) [19-23].

Recently, it has been shown that 3-deazaneplanocin A
(DZNep), a carbocyclic analog of adenosine, depletes cellular
levels of the PRC2 components, and notably EZH2, and inhibits
H3K27me3 [13]. Interestingly, similarly to EZH2 knockdown,
DZNep reverts epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), and
prevents tumor progression, making it a highly promising
antimetastatic agent [24]. While the mechanisms and effects of
DZNep have been studied in numerous solid tumors and leukemia
[13,25-33], less is known about the potential of this compound for
sarcomas. In particular its impact on chondrosarcoma, a radio-
and chemo-resistant tumor, has never been studied.

Here, we show that high grade chondrosarcomas express EZH2
protein, and that DZNep reduces its expression and subsequently
H3K27me3. Interestingly, DZNep treatment induces apoptosis of
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chondrosarcoma cell lines whereas it has a weak effect on normal
chondrocyte, and reduces cell migration, suggesting that targeting
EZH2, for instance using DZNep, may be an innovative
therapeutic strategy to treat chondrosarcomas.

Material and Methods

Reagents

DZNep was provided by R&D Biosystems (Lille, France) and
resuspended in phosphate buffered saline (PBS). Inhibitors and
propidium iodide were purchased from Sigma and dissolved in
PBS. Oligonucleotides were supplied by Eurogentec (Angers,
France).

Human material

This study was approved by the local ethic committee (Comité
de protection des personnes Nord Ouest III). Tumoral and normal
cartilage was collected from surgical departments of Caen
University hospital. All donors signed agreement forms before
the surgery, according to local legislations.

Immunohistochemistry

Multiple specimens of chondrosarcomas (n=7) or enchondro-
mas (n=8) were fixed, routinely processed and embedded in
paraffin. H&E-stained sections from original block were used to
select a representative tumor area. 4-um sections of non-
decalcified chondrosarcomas were prepared from paraffin-embed-
ded tumor blocks and placed on superfrost plus slides. After
antigen retrieval with pH 6.0 citrate buffer, immunohistochemis-
try was performed using an automated immunohistochemical
staining processor (Autostainer plus, Dako, Glostrup, Denmark).
After incubation with primary antibody EZH2 (Cell signaling,
1:100), detection was performed using an indirect biotin avidin
system, LSABTM2 detection kit (Dako) according to the
manufacturer’s instructions.

Cell culture

SW1353 (from ATCC) and CH2879 chondrosarcoma cell line
[34] were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), or Roswell Park Memorial Institute 1640’s medium
(RPMI 1640) (Lonza AG, Verviers, Belgium), respectively,
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Lonza AG),
0.25 pug/ml of fungizone and 10 uM of ciprofloxacin, and then
incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5%
COy. Cells were passaged twice a week. Cells were seeded for
experiments at 5400 cells/cm? unless indicated otherwise.

The normal cartilage was obtained from biopsy of nasal
cartilage. Chondrocytes were released by digestion with XIV
Pronase (2 mg/ml for 30 minutes, Sigma-Aldrich, St Quentin
Fallavier, France) and type I collagenase (2 mg/ml for 15 hours,
Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The cells were incubated in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), supplemented
with 10% FBS, 0.25 pug/ml fungizone and 10 uM of ciprofloxacin,
and then incubated at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO,.

Protein extraction and Western blot

Cells were rinsed with phosphate buffered saline (PBS) to
remove residual FBS and scraped into RIPA lysis buffer (Tris-HCI
50 mM pH 7,5; IGEPAL 1%; NaCl 150 mM; EGTA 1 mM; NaF
1 mM) supplemented with phosphatase (NA3VO, 10 uL./ml) and
protease inhibitors (leupeptin 1 ul/ml, aprotinin 1 pl/ml, pep-
statin 1 ul/ml and phenylmethylsulfonyl fluoride 4 pl/ml). Pro-
teins (20 to 50 pg) were resolved by SDS-PAGE and transferred to
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polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad). The membranes
were incubated with 10% nonfat milk or 1% bovin serum albumin
(BSA) 1 hour at room temperature, incubated with primary
antibodies overnight at 4°C at the appropriated dilutions (EZH2,
1:1000 dilution, Cell signaling, catalog no. 5246; PARP, 1:1000
dilution, Cell signaling, catalog no. 9542; H3K27me3, 1:1000
dilution, Abcam, catalog no. ab6002; actin, 1:200 dilution, Santa
cruz biotechnology, catalog no. sc-8432; H3, 1:2000 dilution,
Abcam, catalog no. ab1791). The membranes were washed with
TBS-T and probed with a corresponding secondary antibody
conjugated to horsoradish peroxydase in TBS-T at room
temperature (goat anti-mouse IgG-HRP and goat anti-rabbit
IgG-HRP, 1:10000, Santa cruz biotechnology). Signals were
revealed with Western Lightning ® Plus-ECL (Perkin Elmer) and
exposed to X-ray film (Kodak). Actin or histone H3 were used to
verify that similar amounts of protein were loaded in all lanes.

RNA isolation and real-time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted with Trizol reagent according to the
manufacturer’s condition (Invitrogen). Samples (2 pg) were treated
with DNAse I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and the reverse
transcriptase was effected with oligo dT" and Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase. Complementary DNA was
diluted (1:100) and stocked at —20°Cpending for PCR. This
product (5 pL) was mixed with appropriated reverse and forward
primers and SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Villebon sur Yvette, France) in 15 pL volume final. RT-PCR was
run in an ABI Prism 7000 sequence detection system apparatus.
Relative expression was calculated according to the 2 CaAG
method [35].

Cell growth experiment

Cells were seeded at 750 cells/ecm? and treated with DZNep
(1 uM) for 14 days. The medium was changed twice during the
treatment. Adherent cells were counted each indicated time (4, 7,
9, 14 days).

Flow cytometry

Cells were treated with DZNep (1 uM) for 7 days. Then, cells
were washed with PBS, treated with trypsin-EDTA (Lonza AG,
Verviers, Belgium) and fixed with 70% ethanol at —20°C and
conserved at 4°C.. For analysis, cells were washed twice with PBS
and resuspended in 20 pg/ml RNase (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) and 50 pg/ml propidium iodide (IP) (Sigma Aldrich, St
Quentin Fallavier, France) to label the DNA. DNA content was
measured using Gallios (Beckman Coulter, Villepinte, France) on
the technical platform of SFR 146 (Structure Federative de
Recherche 146, Caen, France). Results were analyzed with Kaluza
software.

To study apoptosis, living cells were stained with Apo 2.7-PE
antibody according to the manufacturer’s condition (Beckman
Coulter, Villepinte, France). The expression of Apo 2.7 was
detected using Gallios on the technical platform of the SFR 146.

Wound healing assay

Cells were seeded at 40000 cells/cm?, treated with DZNep
(1 uM) for 5 days. At day 4, a straight scratch was made with a
200 pl pipette tip and the wound was photographed under the
microscope. After 24 h, cells were stained with crystal violet 0.1%
for 10 minutes and photographed under the microscope. The area
of the remaining scratch was calculated using Image J software
(http://rsb.info.nih.gov/1j/).
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Statistical analysis

For in vitro experiments, three different experiments were
performed. The values are means = SEM. Statistical significancy
was calculated with Student’s t test.

Results

EZH2 is expressed in chondrosarcomas

First, we investigated whether EZH2 is expressed in chondro-
sarcomas. Immunohistochemistry analysis from patient biopsies
showed that EZH2 is expressed in nucleus of high grade
chondrosarcomas (for 6/7 samples). Interestingly, we could not
detect EZH2 in all enchondromas tested (n=38) (figure 1A).
Furthermore, by Western-Blot, we found that EZH2 expression
was higher in chondrosarcoma cells than normal chondrocytes
(figure 1B). Since EZH2 is highly expressed in chondrosarcomas,
we hypothesized that these tumors may be a sensitive to EZH2
mhibitors, such as DZNep.

DZNep Effects in Chondrosarcomas

DZNep inhibits EZH2 and reduces H3K27me3

As expected, DZNep treatment reduced EZH2 protein level,
and subsequently H3K27me3 level in two chondrosarcoma cell
lines, CH2879 and SWI1353 (figure 2A and B). To investigate
whether decreased levels of EZH2 protein resulted from
transcriptional regulation, we performed quantitative real time-
PCR analysis. DZNep treatment had no effect on EZH2
expression at mRNA level (figure 2C).

DZNep selectively induces cytotoxicity in cancerous but

not normal cartilage cells

Furthermore, we evaluated the effect of DZNep treatment on
growth of chondrosarcoma cells and chondrocytes. DZNep
induced death of chondrosarcoma cells with a delay (figure 3A),
whereas it slightly decreased chondrocyte growth (figure 3B).
These results confirm the potential therapeutic of DZNep on
chondrosarcoma.

chondrocytes CH2879 SW1353

EZH2 - i" —— — —
actin “—- S — —

10
HE 4
£ L
£ 2
a

ol Ml ‘

chondrocytes  CH2879 W1353

Figure 1. EZH2 is expressed in chondrosarcoma. A. EZH2 expression was analyzed by immunostaining in enchondromas (n=8) (A1), or grade 2
and 3 chondrosarcomas (n=7; 6 samples were positive for EZH2 staining) (A2 and A3 respectively). B. EZH2 expression was analyzed in two batches
of both SW1353 and CH2879 chondrosarcoma cell lines and normal chondrocytes by Western blot. Actin was used to compare protein loading.

doi:10.1371/journal.pone.0098176.9001
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Figure 2. DZNep reduces EZH2 protein expression and H3K27me3 and but not mRNA. SW1353 and CH2879 cells were treated with
DZNep (1 uM) for 72 h. A) EZH2 protein expression was analyzed by Western blot. Histograms represent the quantification of three independent
experiments after normalization with actin. B) H3K27me3 was also analyzed by Western blot. H3 was used to compare protein loading. Histograms
represent the quantification of three independent experiments after normalization with H3. C) EZH2 mRNA expression was analyzed by RT-PCR from
CH2879 treated with DZNep for 72 h. Data were expressed as means = SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0098176.9g002

DZNep induces apoptosis in chondrosarcomas DZNep reduces cell migration
We then examined whether DZNep affects cell cycle. DZNep Finally, the effect of DZNep on migration was also examined by
treatment increased sub-Gl peak, without visible arrest in cell wound healing assay (figure 5). We found that compared to

cycle (figure 4A). DZNep also induced PARP cleavage and Apo control, DZNep reduced the migration of chondrosarcomas.
2.7 protein expression (figures 4 B and C) demonstrating an
apoptotic death of chondrosarcomas.
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Figure 3. DZNep induces death in chondrosarcoma but not chondrocytes. CH2878 cells (A), SW1353 (B), or chondrocytes (C) were treated
with DZNep (1 uM) for 14 days. Treatment was renewed at each medium changes (at days 4, 7 and 10), and adherent cells regularly counted. The
results of three independent experiments are shown. Data are expressed as means = SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0098176.g003

Discussion

With the advent of systemic chemotherapy in the management
of mesenchymal malignancies such as osteosarcoma and Ewing’s
sarcoma, there has been an increase in the long-term survival of
patients. In contrast, chondrosarcomas continue to have a poor
prognosis owing to the absence of an effective therapy [36-38].
Identifying new drugs that enables to reduce chondrosarcoma
growth may improve survival of patients. Here, we identified, 3-
Deazaneplanocin A (DZNep), a small molecule EZH2 inhibitor
[13,39], as a putative treatment of chondrosarcomas. Indeed, we
show that DZNep treatment significantly reduces the EZH2
protein and H3K27 trimethylation level, and induces chondro-
sarcoma death by apoptosis while it decreases their migration
ability.

First, we showed for the first time, that human chondrosarco-
mas, but not enchondromas, express EZH2 protein. In addition,
EZH?2 level was more elevated in a grade II and III chondrosar-
coma cell lines, SW1353 and CH2879, than in chondrocytes. This
agrees with observations in other tumors showing that EZH2 is
overexpressed in cancers, including melanoma, lymphoma, and
breast and prostate cancers [13,27,33,40]. This high expression of
EZH2 is related to poor prognostic in these cancers and tumors
[8,41,42]. The potential use of EZH2 expression for improving
diagnostic of chondrosarcomas and the correlation between its
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expression and tumor grade or prognostic for patients is still in
process.

Furthermore, we show for the first time that DZNep is efficient
to reduce chondrosarcoma growth, survival and migration,  vitro.
Numerous studies suggest that DZNep induces death in tumoral
cells though EZH2 downregulation and H3K27me3 reduction
[13,30,31,43]. In our chondrosarcoma model, we also found that
DZNep reduces EZH2 at protein level (but not at mRINA level)
and subsequently decreases H3K27me3. This discrepancy be-
tween mRNA and protein levels has ever been observed with other
tumoral cells [13,44], and can be explained by the mechanism by
which DZNep acts on EZH2. Indeed, DZNep acts indirectly by
inhibiting an S-adenosylhomocysteine (SAH) hydrolase, which
induce an accumulation of SAH, leading to the degradation of
EZH2 protein [39].

However, at this point, we cannot ascertain that chondrosar-
coma death induced by DZNep is directly due to EZH2 inhibition.
Indeed, DZNep is an AdoHcy hydrolase inhibitor and is able to
inhibit methylation of another repressive histone marks, such as
H4-K20 methylation [13]. More recently, it has been reported, in
MCF7 cells, that DZNep also causes a global decrease in most
histone modifications, except for H3K9me3 and H3K37me3,
implicating that DZNep is effective in decreasing histone
modifications with both repressive and active chromatin markers,
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Figure 4. DZNep induces apoptosis in SW1353 and CH2879 chondrosarcoma cell lines. Cells were treated with DZNep (1 uM) for 7 days (A
and Q) or 5 days (B). A) At day 7, cells were fixed and cell cycle determined by flow cytometry. Histograms represent the sub-G1 phase percentage
from three independent experiments. B) At day 5, proteins were extracted and PARP protein expression was analyzed by Western blot. C) At day 7,

cells were stained with Apo 2.7 antibody coupled to phycoerythrin and analyzed by flow cytometry.

doi:10.1371/journal.pone.0098176.g004

in a non-selective manner [39,45]. Therefore, the molecular
mechanisms of DZNep might be more complex than our current
knowledge base, which associates the downregulation of EZH2
with the ability of DZNep to induce tumor cell death.

Contrary to the majority of tumoral cells, we found that DZNep
exerts cytotoxicity in chondrosarcomas with a delay. This was also
observed in pancreatic tumors [46]. However, similarly to a
number of tumor cells, we found that DZNep induced apoptosis in
chondrosarcomas, suggesting that the mechanism of death is
shared with all tumors cells, whereas here the effect was delayed.
We hypothesize that this delay may be due to a slower
proliferation kinetic of chondrosarcomas compared to other
tumoral cells. Interestingly, normal chondrocytes only show a
slight decrease of their growth upon DZNep treatment. Similarly,
other report also show that DZNep does not induce apoptosis in
normal cells, making it a promising drug candidate for anti-cancer
treatment, in particular to treat radioresistant and chemoresistant
tumors such as chondrosarcomas.

In conclusion, in this study, we describe the effect of an AdoHcy
hydrolase inhibitor, DZNep, on EZH2 expression and subsequent
H3K27me3 in chondrosarcomas, as well as its ability to
preferentially induce death by apoptosis in tumoral cartilage cells
than normal chondrocytes.
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Histone methylases as novel drug targets:
developing inhibitors of EZH2

Post-translational modifications of histones (so-called epigenetic modifications)
play a major role in transcriptional control and normal development, and are tightly
regulated. Disruption of their control is a frequent event in disease. In particular,
the methylation of lysine 27 on histone H3 (H3K27), induced by the methylase EZH2,
emerges as a key control of gene expression and a major regulator of cell physiology.
The identification of driver mutations in EZH2 has already led to new prognostic
and therapeutic advances, and new classes of potent and specific inhibitors for EZH2
show promising results in preclinical trials. This review examines the roles of histone
lysine methylases and demethylases in cells and focuses on the recent knowledge and

developments about EZH2.

Histone modifications & histone code
Epigenetics has been defined as inherit-
able changes in gene expression that occur
without a change in DNA sequence. Key
components of epigenetic processes are DNA
methylation, histone modifications and vari-
ants, non-histone chromatin proteins, siRNA
and miRNA. They induce changes in gene
expression in modifying accessibility of the
eukaryotic transcription machinery to spe-
cific genes. In particular, the role of histones
as active participants in gene regulation has
only recently been appreciated.

Histones were discovered in 1884 by
Albrecht Kossel. But until the early 1990s,
these proteins, which are assembled into
nucleosomes, forming beads around which
the DNA is wrapped, were considered to be
relatively inert scaffolding for packaging the
genetic material. It is now known that his-
tones play also a key role in gene expression
regulation, through post-translational modi-
fications of histone (Figure 1). In 2000, the
concept of a ‘histone code’ emerged [1].

The histones’ amino-terminal tails extend
away from the central core, and are thus
available for reversible acetylation, methyla-
tion, phosphorylation, ADP-ribosylation and
ubiquitination (Figure 2). Histone modifica-

tions interact with DNA methylation to mark
genes for silencing or transcription. By read-
ing the combinatorial and/or sequential his-
tone modifications that constitute the histone
code (Table 1), it was thought that it might
be possible to predict which gene products
will be transcribed and thus determine a cell’s
RNA repertoire and ultimately its proteome,
just as reading the DNA code allows us to pre-
dict the encoded protein sequence. However,
some gene loci present both histone 3 lysine
4 trimethylation (H3K4-me3), associated
with transcriptional activation and histone 3
lysine 27 trimethylation (H3K-27me3), and
are linked with repression. These bivalent
domains are posited to be poised for either
up- or down-regulation and to provide an
epigenetic blueprint for lineage determination
2], and are usually found in stem cells.
These

undergone by histones have a profound effect

post-translational modifications
on the remodeling of chromatin. Two distinct
chromatin states can be distinguished: con-
densed ‘closed’ heterochromatin, and decon-
densed ‘open’ euchromatin. The change from
transcriptionally silenced heterochromatin to
gene expression euchromatin is mediated by
post-translational modifications of histones
and uses of distinct histone variants.

Future

Medicinal
Chemistry

Catherine Baugé*'23,

Céline

Bazille"?#, Nicolas Girard"?,
Eva Lhuissier? & Karim

Boumediene'?
'Normandie University, France

2UNICAEN, EA4652 MILPAT, Caen,

France

3EA4652 MILPAT, UFR de médecine,
Université de Caen Basse-Normandie,
CS14032 Caen Cedex 5, France

“Service d’Anatomie Pathologique, CHU,

Caen, France

*Author for correspondence:
Tel.: +33 231068218

Fax: +33 231068224
catherine.bauge@unicaen.fr

FUTUI@

SCIENCE part of

10.4155/FMC.14.123 © 2014 Future Science Ltd

Future Med. Chem. (2014) 6(17), 1943-1965

ISSN 1756-8919

1943



Review Bauge, Bazille, Girard, Lhuissier & Boumediene

" N
,**
3 *n *
* \
~~
A DNA
* 4
N

Acetylation 3 Methylation 4 Ubiquination

Figure 1. Nucleosome organization. The fundamental
DNA packing unit is known as a nucleosome. Each
nucleosome is approximately 11 nm in diameter. The
DNA double helix wraps around a central core of eight
histone protein molecules (an octamer containing two
H2A, two H2B, two H3 and two H4) to form a single
nucleosome. The N-terminal ‘tail’ of these histones can
undergo post-translational modifications (acetylation,
methylation or phosphorylation).

Histone lysine methylation

Histone methylation is an epigenetic mark actively

studied in recent years. Of approximately 11,000 arti-

cles referenced in Pubmed since 1964, more than half

of them have been published during the last 4 years.
The most well-characterized histone methylation

appears on lysine [34]. Histone lysine methylation
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occurs primarily on histone H3 at lysines 4, 9, 14, 18,
23,27,36 and 79 and on histone H4 at lysine 20 4-¢]. A
number of these methylation events have been linked to
transcriptional regulation, including those at H3 lysines
4, 36 and 79 (associated with active transcription) and
those at H3 lysines 9 and 27 (associated with gene
repression and heterochromatin formation) 3.7]. Unlike
acetylation and phosphorylation, which in addition to
recruiting proteins to chromatin can also directly affect
chromatin structure by altering the histone charge,
lysine methylation does not alter the charge of the resi-
due and is, therefore, thought to primarily modulate
chromatin structure through the recruitment of dis-
tinct reader proteins that possess the ability to facilitate
transcriptional activation or repression [3,4,6.8].

Lysine residues can be modified with up to three
methyl groups (mono-, di- and tri-methylation) on the
epsilon amine of the side chain (Figure 3). Importantly,
reader domains can distinguish between the different
methyl states producing distinct functional outcomes
(3.4.68]. These observations demonstrate the complex-
ity and fine level of control that lysine methylation
contributes to chromatin function and transcriptional
regulation.

Among activation marks, trimethylation at lysine
4 of histone H3 (H3K4me3) is the prominent
methyl-lysine species at active promoter regions [9-13].
This mark plays a major role in transcription initia-
tion, notably in recruiting the general transcription

‘?‘??

Histone H3 | 135 aa
‘? ® %G
Histone H4 | 1022a
A

— Histone H2A | 129 2a

¥

A A AA
—| Histone H2B 125 aa
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Figure 2. Major histone modifications. Histone modifications mainly occur on the N-terminal tails of histones
but also on the C-terminal tails and globular domains. The major modifications shown include acetylation (A),
methylation (M), phosphorylation (P) and ubiquitination (U).
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Table 1. The histone code.

Histone code Methylation Acetylation Ubiquitination
Monomethylation Dimethylation Trimethylation
H2AK119 - - - - Repression
H2BKS5 Activation - Repression - -
H3K4 Activation Activation Activation - -
H3K9 Activation Repression Repression Activation -
H3K14 - - - Activation -
H3K18 - - - Activation -
H3K27 Activation Repression Repression Activation -
H3K36 Repression Activation Activation - -
H3K56 - - - Activation -
H3K79 Activation Activation Activation, - -
repression
H4K12 - - - Activation -
H4K20 Activation Repression - -
For each post-translational modification, the known functional association on gene transcription is shown. By reading the combinatorial
and/or sequential histone modifications that constitute the histone code, it may be possible to predict which gene products will be
transcribed. However, this code is controversial, since some gene loci present marks both associated with transcriptional activation and linked
with repression. These bivalent domains are posited to be poised for either up- or down-regulation and to provide an epigenetic blueprint
for lineage determination, and are usually found in stem cells.

factors, or in mediating interactions with RNA poly-
merase-associated proteins [6]. H3K36 methylation,
meanwhile, primarily exists with the lower methyla-
tion states (H3K36-mel and -me2) present near 5'
regions and higher methylation states (H3K36-me2
and -me3) at the 3’ ends of genes [11.14]. The role of
H3K36 methylation is also quite diverse and has been
shown to be involved in numerous functions, including
transcription, mRNA splicing, DNA replication and
DNA repair [15,16]. Its function that has been most well
defined is its role in transcription elongation. Another
modification found in gene bodies is methylation of
H3K79; however, unlike H3K36 methylation, its role
in actively transcribed genes is less clear. It may act as a
protection from silencing [6].

At opposite, histone H3 lysine 9 methylation
(H3K9) has been correlated with heterochromatin
formation and transcriptional repression, making the
methylation state of lysine 9 an interesting marker of
transcriptional activity. H3K9me3 binds heterochro-
matin protein 1 (HP1) to constitutive heterochroma-
tin [17]. HP1 is responsible for transcriptional repres-
sion and the actual formation and maintenance of
heterochromatin. H3K9me2 is a characteristic mark
of the inactivated X chromosome [18,19]. H3K9 meth-
ylation is also involved in cell reprogramming or can-
cer. H3K27 methylation is also another epigenetic
repressive mark, which plays a major role in a plethora
of cellular processes, such as stem cell renewal, cell fate,
reprogramming, cancer and inflammation.

Histone arginine methylation

As lysine, arginine on histone can also be methylated.
The addition of one or two methyl groups on arginine
residues results in three different methylation states:
monomethylated, asymmetrically dimethylated or
symmetrically dimethylated arginine. The methyl
groups are deposited by protein arginine methyl-
transferases. Histone arginine methylation associ-
ates with both active and repressed chromatin states
depending on the residue involved and the status of
methylation [20]. This process is involved in several
cellular processes, such as transcription, RNA pro-
cessing, signal transduction and DNA repair. Besides,
it is now clear that there is crosstalk between argi-
nine and lysine methylation: this has been termed
‘arginine/lysine-methyl/methyl switch’ [21.22].

Key term

Epigenetic: A current search of the PubMed database for
the term ‘epigenetic’ returns more than 33,000 papers,
with approximately half of them published during the
past 4 years, marking an explosion of research efforts on
this topic. Striking is the diversity of biological processes
that are described in these articles, including fundamental
aspects of development, cell fate or reprogramming

in diverse organisms, as well as basic mechanisms of
transcriptional control or DNA damage repair. Thus,
epigenetics, through the modulation of genetic
information, plays roles in fundamental life processes, such
as cell proliferation, cell development, cell fate or decision
between cell survival and cell death.
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Figure 3. Methyl group transfer reaction on lysine. The lysine amino group of the substrate histone polypeptide engages in a
SN2 reaction with the activated co-factor S-adenosyl-.-methionine, resulting in the formation of an N-methylated lysine and
S-adenosyl-.-homocysteine.

Histone methyltransferases & demethylases
There are currently more than 60 predicted lysine meth-
yltransferases and 30 predicted lysine demethylases in
the human genome [23-25].

Histone methyltransferase (HMT) activity towards
lysine (and arginine) residues is found in a family of
enzymes with a conserved catalytic domain called
SET. The human genome encodes 49 SET domain-
containing proteins and the histone lysine methyl-
transferase DOT1L, which does not contain a SET
domain (Table 2). The importance of HMTs for
embryonic development has been demonstrated in
numerous mouse knockout studies [2¢]. In addition,
misregulation of HMTs has been linked to diseases
or cancer aggressiveness. In particular, the Polycomb
group transcriptional repressor Enhancer of zeste
homolog 2 (EZH2) (methylase of H3K27), is overex-
pressed in many different types of cancer [27], and has
been proposed as a molecular marker of some cancer
progression and metastasis [28-33].

In 2004, the first histone demethylase (HDM)
was discovered, and called lysine-specific demethyl-
ase 1 (LSD1). Since then, more than 20 demethyl-
ases have been identified and characterized (Table 3).
They belong to either the LSD family or the JMJC
family, demonstrating the reversibility of all methyla-
tion states at almost all major histone lysine methyla-
tion sites (Table 3). The identification of these HDMs
has completely changed our initial view of histone
methylation as a permanent, heritable mark 34]. The
presence of both HMTs and HDMs in the same

EZH2: Enhancer of Zeste Drosophila Homolog 2 was
initially cloned in 1996. This gene, located on human
chromosome 21, encodes a histone methyltransferase

and constitutes the catalytic component of the polycomb
repressive complex-2 (PRC2). EZH2 specifically methylates
the histone H3 at lysine-27 (H3K27). It plays a major role in
a plethora of biological processes, including development,
cell fate or reprogramming, as well as regulation of
immune system or cancers.

complexes permits modifying of chromatin marks and
subsequently switching of transcriptional states from
silenced to activated status or vice versa. Thus, a tight
regulation of the expression, activity and recruitment
of HMTs and HDMs is necessary. A deregulation of
their activity or expression might modify the transcrip-
tional balance, and lead to inappropriate gene expres-
sion programs that, in turn, could induce human dis-
ease (Supplementary Table 1). In particular, the histone
methylase EZH2 plays a major role in cell fate and
cancer development, and appears now as a promising
target for treat some diseases.

Role of the lysine methyltransferase EZH2
The methyltransferase Polycomb Group (PcG) protein
EZH2, also called KMT®6, is the catalytic subunit of the
Polycomb Repressor Complex 2 (PRC2). Its C-terminal
SET domain exhibits methyltransferase activity, lead-
ing to repressed gene transcription by silencing target
genes through methylation of histone H3 on lysine 27
(H3K27me3) [35]. In addition to methylation of H3K27,
EZH?2 has been shown to methylate cellular proteins
and act as a coactivator of steroid hormone receptors
(36]. This function is hypothesized to be independent
of PRC2 and potentially induced by phosphorylation
of EZH2 [3637]. Besides its ability to methylate H3K27,
EZH2 has recently been described to methylate lysine
120 of histone H2B, which competes with ubiquiti-
nation on this site (38]. EZH2 is post-translationally
regulated by O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc)
transferase-mediated O-GlcNAcylation at S75, which
stabilizes EZH2 and hence facilitates the formation of
H3K27me3 [39].

Unlike other SET domains, the methylase EZH2
is inactive on its own for histone substrates. To be
functional, EZH2 needs to form the PRC2 complex
(Figure 4) by interacting with other partners, including
embryonic ectoderm development (EED), suppressor
of zeste 12 homolog (SUZ12) and RBAP48/RBBP4
[40-43]. Collectively, these proteins regulate vital cellu-
lar processes, such as differentiation, cell identity, stem
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Table 2. Histone target substrates and domain structure of histone lysine methyl-transferases.

Synonyms
With SET domain MLL, KMT2A

MLL2, KMT2D

SETD1A, SET1A, KMT2F

SET1D1B, SET1B, KMT2G

MLL4, KMT2B

MLL3, HALR, KMT2C

EZH2, KTM6A, KTM6

EZH1, KTM6B

NSD2, WHSC1, MMSET

NSD3, WHSCIL

NSD1, KMT3B

SET2, HYPB, SETD2

ASH1L

SUV39H1, KTM1A

SUV39H2, KTM1B
EHMT2, GOA
EHMT1, GLP1

SETDB1, ESET

SETDB2, CLL8

Key:

SET I Bromo
‘ pre-SET IChromo
} pre-ECT []N”D

For each protein, the official name as well as the most commonly used synonyms, the histone target substrates and domain structure are provided.
ANK: Ankyrin repeats; AT hook: A/T DNA-binding motif; C2H2 Znf: C2H2-type zinc finger; CxxC: CxxC zinc finger; HMG: High-mobility group; MBD: Methyl CpG-
binding domain; PHD: Plant homeo-domain zinc finger; pre/post-SET: Cysteine-rich motifs found adjacent to a subset of SET domains; SANT: SWI3, ADA2, N-CoR

Protein structure

)

[LT] = :7 }

i

—

o

H—

v

H TUDOR C2H2 Znf

IANK IHMG

I AT hook D SANT

and TFIIIB DNA-binding domain; SET: Suppressor of variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax domain.

Histone substrates
H3K4me1/2/3

H3K4me1/2/3

H3K4me1/2/3

H3K4me1/2/3

H3K4me1/2/3
H3K4me1/2/3

H3K27me2/3
H3K27me2/3

H3K36me3

H3K36me2/3

H3K36me3

H3K4me3

H3K9me2/3

H3K9me2/3
H3K9me1/2
H3K9me1/2

H3K9me2/3

I CxxC

f ™MBD
|

- o T
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Table 2. Histone target substrates and domain structure of histone lysine methyl-transferases (cont.).

Synonyms Protein structure Histone substrates

SETMAR _< }7

SETDS, PR-SET7 H4K20me1

SMYD4 —i—
MLL5, KMT2E —
SETD5 —
SETD7, SET7/9 - H3K4me1
SETD4

SUV4-20H1, KMT5B H4K20me2/3

SUV4-20H2, KMT5C ] R H4K20me2/3
SMYD5 - —

SETD3 I

SETD6 I -

SMYD1, KMT3D -

SMYD2, KMT3C 1 — H3K36me2
H3K4
SMYD3, KMT3E ] - H3K4me2/3

PRMD1, BLIMP1 ——

PRDM14

PRDMY9, MEISETZ
PRDM11, PFM8

PRDM4, PFM1

PRDM15, PFM15
PRDM®6, PFM3

H3K4me3

PRDM12, PFM9  TIT.
PRDM5, PFM2 i TIRNERRNAAE |
PRDMS, PFM5 i NN —

PRDM13, PFM10

Key:
SET J§ Bromo 4 TUDOR C2H2 Znf f oxc

pre-SET Chromo ANK HMG f MBD
{ i i I U

b pre-ECT []MID I AT hook DSANT - T

For each protein, the official name as well as the most commonly used synonyms, the histone target substrates and domain structure are provided.

ANK: Ankyrin repeats; AT hook: A/T DNA-binding motif; C2H2 Znf: C2H2-type zinc finger; CxxC: CxxC zinc finger; HMG: High-mobility group; MBD: Methyl CpG-
binding domain; PHD: Plant homeo-domain zinc finger; pre/post-SET: Cysteine-rich motifs found adjacent to a subset of SET domains; SANT: SWI3, ADA2, N-CoR
and TFIIIB DNA-binding domain; SET: Suppressor of variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax domain.
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Table 2. Histone target substrates and domain structure of histone lysine methyl-transferases (cont.).

Review

Synonyms
PRDMS3, PDS1-EVI1

Protein structure

Histone substrates

PRDM6, MEL1, PFM3 -

PRDM2, RIZ1, KMT8 . || H3K9
Withqut SET DOTIL, KMT4 — H3K79
domain
Key:
SET il Bromo H TUDOR C2H2 Znf I CxxC
- h ANK o]
‘ pre-SET IC romo I IHMG d MBD
b pre-ECT []MID I AT hook DSANT - o T

For each protein, the official name as well as the most commonly used synonyms, the histone target substrates and domain structure are provided.
ANK: Ankyrin repeats; AT hook: A/T DNA-binding motif; C2H2 Znf: C2H2-type zinc finger; CxxC: CxxC zinc finger; HMG: High-mobility group; MBD: Methyl CpG-
binding domain; PHD: Plant homeo-domain zinc finger; pre/post-SET: Cysteine-rich motifs found adjacent to a subset of SET domains; SANT: SWI3, ADA2, N-CoR

and TFIIIB DNA-binding domain; SET: Suppressor of variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax domain.

cell plasticity and proliferation [44-46]. As a result, aber-
rations in any PRC2 component can have powerful
physiologic consequences on the cell.

EZH2, stem cells & reprogramming

EZH2 plays a central role in stem cells. Recent report
showed that EZH2 is important for establishing
embryonal stem (ES) cell lines from blastocysts [47-49].
Additionally, EZH2 is required for efficient somatic
cell reprogramming by cell fusion and nuclear trans-
fer [49.50]. EZH2 is abundantly expressed in induced
pluripotent stem (iPS) cells (at a similar level as in ES
cells), and EZH2 knockdown severely impaired iPS
cell generation. Proper differentiation of iPS cells and
reprogramming, thus, require EZH2 [s1). However,
once pluripotency is established, EZH2 knockdown
leaves the pluripotent phenotype of iPS cells unaf-
fected [52]. All this indicates that EZH2 is critical
for induction of pluripotency, but once pluripotency
is established, EZH2 is not required anymore. The
mechanism of EZH2 in reprogramming is still poorly
known, but it has been recently found that EZH2
impacts on iPS cell generation at least in part through
repression of the CDK inhibitor Ink4a/Arf, which rep-
resents a major roadblock for iPS cell generation [s2].
Furthermore, c-Myc, one of the iPS cell-inducing fac-
tors, was recently shown to directly regulate EZH2
expression and to be required for maintaining high
EZH?2 expression in ES cells [53].

The role of EZH2 in reprogramming is, however,
unclear. Indeed, in a recent paper [s4], Fragola et al.
generated iPS cells from MEF with a conditional
EZH2-knockout allele for the deletion of the catalytic
EZH2 SET domain [s4]. EZH2-deficient iPS cells,

obtained using a cell-permeable TAT-Cre recombi-
nase, exhibited a global loss of H3K27me3, and pre-
sented a typical iPS cell phenotype, including ES cell-
like morphology, growth and differentiation potential.
This result on EZH2-deficient iPS cells contrasts with
other papers that showed the essential role of EZh2
in reprogramming [51.52]. It might be explained by the
methodology used, in that EZH2 inactivation could
have occurred after reprogramming.

EZH2 & cell fate

EZH?2 also regulates expression of tissue-specific genes
involved in cellular differentiation and developmen-
tal programs [35.55-58]. It is involved in differentiation
of embroyonic and adult stem cells into several cell
(myogenesis, adipogenesis, osteogenesis,
neurogenesis, hematopoiesis, lymphopoiesis, epidermal
differentiation and hepatogenesis) [59].

For instance, EZH2 was clearly shown to act as a
negative regulator of skeletal muscle differentiation
favoring the proliferation of myogenic precursors
(60-62]. This function results from an EZH2-depen-
dent direct repression of genes related to myogenic dif-
ferentiation [60], through the H3K27me3 mark deposi-
tion on the promoters of myogenic genes [60,63]. EZh2
is expressed early in the myotomal compartment of
developing somites and in proliferation satellite cells
and is downregulated in terminally differentiated
muscle cells [60]. In skeletal muscle progenitors, EZH2
is, thus, highly expressed and prevents an unsched-
uled differentiation by repressing muscle-specific gene
expression. During the course of their differentiation,
EZH?2 is downregulated, favoring the expression of
muscle-specific genes, such as mCK, MyoG, myh or

lineages

fsg

future science group

www.future-science.com

1949



Review

Bauge, Bazille, Girard, Lhuissier & Boumediene

MyoD (64.65]. Furthermore, the key-role of EZH2 in
control of self-renewal and safeguarding the transcrip-
tional identity of skeletal muscle stem cells has been
shown using mice with conditional ablation of EZH2
in satellite cells. These mice have reduced muscle mass
and fail to appropriately regenerate. These defects were
associated with derepression of genes expressed in non-
muscle cell lineages [66]. Besides, in humans, abnor-
mal expression of EZH2 is observed in the muscular
disorder Duchenne muscular dystrophy [67].

EZH2 was also found to be involved in commitment
of mesenchymal stem cells towards osteoblast lineage
(68]. Suppression of EZH2 activity promotes differentia-
tion of human mesenchymal stem cells into osteoblasts.
The mechanism might be linked to Runx2 regulation,
since a striking decrease in EZH2 mRNA levels has
been found to be correlated with increased Runx2 bind-
ing, suggesting that the transcription of EZH2 is poten-
tially negatively regulated by Runx2 [69]. By contrast,
deletion of EZH?2 inhibits adipogenesis, by eliminating
H3K27me3 on Wnt promoters and derepressing Wnt
expression, which leads to activation of Wnt/p-catenin
signaling (70]. These data show that EZH2 facilitates
adipogenesis whereas it suppresses osteogenesis.

EZH2 & the immune system

EZH2 also plays a role in the immune system, for both
T- and B-cell development. EZH2 is most abundant
at sites of embryonic lymphopoiesis, such as fetal liver
and thymus [71].

In B-cell progenitors, EZH2 expression is down-
regulated during differentiation. It is the highest in
pro-B cells and very low in mature recirculating B cells
(159]. Upregulation of EZH2 in proliferating human
germinal center B cells (centroblasts) [72] and mitogen-
stimulated lymphocytes [73] suggested an important
role for this histone methylase in B-cell division and
activation. This is further supported by the association
of EZH2 with Vav, one of the key regulators of receptor-
mediated signaling in lymphocytes [74]. But the major
proof of a critical role for EZH2 in early B-cell devel-
opment and rearrangement of the immunoglobulin
heavy chain gene (Igh) has been established, in 2002,
using Cre-mediated conditional mutagenesis. EZH2
deficiency leads to diminished generation of pre-B cells
and immature B cells in the bone marrow. Defective
B-cell development cannot be restored by the pres-
ence of the wild-type cells in the mixed bone marrow
chimeras. The requirement for EZH2 is development
stage-specific: EZH2 is a key regulator of histone H3
methylation in early B-cell progenitors [75].

EZH?2 is a master regulator of the germinal cen-
ter (GC) B-cell phenotype [76]. It represses genes
involved in proliferation checkpoints (e.g., CDKNIA)

and in exit from the GC and terminal differentiation
(e.g., IRF4 and PRDMI). This function is aberrantly
reinforced by mutant EZH2YN lymphoma disease
alleles [76]. EZH?2 also established bivalent chromatin
domains at key regulatory loci to transiently suppress
GC B-cell differentiation. Beside, EZH2 cooperates
with BCL2 to generate GC-derived lymphomas [76].

A recent study also established a functional link
between this histone methyltransferase EZH2 and
transcriptional regulation of lineage-specifying genes
in terminally differentiated CD4* T cells. EZH2 inac-
tivation specifically enhanced T helper (Th) 1 and
Th2 cell differentiation and plasticity. EZH2 directly
binds Tbx21 and Gata3 genes, leading to substantial
trimethylation at lysine 27 of histone 3 (H3K27me3)
at these loci, thereby facilitating correct expression of
these primordial genes in differentiating Thl and Th2
cells. Additionally, EZH2 deficiency leads to sponta-
neous generation of small IFN-y and Th2 cytokine-
producing populations in non-polarizing cultures and,
under these conditions, IFN-y expression was largely
dependent on increased expression of the transcrip-
tion factor Eomesodermin. Besides, 77 vivo, in a model
of allergic asthma, EZH2 loss results in exacerbated
pathology with a progressive accumulation of memory
phenotype Th2 cells [77].

EZH2 & cancer
Among EZH?2 roles, its implication in cancer is the
most studied: more than 70% of articles referenced in
PubMed for ‘EZH2’ search term are related to cancer.
Alterations in EZH2 were first discovered in breast and
prostate cancer, where amplification and overexpres-
sion first implied it may function as an oncogene [2831].
Since then, increasing evidence demonstrates that
EZH2 is not only aberrantly expressed in several types
of human cancers, but often behaves as a molecular
biomarker of poor prognosis [27-2831,78-84]. The role of
EZH?2 in cancer development was initially validated
both in vitro and in vive, with EZH2 overexpression
proving sufficient to drive proliferation in cancer cells
and transform primary fibroblasts [27.85].
Overexpression of EZH2 has now been found in a
number of human cancers, such as prostate cancers,
gastric cancers, breast cancer, renal cancer, colorec-
tal cancer, non-small-cell lung cancer, squamous cell
carcinomas, urothelial carcinomas in addition to
synovial sarcomas, chondrosarcoma, lymphomas and
melanomas [31,86-91]. EZH2 expression is correlated
with aggressiveness, metastasis and poor prognosis in
most of these cancers. Elevated expression of EZH2
has also been identified as a marker for breast cancer-
initiating cells, possibly reflecting its role in maintaining
‘stemness’ [31,92].
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Table 3. Histone target substrates and domain structure of histone lysine demethyltransferases.

LSD
demethylases

JMIC
demethylases

Synonyms

LSD1, KDM1A, AOF2,
BHC110

LSD2, KDM1B, AOF1

JMID7

HIF1AN

HSPBAP1

JMID5, KDM8
JMID4

JMID6, PSR, PTDSR

JMJD8

FBXL10, JHDM1B,
KDM2B

FBXL11, JHDM1A,
KDM2A

KIAA1718, JHDM1D

PHF8, JHDM1F

PHF2, JHDM1E
HR

KDM3B

JMID1A, JHDM2A,
TSGA, KDM3A

JMJD1C
JMID3, KDM6B

UTX, KDM6A

uTyY

fStructural domains are annotated.
ARID: AT-rich interacting domain:amine oxidase: amine oxidase domain; C5HC2: C5HC2 zinc-finger domain; CXXC: CXXC zinc-finger domain; DNMT1: DNA
methyltransferase 1; FBOX: F-box domain; FBXL: F-box and Leu-rich repeat protein; HIF1AN: Hypoxia-inducible factor 1A inhibitor; HR: Hairless domain; HSPBAP1:
Heat shock protein-associated protein 1; JARID: Jumonji domain-ARID-containing protein; JMJC: Jumonji C domain; LRR: Leu-rich repeat domain; LSD: Lys-specific
demethylase; MINA: MYC-induced nuclear antigen; NO66: Nucleolar protein 66; PHD: Plant homeodomain; SWIRM: Swi3p Rsc8p and Moira domain; TPR:

Tetratricopeptide domain; TUDOR: Tudor domain; UTX: Ubiquitously transcribed X chromosome tetratricopeptide repeat protein; UTY: Ubiquitously transcribed Y
chromosome tetratricopeptide repeat protein.

Protein structure’

SWIRM Amine oxidase
Spacer region

CW
JMJC

—C®
—Co—
——C®
—C o
—C o
—Co
CXXC PHD FBOX
LRR
~CH @ 006
@ —
®CB———
®-C®
- cl
-
CB—

Histone substrates

H3K4me1, H3K4me2

H3K9me1, H3K9me2
H3K4me1l, H3K4me2

H3K36me2

H3R2
H4R3

H3K36me1,
H3K36me2,
H3K4me3

H3K36mel,
H3K36me2

H3K9me1, H3K9me2

H3K27me1,
H3K27me2

H3K9me1, H3K9me2

H4K20me1
H3K9me2

H3K9me1, H3K9me2

H3K27me2,
H3K27me3

H3K27me2,
H3K27me3

Other
substrates

p53, E2F1,
DNMT1

NF«B (p65)

ARID5B
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Table 3. Histone target substrates and domain structure of histone lysine demethyltransferases (cont.).

Synonyms

JMID2A, JHDM3A,
KDM4A

JMJD2C, JHDM3C,
GASC1, KDM4C

JMJD2B, JHDM3B,
KDM4B

JMJD2D, JHDM3D,
KDM4D

JARID1B, PLU1,
KDM5B

JARID1C, SMCX,
KDM5C

JARID1D, SMCY,
KDM5D

JARID1A, RBP2,
KDM5A

JARID2
MINA
NO66

fStructural domains are annotated.
ARID: AT-rich interacting domain:amine oxidase: amine oxidase domain; C5SHC2: C5HC2 zinc-finger domain; CXXC: CXXC zinc-finger domain; DNMT1: DNA
methyltransferase 1; FBOX: F-box domain; FBXL: F-box and Leu-rich repeat protein; HIF1AN: Hypoxia-inducible factor 1A inhibitor; HR: Hairless domain; HSPBAP1:
Heat shock protein-associated protein 1; JARID: Jumonji domain-ARID-containing protein; JMJC: Jumonji C domain; LRR: Leu-rich repeat domain; LSD: Lys-specific
demethylase; MINA: MYC-induced nuclear antigen; NO66: Nucleolar protein 66; PHD: Plant homeodomain; SWIRM: Swi3p Rsc8p and Moira domain; TPR:
Tetratricopeptide domain; TUDOR: Tudor domain; UTX: Ubiquitously transcribed X chromosome tetratricopeptide repeat protein; UTY: Ubiquitously transcribed Y
chromosome tetratricopeptide repeat protein.
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Protein structure’

JMJN TUDOR

ARID C5HC2

106> E—C&—
Koo e—C6¢—
GCe@E—0 —6

Histone substrates

H3K9me2, H3K9me3

H3K36me2,
H3K36me3

H1.4K26me2,
H1.4K26me3

H3K9me2, H3K9me3

H3K36me2,
H3K36me3

H1.4K26me2,
H1.4K26me3

H3K9me2, H3K9me3

H3K36me2,
H3K36me3

H1.4K26me2,
H1.4K26me3

H3K9me2, H3K9me3

H3K36me2,
H3K36me3

H1.4K26me2,
H1.4K26me3

H3K4me2, H3K4me3

H3K4me2, H3K4me3

H3K4me2, H3K4me3

H3K4me2, H3K4me3

H3K4me2, H3K4me3

H3K36me2,
H3K36me3

Other
substrates

In addition, several mutations, located the most
often in the SET domain leading to increased trimeth-
ylation efficiency, have been associated with cancers
(Table 4) [93-98]. Recurrent mutations of EZH?2 have

been found in germinal center B-cell-like diffuse large
B-cell lymphoma, follicular lymphoma and melanoma
(99]. The mutated residues alter the substrate specificity
of EZH2 and facilitate the conversion from a dimeth-
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ylated to a trimethylated state, thus, resulting in sig-
nificantly elevated global H3K27me3 levels [93,98]. The
most frequently identified mutation appears on Y641
(mutations Y/F, Y/N, Y/H, Y/C) [98,100-101]. Another
mutation has been identified (A677G and A6G87V),
although these mutants are less prevalent [93,102].

Together this data suggests a causative role for ele-
vated catalytic activity of EZH2 in the development
of cancer. The functional consequence of increased
EZH?2 (either by overexpression or mutations) in can-
cer tissues includes the silencing of genes that promote
differentiation and restrain proliferation.

Nonetheless, a high expression of EZH2 and tri-
methylation of histone H3 at lysine 27 were some-
times associated with improvements in survival. Thus,
increased EZH2 expression is correlated with better
overall survival in diffuse large B-cell lymphoma and
lung cancer [103,104]. In the same way, a recent report
showed that EZH2 serves as a tumor suppressor in
myelodysplastic syndromes, which was evidenced by

EZH2 deletions, missense and frameshift mutations
(105]. Besides, enhanced trimethylation of H3K27me3
has been correlated with longer overall survival and
better prognosis in non-small-cell lung cancer, breast,
ovarian and pancreatic cancers [106,107].
Mechanistically, EZH2 is usually believed to func-
tion predominately as a transcriptional repressor that
silences an array of target genes, including more than
200 tumor suppressors [88.108]. EZH2 is identified as
a downstream mediator of the retinoblastoma protein
(pRB) pathway—E2F pathway, which controls multiple
key cell cycle regulators during cell proliferation in
normal and cancer cells [27]. Additionally, EZH2
represses pl6, p19 and p15 directly or indirectly, which
activates the cyclin D-CDK4/6 complex and promotes
progression through Gl phase and cell proliferation
(109,110]. Furthermore, enforced expression of EZH2
increases cancer cell proliferation, epithelial-mesen-
chymal transition, metastatic spreading and other
oncogenic properties, whereas its depletion inhibited

O e DEDCH-EDCD-CO- S -

SuUz12 WDB

VEFS 741 aa

ST Tio Lo Lo Lo o N

e EOEDEDEDEDEND -
AEBP2 295 aa

Suzi12 AEBP2 PRC2

RbAp48 EZH2

@& &

W H3

27 \

Cancers/tumors

- - Stem cells
Gene silencin | 2
"II Cell fate/differentiation

Immune system

Figure 4. PRC2 complex. (A) Domain organizations of each subunit in the human PRC2 complex. (B) The subunits
of human PRC2 complexes, their interactions and schematic function of PRC2 are shown.

Aa: Amino acid; CXC: Cysteine-rich domain; Domain ‘1": Binding region for PHF1 in human cells; Domain ‘Ta2":
Binding region for SUZ12; SANT: Domain that allows chromatin remodeling protein to interact with histones;
SET: Catalytic domain of EZH2; VEFS: VRN2-EMF2-FIS2-SUZ12 domain; WD: WD-40 domain; WDB: WD-40 binding

domain; Zn: Zn-finger region.
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Table 4. Association between EZH2 mutations and disease.

Mutated domain Mutation® Phenotype
CXC domain (503-605) H530N Acute myeloid leukemia
C547fs Acute myeloid leukemia
Q553X Acute myeloid leukemia
C571Y Myelofibrosis
c576W Myelodysplastic syndrome, myeloproliferative
neoplasms
P577L Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
R583X Chronic myelomonocytic leukemia
SET domain (612-727) V626M Werner syndrome
K639E Werner syndrome
Y646N, H, F, C Diffuse large B-cell lymphoma
1651F Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
V662fs Myelodysplastic syndrome
D644E Atypical chronic myeloid leukemia, myelodysplastic
syndrome, myeloproliferative neoplasms
D664V Werner syndrome
D664fs Acute megakaryoblastic leukemia
N673S Chronic myelomonocytic leukemia
L647V Myelodysplastic syndrome, Acute myeloid leukemia
N675K Refractory cytopenia with multilineage dysplasia
V679E Myelofibrosis
A682G Lymphoma
A682T Werner syndrome, neuroblastoma
A682V Acute myeloid leukemia
R684C Werner syndrome, myelofibrosis
R684H Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
K685fs Chronic myelomonocytic leukemia
R690H Refractory cytopenia with multilineage dysplasia,
chronic myelomonocytic leukemia
R690C Myelodysplastic syndrome
A692V Diffuse large B-cell ymphoma
N693T Acute myelomonocytic leukemia
N693Y Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia,
myelofibrosis
H694Y Werner syndrome
H694R Chronic myelomonocytic leukemia
S695L Werner syndrome, Early T-cell precursor acute
lymphoblastic leukemia
17271s Myelodysplastic/myeloproliferative neoplasm,
unclassifiable
*The sequence is numbered in accordance with EZH2 isoform A and the numbering for some mutations has been transposed from the
original references so that all mutations can be referred to relative to the same sequence.
FS: Frameshift; X: Nonsense.
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Table 4. Association between EZH2 mutations and disease (cont.).

Mutated domain Mutation' Phenotype
Other domain F728fs Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
Y731X Chronic myelomonocytic leukemia
Y733fs Myelodysplastic syndrome
Y733X Werner syndrome
Y741C Werner syndrome
V742ins Acute myeloid leukemia
V742D Early T-cell precursor acute lymphoblastic leukemia
17441s Acute myeloid leukemia
E745K Werner syndrome, lymphoma
E745fs Acute myeloid leukemia
The sequence is numbered in accordance with EZH2 isoform A and the numbering for some mutations has been transposed from the
original references so that all mutations can be referred to relative to the same sequence.
FS: Frameshift; X: Nonsense.

cell proliferation, migration and invasion and induced
cell apoptosis and senescence both in vitro and in vive
(87.111-112]. Besides, EZH2 could cause a rise in cell
migration and invasion in cancer cells by regulating
E-cadherin and MMP [113). Increasing evidence also
suggests that aberrant overexpression of EZH2 could
contribute to acquired chemotherapeutic resistance in
multiple cancers [114-116].

In addition to its role as a transcriptional repressor,
several studies have shown that EZH2 may also func-
tion in target gene activation [36,117-118]. Recently, Xu
et al. reported that EZH2 plays an important role in
castration-resistant prostate cancer and its oncogenic
function does not depend on silencing but rather on
transcriptional induction of its target genes [36]. Many
of these genes were downregulated upon EZH2 knock-
down, suggesting that the role of EZH?2 as an activator
was independent of the PRC2 complex. This function
is hypothesized to be induced by phosphorylation of
EZH2 3637].

Antagonistic relationship between PRC2

& SWI/SNF

Accumulating evidence has suggested that SWI/SNF
chromatin-remodeling complex opposes epigenetic
silencing by PcG proteins, and functions as a tumor
suppressor in some cancers. This SWI/SNF complex is
a multisubunit chromatin remodeling complex that uses
the energy of ATP hydrolysis to reposition nucleosomes,
thereby regulating access to the DNA and modulating
transcription and DNA replication/repair [119].

The activity of the SWI/SNF complex can be coun-
teracted by polycomb group (PcG) proteins [120,121].
This antagonistic relationship between SWI/SNF
components and PcG proteins was first uncovered

via genetic studies in Drosophila. In 1988, mutations
in core components of the SWI/SNF complex were
found to suppress defects in body segment identity
conferred by mutations in PcG proteins [122]. Later, in
the 1990s, it was discovered that the SWI/SNF com-
plex promotes Hox gene activation during embryo-
genesis, while PcG proteins maintain their repression
(123,124]. SWI/SNF is also capable of displacing PcG
proteins from the INK4a/AREF locus [125].
Furthermore, there seems to be a balanced function
between SWI/SNF and PcG. Accumulating evidence
raises the possibility that the antagonistic relation-
ship between these two complexes plays an impor-
tant role in preventing tumor formation in mammals.
Intriguingly, while PcG proteins are frequently over-
expressed in cancers, specific inactivating mutations
of the SWI/SNF complex have been identified in sev-
eral human cancers [126]. The most compelling case
has been that of SMARCBI (SNF5), which was dis-
covered to be homozygously inactivated in nearly all
rhabdoid tumors (a rare pediatric malignancy) [127].
Interestingly, SMARCBI-heterozygous mice develop
sarcomas that closely resemble human rhabdoid
tumors [128]. Tumorigenesis can be completely sup-
pressed by tissue-specific codeletion of EZH2, sug-
gesting an antagonistic interaction between PRC2

and SWI/SNF [129].

EZH2 inhibitors

As described above, most findings have established that
EZH2 functions as an important oncogenic biomarker
for cancer initiation and progression, thus leading to
the hypothesis that blocking EZH2 expression/activ-
ity and its downstream signaling cascade may represent
a promising strategy for novel anticancer treatment.
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That is why several groups have developed small-
molecule inhibitors of EZH2 [130]. Over the past few
years, several potent inhibitors of EZH2, with various
selectivities, have been discovered and demonstrated
promising preclinical results (Figure 5 & Table 5).

DZNep as an indirect inhibitor

The first EZH2 inhibitor that was described wasa cyclo-
pentanyl analog of 3-deazaadenosine, called 3-dea-
zaneplanocin A (DZNep). It is a cyclopentanyl analog
of 3-deazaadenosine that potently inhibits the activity
of S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (SAH), result-
ing in cellular accumulation of SAH, which in turn
represses the S-adenosyl-L-methionine-dependent his-
tone lysine methyltransferase activities (Figure 5) [143].
Initially studied for its antiviral proprieties, recent find-
ings indicate that DZNep is a chromatin-remodeling
compound that induces degradation of cellular PRC2
proteins, including EZH2 and concomitant removal of
H3K27me3 mark [79.132).

Disruption of EZH2 by DZNep leads to the reac-
tivation of the epigenetically silenced targets. This
induces apoptosis, inhibits cell invasion and enhances
chemotherapeutic sensitivity in tumoral cells, but not
in normal and untransformed cells at tumor-inhibiting
doses [79]. As DZNep has minimal toxicity 7 vivo 144],
it may be a promising drug candidate for anticancer
treatment. As a result, it has been widely examined as a
possible epigenetic therapeutic agent for the treatment
of various cancers, including lung cancer [145], gastric
cancer [146], myeloma [133], acute myeloid leukemia [132],
lymphoma [147] and also chondrosarcoma [91]. DZNep-
induced inhibition of EZH2 dramatically diminished
the number and self-renewal capacity of cancer cells
with tumor-initiating properties and significantly
decreased tumor xenograft growth and improved
survival [134,148).

DZNep selectively induced apoptosis in cancer cells
but not in normal cells by preferential reactivation of
genes repressed by PRC2, including the apoptosis effec-
tor FBOX32 (79). EZH2 depletion induced not only
cell cycle arrest and apoptosis, but also cell senescence.
EZH2 decrease triggered simultaneous remarkable gains
of two senescence-associated regulators pl6 and p2l.
These data suggest that DZNep exerts its anticancer
roles partially through inducing cell apoptosis and
senescence and inhibiting cell proliferation [149]. Interest-
ingly, DZNep also reduces tumoral cell migration and
invasion, in part through upregulating E-cadherin [150].

These findings suggested DZNep may be a promising
therapeutic agent for cancer treatment through multiple
mechanisms. Besides its antitumoral role, DZNep has
been reported to modulate allogeneic T-cell responses
and may represent a novel therapeutic approach for treat-

ment of graft versus host disease [151]. DZNep also pro-
motes erythroid differentiation of K562 cells, presum-
ably through a mechanism that is not directly related
to EZH?2 inhibition [152], suggesting that this inhibitor
may also be exploited for therapeutic applications for
hemartological diseases, including anemia.

S-adenosyl-i-methionine-competitive inhibitor
Because DZNep is not totally specific to EZH2, sig-
nificant efforts have been made over the past few years
to obtain compounds that are potent and highly selec-
tive for EZH2 (Table 6) [99.138,140-141,153]. To identify
inhibitors of EZH2 methyltransferase activity, high-
throughput biochemical screening experiments have
been performed. Although the structure of the EZH2
active site has not yet been determined, the conserved
SET domain architecture predicts two essential bind-
ing pockets: one for the S-adenosyl-L-methionine
(SAM) methyl donor and another for the Lys27 sub-
strate. Because more than 50 SET domain proteins
have been identified in humans thus far, the selectivity
of the inhibitors is crucial for minimizing off-target
effects [154]. From the end of 2012, several SAM-com-
petitive inhibitors were announced with promising
preclinical results (Figure 5 & Table 6) [153].

The compound EPZ005687 has a K. value of 24
nmol/l and is over 500-fold more selective for EZH2
versus 15 other protein methyltransferases (PMTs)
and 50-fold more selective for EZH2 versus the closely
related enzyme EZH1 [138]. Interestingly, EPZ005687
can also inhibit H3K27 methylation induced by the
EZH2 mutants Y646 and A682 and it has been shown
to selectively kill lymphoma cells that are hetero-
zygous for one of these EZH2 mutations, with mini-
mal effect on the proliferation of wild-type cells [138].
Another EZH2 inhibitor developed by Epizyme Inc.
(Cambridge, USA) is EPZ-6438 (also called E7438).
It shares similar 77 vitro properties (i.e., mechanism of
action, specificity and cellular activity) to EPZ005687,
but it demonstrates significantly improved pharmaco-
kinetic properties, including good oral bioavailability
in animals. Interestingly, oral dosing of EPZ-6438
leads to potent 7z vivo target inhibition and antitumor
activity in a SMARCBI-deleted malignant rhabdoid
tumor xenograft model (21). The ability of EPZ-6438
to reduce global H3K27Me3 levels was further dem-
onstrated in several other human lymphoma cell lines,
including lines expressing either wild-type or mutant
EZH2. This compound is currently under study in
a Phase I/II trial as a single agent in subjects with
advanced solid tumors or with B-cell lymphomas.
The primary goal of the Phase I trial is to establish
the safety and define the maximal tolerated dose of

the drug.
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Ell, another inhibitor of EZH2, was developed by
Novartis (Basel, Switzerland) [140] and shows very good
selectivity with alow K. value (approximately 13 nmol/l).
Loss of the H3K27 methylation function and activation
of PRC2 target genes have been observed in Ell-treated
cells. EI1 is equally active against both wild-type and the
Y646 mutant form of EZH2, and the inhibition of the
EZH?2 Y646 mutant in B-cell lymphomas decreases the
H3K27 methylation level genome-wide and activates
PRC2 target genes, leading to decreased proliferation,
cell cycle arrest and apoptosis [140].

Another EZH2 inhibitor is GSK126 (developed by
GlaxoSmithKline), which has a K. of 0.5-3 nmol/I [99].
The selectivity of GSK126 for EZH2 is more than 1000-
fold higher than its selectivity for 20 other human meth-
yltransferases containing SET or non-SET domains,
and it is over 150-fold more selective for EZH2 than
for EZHI1. McCabe ez al. showed that the compound
GSK126 decreased global methylation at H3K27 and
reactivated silenced PRC2 target genes in EZH2-mutant
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) cell lines [99].

Furthermore, this compound effectively inhibited the
proliferation of the EZH2-mutant DLBCL cells and
suppressed tumor growth in a mouse xenograft model.

UNC1999, an analog of GSK126, is the first orally
bioavailable inhibitor that has high in vitro potency
against wild-type and mutant EZH2 over a broad
range of epigenetic and non-epigenetic targets. As with
GSK126, UNCI1999 potently reduced H3K27me3
levels in cells (IC,; <50 nmol/l) and selectively killed
DLBCL cell lines harboring the Y646N mutation [141].
However, UNC1999 shows less selectivity for EZH1
than the inhibitors mentioned above.

Stabilized a-helix of EZH2

Most recently, Kim ez al. developed a peptide called sta-
bilized a-helix of EZH2 (SAH-EZH2), which inhibits
EZH2 inhibition by a different mechanism from pre-
vious inhibitors [142]. SAH-EZH?2 selectively disrupts
the contact between EZH2 and EED, another sub-
unit in the PRC2 complex, whereas the other EZH2
inhibitors target the HMT catalytic domain (Figure 5).

SAH-EZH2
peptides
Suz12 AEBP2
—
RbAp48 EZH2 PRC2
EED
(0] _
¢
HEN—}H— —OH NH,
H, N O
3 «;@ %
+ —
H.C”
H
H H S-adenosylhomocysteine ;
OH OH Y Y DZNep Homocysteine HEaEsine
(SAH, AdoHcy) NH
2
S-adenosylmethionine @ N \
(SAM, AdoMet) H,N-CH-C—OH NH, al N
CH, \N ' , Ho P
SAM-competitive éHz 4 | '\% o
inhibitors
SAH hydrolase NH,
OH
& OH
H
OH OH
CH3 CH3 CH3
Histone
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPH —
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Figure 5. Modes of inhibition of PRC2. Three types of inhibitors are indicated: DZNep as an S-adenosyl-.-homocysteine hydrolase
inhibitor, S-adenosyl-.-methionine competitive inhibitors, and S-adenosyl-.-homocysteine-EZH2 peptides as disrupters of the contact
between EZH2 and EED.
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Table 5. Chemical structures and biochemical data for small-molecule inhibitors of EZH2.

Structure
NH,
TS
Z N
HO
HO OH

Compound Mechanism and

DZNep

GSK126

GSK343

EPZ005687

EPZ-6438

potency

SAH hydrolase inhibitor

SAM-competitive
inhibitor of PRC2,
K;=0.5-3nM

SAM-competitive
inhibitor of PRC2,
K;=0.5-3nM

SAM-competitive
inhibitor of PRC2,
K,=24nM

SAM-competitive
inhibitor of PRC2,
K,=0.5-3nM
IC,, =11 nM

HMT: Histone methyl transferase; SAH: S-adenosyl-i-homocysteine; SAM: S-adenosyl---methionine.

Selectivity toward
EZH2

Non-selective

>1000-fold over 20
other HMTs; over
EZH1

IC,, =4 nM and

is over 1000-fold
selective for other
HMTs except EZH1
(60-fold selectivity)

>500-fold over
15 other HMTs;
approximately 50-
fold over EZH1

35-fold selectivity
versus EZH1;
>4500-fold

selectivity relative to

14 other HMTs

Highest
clinical
status

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Preclinical

Phase I/1l

Ref.

(79,131-
134]

[99,135]

[136,137]

[138]

[139]
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Table 5. Chemical structures and biochemical data for small-molecule inhibitors of EZH2 (cont.).

Structure Compound Mechanism and Selectivity toward Highest Ref.
potency EZH2 clinical
status
o H El1 SAM-competitive Preclinical [140]
" | inhibitor of PRC2
Os N X IC,,=15nM; K, =13 nM
SO0
Et
Et
B UNC1999 SAM-competitive Over 1000-fold Preclinical [141]
NH inhibitor of PRC2 selective for other
IC,,=2-15nM; K, =13 HMTs except EZH1
Oy NH O nM (22-fold selectivity)
Ly
/
® ”é
®
(0]
Peptide: Stabilized Hydrocarbon-stapled Not selective for Preclinical [142]
FSSNRXKILXRTQILNQEWKQRRIQPV a-helix peptide that mimics the EZH1
of EZH2 a-helical EED-binding
peptide domain of EZH2,
(SAH-EZH2) disrupting the EZH2-
EED complex
HMT: Histone methyl transferase; SAH: S-adenosyl-i-homocysteine; SAM: S-adenosyl-i--methionine.

As in the case of GSK126, SAH-EZH?2 decreases the
H3K27 trimethylation level, resulting in growth arrest
of PRC2-dependent MLL-AF9 leukemia cells (Table 6).

Future perspective

Due to frequent activation of EZH2 in cancers, these
new targeted therapies hold exciting promise in the
clinic. Indeed, as discussed above, several reports
have shown that genetic silencing and pharmacologic
inhibition of EZH2-induced cell apoptosis, inhibited
cell invasion and tumor angiogenesis, ultimately sup-
pressed cancer growth and progression [155.156]. More
importantly, given the advantages of specific chemi-
cal compounds, including convenience to use and the
reversible nature of epigenetic modifications, behind
carcinogenesis, administration of small molecules tar-
geting EZH?2 seems to be a plausible and appealing as
a novel anti-cancer strategy [(157]. However, the down-
regulation of EZH?2 causes the hepatocytes to become
more susceptible to lipid accumulation and inflamma-
tion. Significantly, from a translational point of view,
because EZH2 inhibitors are potential and promising

drugs useful in the treatment of various types of cancer,
the patients who will be eventually treated with them
should be monitored for the induction of non-alcoholic
fatty liver disease as a potential side effect [153].

Supplementary data

To view the supplementary data that accompany this paper
please visit the journal website at www.future-science.com/
doi/full/10.4155/FMC.14.123.
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Executive summary

Histone modifications & histone code

e Post-translational modifications of histone play a major role in transcriptional control and normal
development and are tightly regulated (histone code).

Role of the lysine methyltransferase EZH2

e H3K27 methylation is a major epigenetic mark, related to gene silencing, and its control by histone
methyltransferases (EZH2) and histone demethylases (JMJD3 and UTX) and is a major regulator of cell
physiology (reprogramming, cell differentiation, immune system, cancers, etc.).

e EZH2 is overexpressed or mutated in numerous types of cancers.

EZH2 inhibitors

e EZH2 inhibitors are promising anticancer drugs.
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CHONDROSARCOME : MECANISMES DE RESISTANCE AUX TRAITEMENTS
CONVENTIONNELS ET THERAPIES INNOVANTES

Les chondrosarcomes sont des tumeurs malignes osseuses, considérés comme radio- et chimio-
résistants, du fait de leur environnement hypoxique. Dans ce contexte, cette étude vise a mieux
comprendre le réle de I’hypoxie dans la résistance de ces tumeurs a la chimiothérapie (cisplatine) et a la
radiothérapie (rayons X) et a identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de sensibiliser
les chondrosarcomes aux traitements, par un ciblage épigénétique de la méthylation de la lysine 27 de
I’histone H3 (H3K27).

Dans un premier temps, nous avons montré que, contrairement a ce qui est communément admis,
I’hypoxie n’a pas d’effet sur la sensibilité au cisplatine ou aux rayons X dans certains chondrosarcomes
alors qu’il augmente la résistance au cisplatine et la sensibilité aux rayons X uniquement dans une lignée
de chondrosarcome. Dans un second temps, nous avons montré que le 3-deazaneplanocine A (DZNep)
induit I’apoptose dans ces tumeurs, par un mécanisme indépendant de la méthylation de H3K27 et de sa
méthylase EZH2 et semblerait agir par la voie Rhop/EGFR. Cependant, il provoque des effets
secondaires sur la fertilité masculine. Par ailleurs, son association avec le cisplatine potentialise ses
effets toxiques sur les chondrosarcomes. Le GSK-J4, quant a lui ralentit la croissance cellulaire des
chondrosarcomes et son association avec le cisplatine augmente cet effet.

Cette étude souligne que les chondrosarcomes possedent des mécanismes de régulation cellulaires
différents, d’ou I'importance de mener des études sur plusieurs lignées cellulaires afin de mieux prédire
la réponse aux traitements. De plus, ces travaux démontrent les propriétés anti-tumorales du DZNep et
du GSK-J4 dans le traitement de ces tumeurs.

Mots clés : Chondrosarcome, Chimiothérapie, Radiothérapie, Hypoxie, Résistance, Epigénétique,
Histone déméthylase, Histone méthyltransférase

CHONDROSARCOMA: RESISTANCE MECHANISMS TO CONVENTIONAL
TREATMENTS AND INNOVATIVE THERAPIES

Chondrosarcomas are bone malignant tumors, considered as radio- and chemo-resistant, due to their
hypoxic environment. In this context, this study aimed to better understand the role of hypoxia in the
resistance of these tumors to chemotherapy (cisplatin) and radiotherapy (X-rays) and to identify new
therapeutic strategies to re-sensitize chondrosarcomas by epigenetic targeting of H3K27 methylation.

First, we showed that, contrary to what is commonly accepted, hypoxia has differential effect on
cisplatin or X-ray sensitivity in chondrosarcomas, while it increases cisplatin resistance and X-ray
sensitivity only in one cell line. Secondly, 3-deazaneplanocin A (DZNep) induces apoptosis in these
tumors by a mechanism independent of H3K27 methylation and its methylase EZH2 and seems to act
through the Rhof} / EGFR pathway. However, it causes side effects on male fertility. In addition, its
association with cisplatin potentiates its toxic effects on chondrosarcomas. The GSK-J4, on the other
hand, decreases cell growth and its association with cisplatin increases this effect.

This study highlights that chondrosarcomas use different cellular regulation mechanisms, showing the
importance of conducting studies on several cell lines in order to better predict the response to
treatments. In addition, these studies demonstrate the anti-tumoral properties of DZNep and GSK-J4 in
the treatment of these tumors.

Keywords: Chondrosarcoma, Chemotherapy, Radiotherapy, Hypoxia, Resistance, Epigenetics, Histone
demethylase, Histone methyltransferase



