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Préface 
  

 

« Et sinon, tu travailles sur quoi? » 

« La méthylation dans les cancers, le cancer du sein plus particulièrement, et… » 

« …La méthylation de l’ADN ? » 

« Non. » 

« La méthylation des histones alors ? » 

« Non, toujours pas. »  

« Ah, bah non je ne vois pas. » 

 

La méthylation des lysines des protéines non-histones… Bien que je n’aie jamais apprécié 

cette nomenclature, visant à opposer protéines histones et non-histones, je me consolais 

souvent en me rappelant de la raison de cette triste fracture, au moins elle était didactique. 

D’un côté les histones, de l’autre… le reste.  

 

Tout au long de ma thèse, j’ai pu apprécier à quel point la signalisation des lysines 

représentait en réalité un continuum. Aussi bien dans ses mécanismes que dans ses 

fonctionnalités, cette signalisation obéissait à des principes conservées à l’ensemble du 

protéome. Historiquement énoncés dans le cadre des histones, ces principes ont permis de 

comprendre comment les incroyables propriétés plastiques de la chromatine étaient 

régulées à l’échelle moléculaire. L’idée de s’abstraire de la chromatine et d’étudier ces 

mécanismes fut ainsi pour moi la source d’une grande inspiration. Lorsque mon directeur de 

thèse, Nicolas Reynoird, me proposa ce stage de Master, sur la méthylation des lysines de 

protéines non-histones ; j’eu ces yeux. Ronds. Puis, je m’y suis intéressé. Des premières 

« taches » sur les films d’autoradiographie dans l’étroit local du bâtiment Jean Roget, à 

l’analyse globale des « méthylomes » par spectrométrie de masse, en passant par l’analyse 

structurale de ces protéines qui « lisent » la méthylation, l’aventure commençait.  
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I. La régulation par méthylation des 

lysines dans les cancers 
 

 

Juillet 1959. Une tache sur un papier chromatographique après une isolation de la flagelline, 

une protéine de Salmonella. Une tache inattendue, déviant sensiblement de ce que l’on 

attendrait des lysines de cette protéine (Figure 1). Une tache interprétée par Ambler et Rees 

comme étant un nouvel acide aminé, l’epsilon-N-methyl-lysine (Ambler and Rees 1959). 

Cette tache signait alors la naissance d’une nouvelle modification post-traductionnelle des 

protéines : la méthylation des lysines. 

Malgré la découverte précoce de cette marque, l’intérêt pour la méthylation des lysines est 

en réalité relativement récent. Débutant dans les années 2000, avec l’avènement de 

l’épigénétique et de l’implication de la méthylation dans la régulation de la chromatine et du 

« code histone » (Jenuwein and Allis 2001) ; les techniques de protéomiques à grande 

échelle permettent désormais d’apprécier l’incroyable diversité des protéines modifiées par 

méthylation (Lanouette et al. 2014). Le rythme effréné de cette identification de masse a 

d’ailleurs largement outrepassé celui de la caractérisation fonctionnelle de ces modifications. 

Exemple éloquent, ce n’est que 71 ans plus tard que le rôle de la méthylation de la flagelline 

identifiée par Ambler and Rees est découvert. La méthylation massive de la flagelline au 

niveau de 16 différentes lysines de l’extrémité C-terminale permet à la bactérie d’adhérer et 

d’envahir son hôte épithélial bien plus facilement (Horstmann et al. 2020).  

Dans ce chapitre, nous allons voir comment la méthylation des lysines est structurée, quels 

sont les acteurs orchestrant sa dynamique, quels sont les méthodes actuelles permettant de 

l’étudier et enfin comment elle a changé le paysage thérapeutique de certaines pathologies, 

tels que les cancers.  
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Figure 1. Identification originelle de la méthylation des lysines 
(NML, eg. N-Méthyl-Lysine). Résultat original issu des travaux de 
Ambler et Rees (Nature, 1959). Il s’agit d’une chromatographie sur 
papier, ou les les auteurs ont fait migrer un hydrolysat de flagelline 
issue de Salmonella. La « tache », inscrite NML (indiquée par la 
flèche), correspond à une migration inattendue de la lysine, et 
assimilée à une lysine méthylée.  
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1. La signalisation par méthylation des lysines 

 

1.1. Les acteurs de la signalisation 

 

1.1.1. La lysine dans tous ses états : mono-, di- et tri-méthylation 
 

Les lysines sont des acides aminées polaires, chargés positivement à pH physiologique. La 

réactivité de leur amine-ε, couplée au fait qu’elles soient généralement positionnées dans 

des régions exposées des protéines, font des lysines des espèces hautement susceptibles 

aux diverses modifications post-traductionnelles (PTMs). Parmi les modifications identifiées 

sur les lysines, on retrouve la méthylation, l’acétylation, différents stades d’acylation ou 

encore l’adjonction de chaines polypeptidiques variables telles que l’ubiquitinylation ou la 

SUMOylation. Mais ce qui fait de la méthylation une modification particulière, c’est que d’une 

part l’addition des groupes méthyl ne changent pas la charge positive portée par l’amine-ε, 

et d’autre part, la petite taille de la modification ne génère qu’une contrainte stérique 

minimale (Luo 2018).  

 

Figure 2. Valence et caractéristiques biochimiques des lysines méthylées. Dans ce schéma, la 
lysine est représentée dans ses différents états de méthylation, de la mono-méthylation (Kme1) à la 
tri-méthylation (Kme3). Le caractère hydrophobe de l’amine primaire augmente avec le degré de 
méthylation, tandis que son caractère polaire, à l’inverse diminue.  
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Un point central de cette signalisation est que l’amine-ε de la lysine peut être méthylée 

jusqu’à trois fois, on parle alors respectivement de mono-, di- et tri-méthylation. Cette 

augmentation de valence va avoir une répercussion sur la réactivité de la lysine, et 

notamment, comme nous le verrons par la suite, sur la façon dont la lysine peut s’engager 

dans une interaction (Andrews, Strahl, and Kutateladze 2016). Par exemple, tandis que la 

lysine native peut engager jusqu’à 3 liaisons hydrogène, les lysines méthylées ne pourront 

en engager que deux, une, voire aucune, en cas de tri-méthylation. De plus la valence de la 

méthylation augmente de façon graduelle l’hydrophobicité de la lysine, tandis qu’elle diminue 

la capacité de la lysine à engager son cation dans une interaction électrostatique (Luo 2018) 

(Figure 2). Ceci-étant dit, la méthylation des lysines ne se déroule pas spontanément dans 

des conditions physiologiques… 

 

1.1.2. Les Lysine Méthyltransférases, les « writers » 
 

Si l’alkylation des amines-ε des lysines se déroule théoriquement spontanément à pH 

basique, le pH physiologique rend en revanche quasiment impossible une telle réaction. 

Ainsi, afin de contourner les contraintes liées à la déprotonation, puis la substitution du 

proton par le groupe méthyl, la méthylation des lysines à l’état physiologique implique la 

présence de catalyseurs protéiques que l’on appelle les lysines méthyltransférases (KMTs).  

Les KMTs sont des enzymes de la classe des transférases, catalysant le transfert d’un 

groupe méthyl d’un co-facteur donneur, le SAM (S-adenosyl-L-Methionine), vers la lysine 

cible d’une protéine, également appelé substrat. Pour cela, la poche catalytique de la KMT 

contient une cavité hydrophobe constituée d’acides aminés aromatiques chargés de lier la 

chaine latérale de la lysine du substrat. Une tyrosine, cruciale, va quant à elle recruter le 

SAM et le maintenir à proximité de l’amine-ε dans la configuration linéaire requise à la 

réaction de substitution nucléophile de méthylation (Temimi et al. 2017). 

Bien que l’existence de lysines méthyltransférases était déjà pressentie dans des extraits 

nucléaires ou ribosomaux (Comb, Sarkar, and Pinzino 1966), ce n’est qu’au tournant du 

millénaire que la première KMT est mise en évidence. Une première étude, qui passe sous 

les radars de la communauté scientifique, identifie la protéine méthyltransférase Rubisco 

comme la première KMT (P. Wang, Royer, and Houtz 1995). Puis, les laboratoires de T. 

Jenuwein et C. D. Allis découvrent les propriétés catalytiques du domaine SET (Suppressor 

of variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax) de la protéine SUV39H1, et son importance 

fonctionnelle dans la perte du mosaïsme par effet de position (« position effect 

variegation »), via la méthylation de H3K9 (Rea et al. 2000). Deux ans plus tard, une 
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protéine sans domaine SET, la protéine DOT1L est identifié comme KMT pouvant catalyser 

la méthylation de H3K79 (Feng et al. 2002; van Leeuwen, Gafken, and Gottschling 2002). Le 

domaine catalytique impliqué dans cette réaction sera plus tard assimilé à un domaine à 7 

feuillets-β (7βS) (Min et al. 2003). Ainsi, dans le protéome, deux domaines ont été 

spécifiquement annotés avec une activité lysine méthyltransférase : le domaine SET et le 

domaine 7βS.  

 

 

Figure 3. Représentation dendritique des différentes KMTs à domaine SET validées à ce jour. 

Dans ce schéma, nous pouvons retrouver le nom des différentes KMTs, avec, en filigrane, certains de 

leur substrats, histones et non-histones. Les KMTs représentées en gras sont celles possédant des 

substrats non-histones. On notera la grande diversité de ces substrats notamment pour les KMTS 

SMYD2, EHMT1/2 et SETD7 
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Aujourd’hui, près de 55 protéines à domaine SET ont été identifiées. Parmi elles, plus de 

60% ont démontré une activité méthyltransférase, l’activité des protéines restantes restant 

encore à vérifier (Husmann and Gozani 2019). Vérification absolument essentielle, comme 

l’illustre le récent exemple de la KMT SETD3, qui catalyse la méthylation de l’actine sur 

l’histidine H73, plutôt que sur une lysine (Wilkinson et al. 2019). D’autres, comme la KMT 

SETD5 possèdent un domaine SET inactif du fait de l’absence d’acides aminés cruciaux 

pour catalyser la réaction de méthylation. Une représentation de ces KMTs à SET domaine 

dont l’activité lysine méthyltransférase a été validée à de multiples reprises est disponible en 

(Figure 3).  

Plus conséquent encore, on dénombre environs 150 protéines à domaine 7βS (Husmann 

and Gozani 2019). En revanche, seulement une quinzaine de ces protéines ont pu 

formellement être identifiées comme KMTs. En effet, ces protéines peuvent méthyler bien 

d’autres substrats que les lysines, tels que d’autres chaines latérales d’acides aminés 

(comme l’arginine ou la glutamine), et même l’ADN, l’ARN et certains métabolites (Clarke 

2013). Par exemple, METTL13 est responsable de la di-méthylation sur la lysine K59 de 

EEF11, tandis que les protéines METTL3 et METTL14 sont capables de former un complexe 

et catalyser la méthylation de l’adénosine N6 sur l’ARN (Jianzhao Liu et al. 2014; S. Liu et 

al. 2019). Enfin, il semblerait que la différence majeure entre ces KMTs « à SET » et ces 

KMTs « à 7βS » soit liée à des modalités catalytiques : tandis que les domaines SET 

méthylent ponctuellement et finement leurs substrats, souvent multiples, les domaines 7βS 

seraient responsable de méthylation massive d’un nombre restreint de substrat 

(communication personnelle). Un champ de réflexion s’ouvre donc sur cette dichotomie 

entre KMTs à domaine SET et 7βS, et son implication fonctionnelle. 

 

1.1.3. Les Lysine Déméthylases : les « erasers » 
 

A l’instar de la phosphorylation et pendant longtemps contestée, la méthylation des lysines 

est une modification réversible. Ce sont les travaux du Dr Shi qui apportent la première 

preuve d’une enzyme capable d’oxyder l’amine-ε primaire d’une lysine afin d’assurer 

l’éviction du groupement méthyl, une lysine déméthylase (KDM). Il démontre ainsi que LSD1 

(Lys-specific demethylase 1) est capable de catalyser la déméthylation de la H3K4 (Y. Shi et 

al. 2004). Peu de temps après, l’équipe de Zhang complète le panel de déméthylases en 

caractérisant une famille de KDMs à domaines JmjC (Jumonji C-terminal), capables 

d’oxyder le groupe méthyl lui-même, une hydroxylation, afin d’assurer la déméthylation 

(Tsukada et al. 2006).  
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Figure 4. Représentation dendritique des différentes KDMs. Dans ce schéma, nous pouvons 
retrouver le nom des différentes KDMs, avec, en filigrane, certains de leur substrats, histones et non-
histones. 

 

On notera une dissymétrie fondamentale entre ces 2 modes de déméthylation, tandis que 

seulement deux KDMs sont capables d’oxydation d’amine (LSD1 et LSD2), il existe près de 

20 hydroxylases avec un domaine JmjC. Cette spécificité de mécanisme catalytique a 

d’ailleurs une importance fonctionnelle directe. Les LSD1/2 ne peuvent catalyser que la 

déméthylation des Kme1/2 (en cas de tri-méthylation, il leur est impossible d’oxyder l’amine-

ε), tandis que les KDMs à JmjC peuvent déméthyler tous les stades de méthylation (Luo 

2018). Les différentes lysines-déméthylases sont représentées en (Figure 4). 
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1.1.4. Les protéines lectrices de la méthylation : les « readers » 
 

Peu de temps après la découverte du rôle de SUV39H1 dans la méthylation de H3K9, 

l’équipe de Jenuwein met en évidence un nouveau mécanisme de régulation : certaines 

protéines peuvent se lier spécifiquement aux lysines méthylés. Ainsi, ils démontrent que la 

protéine HP1 peut se lier à H3K9 méthylé via un chromodomaine (Lachner et al. 2001). 

C’est l’émergence des lecteurs de la méthylation, également appelés « readers ».  

Comme nous l’avons déjà évoqué, si la méthylation elle-même ne modifie pas la charge 

nette positive portée par la lysine, elle peut en revanche modifier la capacité de la lysine à 

s’engager dans une interaction cation-π ou dans des liaisons hydrogènes (Taverna et al. 

2007). Avec l’accumulation des structures disponibles entre ces domaines et des peptides 

portant une lysine méthylés, il est possible de dresser certaines caractéristiques générales 

dans les mécanismes de reconnaissance. Par exemple, il est fréquemment observé que la 

reconnaissance de la lysine méthylée, surtout en cas de tri-méthylation, se fasse via une 

poche hydrophobe contenant des résidus aromatiques comme la phénylalanine ou le 

tryptophane, extrêmement favorables aux interactions cation-π. Cette poche porte le nom 

évocateur de cage aromatique (Kamps et al. 2015). Par ailleurs, on observe souvent un 

résidu acide, comme un acide aspartique ou glutamique, afin d’engager une liaison 

hydrogène dans les cas mono- et di-méthylation (H. Li et al. 2007). Ainsi, les travaux du 

laboratoire de Patel ont pu décrire deux grands mécanismes de lecture des lysines 

méthylées : le mode cavité-insertion (« cavity-insertion »), comme par exemple pour le 

lecteur L3MBTL1, et le mode de sillon superficiel (« surface groove »), utilisé par le 

chromodomaine du lecteur HP1 (Taverna et al. 2007). 

Durant les deux dernières décennies une dizaine de domaines lecteurs différents ont ainsi 

été mis en évidence, en fonction de leur capacité à distinguer les différences subtiles entre 

les lysines natives et les différents états de méthylation (Luo 2018). Parmi ces différents 

domaines lecteurs ont retrouve notamment les répétitions Ankyrine, WD-40, les domaines 

BAH, les doigts PHDs et les différents domaines de la superfamille « Royal » (domaines 

MBTs, Tudor, PWWP, et chromodomaines). On notera également le haut niveau 

d’interconnexion entre ces différents acteurs de la signalisation par méthylation des lysines, 

à l’image de nombreuses KMTs et KDMs également porteurs d’un ou plusieurs de ces 

domaines lecteurs (Dilworth and Barsyte-Lovejoy 2019) (Figure 5).  
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Figure 5. Représentation des différentes protéines à domaine lecteur de la méthylation des 
lysines. Cette image est issue de l’excellente revue du laboratoire du Dr. Defossez (Cornett et al. 
2019a). Outre leur grande diversité, on notera le cercle le plus interne, constitué de cases rouges, 
indiquant la quasi-exclusivité nucléaire de ces lecteurs. 

 

1.2. Du « code histone » au méthylome, une épopée technique 

 

1.2.1. Le « code histone » 
 

Quelques années après la découverte de la methylation de la flagelline par Ambler et Rees, 

ce sont les travaux de Kenneth Murray, en 1963, qui apportent une nouvelle dimension à la 

méthylation des lysine : les histones sont méthylés (Murray 1964). Etant donné que les 

lysines méthylées ne peuvent s’accommoder à un ARN de transfert, et donc directement 

ajoutées lors de la traduction, il est rapidement conclu que la méthylation des histones est 

nécessairement une étape post-traductionnelle (S. Kim and Paik 1965). Enfin, tombe une 

spéculation tout à fait singulière, presciente, quant au rôle de la méthylation : la méthylation 

pourrait réguler la transcription des gènes (Allfrey, Faulkner, and Mirsky 1964).  

Bien que le concept fût déjà évoqué, il faudra plus de 30 ans avant que les techniques 

d’observations permettent de démontrer l’importance de la méthylation des histones dans la 

régulation de la transcription. Ainsi est énoncé pour la première fois le « code histone », où 

les PTMs comme la méthylation peuvent être interprétés en tant que langage dictant les 
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phénomènes de transcription et de restructuration de la chromatine (Strahl and Allis 2000; 

Jenuwein and Allis 2001). En partant des simples « writers », les lysine méthyltransférases, 

responsables de l’apposition de ces marques, le code s’est progressivement enrichi. Des 

protéines « readers », lectrices, ont ensuite été découvertes, capables d’interpréter ces 

marques en s’y liant directement et en déclenchant différents systèmes de régulation 

épigénétiques, dits en -trans- (à l’opposé du -cis- où les mécanismes de régulation sont 

directement imputables à l’effet de charge). Ce sont ensuite les « erasers », les lysine 

déméthylases, qui sont découvertes et caractérisées : des protéines assurant l’éviction des 

marques, et ainsi orchestrant la dynamique de ce code. Aujourd’hui ce code s’est 

complexifié en un véritable langage typographié, à ces trois acteurs s’ajoute alors l’encre, 

c’est-à-dire les différents métabolites gravitant autour des réactions de méthylation et de 

déméthylation, ou encore la reliure, concernant les différentes conformations topologiques 

de la chromatine ou les phénomènes de séparation de phase liquide-liquide (Strahl and Allis 

2000; Zhao, Allis, and Wang 2021) (Figure 6).  

Figure 6. Methylation des histones et son impact transcriptionnel. Ce schéma permet notamment 
d’illustrer la diversité fonctionnelle de la méthylation des histones. Celle si se décline à travers de 
valences et des lysines différentes, afin de promouvoir ou réprimer l’expression des gènes. Par 
exemple, la marque H3K9me3, catalysée par les KMTs G9A et SETDB1, va permettre de recruter la 
protéine HP1, afin de générer des zones d’hétérochromatine compacte. A l’inverse les différents 
stades de méthylation de H3K4, situé au niveau de promoteur et d’« enhancer » de gène, vont activer 
cette transcription.   
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Les différentes marques de méthylation d’histones ont été progressivement liées à différents 

processus, tels que la réplication ou encore la transcription des gènes. En particulier, ces 

marques ont été associées à différents états de la chromatine, permissif ou répressif en 

fonction de l’activité transcriptionnelle des gènes. Le consensus s’est ainsi construit autour 

des méthylations de H3K4 ou H3K36 qui sont typiquement activatrices de la transcription, 

tandis que les méthylations de H3K9 et H3K27 vont réprimer l’expression des gènes (Barski 

et al. 2007). Cependant, cette vision, très didactique, souffre d’un nombre incroyable de 

limitations et de contre-exemples. Par exemple, il est notable que tandis que H3K4me3 vient 

décorer presque universellement les promoteurs des gènes transcrits, la mutation de H3K4 

ou l’invalidation de la KMT responsable SETD1 n’a presque aucun impact transcriptionnel 

chez les cellules totipotentes (H. Jiang et al. 2011).   

Tout d’abord, ce « code » s’illustre par sa nature combinatoire. Par exemple, de nombreuses 

protéines lectrices ne reconnaissent qu’une combinaison de modifications, qui parfois 

s’additionnent, se synergisent ou s’antagonisent.  Par exemple, le chromodomaine lecteur 

de CMT3 ne peut lire que la double modification H3K9me3K27me3, mais pas K9me3 ou 

K27me3 seules (Lindroth et al. 2004). Similairement, le domaine lecteur PHD du remodeleur 

de la chromatine BPTF présente une affinité graduelle pour H3K4me3 lorsque celui-ci est 

combiné avec différents états d’acétylation de H4K16ac (acétylé), indiquant un effet à 

l’échelle du nucléosome (Ruthenburg et al. 2011). A l’inverse certaines modifications vont 

venir antagoniser certaines lectures, comme c’est le cas de la célèbre phosphorylation de 

H3S10 qui va bloquer l’interaction adjacente de H3K9me3 avec le chromodomaine de HP1 

(Fischle et al. 2005).  

Un des mécanismes physiologiques les plus notables en terme de nature combinatoire, est 

celui de la chromatine « poised », de nature bivalente. Pendant le développement, les 

cellules s’engagent dans des lignages spécifiques. Pour cela les cellules doivent éteindre les 

gènes impliqués dans la pluripotence et ceux impliqués dans une destinée cellulaire 

différente. L’extinction de ces gènes se fait par exemple par tri-méthylation de H3K9me3, 

générant des régions d’hétérochromatines constitutives, ou H3K27me3, régulant cette 

répression de façon plus dynamique (J. Zhu et al. 2013). A l’inverse, la méthylation de H3K4 

et ses différents niveaux de valence, allant de la mono- à la tri-méthylation, vont modifier 

l’accessibilité des promoteurs et des régions dites « enhancers » pour activer la transcription 

des gènes de la pluripotence et des différents lignages. (Local et al. 2018). Cependant, la 

présence d’une marque ne coïncide pas de façon systématique avec l’expression du gène 

associé. En réalité, au cours du développement, de nombreux promoteurs de gènes portent 

à la fois la méthylation activatrice H3K4me3 et la méthylation répressive H3K9me3. Cette 

ambivalence est à la base du concept de chromatine « poised », prédéterminée. C’est la 
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perte de l’une ou l’autre de ces marques qui va résulter en l’activation ou la répression du 

gène, et spécifier le destin cellulaire (Bernstein et al. 2006). 

 

1.2.2. Vers un méthylome des lysines 
 

L’émergence de la protéomique, basée sur des techniques d’identification par spectrométrie 

de masse a permis de révolutionner le domaine des modifications post-traductionnelles, et 

de la méthylation en particulier (Cornett et al. 2019a). Depuis 2004, avec la première 

signalisation « non-histone » impliquant la KMT SETD7 et le facteur de transcription p53, il 

est désormais clair que des milliers de protéines non-histones, sont également décorées de 

ce groupe méthyl (Chuikov et al. 2004; Lanouette et al. 2014). Une rapide recherche sur les 

différentes bases de données disponibles, comme PhosphoSitePlus, permet en effet de 

constater que plus de 9 000 événements de méthylation, affectant près de 1500 protéines 

différentes, sont à ce jour identifiés (Lukinovic et al. 2020). Il est donc clair que la 

méthylation des lysines traverse largement les frontières « histoniques » pour rallier 

différents territoires protéiques, d’une diversité extrême : le méthylome des lysines (Figure 

7). 

 

De la méthylation des histones, transmettant diverses signalisations chromatiniennes 

influençant la transcription, la réplication ou encore la réparation de l’ADN, nous avons 

changé de paradigme pour proposer une signalisation par un méthylome, régulant 

également divers aspects fonctionnels, d’un nombre croissant de substrats. La méthylation 

des lysines, et son éviction, s’est vue alors attribuer une incroyable diversité fonctionnelle, 

modulant la stabilité des protéines, leur statut de phosphorylation ou d’ubiquitinylation, leur 

Figure 7. Signalisation par méthylation des lysines. Dans ce schéma est représenté la dynamique 
de la méthylation, à l'équilibre entre KMTs et KDMs ; et surtout le rôle crucial du lecteur. En effet, 
l’interaction du lecteur avec la lysine méthylé va être le signal permettant de véhiculer la fonction 
biologique de l’évènement de méthylation.  
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localisation subcellulaire, leur activité, ou encore leurs interacteurs, aussi bien nucléiques 

que protéiques (Cornett et al. 2019a). Pourtant, ce qui distingue la méthylation de 

l’encombrant et chargé groupe phosphate par exemple, c’est justement son apparente 

inertie intrinsèque. Ainsi, de la même façon que la régulation des histones par méthylations, 

le lecteur est absolument essentiel dans la transduction de la fonction biologique (Figure 7).  

Ces protéines lectrices représentent bien une pierre angulaire de la signalisation par 

méthylation des lysines car ce sont elles qui vont réellement transmettre la fonction 

biologique de cette modification. Une récente perspective souligne que dans les cas où la 

méthylation de ces protéines non-histones influencerai sur la dégradation ou la localisation 

du substrat, une étape intermédiaire impliquant l’ancrage de cette méthylation par un lecteur 

apporterai une explication mécanistique suffisante (Cornett et al. 2019a).. Par exemple, 

EZH2 peut méthyler la lysine K38 du récepteur orphelin ROR-alpha (« Retinoid-Related 

Orphan Receptor Alpha ») et ainsi promouvoir sa dégradation protéasomale. Mais cette 

méthylation est en réalité reconnue par le chromodomaine de DCAF1 (« DDB1-CUL4-

Associated Factor 1 »), qui possède une activité E3-Ubiquitine ligase (Lee et al. 2012). Ainsi 

la méthylation en elle-même n’induit pas de dégradation, c’est bien la liaison de ce méthyl 

par un lecteur qui apporte la fonction, ici l’ubiquitinylation et la dégradation.  

De façon intéressante, on retrouve également chez les protéines non-histones des 

mécanismes où la méthylation ne vise pas à attirer des lecteurs, mais plutôt à repousser des 

interacteurs qui ciblaient la lysine native. Ce type de mécanisme avait déjà été observé dans 

un contexte chromatinien, par exemple dans le cas de H3K4, dont la lysine native est 

reconnue par un des domaines PHD de la déméthylase KDM5B (B. J. Klein et al. 2014). 

Concernant les protéines non-histones, SMYD3 est capable de tri-méthyler la lysine K260 

de la protéine kinase MAP3K2 (« Mitogen-activated protein kinase »), et de la suractiver. 

Cette méthylation va en réalité repousser le complexe phosphatase PP2A (« Protein 

phosphatase 2A»), stabilisant la phosphorylation de MAP3K2 et donc l’activation de cette 

voie de signalisation (Mazur et al. 2014b). Autre exemple, il a été démontré que SETD1A 

pouvait mono-méthyler la lysine K342 de YAP1 (« Yes-Associated Protein ») et ainsi 

promouvoir sa localisation nucléaire. La méthylation de cette lysine va à l’inverse repousser 

l’interaction avec l’exporteur CRM1 (« Chromosomal Maintenance 1 »), une protéine cruciale 

dans l’export nucléaire de YAP1, le séquestrant ainsi dans le noyau (L. Fang et al. 2018). Ici 

encore, bien que la méthylation devienne un signal de répulsion, il s’agit toujours d’une 

régulation par modulation directe des interactions. Durant ma thèse, j’ai eu l’occasion de 

travailler sur ce type de mécanisme, où la tri-méthylation de l’ubiquitine ligase RNF113A par 

la KMT SMYD3, repoussait un complexe phosphatase.  
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Enfin, il est frappant de voir que la nature combinatoire du « code » histone est également 

retrouvée à l’échelle du méthylome, sur des protéines non-histones, telles RB ou p53. La 

complexité des combinaisons de méthylation affectant p53 est représentée dans la figure ci-

dessous (Figure 8). 

 

1.2.3. Le méthylome, une épopée technique 

 

Les avancées technologiques les plus spectaculaires concernent probablement notre 

capacité à détecter la méthylation des lysines par spectrométrie de masse. Néanmoins, la 

détection de ces lysines méthylées par le spectromètre et leur quantification nécessite une 

préparation de l’échantillon particulière, systématiquement conditionnée par une étape 

d’enrichissement de ces peptides ou protéines méthylés. Ainsi, la plupart des études visant 

à cartographier ce méthylome ont utilisé des anticorps « pan », c’est-à-dire reconnaissant, 

dans l’idéal collectif, l’ensemble des lysines méthylées (Guo et al. 2014b; X.-J. Cao and 

Garcia 2016; Olsen et al. 2016a). Loin d’être idéal, ces anticorps sont en réalité spécifiques 

d’un épitope donné, généralement d’une dizaine d’acides aminés autour de la lysine, et 

donc sélectifs pour certains substrats, nous éloignant de notre rêve de méthylome.  

Figure 8. Régulation de p53 par méthylation des lysines. Dans ce schéma est représenté de 
façon exhaustive les différents évènements de méthylation affectant l'extrémité C-terminale (CTD) de 
p53. On distingue les méthylations activatrices, qui vont promouvoir les fonctions de transactivation 
de p53 ; des méthylation répressives qui vont l’inactiver. Différentes KMTs sont responsables de ces 
méthylations, à l’instar de SETDB1, SETD7, SMYD2, G9A ou encore SETD8. Par ailleurs différents 
lecteurs vont intervenir dans la transduction des fonctions portées par la méthylation, telles PHF20, 
ou L3MBTL1. 
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Afin de répondre à cette limitation, une autre méthode d’enrichissement a été développée 

dans le laboratoire du Dr. Gozani, et consiste à utiliser les domaines lecteurs MBT de la 

protéine L3MBTL1 (« Lethal-3 MBT-like Protein 1 ») (Moore et al. 2013b; Carlson et al. 

2014a). En effet, ces domaines, aux propriétés avides et peu sélectives pour les lysine 

mono- et di-méthylées, permettent de « pécher » un grand nombre de substrats potentiels, 

en s’affranchissant des limitations antigéniques des anticorps pan. Cette méthode a 

notamment été utilisé que dans le cadre du méthylome dépendant des KMTs G9A et 

SETMAR (Moore et al. 2013b; Carlson et al. 2015a). Spécifiquement, durant ma thèse, c’est 

cette méthode qui a été choisie afin de cartographier le méthylome de SMYD2 (Figure 9). 

Une des limitations notables de l’utilisation de ce domaine MBT est en revanche la très 

faible réactivité pour les lysines tri-méthylées, ce qui est problématique pour déterminer le 

méthylome de certaines KMTs, catalysant exclusivement une tri-méthylation processive 

telles que SMYD3 (Mazur et al. 2014b). Alternativement au domaine MBT, le 

chromodomaine de la protéine lectrice HP1, pouvant également reconnaitre la tri-

méthylation, a été utilisé dans un but similaire afin d’isoler des protéines méthylées (Rui 

Wang et al. 2018).   

 

Figure 9. Expérience de SILAC-3xMBT pulldown couplée à une analyse protéomique afin 
d’identifier des protéine différentiellement méthylées. C’est cette expérience qui a été effectuée au 
cours de cette thèse afin d’identifier le lysine méthylome de SMYD2. Dans ce schéma, les cellules sont 
cultivées dans un milieu SILAC (Stable Isotope Labelling of Amino acid in Cell culture) lourd ou léger 
(contenant des isotopes stables du carbone ou de l’azote), afin de marquer les protéines. Après 
extraction, les protéines sont incubées avec un SMYD2 actif (WT) ou catalytiquement inactif (F184A), et 
les protéines méthylées sont péchées avec les domaines lecteurs 3xMBT. Ces protéines sont ensuite 
identifiées par spectrométrie de masse. Les substrats candidats sont ceux démontrant un enrichissement 
significatif dans les deux expériences parallèles (forward et reverse) 
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Parallèlement au développement des analyses protéomiques par spectrométrie de masse, 

l’identification de substrats via des puces particulières a également été développé. Par 

exemple, afin de déterminer le méthylome de SMYD3, mon directeur de thèse, Nicolas 

Reynoird, a utilisé une micro puce contenant des milliers de protéines recombinantes 

différentes, qu’il a soumise à l’activité méthyltransférase de SMYD3, identifiant ainsi 

MAP3K2 comme substrat préférentiel (Mazur et al. 2014b). Une approche semblable avait 

été également utilisée pour caractériser le méthylome de SETD6 (Levy et al. 2011). Afin de 

couvrir de façon sans cesse plus exhaustive ce méthylome, des puces contenant des 

milliers de peptides dégénérées ont été synthétisées et ont permis de caractériser les 

déterminants séquentiels autour des lysines cibles, les séquences consensus, de certaines 

KMTs comme G9A ou SETD8 (Cornett et al. 2018). Le rêve de pouvoir prédire ce 

méthylome par simple analyse bioinformatique semble approcher, bien qu’encore limité par 

certains paramètres, notamment structuraux (Biggar et al. 2020). 

 

2. Cibler la méthylation des lysines dans les cancers 

 

2.1. Importance physiologique de la méthylation des lysines  

 

La méthylation des histones est un processus fondamental orchestrant les programmes 

transcriptionnels nécessaires au développement, et participant au maintien des fonctions 

des cellules différentiées. De la fertilisation aux différentes étapes post-natales, il a été 

largement démontré que les défauts de cette signalisation conduisaient invariablement à 

l’arrêt du développement et à la léthalité, où alors à différents déficits fonctionnels d’organes 

particuliers (Jambhekar, Dhall, and Shi 2019). L’haploinsuffisance de différentes KMTs 

conduit à de nombreuses pathologies développementales. Par exemple, les syndromes de 

Weaver ou de Sotos, responsables d’un retard intellectuel sévère, ont été liés à des 

mutations de NSD1, EZH2 ou SETD2 et des défaut de méthylation des histones (Husmann 

and Gozani 2019). 

Si la méthylation des histones et sa régulation dynamique a été extraordinairement bien 

étudiée au cours du développement, les connaissances sur la méthylation du reste du 

protéome sont restées très rudimentaires. Ces évènements de méthylation n’en demeurent 

pas moins essentiels, comme illustré par l’absence de phénotype lié à la perte de 

H4K20me1 chez la drosophile, alors que la perte de SETD8, la principale KMT responsable 

de cette marque, est léthale (McKay et al. 2015). Dans ce cas particulier, il semblerait que 
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SETD8 puisse catalyser des évènements de méthylation sur des protéines non-histones 

absolument requis au développement. De façon plus directe, il a par exemple été montré 

que EZH2 puisse catalyser la méthylation de GATA4 afin de réprimer ces fonctions de 

facteur de transcription et permettre la cardiogenèse (He et al. 2012). Davantage de travail 

est donc nécessaire pour comprendre l’importance physiologique de ces évènements de 

méthylation sur protéines non-histones. En particulier, de l’édition précise des lysines 

méthylées sera nécessaire pour comprendre la fonction de ces évènement de méthylation.  

 

2.2. La méthylation des lysines dans les cancers 

 

Les analyses « -omiques », de masse, des tumeurs de différents types ont pu mettre en 

exergue l’abondance des altérations des différents acteurs de la signalisation par 

méthylation des lysines. Jonglant entre mutations somatiques, translocations, amplifications, 

délétions, méthylation des promoteurs ou encore expressions différentielles, les fonctions 

des KMTs, KDMs, lecteurs et substrats méthylés sont fréquemment subverties par les 

cellules cancéreuses. L’altération de ces protéines va influer sur les états permissifs ou 

restrictifs de la chromatine au regard de différents acteurs oncogéniques ; et, par une 

certaine héritabilité mitotique, contrôler directement la progression tumorale (Flavahan, 

Gaskell, and Bernstein 2017). Au-delà de son rôle sur l’épigénome, l’altération de ces 

acteurs va profondément impacter le lysine-méthylome des cellules cancéreuses et 

contribuer à leur plasticité signalétique. Ainsi, on retrouvera un grand nombre de protéines 

non-histone méthylées et impliquées dans un grand nombre de signalisations oncogéniques. 

La sous-unité catalytique du complexe PRC2, la KMT EZH2, a été particulièrement étudié 

au cours de la tumorigénèse. Responsable de l’apposition de H3K27me3, la surexpression 

de EZH2 a été décrite comme un facteur de mauvais pronostique dans de nombreux 

cancers, tels que la prostate, le sein, ou encore le mélanome. Au-delà de sa surexpression, 

certaines mutations activatrices affectant son site catalytique SET (au niveau de la tyrosine 

Y761), ont été identifiées dans différents lymphomes (K. H. Kim and Roberts 2016). Son rôle 

oncogénique est notamment médié par la suppression des programmes de différentiation, et 

donc à la maintenance de caractères souches de cellules cancéreuses (Chang et al. 2011).  

Le rôle de EZH2 dans les cancers ne se limite pas à la tri-méthylation de H3K27. On 

retrouve différents substrats non-histone, tels que STAT3 ou AR, qui, lorsque méthylés par 

EZH2, vont promouvoir la progression du glioblastome ou du cancer de la prostate 

respectivement (K. Xu et al. 2012; E. Kim et al. 2013). Enfin, d’autres KMTs comme SMYD2 

et SMYD3 possèdent des activité oncogéniques décrites presque exclusivement à travers la 
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méthylation de substrats non-histones. Le répertoire de substrat de SMYD2 et ses 

implications oncogéniques seront abordés dans le second chapitre de cette introduction.  

Un des exemples d’implication dans les cancers les plus notables parmi les KDMs est LSD1. 

Connu pour la déméthylation de H3K4me2 (Y. Shi et al. 2004) et de H3K9me2 (Metzger et 

al. 2005), LSD1 est retrouvé très fréquemment surexprimé dans les cancers, notamment les 

leucémies, où il joue un rôle oncogénique absolument clé (Schenk et al. 2012; W. J. Harris 

et al. 2012). Parallèlement, cette KDM est impliquée dans la déméthylation de nombreux 

autres substrats, comme p53, RB, E2F1, HIF1 ou MYPT1 pour contrôler directement 

différentes voies de signalisations et influer sur la tumorigénèse (Perillo et al. 2020).  

Au même titre, les substrats modifiés par méthylation sont également fréquemment altérés 

dans les cancers, aussi bien au niveau transcriptionnel, que génétique, avec la sélection de 

mutations sur les lysines méthylées. Un des exemples les plus frappant de l’altération de 

ces substrats par mutation est l’émergence des « oncohistones », des événements 

mutationnels oncogéniques dit « drivers » dans différentes formes de gliomes et sarcomes. 

En effet, les mutations tels que H3K27M ou H3K36M vont d’une part empêcher toute 

signalisation dépendante des lysines mutées, et d’autre part utiliser la méthionine (M) pour 

séquestrer la KMT associée à cette marque, dérégulant en profondeur l’épigénome au profit 

de programmes oncogéniques (C. Lu et al. 2016; D. Fang et al. 2018). 

Le conditionnement épigénétique des cellules au cours de la dissémination métastatique est 

un concept émergent. Il est désormais clair que les cellules métastatiques conservent en 

grande partie le même terrain génétique que celui des cellules de la primo-tumeur, et qu’une 

partie significative du potentiel métastatique est porté par les altérations de l’épigénome 

(Turajlic and Swanton 2016; Makohon-Moore et al. 2017; McDonald et al. 2017). En 

particulier, de nombreuses signalisations par méthylation des lysines ont été impliquées 

dans des processus pro-métastatiques. Certaines KMTs et KDMs ont déjà été reliés à des 

programmes pro-métastatiques, les plus connus étant EZH2 et LSD1 dans le cancer du sein 

(Yan Wang et al. 2009; Anwar et al. 2018). Au cours de ma thèse, nous avons par exemple 

pu mettre en évidence le rôle décisif de SMYD2 et de son activité méthyltransférase dans la 

dissémination métastatique du cancer du sein.  

Ainsi, il devient de plus en plus clair que les cellules cancéreuses présentent une plasticité 

de leur épigénome et de différentes signalisation cellulaires dépendantes de la méthylation 

des lysines. Il n’est pas étonnant qu’au cours de ces deux dernières décennies les 

scientifiques aient cherché si intensément à cibler les différents acteurs de cette 

signalisation par méthylation des lysines afin de contrer la progression tumorale.  
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2.3. L’inhibition de la signalisation 

 

L’implication croissante des KMTs dans les cancers a initié un vaste programme de 

caractérisation de leurs structures et leurs mécanismes catalytiques afin de développer un 

certain nombre d’agent permettant de les inactiver. Une de leur caractéristique principale est 

leur structure bipartite, avec d’un côté une poche spécifique à la liaison du SAM et de l’autre 

une poche pour accommoder les différents substrats. De plus, un grand nombre de KMTs 

sont co-régulés par différentes autre protéines, comme par exemple le cas du complexe 

PRC2 avec EZH2 et les protéines SUZ12 et EED (W. Kim et al. 2013). Ainsi, il existe 

différentes stratégies afin de bloquer l’activité catalytique des KMTs : une compétition avec 

le substrat, une compétition avec le SAM ou encore une compétition avec les co-régulateurs 

des KMTs (qui ne sera pas évoqué ici).  

Le premier inhibiteur de KMT découvert concerne l’enzyme G9A. Cet inhibiteur, le BIX-

01294 a prouvé son efficacité dans l’inhibition de la di-méthylation de H3K9, en se liant au 

niveau de la poche de reconnaissance du substrat de G9A (Kubicek et al. 2007). Ce 

mécanisme de compétition avec le substrat est celui qui a été le plus largement privilégié en 

raison de l’évidente sélectivité qu’il permet : chaque KMTs possède un répertoire de substrat 

relativement exclusif. Par exemple, les inhibiteurs de G9A (UNC0642) (F. Liu et al. 2013), de 

SETD7 (PFI-2) (Barsyte-Lovejoy et al. 2014), de SETD8 (UNC0379) (Ma et al. 2014) ou de 

SMYD2 (A-893, LLY-507 et BAY-598) (Nguyen et al. 2015; Sweis et al. 2015; Eggert et al. 

2016b), sont tous des inhibiteurs entrant en compétition avec la liaison du substrat.  

La base d’une compétition avec le SAM implique la mise au point de petits inhibiteurs 

pouvant occuper la poche de liaison du SAM avec une haute affinité. Le mécanisme global, 

largement élucidé par des analyses structurales, a pu mettre en évidence que la liaison de 

ces inhibiteurs aboutissait à des changements conformationnels extrêmes. Il est ainsi 

reconnu qu’en absence de grande différence au niveau du site de liaison au SAM entre les 

différentes KMTs, ce sont ces changements conformationnels qui établissent la sélectivité 

de ces inhibiteurs pour une KMT particulière (Luo 2018). Néanmoins le défi de ces 

inhibiteurs n’est pas tant leur sélectivité mais plutôt leur nature hydrophile, absolument 

nécessaire afin d’accommoder le site de liaison au SAM. Cette nature hydrophile vient en 

effet à l’encontre des propriétés hydrophobes nécessaires à la bonne perméance de ces 

composés dans les cellules (Bhat et al. 2021). Parmi les plus sélectifs et perméants, on 

retrouve par exemple les analogues du SAM, EPZ004777 ciblant DOT1L, et les Pr/Br-SNFs 

ciblant SETD2 et NSD2 (Daigle et al. 2011; Zheng et al. 2012; Tisi et al. 2016). Notons que 

les inhibiteurs les plus prometteurs sur le plan clinique sont, comme nous allons le voir dans 
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la sous-partie suivante, des inhibiteurs entrant en compétition avec le SAM (Bhat et al. 

2021).  

L’inhibition des KDMs s’est organisée en deux grands pans de travail. D’un côté l’inhibition 

des LSD1/2 et de l’autre l’inhibition des KDMs à domaines JmjC. Dans le cas de LSD1, les 

inhibiteurs les plus probants sont à ce jour le TCP, le ORY-1001 et le GSK2879553, tout 

trois en essais cliniques. Il s’agit d’inhibiteurs irréversibles, basés sur l’inhibition de l’activité 

amine oxydase de LSD1. 

L’inhibition des interactions a été pendant longtemps un système délaissé face à l’inhibition 

de l’activité catalytiques des enzymes. Cependant, bien que plus complexe qu’anticipé, les 

avancées dans le domaine de la modulation des facultés lectrices des bromodomaines sur 

les lysines acétylées ont prouvé l’intérêt de ce genre d’approche (Mita and Mita 2020). 

Généralement, tandis que l’antagonisme de lecteur utilisant le mode « cavité-insertion » va 

se faire en utilisant des petits inhibiteurs, il sera plus facile de mettre au point des 

peptidomimétiques – c’est-à-dire des molécules présentant une importante homologie 

structurale avec un peptide donné – afin d’inhiber les interactions basées sur un mécanisme 

de « sillon superficiel » (James and Frye 2016).  

La grande majorité des antagonistes développés à ce jour vise les lecteurs appartenant à la 

superfamille « Royal », comme les domaines MBT, Tudor et les chromodomaines. Par 

exemple, le laboratoire de Stephen Fries a développé le UNC1215, un petit inhibiteur 

capable d’interférer entre le domaine MBT et les lysines méthylées avec une efficacité sous-

micromolaire (James et al. 2013). Les chromodomaines, qui vont engager préférentiellement 

des interaction de type sillon superficiel, ont été ciblés quant à eux par différents 

peptidomimétiques. Par exemple, l’équipe du Dr Fries, a pu mettre au point un composé 

peptidomimétique, le UNC3866, qui lie les chromodomaines des lecteurs CBX- 4 et -7 à des 

efficacités également sous-micromolaires (Stuckey et al. 2016). Cependant, si l’efficacité en 

cellule a été démontré, il n’y a encore pas de modèle in vivo dans lesquels ces différents 

composés ont montré leur potentiel.  

Dans la clinique, comment ne pas citer, le Tazemetostat, un inhibiteur de EZH2, qui est 

devenu en 2020 le premier inhibiteur de KMT approuvé par la FDA (Food and Drug 

Administration) pour traiter des patients atteints de sarcome épithélioide métastatique 

(Rothbart and Baylin 2020), puis des patients atteints de lymphome folliculaire réfractaire 

(Morschhauser et al. 2020).  
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Résumé 
 

La méthylation des lysines est une modification post-traductionnelle. Contrairement à 

d’autres modifications, telles que l’acétylation ou la phosphorylation, elle ne modifie pas la 

charge de la protéine, mais va modifier la réactivité de la lysine. De plus, la mono-, di- et 

tri-méthylation d’une lysine peut affecter différentiellement sa réactivité. 

Elle est catalysée par les lysine-méthyltransférases (KMTs), évincée par les lysine-

déméthylases (KDMs) et transmet sa fonction biologique via différentes familles de 

protéines lectrices, pouvant accommoder la lysine méthylée. 

La signalisation par méthylation des lysines a été abondement décrite au sein de la 

chromatine, où elle prend part à un langage, le « code histone », notamment essentiel au 

contrôle de l’expression des gènes. Quelques lysines canoniques des histones 3 et 4 se 

sont ainsi vu attribuer un éventail fonctionnel gargantuesque. 

L’émergence des techniques de protéomique a fracturé les frontières de cette 

signalisation par méthylation des lysines. Elle a été observée dans des milliers de protéines 

non-histones différentes : on peut parler aujourd’hui d’un lysine-méthylome.  

Cette signalisation est cruciale au cours du développement. Différents mécanismes ont 

été décrits et participent notamment à la spécification des lignages cellulaires en jouant 

sur la régulation de programmes transcriptionnels précis. Le rôle physiologique de la 

méthylation des protéines non-histones est cependant largement inconnu. 

La méthylation est largement impliquée dans de nombreux processus pathologiques, tels 

que les cancers. Les acteurs de cette signalisation, KMTs, KDMs et lecteurs sont 

fréquemment mutés ou dérégulés dans les cancers. Ainsi, une dérégulation de 

l’abondance de différentes marques de méthylation, qu’elles soient histones, ou non-

histones, a clairement été reliée à de nombreux processus oncogéniques. En 

conséquence, différents inhibiteurs et peptidomimétiques ont été mis au point, grâce à de 

remarquables travaux de biologie structurale, pour cibler ces différents acteurs dans les 

cancers.  

En 2020, le premier inhibiteur de KMT, le Tazemetostat, ciblant EZH2, a été approuvé par 

la FDA. Cet élan confirme le formidable potentiel du ciblage de la méthylation des lysines 

dans les cancers, et appelle à davantage d’applications.  
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II. La lysine méthyltransférase SMYD2 
 

 

La lysine méthyltransférase SMYD2 a été l’objet principal de ma thèse, puisqu’il aura été 

question d’évaluer ses fonctions oncogéniques potentielles et les différents mécanismes 

sous-jacents.  

Cette enzyme a offert des champs d’investigation remarquablement différents des autres 

KMTs puisqu’elle a rapidement été associée à la méthylation de substrats non-histones. Les 

signalisations par méthylation dépendantes de SMYD2 se sont donc éloignées 

progressivement d’un rôle direct sur la chromatine, tout en conservant une mécanistique 

conservée, basée sur les « writers », les « erasers » et les « readers ». En partant d’une 

méthylation incertaine de H3K36, une robuste méthylation du suppresseur de tumeur p53 a 

été identifiée et a clairement inscrit l’activité de SMYD2 dans une perspective oncogénique.  

Dans ce chapitre, nous allons présenter la famille des SMYDs et leur domaine SET 

particulier et éclairer les raisons structurales à la base de la grande diversité des substrats 

de SMYD2. Puis nous allons détailler les différentes signalisations par méthylation des 

lysines orchestrée par SMYD2, en partant des histones, jusqu’aux protéines 

cytoplasmiques. Enfin nous irons analyser l’implication de SMYD2 dans les cancers et les 

différents inhibiteurs mis au point afin de bloquer son activité catalytique.   
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1. Famille et structure 

 

1.1. La famille des SMYDs 

 

La famille des lysine méthyltransférases SMYDs (SET and MYND domain-containing 

proteins) est constituée de 5 membres, énumérés de SMYD1 à SMYD5, et découverts entre 

2002 et 2006 (Gottlieb et al. 2002; Hamamoto et al. 2004; Brown et al. 2006). Le nom 

particulier de cette famille de protéine fait directement référence à la structure particulière 

des SMYDs, comportant le domaine catalytique SET, entrecoupé d’un domaine à doigt de 

zinc, le domaine MYND (Myeloid-Nervy-DEAF1) (Brown et al. 2006). A l’exception de 

SMYD5, tous les SMYDs comportent également un domaine C-terminal (CTD) (Figure 10).  

 

Bien que clivé par le domaine MYND, le domaine SET présente une topologie relativement 

similaire aux domaines SET retrouvés chez les autres KMTs. Tandis qu’un domaine SET 

central vient assurer l’activité catalytique, des sous-domaines post-SET, SET-I et pré-SET 

sont là pour aider à accommoder le substrat et différents cofacteurs, comme le SAM 

(Spellmon et al. 2015). Le domaine MYND, quant à lui, n’interviendrait pas dans l’activité 

catalytique, du moins pas sur celle détectée sur H3K4 par SMYD2, ce qui laisse, comme 

nous le verrons plus tard, une certaine ambiguïté (Abu-Farha et al. 2008). Il trouverait plutôt 

ses fonctions dans la régulation d’interactions avec des régions riches en proline, ou encore, 

dans le cas de SMYD3, directement avec l’ADN (S. Xu et al. 2011). Enfin le domaine CTD 

est extrêmement similaire au domaine TPR (« Tetratricopeptide-repeats »), essentiel dans 

Figure 10. Domaines protéiques de la famille de lysine méthyltransférases SMYDs. Les 
différents domaines SET (bleu), MYND (jaune), SET-inhibiteur et post-SET (gris), ainsi que le 
domaine C-terminus, ou TPR, (vert) sont indiqués avec un taille proportionnelle à leur longueur en 
acide aminé. Le domaine TPR N-terminal de SMYD4 a été tronqué graphiquement. 
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les phénomènes de liaison avec des protéine chaperonnes, telles que HSP90. Ainsi, de 

nombreuses preuves viennent argumenter la relevance physiologique des complexes 

formés entre SMYD2 ou SMYD3 avec les HSP90, via cette CTD. Ces interactions 

serviraient notamment à réguler finement l’ouverture de la poche de liaison au substrat du 

domaine SET et moduler sa sélectivité (Sirinupong et al. 2011; Chandramouli and Chillemi 

2016; Chandramouli, Melino, and Chillemi 2019).  

Les SMYDs semblent avoir des tropismes tissulaires relativement différents. SMYD1 est 

presque uniquement présent dans le tissu cardiaque embryonnaire, puis perdu dans les 

tissus adultes. La délétion de SMYD1, constitutive ou conditionnelle dans le lignage des 

cardiomyocytes, est d’ailleurs léthale due à des malformations cardiaques (Gottlieb et al. 

2002; Rasmussen et al. 2015). SMYD2 est exprimé essentiellement dans le tissu musculaire 

cardiaque adulte. Tandis que SMYD3, SMYD4 et SMYD5 sont quant à eux exprimés de 

façon ubiquiste dans la plupart des tissus, y compris le tissu myocardique (Tracy et al. 2018) 

(Figure 11). 

 

L’activité lysine méthyltransférase des SMYDs est encore en exploration. SMYD2 et SMYD3 

sont clairement des enzymes actives, méthylant de nombreux substrats, notamment 

impliqués dans les cancers. SMYD1 est capable de tri-méthyler H3K4 in vitro (Tracy et al. 

2018). SMYD5 catalyserait la tri-méthylation de H4K20, afin de réprimer la transcription 

(Stender et al. 2012). Cependant, aucune activité méthyltransférase n’a été détectée à ce 

jour pour SMYD4. 

Figure 11. Expression des protéines SMYDs dans les tissus humains. Illustration issue de (Tracy 
et al., 2018). Est représenté l’expression relative des SMYDs dans différents tissus, telle que 
mesurée par spectrométrie de masse. On notera ma quasi-exclusivité de l’expression de SMYD2 
dans le tissu myocardique.  
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1.2. SMYD2 : une structure expliquant la promiscuité 

 

Le mécanisme catalytique de SMYD2 est assez classique et a pu être élucidé par les 

travaux de 2011 du structuraliste Andrew Ferguson. La poche de liaison au cofacteur est 

formée par les domaines SET, SET-I et post-SET et vient accommoder le SAM, notamment 

grâce au noyau aromatique de la phénylalanine F260 et à la chaine latérale de la lysine 

K17. La poche de liaison au substrat permet quant à elle d’accueillir des substrats de 

conformation incurvée, en forme de U, en les stabilisant grâce notamment à la 

phénylalanine F184. La très conservée tyrosine, Y240 dans le cas de SMYD2, apporte enfin 

le SAM à la lysine cible, permettant une proximité nécessaire au transfert du méthyl 

(Ferguson et al. 2011) (Figure 12). Des versions mutantes de SMYD2 ont pu d’ailleurs être 

développées, dénuées de toute activité catalytique : la F184A et la Y240A (Ferguson et al. 

2011; Reynoird et al. 2016a).   

 

 

 

 

 

 

 

Comme nous allons le constater dans le paragraphe suivant, SMYD2 est une enzyme d’une 

grande promiscuité, c’est-à-dire qu’elle est capable d’accommoder et de méthyler un grand 

nombre de substrats. L’explication de cette large spécificité de substrat nous a été apportée 

par les études structurelles de SMYD2 en complexe avec différents peptides provenant de 

quelques-uns de ses substrats (eg., ER et p53). En effet, la poche de reconnaissance de 

substrat de SMYD2 est particulièrement volumineuse, permettant ainsi à des substrats de 

conformations incurvées relativement différentes de venir s’y loger, et d’engager des 

interactions de natures diverses (Ferguson et al. 2011; L. Wang et al. 2011; Y. Jiang et al. 

2014).    

Figure 12. Structure de la KMT 
SMYD2. Représentation issue de 
(Spellmon et al., 2015).  



La lysine méthyltransférase SMYD2 

42 

 

SMYD2 est également régulé directement par modifications post-traductionnelles. Ce niveau 

de régulation a été récemment mis en évidence au sein de cardiomyocytes, où SMYD2 

peut-être oxydé et gluthationylé au niveau de la cystéine C13. Malgré la proximité de la 

lysine K17 et de son importance dans la liaison au SAM, les auteurs ont démontré que cette 

modification n’impactait pas sur l’activité catalytique de SMYD2 (Munkanatta Godage et al. 

2018). En 2021, les laboratoires de Jean Calvet et Xiaogang Li, ont montré que SMYD2 était 

phosphorylé par les sérine/thréonine kinases CDK4 et CDK6. Bien que le ou les résidus 

modifiés soient encore inconnus, il semblerait que cette phosphorylation stimule l’activité 

méthyltransférase de SMYD2 sur H3K4 et H3K36 (L. X. Li et al. 2020).  

 

2. Diversité des substrats de SMYD2 

 

Un des points essentiels dans la compréhension des fonctions d’une enzyme, et plus 

particulièrement ici d’une KMT, est de caractériser son répertoire de substrat. Autrement dit, 

quelles protéines SMYD2 est-elle capable de méthyler ? De nombreuses études ont 

cherchées à répondre à cette question depuis la découverte de SMYD2 en 2006 (Brown et 

al. 2006). En partant d’un rôle attendu sur les histones, les chercheurs ont su s’abstraire de 

la contrainte nucléaire et apporter de nouveau horizons au répertoire fonctionnel de SMYD2, 

aux confins du cytoplasme. Y a-t-il un avenir pour la méthylation des protéines de surface, 

voire sécrétées ? 

 

2.1. Une histone méthyltransférase ?  

 

Tout d’abord, pourquoi un point d’interrogation ? Jusqu’à récemment, l’essentiel des 

recherches sur la méthylation des lysines était ainsi porté sur les histones et son rôle dans le 

remodelage de la chromatine et la régulation de la transcription. Mais cette tendance a 

généré un biais fondamental consistant à attribuer systématiquement aux nouvelles KMTs, 

encore orphelines, un substrat histone. Ce biais est devenu une source importante d’erreurs 

car les méthodes de caractérisation de l’époque, essentiellement à base d’anticorps 

spécifiques de marques de méthylation canoniques, n’était souvent pas assez précises pour 

déterminer le lien causal entre une KMT et la méthylation du substrat. Un travail conséquent 

d’analyse bibliographique est venu récemment apporter une relecture vérifiée des liens entre 

KMT et substrats histones (Husmann and Gozani 2019). Certains liens relèvent clairement 
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de la fraude scientifique, comme le cas de MLL5, dont l’article orignal, paru en 2014 a été 

rétracté pour manipulation d’image (Fujiki et al. 2014). L’absence d’activité ayant été 

directement démontrée peu de temps après (Mas-Y-Mas et al. 2016). D’autres liens sont 

uniquement inférés sans aucune preuves factuelles, tels que SETDB2, supposé être 

capable de méthyler H3K9, à l’instar de son homologue SETDB1. Enfin certains demeurent 

incertains, comme SMYD2.  

Alors que différentes KMTs à domaine SET embrayent le pas de SUV39H1 (Rea et al. 2000; 

Nishioka et al. 2002), dont SMYD1 et SMYD3 (Gottlieb et al. 2002; Hamamoto et al. 2004), 

la présence de ce fameux domaine SET sur SMYD2 interroge. SMYD2 possède-t-elle une 

activité lysine méthyltransférase elle-aussi ? En 2006, un premier élément de réponse est 

apporté : SMYD2 est capable de catalyser la di-méthylation de H3K36 in vitro, à la fois sur 

histone isolé et sur octamère d’histones (Brown et al. 2006). Puis en 2008, cette marque est 

contestée, au profil d’une autre modification : la mono-/di-/tri-méthylation de H3K4, où 

l’utilisation d’un anticorps non-spécifique pour la valence de méthylation rend toute 

caractérisation plus fine impossible (Abu-Farha et al. 2008). Sur un panel de différents 

peptides d’histone et d’histone recombinants, il a été démontré que SMYD2 est en fait 

incapable de méthyler H3K4 et très faiblement H3K36. En revanche, une forte activité pour 

les histone recombinants H4 et H2B est détectée (J. Wu et al. 2011). Cette propriété de 

SMYD2 à méthyler H4 est d’ailleurs élégamment validée dans un modèle d’infection latente 

au VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine), qui démontre que SMYD2 est capable de 

méthyler in vitro H4K20, et est nécessaire au maintien de cette marque in vivo (Boehm et al. 

2017). Face à ces nombreux résultats contradictoires, souvent artéfactuels, la relevance de 

SMYD2 comme histone lysine méthyltransférase demeure donc incertaine.  

Je ne prendrais personnellement pas partie dans cette introduction. Cependant il est utile de 

rappeler que si SMYD2 est en effet capable de méthyler de nombreuses histones libres, ou 

même des octamères in vitro, aucune démonstration formelle sur nucléosome, véritable 

substrat physiologique dans le cadre de la chromatine, n’a été concluante jusqu’à présent. 

Réciproquement, on ne peut exclure que SMYD2 nécessite certains facteurs extrinsèques 

afin de méthyler les histones dans le cadre du nucléosome, comme c’est le cas pour 

certaines KMTs, telles que MLL1 nécessitant le complexe COMPASS (« Complex Proteins 

Associated with Set1 ») pour di-/tri-méthyler H3K4 (Cenik and Shilatifard 2021). Le débat sur 

l’activité histone lysine méthyltransférase de SMYD2 nécessite donc d’être sereinement 

approché dans les prochaines années afin d’en tirer des conclusions claires.  
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2.2. Substrats non-histones gravitant autour de la chromatine 

 

Simultanément à la première démonstration de l’activité KMT sur histone, le laboratoire de 

Shelley Berger met en évidence un substrat inattendu pour SMYD2. Il s’agit non pas d’une 

histone, mais de la protéine suppresseur de tumeur p53 (Huang et al. 2006) (Figure 13). 

Cette découverte fait directement écho à la découverte deux plus tôt, par le laboratoire de 

Danny Reinberg, de la mono-méthylation de p53 sur la K372 par SETD7. En effet, bien que 

SETD7 ait été initialement lié à la méthylation de H3K4, ils démontrent que l’activité de 

SETD7 n’est restreinte qu’aux histones libres ou aux octamères et en aucun cas au 

nucléosome, le rendant donc peu susceptible d’une régulation physiologique de la 

chromatine. En utilisant une librairie de peptide candidats, ils observe une méthylation sur 

p53 au niveau de la lysine K372 (Chuikov et al. 2004). L’histoire se répétant pour SMYD2, la 

mono-méthylation de la lysine K370 de p53 est décrite. Dans cette élégante étude, teintant 

pour les quinze prochaines années la recherche sur SMYD2, les auteurs démontrent que la 

KMT catalyse la méthylation de p53 afin de réprimer son activité co-transcriptionnelle. Cette 

méthylation entre d’ailleurs dans un antagonisme direct avec celle de la K372 : la 

méthylation par SETD7 bloque l’accessibilité de la K370 pour SMYD2, empêchant la 

réaction catalytique. Finalement, ils achèvent la description de ce mécanisme par la 

découverte du rôle de la lysine déméthylase LSD1 dans la déméthylation de cette marque, 

et de la reconnaissance spécifique de la di-méthylation de la lysine K370 par la protéine 

53BP1 via ses domaines lecteurs TUDOR (Huang et al. 2007). Par la suite de nombreuses 

autres KMTs, KDMs et lecteurs de la méthylation vont graviter autour de cette « queue » C-

terminale de p53, flexible et accessible à la manière des « queues » N-terminales des 

histones, massivement modifiées. Ainsi, p53 est devenu un exemple emblématique du rôle 

de la signalisation par méthylation des lysines sur les protéines non-histones et SMYD2 y 

joue un rôle central. Ma première année de thèse fut d’ailleurs entièrement dédiée à l’étude 

de la dynamique de la méthylation de p53. Les résultats feront l’objet d’une courte annexe. 

Toujours non loin des histones, dans la contrainte nucléaire, le laboratoire du Dr. Gozani 

montre que SMYD2 mono-méthyle la protéine suppresseur de tumeur RB 

(« Retinoblastoma protein ») au niveau de la lysine K860 (Saddic et al. 2010). De la même 

façon que p53, la méthylation de RB par SETD7 avait été récemment observée sur une 

lysine à proximité, la lysine K873 (Munro et al. 2010). Cette méthylation par SMYD2 est 

conservée dans les cellules quiescentes afin de maintenir la protéine RB active, puis perdue 

lors de l’entrée dans le cycle cellulaire. Enfin, mécanistiquement, les auteurs montrent que la 

méthylation est lue par la protéine L3MBTL1 afin de compacter la chromatine, éteignant des 

gènes importants pour l’avancée du cycle cellulaire (Saddic et al. 2010). En 2012, dans 
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l’équipe de Ryuji Hamamoto, une toute autre dimension est apportée à la méthylation de RB 

par SMYD2. En effet, ils montrent que SMYD2 mono-méthyle également un autre résidu, la 

lysine K810. Contrairement à la lysine K860 qui aurait tendance à bloquer l’entrée en cycle 

cellulaire, les auteurs montrent ici que la méthylation de la lysine K810 contribue à 

l’augmentation de la phosphorylation des serines adjacentes S807/S811 afin de stimuler la 

progression du cycle cellulaire (Cho et al. 2012). La mono -méthylation de la lysine K810 

avait au préalable déjà été observée, en 2011, mais comme étant dépendante d’une autre 

KMT, SETD7. Fait surprenant, les auteurs montrent que la méthylation de la lysine K810 

empêche les phosphorylations des sérines S807/S811 par CDK4 (« Cyclin-dependent 

kinase 4 »), participant ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire (Carr et al. 2011). Ainsi, les résultats 

concernant la méthylation de la lysine K810 et ses conséquences fonctionnelles semblent 

contradictoires.  

En 2013, le laboratoire du Dr. Shi caractérise la mono-méthylation du récepteur aux 

estrogène (ER) sur la lysine K266 par SMYD2. Les travaux menés par son équipe décrivent 

un mécanisme par lequel la méthylation de la lysine K266 entre en compétition directe avec 

l’acétylation des lysines K266/K268. Ainsi l’activation de ER par son ligand, l’oestrogène, 

menait à une perte de la méthylation et réciproquement une augmentation de l’acétylation. 

Ils démontrent également que la déméthylation de la lysine K266 par LSD1 permet de 

rétablir cette acétylation et de promouvoir l’interaction avec le lecteur d’acétylation 

p300/CBP afin d’activer les fonctions co-activatrices de ER (X. Zhang et al. 2013). Enfin, en 

2019, le laboratoire du Dr. Wang identifie la di-méthylation de la lysine K307 de EZH2 par 

SMYD2, et son rôle dans la stabilisation de la protéine. Néanmoins, la valence de cette 

méthylation est surprenante. Si l’interaction de SMYD2 et EZH2 semble bien démontrée, 

l’évènement de méthylation est peu supporté par les données disponibles. Le complexe 

SMYD2/EZH2 serait capable de promouvoir un programme transcriptionnel de gènes liés à 

la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (EMT), processus que nous allons largement 

discuter dans le chapitre prochain, couvrant la migration cellulaire (Y. Zeng et al. 2019a). 

Ainsi, SMYD2 est capable de méthyler différents substrats non-histones, gravitants autour 

de la chromatine, et obéissants bien à cette signalisation par méthylation des lysines.  
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Figure 13. Substrats nucléaires de SMYD2 et signalisation associées. Dans ce schéma est 
représenté les différents substrats nucléaires de SMYD2 connus à ce jour. Bien que la méthylation 
des histones reste une question en suspens, la méthylation de substrats non-histones semble 
également influer sur la chromatine et différents processus. De façon récurrente, la lysine 
déméthylase LSD1 est identifier comme pouvant déméthyler ces substrats. Cependant, la 
spécificité de ces réaction de déméthylation peut être remise en cause dans de nombreuses 
études.  



La lysine méthyltransférase SMYD2 

47 

 

2.3. Une KMT cytoplasmique 

 

Un fait particulièrement irréconciliable avec les fonctions nucléaires de SMYD2 émane de sa 

localisation. SMYD2 est une protéine très largement cytoplasmique, et ce dans des modèles 

cellulaires très différents, allant de cellules embryonnaires, à des lignées myoblastiques 

murines et du tissu musculaire strié humain (Donlin et al. 2012). 

En 2011, le laboratoire du Dr. Couture utilise une approche sensiblement différente pour 

élucider les mécanismes d’action de SMYD2, et des SMYDs en général. Par analyse 

protéomique des intéracteurs de SMYD2, SMYD3 et SMYD5, l’équipe dresse un réseau 

dans lequel elle trouve notamment les protéines chaperonnes HSP90α et HSP90β (Figure 

14). Ainsi ils démontrent que la protéine HSP90α est méthylée par SMYD2 au niveau des 

lysines K209 et K615 dans le cytoplasme. Ils montrent également la réversibilité de cette 

marque, puisqu’elle est sensible à la déméthylation par LSD1. De façon intéressante, ils 

montrent que l’environnement biochimique est essentiel à la sélectivité de la méthylation : 

tandis que la lysine K615 est le site majeur de méthylation à pH physiologique, la lysine 

K215 devient davantage méthylée en condition alcaline. Ils avancent alors un concept 

intéressant de compartimentalisation de l’activité catalytique de SMYD2, où un 

environnement alcalin, par exemple à proximité direct des queues d’histones, pourrait 

résulter en une sélectivité différente de SMYD2 (Abu-Farha et al. 2011). Ce concept n’a pas 

été creusé davantage depuis. De façon indépendante, deux autres laboratoires montrent 

que SMYD2 est capable de mono-méthyler HSP90α au niveau de la lysine K615. Ils 

apportent alors un trait fonctionnel essentiel à cette marque de méthylation : elle favoriserait 

la formation d’un complexe avec la Titine, une protéine essentielle à la formation des 

sarcomères, afin de les stabiliser (Donlin et al. 2012; Voelkel et al. 2013).  

En 2016, le Dr. Gozani et son équipe montrent que SMYD2 méthyle la lysine K355 de la 

kinase MAPKAPK3 (« MAPK Activated Protein Kinase 3 ») dans des lignées de carcinome 

pancréatique canalaire. Cette méthylation serait notamment importante dans les 

mécanismes de réponse au stress cellulaires, fréquemment rencontrés au sein des tumeurs 

(Reynoird et al. 2016a). De façon intéressante, peu de temps après, une méthylation 

SMYD2-dépendante des protéines p65 et STAT3, respectivement sur les K685 et 

K221/K310, est suggérée par l’équipe du Dr. Li. Ces deux protéines sont également des 

acteurs essentiels de réponse au stress cellulaire, et leur méthylation est associée à la perte 

de leur phosphorylation, promouvant la prolifération et la survie des cellules cancéreuses (L. 

X. Li et al. 2017; 2018a). En 2017, il est démontré que SMYD2 est capable de mono-

méthyler la lysine K133 de la β-Caténine. Dans leur étude, les auteurs observent que cette 
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méthylation est importante pour favoriser l’import nucléaire de la β-caténine, prémisse de 

ses fonctions co-transcriptionnelles. Mécanistiquement la méthylation favoriserait la 

formation d’un complexe de la β-caténine avec FOXM1 (« forkhead box protein M1 »), une 

protéine cruciale à la translocation nucléaire de la β-caténine. La translocation de la β-

caténine permettant de coordonner un programme transcriptionnel favorable à la 

prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Deng et al. 2017). SMYD2 méthylerait 

également le domaine kinase du récepteur membranaire BMPR2, afin d’activer des voies de 

signalisation de survie SMAD-dépendantes (S. Gao et al. 2017). Enfin, en 2021, l’équipe de 

Xiaogang Li montre que SMYD2 est capable de catalyser la tri-méthylation de la tubuline 

alpha sur la lysine K394, afin de stabiliser les microtubules au sein d’une structure 

spécialisée appelée le cil (L. X. Li et al. 2020). Notons que cette dernière méthylation est 

surprenante du fait de sa valence, une tri-méthylation alors que SMYD2 n’est capable 

catalytiquement que de mono-méthylation, et n’a été validée que par association indirecte 

en utilisant un anticorps spécifique reconnaissant cette marque. 

Figure 14. Substrats cytoplasmiques de SMYD2 et fonctions associées. Dans ce 
schéma est représenté les différents substrats cytoplasmiques de SMYD2 connus à ce jour.  
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Ces différents substrats caractérisés laissent entrevoir la diversité du méthylome de SMYD2, 

s’engageant bien au-delà de la chromatine. L’intérêt de ces études, focalisées sur un 

substrat donné, est de donner une signification fonctionnelle à ces différentes marques. 

Nous allons nous consacrer dans la partie suivante à présenter la méthode opposée, qui est 

d’entrevoir le méthylome dans sa globalité en utilisant différentes techniques, sans 

caractériser la signalisation dépendante des substrats découverts.   

 

2.4. Le méthylome de SMYD2  

 

En 2016, deux analyses protéomiques mettent en évidence un répertoire de substrats de 

SMYD2. L’équipe menée par le Dr. Schapira, propose une première approche 

bioinformatique rétrospective basée sur une analyse du motif consensus pouvant 

correspondre aux substrats de SMYD2. Ils parviennent alors à confirmer in vitro 6 nouveaux 

substrats, parmi lesquels : MAPT, CCAR2, EEF2, NCOA3, STUB1, et UTP14A (Ahmed et 

al. 2016). La seconde étude, menée dans le laboratoire de Hannah Nguyen, utilise une 

méthode prospective basée sur une analyse protéomique quantitative, et donc présente une 

bien plus grande fiabilité. Dans cette étude, les protéines sont étiquetées par SILAC (voire 

les méthodes), et les protéines spécifiquement méthylées sont enrichies par immuno-affinité, 

à l’aide d’anticorps pan-monométhyl. Ainsi, en jouant sur l’expression ou l’activité de SMYD2 

au sein des cellules, les auteurs parviennent à dresser pour la première fois un répertoire 

des substrats de la KMT, comportant près de 35 protéines (Olsen et al. 2016a).   

Dans un autre registre, fin 2018, le laboratoire de Scott B. Rothbart utilise une approche 

innovante afin de déterminer la séquence consensus respective de trois KMTs, et par 

extension leur répertoire de substrats : G9A, SETD8 et SMYD2. Ils effectuent pour cela des 

tests de méthylation in vitro sur une librairie de peptides dégénérés de 9 acides aminés 

contenant toutes les séquences possibles flanquant une lysine centrale. Grâce à cette 

méthode, notamment non biaisée par la digestion par spectrométrie de masse incombant 

toute caractérisation de lysine méthylée à ce jour, ils identifient un motif consensus pour 

SMYD2 et surtout mettent en évidence les paramètres séquentiels responsables de l’affinité 

de SMYD2 pour ses substrats. En revanche, les paramètres structuraux ne peuvent être 

appréciés compte-tenu de la petite taille des peptides utilisés. Grâce à cette méthode ils 

valident la méthylation in vitro de nombreux substrats, tels que PRMT11, CDC5L, PER2 et 

ATP6V1G3 (Cornett et al. 2018). On notera que la grande majorité des substrats identifiés 

ont une localisation cytoplasmique, renforçant l’idée d’un rôle de SMYD2 éloigné de la 

chromatine.  
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3. Rôles physio-pathologiques de SMYD2 

 

3.1. Rôle de SMYD2 dans la physiopathologie cardiovasculaire 

 

Paradoxalement à son vaste répertoire fonctionnelle, SMYD2 semble tout à fait dispensable 

au cours du développement murin. En effet, l’invalidation de SMYD2 chez la souris est 

parfaitement viable, sans problème de fertilité détecté.  

Le haut niveau d’expression de SMYD2, et des SMYDs en général, dans le tissu 

myocardique ont néanmoins poussé d’intense recherches sur les fonctions que la KMT 

pourrait avoir dans ce tissu. Cependant, contrairement au phénotype létal de malformation 

cardiaque, résultant de l’invalidation de SMYD1 (Gottlieb et al. 2002), les fonctions de 

SMYD2 ne semblent pas essentielles au développement cardiaque chez la souris (Diehl et 

al. 2010). Dans un modèle murin d’extinction conditionnelle de SMYD2 dans le tissus 

myocardique, les auteurs n’observent aucun en effet aucune altération physiologique 

générale, en accord avec l’absence de nécrose ou de différence dans l’organisation des 

fibres musculaires cardiaques (Diehl et al. 2010). Ces résultats peuvent en revanche être 

nuancés à la lumière des fonctions de SMYD2 dans le développement cardiaque du poisson 

zèbre. Suite à l’invalidation de SMYD2, une étude montre que les poissons développent 

d’importantes malformations atriales menant à une insuffisance cardiaque par défaut de 

volume de rejection systolique (Voelkel et al. 2013). Une des raisons à cette apparente 

contradiction, outre le fond génétique lié à l’espèce, pourrait être le modèle murin 

conditionnel utilisé. En effet, ce dernier n’invalide SMYD2 que chez les progéniteurs 

ventriculaires, or le phénotype principal chez le poisson relève de l’atrium et de la rejection 

atriale.  

Enfin, SMYD2 a également été liée à des phénomènes d’anévrisme de l’aorte abdominale, 

c’est-à-dire une dilatation localisée de l’aorte, le plus souvent dans sa portion proche des 

reins. L’expression de SMYD2 était alors largement éteinte dans les parois musculaires 

aortiques de ces patients, une absence probablement à l’origine d’une réponse hyper-

inflammatoire (G. T. Jones et al. 2017; Toghill et al. 2018; W. Tang et al. 2020). En effet, 

certains liens ont été établis entre SMYD2 et l’inactivation de la polarisation des 

macrophages, concourant ainsi à un environnement anti-inflammatoire (G. Xu et al. 2015). 

L’absence de SMYD2 est donc un bon argument expliquant cette hyper-inflammation des 

parois aortiques. Davantage d’études sur les rôles physiopathologiques de SMYD2 sont 

néanmoins requises.  
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Les fonctions moléculaires de SMYD2 ont également été bien décrites dans les tissus 

myocardiques et musculaires striés (Figure 15). Comme évoqué précédemment, SMYD2 

est capable de méthyler HSP90. Cet événement de méthylation a été largement caractérisé 

in vitro dans des lignées cellulaires myoblastiques, ainsi que in vivo dans des tissus 

musculaires. Cette méthylation est absolument essentielle afin de permettre le complexe de 

SMYD2 et HSP90 avec le domaine N2A de la Titine au niveau des bandes I des 

sarcomères. La formation de ce complexe permettrait notamment de stabiliser la titine et 

l’intégrité des sarcomères (Donlin et al. 2012; Voelkel et al. 2013). De façon intéressante, en 

2018, une étude montre le rôle pivot de l’oxydation, ou la glutathionylation, de la cystéine 

C13 de SMYD2 dans ce processus. À la suite d’un stress oxydant, cette cystéine est 

modifiée menant à la dissociation du complexe, à la dégradation de la titine et à une 

déstabilisation des sarcomères (Munkanatta Godage et al. 2018). Cette étude fait d’ailleurs 

écho à celle de 2014, utilisant des sels de cobalt afin de générer un stress oxydant dans des 

cardiomyocytes de rat à l’origine de l’inactivation de SMYD2. Dans cette étude, les sels de 

cobalt induisent la baisse d’expression de SMYD2, levant ainsi son rôle protecteur médié 

par la méthylation inactivatrice de p53 : la perte de la méthylation de p53 déclenche 

l’apoptose des cardiomyocytes (Sajjad et al. 2014). Ainsi, le stress oxydant serait un signal 

« input » particulièrement attractif dans la régulation des fonctions de SMYD2 dans les 

tissus musculaires.  

Figure 15. Fonctions moléculaires de SMYD2 liées à la physiologie cardiaque. Schéma adapté 
de (Yi et al., 2018). Dans une situation normale (« unstressed condition »), SMYD2 interagit avec 
HSP90 et le domaine N2A de la Titine afin de mono-méthyler KSP90 K616me1. Ainsi, ce complexe 
empêche la dégradation de la titine par la Calpaine et MMP2. En cas de stress oxydant, SMYD2 est 
gluthationylé sur la cystéine C13, dissociant le complexe avec HSP90 et la Titine. De cette manière, 
la Titine est dégradée par les métalloprotéases, menant à la déstabilisation des sarcomères.  
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3.2. Rôle de SMYD2 dans les cancers 

 

Les fonctions méthyltransférases de SMYD2 ont été caractérisées dans de nombreux types 

de cancer, et souvent associées à une progression de la maladie. Conjointement, la 

présence de SMYD2 a été associée à un mauvais pronostique dans le cancer malpighien de 

l’œsophage, la leucémie aigüe lymphoblastique, le cancer colorectal, le cancer papillaire de 

la thyroïde, le carcinome hépatocellulaire, le cancer du sein, et différents cancers 

gynécologiques et hématologiques (Shuhei Komatsu et al. 2009; Sakamoto et al. 2014; S. 

Komatsu et al. 2015; W. Xu et al. 2018; Zuo et al. 2018; Y. Zeng et al. 2019a; Brown et al. 

2020; Engqvist et al. 2020).  

Une des descriptions les plus complètes du rôle de SMYD2 au cours de la tumorigénèse 

nous est probablement apporté par les travaux de 2016 de Nicolas Reynoird, au sein de 

l’équipe de Or Gozani (Figure 16). Au cours de la tumorigénèse pancréatique, SMYD2 joue 

un rôle décisif dans les processus d’initiation et de progression de la maladie. Dans 

différents modèle murins, modélisant d’une part les stades précoces métaplastiques 

(« PanINs) et d’autre part l’adénocarcinome pancréatique canalaire (« PDAC »), ils 

démontrent le rôle pivot de SMYD2, notamment via ses fonctions permettant l’adaptation au 

stress cellulaire, inhérent à la transformation cancéreuse. Par ailleurs ils démontrent qu’à 

l’instar de SMYD3, l’inhibition de SMYD2 permet de générer un environnement plus 

permissif à la chimiothérapie (eg., Gemcitabine), et ainsi améliorer la survie in vivo 

(Reynoird et al. 2016a). Cette étude indique donc le potentiel de SMYD2 dans le contrôle de 

la plasticité des cellules cancéreuses, une notion que l’on reverra dans le prochain chapitre, 

relatif au cancer du sein.   

Figure 16. Rôle oncogénique de SMYD2 durant la tumorigénèse pancréatique. Ce panel est 
issu de (Reynoird et al., 2016). On note la surexpression de SMYD2 déjà présente dans les 
lésions précancéreuses, qui s’amplifie par la suite lors de la progression vers l’adénocarcinome 
canalaire. L’invalidation de SMYD2 (courbe rouge) dans un modèle de carcinogénèse 
pancréatique murin étant effectivement lié à une survie améliorée.  
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Parmi les différents cancers, celui qui a probablement été le plus lié à SMYD2 est le cancer 

du sein. A raison, puisque la localisation de SMYD2 sur le bras « long » du chromosome 1 

(1q), le rend particulièrement susceptible aux phénomènes d’amplifications géniques du 

bras 1q fréquemment observées dans les cancers du sein (Andre et al. 2009; L. Liu et al. 

2015a). Ainsi, une analyse des données du TCGA rapporte une amplification de SMYD2 

chez plus de 20% des patients atteints de cancer du sein, tous types confondus (L. X. Li et 

al. 2018a). Cette analyse est particulièrement congruente avec les deux différents rapports 

attestant de la surexpression de SMYD2 dans les cancers du sein, et plus particulièrement 

ceux de sous-type moléculaire « basal-like », ou triple-négatif, sous-type connu pour son 

mauvais pronostique (L. X. Li et al. 2018a; Y. Zeng et al. 2019a). Enfin, une récente analyse 

bio-informatique sur l’expression de SMYD2 vient confirmer que le niveau d’expression de 

SMYD2 est globalement plus élevé dans les tissus de cancer du sein que les tissus sains. 

Ils démontrent notamment son utilité potentielle en tant que biomarqueur diagnostic, et sa 

relevance pronostique chez les patients avec un cancer du sein présentant une récidive 

métastatique : les patients présentant des niveaux élevés de SMYD2 seraient plus à risque 

de récidives métastatique (J. Song et al. 2019).  

Contrairement à ce que pourrait laisser suggérer sa grande diversité de substrats, peu de 

fonctions biologiques différentes ont été attribuées à SMYD2 dans les cancers. En effet, 

elles se résument presque essentiellement à une régulation de la prolifération et de la mort 

cellulaire, rapprochant ainsi SMYD2 du concept d’oncogène. Les méthylations de p53, RB1, 

β-Caténine ou encore de ER, ont toutes été décrites comme participant à la prolifération et 

la survie de différents types de cellules cancéreuses. De nombreuses négligences dans la 

l’interprétation de la littérature ont d’ailleurs mené à l’amalgame de considérer que les 

méthylation de RB1 et de ER favorisaient la prolifération, alors qu’il s’agissait de l’effet 

inverse, les méthylation de RB1 et de ER par SMYD2 concourant à stopper la prolifération. 

Les mécanismes liés ont été décrits dans la partie précédente. Cependant une récente 

étude visant à caractériser de nouveaux inhibiteurs de la KMT démontre par invalidation 

génétique et inhibition pharmacologique que SMYD2 ne régule pas ces fonctions, du moins 

pas in vitro (Thomenius et al. 2018). Il est donc très probable que le rôle de SMYD2 dans la 

tumorigénèse impliquerait d’autres fonctions des cellules cancéreuses, comme leurs 

propriétés invasives (Y. Zeng et al. 2019a), ou bien participerait à la mise en place d’un 

environnement plus permissif à la progression tumorale, notamment via des mécanismes 

inflammatoires potentiellement immunosubversifs (Reynoird et al. 2016a). Davantage 

d’étude in vivo sont donc nécessaires afin de comprendre comment les cellules cancéreuses 

détournent les fonctions de SMYD2 à leur avantage pour promouvoir la tumorigénèse.  
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3.3. Développement des inhibiteurs de SMYD2 

 

L’important rôle de SMYD2 au cours de la tumorigénèse, couplé à l’absence de phénotype 

physiologique évident lié à son invalidation, a évidemment motivé de nombreux projets 

visant à développer des inhibiteurs efficaces. Depuis la publication pionnière de la structure 

de SMYD2 en 2011, une douzaine d’inhibiteurs, avec des mécanismes différents ont été 

synthétisés et caractérisés. Ils sont le fruit de programmes internes de différentes 

compagnies comme AstraZeneca (AZ505), Bayer (BAY-598) ou Epizyme (EPZ033294 et 

EPZ032597), ou de la collaboration de laboratoires publics avec le consortium SGC 

(Structural Genomics Consortium in Toronto).  

Le premier inhibiteur, le AZ505 présente un mécanisme d’action de compétition avec le 

substrat, et une capacité d’inhibition de l’ordre du micromolaire (Ferguson et al. 2011). 

Néanmoins, il présente une faible efficacité intracellulaire, sous le millimolaire, augmentant 

dramatiquement le risque de non-spécificité et de toxicité. Dans la même veine de 

développement, les inhibiteurs LLY-507 et A-893 ont été mis au point, et présentent des 

mécanismes d’action similaire à l’AZ505 (Nguyen et al. 2015; Sweis et al. 2015). Seul le 

LLY-507 a une capacité d’inhibition intracellulaire suffisante pour être utilisé pour bloquer 

l’activité de SMYD2 dans des cellules sans risquer une trop grande toxicité. En revanche, 

une récente étude de la spécificité de cet inhibiteur met en garde sur sa capacité à 

également inhiber d’autres enzymes (Thomenius et al. 2018). Il est intéressant de noter que 

les seuls inhibiteurs ayant abouti aux effets controversés antiprolifératifs et pro-apoptotiques 

de SMYD2 sont ces 3 inhibiteurs, présentant peu d’efficacité et de spécificité intracellulaire. 

Cela laisse suggérer que les effets phénotypiques observés sont largement non-spécifiques 

et liés à la toxicité de ces composés à dose trop importante.  

En 2016, l’unité de recherche et développement de Bayer Pharma identifie un composé 

capable d’inhiber l’activité de SMYD2, de façon compétitive avec ses substrats, à des 

niveaux nanomolaires, et ce dans la cellule : le BAY-598 (Figure 17). Ils complètent ces 

résultats prometteurs avec d’excellents paramètres pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques du composé, propulsant cette molécule au rang de premier inhibiteur 

de SMYD2 utilisable in vivo (Eggert et al. 2016b). Cet inhibiteur a été utilisé avec succès, 

notamment pour potentialiser les effets d’agents chimiothérapeutiques comme la 

doxorubicine ou la gemcitabine dans des modèle de xénogreffes de cancer de l’œsophage 

squameux (Eggert et al. 2016b) et d’adénocarcinome pancréatique murin (Reynoird et al. 

2016a). Au cours de ma thèse, c’est cet inhibiteur qui a été utilisé afin de réprimer l’activité 

de SMYD2 in vitro, en cellule et in vivo dans le cancer du sein.   
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Récemment des chercheurs de la société Epizyme ont présenté et comparé les propriétés 

de deux nouveaux inhibiteurs, n’entrant cette fois pas en compétition avec les substrats de 

SMYD2, le EPZ033294 and le EPZ032597. Également à l’origine d’une inhibition de l’ordre 

du nanomolaire de l’activité intracellulaire de SMYD2, ils concluent, à l’instar du BAY-598, 

que l’inhibition de SMYD2 n’est pas responsable d’effet sur la prolifération (Thomenius et al. 

2018). Actuellement, en 2021, deux structures de SMYD2 en complexe avec les inhibiteurs 

MTF1498 et MTF9975 sont disponibles, et les résultats devraient être prochainement 

publiés par les équipes du SGC (PDB : 6CBX et PDB: 6CBY, respectivement).  

Bien que des inhibiteurs de différentes KMTs soient déjà entrés dans des essais cliniques, 

comme je l’ai évoqué dans le chapitre 1, aucun inhibiteur de SMYD2 n’a donc encore franchi 

ce cap, et restent donc cantonnés à des visées de recherche. La principale raison provient 

probablement du manque de donnée pré-cliniques et de la récentes mise en demeure des 

effets antiprolifératifs de certain inhibiteurs, pas assez spécifiques. Néanmoins les 

« inhibiteurs nanomolaires », comme le BAY-598 ou ceux synthétisés par Epizyme semblent 

d’excellents candidats comme futurs agents utilisables in vivo. Cependant, en absence 

d’impact sur la prolifération ou la survie des cellules cancéreuses, il reste à identifier leur 

spectre fonctionnel et à adapter leurs applications thérapeutique potentielles.  

Figure 17. Comparaison des liaisons du BAY-598 avec SMYD2, par rapport aux autres 
inhibiteurs. Cette figure est issue du papier original caractérisant le BAY-598 (Eggert et al., 2016). 
Dans ces représentations, le BAY-598 est la molécule jaune, tandis que les molécules verte et 
cyan représentent deux autres inhibiteurs de SMYD2. De façon intéressante on remarque le BAY-
598 revêt un mécanisme de fixation relativement différents des autres inhibiteurs, et vient se loger 
dans la poche 2, expliquant potentiellement sa spécificité accrue.   
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Résumé 
 

 

Les protéines de la famille SMYDs possèdent un domaine SET capable de catalyser la 

méthylation des lysines d’histones et principalement de protéines non-histones. 

La protéine SMYD2 a été découverte comme histone lysine méthyltransférase en 2006. La 

résolution de sa structure a révélé une poche catalytique particulièrement volumineuse, 

pouvant accommoder un grand nombre de substrats potentiels différents.  

La nature « promiscuiste » de SMYD2 a été confirmée depuis, avec la découverte de 

dizaines de substrats différents, tels que p53, RB, HSP90 ou encore récemment la 

tubuline. Cependant, seule une poignée d’entre eux a été caractérisée, rendant les 

conséquences fonctionnelles de leur méthylation largement méconnues. 

SMYD2 a été abondamment étudiée dans le tissu myocardique et musculaire strié, et 

semble jouer un rôle crucial dans l’organisation des sarcomères, via notamment la 

méthylation de HSP90.  

SMYD2 est retrouvée surexprimée et amplifiée dans de nombreux cancers. Dans le 

cancer du pancréas et les leucémies, SMYD2 est clairement impliquée dans les processus 

de tumorigénèse. Un rôle potentiel a été suggéré dans les cancers du sein, notamment à 

des stades avancés. 

Cependant, les mécanismes orchestrant les fonctions oncogéniques de SMYD2 ont été 

récemment remis en question. La caractérisation de nouveaux substrats est donc 

nécessaire afin de comprendre comment les fonctions de SMYD2 sont détournées par les 

cellules cancéreuses afin de promouvoir la progression tumorale.  

L’implication de SMYD2 dans les cancers a poussé à développer des inhibiteurs, qui, 

aujourd’hui arrivent à des capacités d’inhibition de l’ordre du nanomolaire, avec notamment 

une excellente tolérance in vivo. Il est donc urgent de trouver des applications à ces 

inhibiteurs, qui pourraient être des armes fantastiques pour lutter contre les cancers.  
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III. La migration dans le cancer du sein 

métastatique 
 

Pendant le développement embryonnaire, les cellules migrent, parfois isolées, parfois 

collectivement, de façon contrôlée, afin de former les tissus et futurs organes. Ce sont ces 

mêmes procédés qui sont subvertis par les cellules cancéreuses afin d’envahir les tissus 

environnants et ultimement coloniser des organes distants pour y former des métastases. 

Ainsi la dérégulation des paramètres migratoire est aujourd’hui une caractéristique 

fondamentale des cellules tumorales invasives. Au cours de cette thèse, le cancer du sein 

invasif a été pris comme modèle. 

Dans ce chapitre, nous allons présenter les caractéristiques générales de la tumorigénèse 

mammaire et faire le point sur ses classifications. Puis nous verrons plus en détail les 

différents déterminants qui semblent favoriser la bascule vers une maladie métastatique, et 

quelles stratégies thérapeutiques sont aujourd’hui déployées afin de contrer les métastases. 

Enfin, nous développerons un aspect particulier de la cascade métastatique, l’acquisition 

d’un phénotype migratoire et invasif. En particulier, nous allons aborder les trois grandes 

catégories de migration cellulaire observées dans les tissus que sont la migration 

mésenchymateuse, amiboïde et lobopodiale. Bien que très différents, ces modes de 

migrations impliquent tous une génération des forces et de leur transmission basée sur la 

dynamique du cytosquelette d’actomyosine. Cette dynamique est contrôlée par un ensemble 

de facteurs moléculaires, souvent dérégulés dans les cancers invasifs.  
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1. Pathologie et traitement du cancer du sein 

métastatique 

 

Selon les chiffres de l’INCA (« Institut National de la rechercher contre le Cancer), le cancer 

du sein est le cancer le plus fréquent et leu plus meurtrier chez la femme. En 2018, près de 

1 million de femmes était atteintes de cancer du sein, et plus de 12000 en sont décédés sur 

cette seule année. Le cancer du sein est généralement détecté assez tôt, avec 60% des cas 

diagnostiqués à des stade précoces, facilitant ainsi sa prise en charge et expliquant le bon 

taux de survie à 5 ans (pour un cancer), se stabilisant autour de 87%. L’importance du 

dépistage et de la prise en charge est d’ailleurs illustrée par un constat dramatique : les pays 

à revenu faible ont des taux de survie aussi bas que 40 % pour l’Afrique du Sud, par 

exemple (CP, E, and BW 2020). Globalement, le cancer du sein est de mauvais pronostique 

lorsqu’il atteint des stades plus avancés, plus invasifs. Ainsi, 90 % de la mortalité lié au 

cancer du sein est due à la dissémination métastatique, stade final de la pathologie 

cancéreuse (Lambert, Pattabiraman, and Weinberg 2017a). 

 

1.1. Classer les cancers du sein 

 

1.1.1. Caractérisation histopathologique 
 

Le cancer du sein se développe à partir des cellules épithéliales tapissant la glande 

mammaire, on parle alors d’adénocarcinome mammaire. Dans de rares cas (<5%), la 

transformation cancéreuse peut concerner des cellules des tissus conjonctifs, adipeux ou 

musculaire environnants, il s’agit alors de sarcome mammaire. Initialement, la primo-tumeur 

est confinée, on parle alors de cancer in situ. Puis la tumeur peut éventuellement 

progresser, envahir localement le parenchyme mammaire et ainsi devenir invasive. Cette 

histoire linéaire ne saurait cependant résumer la complexité de la progression du cancer du 

sein, ou plutôt des cancers du sein. L’adénocarcinome mammaire est en effet une 

pathologie extrêmement hétérogène, et ce à différent niveaux (Lüönd, Tiede, and Christofori 

2021).  On observe d’une part l’hétérogénéité inter-tumorale, qui nous renvoie au cancer de 

chaque patients, avec ses caractéristiques histologiques et moléculaires propres. Sa 

caractérisation a mené d’ailleurs à la plupart des classifications que nous allons évoquer, et 

représente un outil essentiel aux praticiens dans leur décision thérapeutique. Et d’autre part, 
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l’hétérogénéité intra-tumorale, relative aux sous-population tumorales présentes dans la 

tumeur primaire, ou dans les métastases, et fruit de la dramatique adaptabilité et plasticité 

des cellules cancéreuses.  

Histologiquement, le type de cancer du sein le plus commun est le carcinome canalaire 

invasif, ou infiltrant, se déclarant à proximité des unités lobulo-canalaires terminales du sein 

(Figure 18). Plus rarement on retrouve également des carcinomes lobulaires invasifs et des 

cancers inflammatoires du sein. La progression de ce cancer canalaire se distingue par 3 

étapes, précoces, pré-invasives : l’atypie épithéliale plate, l’atypie canalaire hyperplasique, 

puis le carcinome canalaire in situ. Il s’agit alors du stade 0. Lorsque ce carcinome franchi la 

membrane basale myoépithéliale tapissant les canaux, on parle alors de carcinome 

canalaire invasif, qui va graduellement progresser des stades 1 à 4 (Sgroi 2010). Tandis que 

les stades vont indiquer le degré de dissémination, chaque lésion invasive se voit également 

attribuer un grade en fonction de son degré de différentiation cellulaire, allant de 1 (bien 

différentié) à 3 (peu différentié, de moins bon pronostique). 

Figure 18. Progression du cancer du sein. Dans ce schéma est représenté l’unité lobulo-
canalaire terminale situé dans la glande mammaire, avec une coupe canalaire. Dans ce canal 
on distingue les cellules épithéliales des cellules basales. La transformation concerne le plus 
souvent les cellules épithéliales, avec différents grades de progression, jusqu’au carcinome 
canalaire invasif, pouvant éventuellement métastaser à des sites distants.   



La migration dans le cancer du sein métastatique 

60 

 

1.1.2. Classifications moléculaires des cancers du sein 
 

Afin de compléter l’analyse histologique, un grand nombre de classifications moléculaires a 

été mis en évidence. Traditionnellement, chaque type de cancer du sein a été sous-divisé en 

fonction de son niveau d’expression de 3 récepteurs : ER (« Estrogen Receptor »), PR 

(« Progesterone Receptor ») et HER2 (« Human Epidermal growth factor Receptor 2 »). Les 

études génétique pionnières du Dr. Perou ont ainsi permis d’identifier 4 sous-types : luminal 

A/B, HER2-enrichi et « basal-like ». Depuis, un cinquième sous-type, « claudin-low », a été 

identifié (Perou et al. 2000; Prat and Perou 2011). Ainsi le luminal A est positif pour ER et 

PR, négatif pour HER2, et généralement de grade 1, tandis que le luminal B, également 

positifs pour ER/PR, va exprimer variablement HER2 et sont fréquemment de grade 2 à 3. 

Le HER2-enrichi (HER2+) va exprimer fortement HER2, est négatif pour ER et PR et est de 

grade 2 à 3. Enfin, les « basal-like » et les « claudin-low » se distinguent par des profils 

transcriptionnels différents. Ils sont tous deux des sous-types négatifs pour ER, PR, et 

HER2, et typiquement de grade 3. Ils forment la grande majorité des cancers dits « triple-

négatifs », connus pour leur mauvais pronostique (Prat and Perou 2011) (Figure 19).  

 

 

Avec la démarche du TCGA (« The Cancer Genome Atlas »), les analyses génétiques, 

épigénétiques, transcriptionnelles et protéomiques sont venues enrichir la caractérisation 

moléculaire des cancers (‘The Cancer Genome Atlas Program, 2018). Dans le cas du 

Figure 19. Classification moléculaire des sous-types de cancer du sein. Dans ce schema on 
retrouve les différents sous types du cancer du sein, luminal A/B, HER-enrichi, claudin low et basal-
like ; ainsi que leur proportion relative (%). Ces différentes sous-types possèdent es caractéristiques 
moléculaires typiques, à commencer par l’expression des récepteurs ER et HER2. Les travaux de 
TCGA ont également permis de cartographier leurs profils génétiques. Par exemple il est reconnu que 
les tumeurs basal-like possèdent très fréquemment des mutations du suppresseur de tumeur p53.  
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cancer du sein, la base de données BRCA (« BReast Cancer »),  regroupant plus de 1000 

échantillons de cancer du sein invasifs, a permis de mettre en évidence un certain nombre 

de gènes fréquemment mutés ou altérés, dit « drivers », dans les différents sous-types 

(Koboldt et al. 2012). Quelques-uns de ces gènes vous sont présentés dans la figure X. 

Récemment, une étude est venue compléter la caractérisation moléculaires des cancers du 

sein, en constituant une cohorte de centaines de patientes atteintes de cancer métastatique 

de différents sous-types. Les auteurs observent que les tumeurs métastatiques sont 

globalement enrichies dans ces différentes mutations « drivers », par rapport aux tumeurs 

primaires. En revanche, ils ne trouvent pas d’évènement génétique fondateur liés 

spécifiquement à la dissémination métastatique (François Bertucci et al. 2019).  

 

1.1.3. La méthylation des lysines dans le cancer du sein 
 

Un nombre croissant d’étude lie la signalisation par méthylation des lysines et la progression 

du cancer du sein. En effet, de nombreuses KMTs telles que SETDB1, SMYD2, SMYD3, 

ASHL1, SUV40H1 sont retrouvées amplifiées et surexprimées dans les tumeurs 

mammaires, et ce particulièrement dans celles de sous-type « basal-like » (L. Liu et al. 

2015a).  De façon globale, les mutations des KMTs représentent plus de 5% des 

évènements génétiques « drivers » de la progression des cancers du sein (Nik-Zainal et al. 

2016). 

Certaines KMTs se sont particulièrement illustrées dans le cancer du sein. Par exemple, la 

KMT EZH2, est un marqueur de mauvais pronostique dans le cancer du sein, et est très 

fréquemment surexprimée dans les tumeurs invasives et métastatiques (Kleer et al. 2003; 

Bachmann et al. 2006). La délétion d’EZH2 mène un développement anormal de la glande 

mammaire, et sa surexpression, notamment suite à l’exposition à la progestérone est 

directement impliquée dans l’initiation tumorale mammaire (Michalak et al. 2013; Pal et al. 

2013). Cependant, il est intéressant de constater que l’expression d’EZH2 et l’abondance de 

la tri-méthylation H3K27me3 sont inversement corrélées, particulièrement dans les cancers 

basal-like (Anwar et al. 2018). Différentes hypothèses ont été avancées, mais un aspect 

particulièrement intéressant pourrait être qu’EZH2 joue son rôle oncogénique dans le cancer 

du sein via la méthylation de substrats non-histones, ou différentes fonctions non-

canoniques.  

Plus généralement, la méthylation des lysines dans les cancers du sein représente un 

aspect de régulation particulièrement intéressant dans la transition entre les stades 

primaires et métastatiques. 
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1.2. La dissémination métastatique mammaire  

 

1.2.1. La cascade métastasique : de la tumeur primaire à la métastase 
 

Derrière ce titre éloquent se cache en réalité le problème probablement le plus prégnant de 

la recherche dans le cancer du sein, et probablement des cancers en général. D’où viennent 

les métastases, ou autrement dit, qu’est ce qui fait d’une cellule tumorale une cellule 

métastatique ? Si la partie précédente nous a permis de développer le concept 

d’hétérogénéité inter-tumorale, avec ses typologies et ses classifications moléculaires, la 

question ici vient toucher l’autre partie du spectre, plus insaisissable, l’hétérogénéité intra-

tumorale. Sous-entendu, si toutes les cellules tumorales ne sont pas capables de 

métastaser, la masse tumorale est nécessairement hétérogène, avec des clones pouvant 

métastaser, et d’autres qui en sont incapables.  

Peter Nowell a initialement postulé que la force guidant la progression tumorale était 

l’instabilité génétique (Nowell 1976). Ainsi, chaque sous-population est soumise à des 

pressions de sélection particulières, spatio-temporellement différentes au sein de la tumeur, 

menant à des clones tumoraux distincts, selon une dynamique darwinienne. Ces pressions 

sont notamment apportées par le microenvironnement tumoral, dans toute sa complexité 

cellulaire, biochimique et mécanique. Aujourd’hui, il est désormais clair que ces pressions 

apportent bien plus qu’une instabilité génétique mais également tout un éventail de 

fluctuations épigénétiques et métaboliques, à l’origine de cette hétérogénéité tumorale 

(Lambert, Pattabiraman, and Weinberg 2017a).  

Différents modèles viennent actuellement décrire comment se forment les métastases. Afin 

de comprendre le « comment », il peut être utile de résoudre le « quand ». Les deux 

modèles temporels impliquent soit une acquisition linéaire d’altérations, et donc prédit 

l’apparition de métastases tardives (c’est le modèle linéaire), soit une dissémination précoce 

et une évolution indépendante des cellules métastatiques et de la tumeur primaire (c’est le 

modèle parallèle) (C. A. Klein 2009). Si le modèle linéaire a été largement observé (Venet et 

al. 2020), de plus en plus de preuves viennent abonder dans le sens du second modèle, de 

dissémination précoce. Ainsi, le laboratoire de Christoph Klein a démontré que les cancers 

du sein hormono-dépendants et HER2-enrichis présentaient des signes évidents de 

dissémination précoce (Hüsemann et al. 2008; Harper et al. 2016; Hosseini et al. 2016). 

Bien que ce « quand » soit encore largement incompris, il soit désormais clair que les 

métastases peuvent survenir à des stades précoces de la tumorigénèse.  
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La dissémination des cellules cancéreuses de la tumeur primaire et leur subséquente 

colonisation est le fruit d’un procédé multi-étape appelé cascade métastatique. Cette 

cascade vient décrire le « comment ». De façon très schématique, cette cascade implique 

une invasion locale du parenchyme, une intravasation de ces cellules dans la circulation 

sanguine ou lymphatique, leur survie dans la circulation, leur arrêt, l’extravasation dans le 

parenchyme hôte, la formation de colonies microscopique et enfin la prolifération de ces 

colonies en lésion métastatique, la colonisation (Fares et al. 2020). A l’apparence bien huilé, 

ce processus est pour autant hautement inefficace, avec moins de 0.01% des cellules 

tumorales entrant dans la circulation qui deviennent des lésions métastatiques cliniquement 

détectables (Chambers, Groom, and MacDonald 2002). Une représentation graphique de 

cette cascade vous est présentée en (Figure 20). 

Si les métastases sont parfois déjà détectées au moment du diagnostic, elles se manifestent 

la plupart du temps après le traitement, parfois des années après, sous forme de 

métastases réfractaires (récurrentes) (Seltzer, Corrigan, and O’Reilly 2020). Derrière ce 

problème majeur, se cache une caractéristique de certaines cellules tumorales disséminées, 

la dormance. Ainsi, ces cellules, à leur arrivée dans l’organe cible, vont entrer dans un état 

de quiescence, plus ou moins long (de quelques années à plusieurs décennies), jusqu’à se 

« réveiller », et former une macro- métastase détectable (Riggio, Varley, and Welm 2021).  

 

1.2.2. L’organotropisme métastatique mammaire 
 

En 1889, Stephen Paget émet cette célèbre hypothèse de graine et de terreau (« seed and 

soil ») pour décrire la spécificité des métastases mammaires pour certains organes (Paget 

1889). Au cours de la cascade métastatique, la distribution des métastases à certains 

organes n’est pas aléatoire, et obéit à un processus de colonisation préférentiel, appelé 

l’organotropisme métastatique. Un grand nombre de facteurs vont ainsi orienter la formation 

de métastase dans un organe particulier, tel que le sous-type tumoral, les caractéristiques 

moléculaires (« seed ») ou encore le micro-environnement, on parlera alors de niche pré-

métastatique (« soil »). A cela s’ajoute différentes barrières physiologiques, que les cellules 

cancéreuses devront surmonter afin de coloniser un organe cible, comme la barrière 

hémato-encéphalique, « filtrant » l’accès au cerveau (W. Chen et al. 2018).  
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Parmi les organes ciblés par les cellules cancéreuses mammaires, on retrouve 

essentiellement les os, le cerveau, le foie, les poumons et les ganglions lymphatiques. Les 

os sont de loin, à plus de 50%, les organes les plus touchés par les métastases mammaires 

(Weilbaecher, Guise, and McCauley 2011). Vient ensuite le foie, dans environs 20 à 30 % 

des cas, puis le cerveau et les poumons dans 10 à 20 % des cas (W. Chen et al. 2018). 

Quant à la dissémination dans les nœuds lymphatiques, elle devrait davantage être 

considérée comme un marqueur de haute propension à métastaser plutôt que comme un 

Figure 20. La cascade métastatique. La première étape, d’invasion et de migration, comprend la 

dégradation de la lame basale de l’épithélium et remodelage de la matrice extracellulaire. Les cellules 

cancéreuses vont alors disséminer de façon isolées ou en groupe, par migration collective. Cette 

plasticité de la migration sera abordée dans la partie suivante. La seconde étape consiste en 

l’intravasation, c’est-à-dire l’entrée des cellules cancéreuses dans les vaisseaux sanguins, ou parfois 

lymphatiques. La troisième étape concerne la survie des cellules cancéreuses, alors appelé CTC 

(Cellules Tumorale Circulantes), dans la circulation sanguine. Les cellules doivent alors résister à 

l’anoïkose, une forme d’apoptose par perte des points d’adhérences, échapper à la pression 

immunitaire, ainsi qu’aux forces hémodynamiques. La quatrième étape, l’arrêt et l’extravasation au 

niveau du site distant, est menée par organotropisme et/ou différents paramètres passifs du système 

vasculaire, piégeant les cellules cancéreuses. Enfin, la dernière phase, de semence et de 

colonisation, répond également aux différents paramètres de l’organotropisme, et peut faire intervenir 

un système de dormance, où certaines cellules tumorales stoppent leur prolifération pendant un 

temps plus ou moins long, avant de sortir de leur stase et coloniser l’organe distant.  

 



La migration dans le cancer du sein métastatique 

65 

 

site métastatique per se. Enfin, on notera que la survie des patientes est très différente en 

fonction de l’organe colonisé. La survie médiane de patientes atteintes de métastases 

osseuses étant de 36 mois, tandis qu’elle ne dépasse pas les 8 mois avec les métastases 

du cerveau (Ru Wang et al. 2019).  

 

1.3. Traitement du cancer du sein métastatique 

 

Le cancer du sein métastatique a longtemps été considéré comme une maladie incurable. A 

ce titre, les traitements proposés aux patients sont donc essentiellement palliatifs et ne 

rallongent que modestement la durée de vie de la patiente. Récemment, le paradigme 

semble changer, où le cancer du sein métastatique est passé d’incurable à difficile à guérir 

(Cardoso et al. 2020). Ainsi, certaines patientes, essentiellement présentant un cancer 

HER2+ et des métastases non viscérales, pourraient être guéries. En revanche les cancers 

dits « triples négatifs » progressant au stade métastatique demeurent incurables avec des 

espérances de vie n’excédant pas un an (X. Wang et al. 2021).  

Parmi les traitements locaux, on retrouve la chirurgie et la radiothérapie. La résection 

chirurgicale n’est possible que dans moins de 10% des cas. Bien que la radiothérapie soit 

essentiellement efficace sur de petits groupes de cellules, seyant donc particulièrement aux 

petites lésions métastatiques, elle n’est généralement utilisée que dans une visée palliative, 

symptomatique, notamment dans le cas des métastases osseuses (Pagani et al. 2010). En 

revanche, elle est relativement efficace dans la prise en charge des métastases cérébrales 

(Dawood and Gonzalez-Angulo 2013). 

Les traitements systémiques incluent l’hormonothérapie, la chimiothérapie, les thérapies 

ciblées et les différentes combinaisons possibles. L’hormonothérapie sera proposée en 

première intention chez les femmes atteintes d’un cancer métastatique ER positif, le plus 

répandu. Comme nous le décrirons plus tard, il existe différents types d’hormonothérapie, 

toutes basées sur des stratégies d’inactivation différente de ce récepteur. Il n’est ainsi par 

rare de voir des patientes bénéficier de différentes hormonothérapie à la suite pour 

améliorer la durée de vie (Hortobagyi 1998). Différentes études ont montré que la 

chimiothérapie avait globalement la même efficacité que l’hormonothérapie, cependant elle 

était également responsable d’effets secondaires bien plus handicapants. Elle est donc en 

général proposée lorsque les patientes ne répondent plus à l’hormonothérapie, ou bien 

lorsqu’elles sont négative pour ER (Abotaleb et al. 2018).  



La migration dans le cancer du sein métastatique 

66 

 

Enfin les thérapies ciblées sont probablement celles apportant le plus d’espoir dans le 

traitement du cancer du sein métastatique. Par exemple, différents agents ciblant HER2 ont 

été développés, comme les anticorps monoclonaux (trastuzumab ou pertuzumab) ou des 

inhibiteurs des tyrosine kinases (lapatinib et neratinib), qui ont montré des résultats très 

encourageants dans le traitement du cancer du sein métastatique, notamment au cours de 

l’étude Cleopatra (Swain et al. 2015; Y. Liang et al. 2020). L’immunothérapie est également 

une modalité thérapeutique émergente. Si elle avait montré peu d’efficacité seule, de 

récentes études semblent indiquer des résultats prometteurs lorsque les anticorps 

monoclonaux anti-PD-L1 et anti-PD1 – molécules phares de l’immunothérapie, ciblant les 

lymphocytes infiltrants – sont administrés en combinaison avec différents anti-HER2 ou 

encore des inhibiteurs de CDK4/6 (Esteva et al. 2019) (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Différentes stratégies 
thérapeutiques dans la prise en 
charge du cancer du sein. Hormis 
les thérapies conventionnelles, il existe 
certaines thérapies ciblées novatrices 
qui vont pouvoir être utiliser dans 
certains cas. Par exemple, 
l’immunothérapie antiPD-L1 en 
combinaison avec des inhibiteurs de 
CDK4/6 a prouvé une certaine 
efficacité dans les triples négatifs. Les 
inhibiteurs de PARP peuvent être 
utilisé dans les cancers négatifs pour 
ER et PR ou encore les tumeurs avec 
des mutations du gène BRCA. A 
l’inverse on utilisera des inhibiteur de 
PI3K pour des cancers positifs pour 
les récepteurs hormonaux.  
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2.  La plasticité de la migration des cellules 

cancéreuses 

 

Les cellules peuvent engager un grand nombre stratégies afin de migrer à travers des 

environnements aux caractéristiques biochimiques et topologiques parfois extrêmement 

différentes. Bien que de la morphologie cellulaire aux mécanismes moléculaires mis en jeu, 

ces « modes » de migration diffèrent grandement, les principes de génération et de 

transmission des forces intrinsèques au phénomène de motilité demeurent 

remarquablement conservés (Yamada and Sixt 2019). Ainsi, pour la quasi-totalité des 

cellules animales c’est la dynamique du cytosquelette d’actomyosine qui gouverne le 

mouvement.  

De façon schématique, on peut retenir trois grands paramètres de ce cytosquelette régissant 

la motilité : la protrusion, les phénomènes d’adhérence et la contractilité d’actomyosine. En 

fonction de la façon et de l’ordre par lesquels la cellule va organiser ces différentes étapes, 

différents modes de migration alternatifs se mettent en place pour répondre tous aux 

besoins d’adaptation à l’environnement (Pandya, Orgaz, and Sanz‐Moreno 2017). Cette 

plasticité de la migration est notamment observable chez les cellules cancéreuses durant les 

phénomènes d’invasion et de dissémination, où différents types de migration vont 

s’entremêler, allant de la migration mésenchymateuse à amiboïde, collective ou individuelle.   

 

2.1. Les modes de migration 

 

2.1.1. La migration mésenchymateuse  
 

Les modes de migration mésenchymateux et amiboïdes sont les deux modes extrêmes de 

la migration cellulaire. Les cellules mésenchymateuses en migration, à l’instar des 

fibroblastes, se distinguent par une morphologie allongée et polarisée, comprenant un front 

de migration et une traine. Ce mode de migration va mobiliser un nombre important de 

points d’adhérences avec l’environnement matriciel et se caractérise par une importante 

contractilité du cytosquelette. Il s’agit donc d’une stratégie motile relativement lente, de 

l’ordre de 0.1 à 2 µm/min (Friedl and Wolf 2010). Comme il s’agit d’un mode de migration 

particulièrement étudié au cours de ma thèse, il sera davantage détaillé que le mouvement 

amiboïde. 
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A l’avant de ce front de migration, la cellule va former des protrusions telles que les 

lamellipodes ou les filopodes. Les lamellipodes, comme nous aurons l’occasion de le voir 

plus tard, sont de larges protrusions aplaties, de 100 à 200 nm d’épaisseur, qui vont 

largement mener la migration (Krause and Gautreau 2014a). De leur côté, les filopodes sont 

de fines protrusions en formes de doigts, ayant davantage un rôle d’exploration et de 

détection des paramètres biochimiques et mécaniques de l’environnement, bien qu’ils 

puissent également générer un faible mouvement en l’absence de lamellipode (Krause and 

Gautreau 2014a; Bischoff et al. 2021). Dans les deux cas, la force générée par ces 

protrusions provient de la polymérisation d’actine (Thomas D. Pollard 2016).  

 

 

 

Figure 22. Cellule mésenchymateuse en migration. Dans ce schéma est représenté les 
différentes étapes de la reptation mésenchymateuse bidimensionnelle. Sur le front de la cellule le 
lamellipode est le lieu des mouvement de protrusions par polymérisation d’actine (1). Cette activité 
protrusive va générer un flux rétrograde d’actine (2), qui va se transformer un mouvement protrusif 
net dès lors que les filaments sont engagés par les complexes d’adhérence (3). Certaines 
adhérences vont quant à elles maturer en point d’adhérence focal (4), nécessaires pour connecter 
l’avant et l’arrière de la cellule. Ces connections, constituer de faisceau d’actomyosine vont se 
contracter (5) et en parallèle tirer la traine qui se détache (6).  
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La dynamique de ce mouvement de reptation a été remarquablement bien étudiée au cours 

de ces dernières décennies. Lorsque le front de migration de la cellule en mouvement est 

projeté vers l’avant, il rencontre une force contraire qui vient le repousser vers l’arrière, 

générant un flux rétrograde des filaments d’actine, dans le sens inverse de la migration (Y. 

L. Wang 1985). Afin de transformer cette contrainte en un mouvement vers l’avant, les 

cellules font intervenir un système d’embrayage moléculaire (« the molecular clutch »)  

(Mitchison and Kirschner 1988). Cette métaphore vient en réalité illustrer le rôle des 

adhérences dans la transmission de ce flux rétrograde en mouvement vers l’avant. Les 

adhérences sont constituées par une famille de protéine appelée les intégrines. Ces 

intégrines connectent physiquement les éléments de l’environnement extracellulaire au 

cytosquelette d’actine, via différentes protéines adaptatrices et d’armature (Humphries et al. 

2019). Les adhérences naissent dans le lamellipode, au front de migration, où les filaments 

d’actine vont pouvoir s’y engager, se lier : c’est l’embrayage. Ainsi, la force repoussant le 

cytosquelette vers l’arrière va pouvoir être contenue par ces adhérences et transmise en 

force de traction sur le substrat, permettant le mouvement vers l’avant (Case and Waterman 

2015) (Figure 22).  

Au fur et à mesure que le front de migration va avancer, les adhérences naissantes vont soit 

se désassembler, soit maturer jusqu’à devenir des points d’adhérences focaux à la jonction 

arrière du lamellipode avec une région appelée la lamelle (Choi et al. 2008; Parsons, 

Horwitz, and Schwartz 2010). Ainsi, l’existence des adhérences s’inscrit donc dans un 

continuum en perpétuel renouvellement au cours de la migration, appellé le « turnover » des 

adhérences. Les points focaux, stade final de maturation situés dans la lamelle, sont 

fortement attachés à des faisceaux de filament d’actine entre-chassés de myosine II, pour 

former ce que l’on appelle les fibres de stress. Ces faisceaux sont responsables de la 

traction de la traine de la cellule, qui engage simultanément une dissociation des 

adhérences à l’arrière (Case and Waterman 2015).  (Figure 23) 

Le mouvement de reptation inhérent à la migration mésenchymateuse est donc gouverné 

par une polymérisation d’actine au niveau du lamellipode, couplé à une traction de la traine 

par contraction des faisceaux d’actomyosine. Les forces générées sont transmises à 

différents éléments de la matrice par un système d’adhérence, permettant à la cellule de 

migrer à travers cet environnement. Une dernière caractéristique de ce mode de migration 

est son utilité topologique. La migration mésenchymateuse est couplée à une activité 

protéolytique intense, permettant de dégrader certains éléments de la matrice 

extracellulaire. Cette dégradation est essentielle afin de permettre à la cellule de traverser 

les tissus conjonctifs, et autres barrières fibreuses, dans le cadre d’une migration invasive 

(Friedl and Wolf 2009).  
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2.1.2. La migration amiboïde  

 

Les cellules en migration amiboïde, comme les leucocytes ou les cellules primordiales 

germinales, sont généralement caractérisées par une forme arrondie. Ce mode de migration 

se distingue notamment par l’absence de point d’adhérences mature et de fibres de stress, 

ce qui va engager la cellule dans une motilité généralement extrêmement rapide, de plus de 

10 µm/min (Friedl and Wolf 2010). Il existe 2 types principaux de mouvement amiboïdes, par 

bleb ou par filopodes (Yoshida and Soldati 2006).  

Le type le plus fréquemment retrouvé est basé sur la génération d’un type de protrusion 

appelé le bleb. Il s’agit de petites hernies de la membrane plasmique formées par pression 

hydrostatique, à la suite du détachement de la membrane du cortex d’actomyosine, ou d’une 

rupture ponctuelle de ce dernier. Mécanistiquement, à la suite de la désolidarisation de la 

membrane et du cortex, le cytoplasme se déverse dans le bleb, qui, par pression 

hydrostatique s’expand, c’est la phase de protrusion. Le bleb va alors générer des points 

d’adhérences relativement faibles, mais suffisant pour assurer un ancrage transitoire. Puis le 

cortex d’actine se reforme au niveau de la membrane du bleb, initiant alors la rétraction de la 

structure, et donc la traction du reste de la cellule (Paluch and Raz 2013).  

Figure 23. Mécanisme du renouvèlement et d’engagement des adhérences. Dans ce schéma 
est représenté le mécanisme de renouvellement des adhérences ; ainsi que l’engagement des 
adhérences avec le cytosquelette d’actine, relatif au mouvement de « molecular clutch » énoncé 
précédemment.  
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2.1.3. La migration collective 
 

Contrairement à la migration individuelle, les cellules en migration collective sont en contact, 

formant alors de large regroupement cellulaire cohésifs ou bien des flux de cellules plus 

lâches. Au sein de ces formations on retrouve fréquemment des cellules aux phénotypes 

variés, épithélial ou mésenchymateux, en réalité souvent entre les deux. Ces cellules 

utilisent également toute la panoplie de protrusions cellulaire, des lamellipodes, des 

filopodes ou encore des blebs. Par exemple, des filopodes, des lamellipodes et des blebbs 

ont été observés séquentiellement sur le front de cellules de poisson-zèbre migrant durant la 

gastrulation (Diz-Muñoz et al. 2010). 

Dans tous les cas, un groupe de cellules migrant collectivement peut être schématiquement 

représenté en 2 catégories : les meneuses (« leaders ») et les suiveuses (« followers »). Les 

cellules situées au front vont dicter à la fois la direction et la vitesse de la migration du 

groupe de cellule. Les cellules à l’arrière forment des jonctions inter-cellulaires et participent 

dans la modulation de la direction et de la vitesse, à l’instar de la traine d’une cellule en 

mouvement mésenchymateux. Ainsi, cet ensemble de cellules développe un mouvement 

coordonné, souvent bien plus efficace que celui des cellules isolées (Mayor and Etienne-

Manneville 2016) (Figure 24).  

 

 

2.1.4. La migration sous contrôle des GTPases 

 

Les phénomènes de migration sont intrinsèquement régulés par un grand nombre de 

protéines. Ces protéines peuvent couvrir un grand nombre de fonctions, allant des 

propriétés de détection des signaux extracellulaires, aux mécanismes de signalisation 

intracellulaires. Quel que soit le mode de migration, une classe de protéines joue un rôle 

Figure 24. Schéma de cellules en 
migration collective. La cellule 
« leader », avec des caractéristiques 
plus mésenchymateuses, va dégrader 
la matrice extracellulaire à l’avant. Les 
cellules « followers », plus cohésives 
grâce à un fort maillage de cadhérines 
et autres protéines de jonctions 
cellulaire, vont suivre la migration, mais 
également promouvoir la survie des 
cellules leaders. 
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pivot, absolument fondamental dans le contrôle spatio-temporel du remodelage du 

cytosquelette d’actine, des adhérences et de la contractilité au cours de la migration, ce sont 

les Rho-GTPases.  

Les vingt Rho-GTPases présentes chez l’Homme fonctionnent toutes selon un cycle rythmé 

par leur liaison au GTP ou au GDP. Ainsi, une GTPase liée au GTP sera active et pourra 

stimuler différentes protéines en aval, appelées les effecteurs, tandis qu’une GTPase liée au 

GDP adoptera une conformation inactive. Le rythme de ce cycle est imposé par 2 classes de 

protéine, les GEFs (« Guanine nucleotide Exchange Factors »), activatrices, capable 

d’échanger le GDP en GTP, et les GAPs (GTPases-Activating Proteins »), inhibitrices, 

provoquant l’hydrolyse du GTP en GDP sur les GTPases. Les 3 principales GTPases 

impliquées dans les phénomènes de migration sont les protéines Rho, Rac et Cdc42 (Ridley 

2015) (Figure 25).  

 

Figure 25. Cycle d'activation des GTPases au cours de la migration mésenchymateuse. A 
gauche, est représenté le cycle d’activation des GTPases, avec la Rho GTPase (gris) lié au GDP, 
puis au GTP. Cette activation est souvent associée à une localisation membranaire de la GTPase. 
Une fois activé, la GTPase va pouvoir s’associer avec des effecteurs pour médier différents effets 
biologiques. Il est reconnu que Rac va potentialiser l’actine branchée dans le lamellipode, Cdc42 va 
promouvoir les filopodes et la polarisation de l’activité de Rac, tandis que RhoA va activer la 
contraction d’actomyosine. 

 

Au cours de la migration mésenchymateuse, le lamellipode est notamment initié par la 

GTPase Rac, qui comme nous le verrons plus tard, peut recruter le complexe WAVE, 

chargé d’activer à son tour le complexe Arp2/3, médiateur de la polymérisation d’actine 

branchée, principale composante architecturale du lamellipode. De son côté CDC42 est 

principalement actif dans la génération des filopodes, fréquemment retrouvés au front des 
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lamellipodes. Cependant, CDC42 a également été impliqué dans le maintien d’un Rac actif 

au niveau du front des lamellipodes, et joue donc un rôle direct sur cette structure. Enfin 

certaines isoformes de Rho, telles que RhoC, vont davantage agir au niveau de la traine de 

la cellule, afin de stimuler la contractilité d’actomyosine (Ridley 2015). 

Avant de continuer, il me semblait nécessaire de préciser l’utilité de cette partie, puisqu’au-

delà de la simple introduction mécanistique, il permet également de situer le rôle des 

comparses qui seront présentés dans les chapitres suivant, BCAR3 et les FMNLs. D’une 

part, BCAR3 a été caractérisé comme une protéine GEF-like, bien que ses fonctions soient 

indirectes (K. N. Felekkis et al. 2005). D’autre parts, les formines FMNLs ont été largement 

décrites comme des effecteurs de ces Rho-GTPases, en particulier de CDC42 (Kühn and 

Geyer 2014b). Ainsi, un lien étroit va rapprocher ces deux protéines : le cycle d’activation 

des Rho-GTPases.  

 

2.1.5. La migration dans un environnement tridimensionnel 

 

Dans toutes ces différentes configurations, il est néanmoins un paramètre fondamental qu’il 

faut garder à l’esprit : à l’exception de rares cas, telle que la migration de leucocytes le long 

des parois vasculaires (Auffray et al. 2007), la migration des cellules au sein des tissus se 

fait dans un environnement tri-dimensionnel. Ainsi la cellule doit faire face à certain nombre 

de contraintes imposées par la matrice extracellulaire (ECM) et les autres cellules. De façon 

plus spécifique à notre thématique, dans le cas de la migration au cours de la dissémination 

métastatique, il s’agit en effet d’une migration à travers des environnements de topologie 

tridimensionnelle, de natures parfois extrêmement variés (e.g, tissus conjonctifs mammaires 

vs tissu conjonctif osseux). Au cours de ma thèse j’ai eu l’occasion de m’y intéresser et de 

venir observer cette migration tridimensionnelle. Notamment par microscopie optique 

adaptative, permettant de corriger les aberrations optiques liées justement à cette topologie.  

La migration tridimensionnelle est tout d’abord modulé par les paramètres de la matrice, 

l’ECM, qui va revêtir une topologie particulière, des concentrations variables en composants 

fibrillaires ou en petites molécules chimiotactiques (haptotaxis), des duretés (durotaxis) et 

des élasticités différentes, ou encore une porosité différentielle. La cellule en migration, 

acteur actif dans son processus de migration, peut également venir remodeler cette matrice 

avec tout un éventail de métalloprotéases, qui vont considérablement modifier les forces 

appliquées sur la cellule et donc sa façon de se déplacer (Yamada and Sixt 2019).  
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Ces « façons » de se déplacer peuvent être regroupées en 3 grands modes, le mode 

mésenchymateux, le mode amiboïde et le mode lobopodial. La migration 

mésenchymateuse, lente mais capable de se frayer un chemin dans la matrice par 

dégradation de la matrice. La migration amiboïde, rapide, incapable de dégradation, mais 

les cellules sont capables de subir d’importantes déformations, ce qui leur permet de passer 

par les espaces et interstices de la matrice extracellulaire. Ainsi, la topologie de la matrice 

va grandement influer sur le mode de migration, ce qui nous amène à la partie suivante, qui 

va s’intéresser à cette migration tridimensionnel, dans le cadre de la dissémination 

métastatique (Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Représentation de cellules en migration tri-dimensionnelle. Au-dessus, l’image a été 
adaptée de (Sixt et al., 2019). Il s’agit de représentations de cellules en migration mésenchymateuse 
ou amiboïde dans une matrice tridimensionnelle. En dessous, il s’agit d’image prise au cours de mon 
travail. A gauche le sphéroïde de cellules tumorales mammaires (noyau en bleu et actine en blanc). 
A droite, un cellule s’échappant radialement du sphéroïde, prise par imagerie confocale et optique 
adaptative. ON observe différentes sortes de protrusions, tels que le lamellipode tridimensionnel 
(pseudopode allongé), des filopodes, et se qui s’apparente à des blebbs.  
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2.2. Plasticité de la migration au cours de la dissémination 

métastatique  

 

2.2.1. La plasticité de la migration 
 

Bien qu’elles puissent acquérir des mutations supplémentaires sur le site métastatique, 

durant la période de dormance notamment, les cellules disséminantes ont les mêmes 

déterminants génétiques que les cellules cancéreuses retrouvées dans la primo-tumeur 

(Yates et al. 2017). Ainsi, près de 90% des métastases possèdent les mêmes mutations 

« drivers » que les tumeurs primaires (Turajlic and Swanton 2016). L’argument purement 

génétique de la dissémination métastatique est donc souvent réfuté, au profit d’une notion 

plus dynamique, impliquant les interactions entre la cellule tumorale et son micro-

environnement (Quail and Joyce 2013). Il est donc reconnu que les conditions micro-

environnementales de la primo-tumeur coopèrent largement avec les différentes lésions 

génétiques pour orienter les cellules cancéreuses à « bouger » ailleurs. Cet environnent 

biochimique (oxygène, nutriments, cytokines…), cellulaire (fibroblastes associés, cellules 

immunitaires…) et mécanique (rigidité et topologie de la matrice) est responsable de la 

réponse plastique des cellules tumorales qui vont alors s’adapter. Il a par exemple été 

élégamment montré dans le laboratoire du Dr. Matthieu Piel qu’une cellule peut changer son 

phénotype migratoire uniquement en fonction des paramètres topologiques et mécaniques 

de la matrice, sans aucune altération génétique (Y.-J. Liu et al. 2015). La plasticité de la 

migration, c’est-à-dire la capacité des cellules cancéreuses à adapter leur mode migratoire 

en fonction de leur besoin, est donc une caractéristique fondamentale d’une cellule 

métastatique en puissance.  

Cette plasticité de la migration va notamment s’illustrer à travers différentes transition 

phénotypiques, comme la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et sa réciproque 

mésenchymo-épithéliale (MET), ou encore la transition mésenchymo-amiboïde (MAT). Ces 

transitions seront notamment à l’origine des phénomènes d’interconversions entre migration 

collective et migration individuelle. La résultante est un patchwork de phénotypes motiles 

présentant une granulométrie extrême, consistant en des flux cellulaires plus ou moins 

denses et cohésifs, avec parfois même une lumière interne, et des cellules migrant de façon 

isolée (Figure 27).  

Au cours de la cascade métastatique, les capacités motiles de la cellule sont sollicitées à 

différentes étapes, selon des modalités variables et viennent répondent à deux grands 

programmes. D’une part, la faculté des cellules de migrer à travers des barrières tissulaires, 



La migration dans le cancer du sein métastatique 

76 

 

comme les lames basales ou les parois vasculaires (Glentis, Gurchenkov, and Matic 

Vignjevic 2014). D’autre part, les cellules doivent migrer à travers des micro-environnements 

aux propriétés hétérogènes, allant du parenchyme entourant la tumeur primaire, aux tissus 

conjonctifs et épithéliaux de l’organe distant à coloniser. La cellule va également se mouvoir 

dans différentes voies circulatoires comme les capillaires sanguins, les vaisseaux 

lymphatiques ou même le long des fibres nerveuses (Alexander et al. 2013).  

 

2.2.2. Les métastases du cancer du sein, entre EMT, MET et collectif 
 

L’EMT a fait l’objet d’un fort intérêt au cours des dernières années, si bien qu’un consortium 

s’est créé, le TEMTIA (« The EMT International Association »), regroupant les chercheurs 

probablement les plus influents du domaine. En 2020, ce consortium a proposé une vision 

consensuelle de ce phénomène. L’EMT est « un changement réversible et multifactoriel du 

phénotype cellulaire, pendant lequel les cellules épithéliales perdent leur polarité apico-

basale, remodèlent leur cytosquelette et modifient leurs propriétés d’adhérence inter-

cellulaires ». Ainsi les cellules acquérant individuellement ou collectivement ces 

caractéristiques mésenchymateuses sont davantage aptes à migrer et à envahir les tissus 

(J. Yang et al. 2020).  

Figure 27. Plasticité de la migration au cours de l'invasion tumorale. Dans ce schéma est 
représenté l’invasion locale du parenchyme d’une tumeur canalaire mammaire. On observe un flux de 
cellules s’échappant de la tumeur. Certaines cellules peuvent poursuivre leur invasion du parenchyme 
de façon isolée en régulant leur caractéristiques mésenchymateuses (graduellement rouges), ou 
amiboïdes (graduellement vertes). Des interconversions sont fréquemment retrouvées entre les 
phénotypes épithéliaux et mésenchymateux (EMT), ainsi que mésenchymateux et amiboïdes (MAT). 
Enfin, la plupart du temps, il semblerait que les cellules tumorales migrent dans les tissus conjonctifs 
via des mécanismes collectifs.  
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Au cours du développement, les cellules épithéliales migrent souvent sur de longues 

distances. Le détachement et la sortie de leur feuillet épithélial et la migration qui s’en suit 

nécessite une EMT pour acquérir cet état mésenchymateux, invasif et migratoire. Dans la 

plupart des cas, les cellules ne perdent néanmoins pas totalement leurs jonctions inter-

cellulaires, et vont davantage les adapter à une migration de type collective. Par ailleurs, il 

n’est pas rare de voir ces cellules procéder à la transition inverse, la transition 

mésenchymato-épithéliale (MET), afin de coloniser un nouveau territoire et y former une 

nouvelle structure épithéliale (Nieto et al. 2016). Il est important de noter que l’EMT 

retrouvée dans les cancers n’est pas un programme binaire, impliquant un stade épithélial et 

un stade mésenchymateux. De plus en plus de rapports font état d’une extrême 

granulométrie de cette transition. Ainsi, il existe un continuum d’état intermédiaires, 

hybrides, par lesquels les cellules transitent ; ces états sont souvent assimilés à de l’EMT 

partielle, et représentent en réalité davantage la norme que l’exception (Saitoh 2018). Il en 

découle un phénomène d’une grande plasticité, largement inscrit dans la palette 

phénotypique des cellules cancéreuses (Figure 28).  

Le laboratoire de Cédric Blanpain, à la pointe du traçage in vivo des lignages cellulaires, a 

élégamment démontré que les tumeurs mammaires présentent des sous-populations 

cellulaires associées à toute une palette d’états intermédiaires de l’EMT, d’un statut 

épithélial à totalement mésenchymateux. Si toutes ces populations ont conservé leur 

potentiel tumorigénique, ce sont celles oscillant dans des états d’EMT partielle qui étaient 

clairement les plus invasives et aptes à atteindre la circulation et former des métastases. De 

façon intéressante, les cellules les plus mésenchymateuses étaient localisées à proximité 

des vaisseaux sanguins afin de promouvoir l’angiogenèse et constituer des niches 

favorables attirant localement les cellules tumorales et stimulant leur EMT (Pastushenko et 

al. 2018). Le concept sous-jacent relevant ainsi d’une notion d’éducation des autres cellules, 

les cellules les plus mésenchymateuses ne seraient pas les cellules métastatiques, mais 

plutôt celles qui « éduquent » les autres à le devenir.  

Cette notion est d’autant plus importante à la lumière des preuves, de plus en plus 

abondante, du mode de migration collectif utilisé par les cellules tumorales mammaires qui 

disséminent. En effet, il a été montré que l’E-Cadhérine, une protéine essentielle intervenant 

dans la cohésion des cellules épithéliales, permettait une dissémination métastatique bien 

plus efficace dans de nombreux modèles de tumorigénèse mammaire (Padmanaban et al. 

2019). Cela nous renvoie au constat que les cellules tumorales mammaires utilisent 

fréquemment un mode de migration collectif afin de coloniser des organes distants, avec 

des cellules « leaders » qui conservent un programme de base épithélial, malgré des 

caractéristiques motrices mésenchymateuses (Cheung et al. 2013). Ainsi, si l’EMT apparait 
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comme un programme essentiel intégré dans la plasticité migratoire des cellules tumorales 

mammaire, il apparait de plus en plus comme un état transitoire et partiel, se coordonnant 

avec les autres modalités de migration.  

Figure 28. Caractéristiques de l’EMT partielle et sa réciproque la MET. Figure issue de (A. 
Dongre et RA. Weinberg, 2018). Dans ce schéma on observe le changement de polarité entre la 
cellule épithéliale (apico-basale) et mésenchymateuse (avant-arrière). Les cellules épithéliales sont 
maintenues cohésives par un ensemble de jonctions, qui sont progressivement dissoutes, au profit 
d’une réorganisation massive du cytosquelette d’actine chez les cellules mésenchymateuses. On 
remarque les différents facteurs de transcription ZEB/SNAIL/TWIST, chargés de réguler l’état 
d’avancement et le maintien de l’état mésenchymateux des cellules.  
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Résumé 
 

 

Le cancer du sein est classifié par type histologique et sous-type moléculaire, afin de 

faciliter sa prise en charge thérapeutique.  

Les métastases du cancer du sein peuvent se déclarer à partir de tous les types et sous-

types de cancer. Les fenêtres thérapeutiques sont aujourd’hui extrêmement limitées, 

rendant cette maladie très difficile à traiter, voire incurable dans le cas du triple-négatif.  

Les métastases se forment à la suite d’un enchainement d’évènements cellulaires, appelé 

cascade métastatique. Les paramètres spatio-temporels d’émergence et de sélection des 

cellules métastatiques sont encore débattus, bien que certains modèles semblent émerger.  

Le consensus permet cependant de définir certaines caractéristiques des cellules 

métastatiques, ces fameuses « hallmarks », impliquant en premier lieu des capacités 

motiles et invasives.  

La migration cellulaire est un processus multimodal. On distingue notamment la migration 

amiboïde, rapide et contractile, de la migration mésenchymateuse, lente et adhérente.  

La migration mésenchymateuse repose sur une coordination des phénomènes de 

protrusion, d’adhérence et de contraction. Chacune de ces étapes est finement régulée 

par différents acteurs moléculaires, tels que les Rho-GTPases.  

Les cellules cancéreuses présentent une incroyable plasticité, notamment lorsqu’il s’agit de 

migrer au cours de la cascade métastatique. Elles peuvent intervertir leurs mode de 

migration afin de s’adapter au mieux à leurs conditions environnementales. 

Au cours du processus métastatique mammaire, on retrouve cette plasticité. De plus en 

plus de preuves démontrent que les cellules tumorales mammaires s’illustrent à travers des 

phénomènes de migration collective, avec des cellules dans des états d’EMT partielle.  
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IV. BCAR3, un adaptateur moléculaire 
 

 

La surface des cellules est parsemée de récepteurs transmembranaires chargés 

d’accueillir différents signaux aussi bien chimiques que physiques. Des intégrines véhiculant 

des signaux mécaniques aux récepteurs à tyrosine kinase transmettant différents signaux 

trophiques, ces récepteurs sont à l’origine de cascades de signalisation intracellulaires 

participant à une pléiade de fonctions, nécessaires à l’homéostasie cellulaire. Le système 

dendritique sous-jacent à ces récepteurs, nécessite la présence de protéines adaptatrices et 

de protéine d’échafaudage afin de transmettre ces signaux. Ces protéines n’ont 

généralement pas d’activité catalytique intrinsèque mais sont capables, via leurs nombreux 

domaines, d’assembler les différentes protéines effectrices de ces voies de signalisation afin 

de former des macro-complexes multifonctionnels.  

La protéine BCAR3 fait partie d’une famille de protéines possédant cette fonction 

adaptatrice. Nous nous intéresserons particulièrement à cette protéine compte tenu que 

nous l’identifierons en tant que nouveau substrat de SMYD2. Et une grande partie de cette 

thèse sera lié à l’étude du rôle de la méthylation de BCAR3. Nous allons donc voir comment 

cette fonction adaptatrice se décline dans le cas de BCAR3, quels sont les voies 

intracellulaires impliquées et comment les fonctions de BCAR3 sont détournées par les 

cellules cancéreuses afin de promouvoir la tumorigénèse mammaire.  
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1. Le complexe BCAR3/BCAR1 

 

1.1. La famille des BCARs 

 

En 1998, alors que l’équipe de Ton van Agthoven est à la recherche aléatoire de gènes 

pouvant être impliqués dans la résistance au 4-OH-Tamoxifène, un anti-œstrogène, ils 

découvrent un locus génétique particulièrement important. Ils appellent ce gène BCAR3 

(« Breast Cancer Antiestrogen Resistance 3 »), et démontrent qu’il permet aux cellules 

cancéreuses hormono-dépendantes de survivre et d’échapper à la cytostase et la mort 

induites par le traitement aux anti-œstrogènes (van Agthoven et al. 1998a). Cette 

découverte vient compléter la famille des BCARs, déjà composée de deux autres gènes, 

BCAR1 et BCAR2, que cette équipe a pu également mettre en évidence avec des méthodes 

similaires (L. C. Dorssers et al. 1993; L. C. J. Dorssers and Veldscholte 1997) et plus tard 

BCAR4 (Meijer et al. 2006).  

Si ces gènes partagent fonctionnellement cette importance dans la résistance aux anti-

œstrogènes, leur structure, leurs domaines protéiques, et parfois même leur nature 

moléculaire s’avèrent être très différentes. Par exemple, l’exemple le plus flagrant est celui 

de BCAR4. Contrairement aux autres membres qui sont des gènes codant pour des 

protéines, BCAR4 code pour un long ARN non-codant (Meijer et al. 2006). BCAR2, a 

changé de nom, et code désormais pour un facteur de transcription à doigts de zinc nommé 

TRERF1 (« Transcriptional Regulating Factor 1 »). BCAR1 est devenu une des figures 

emblématiques dans l’étude des adhésions et de la mécano-transduction, où il est connu 

sous le nom de p130Cas (« protein of 130 kDa – Crk-Associated Substrate) (Defilippi, Di 

Stefano, and Cabodi 2006; Sawada et al. 2006). Si cette nomenclature basée sur une 

convergence fonctionnelle a donc été perdue, l’appellation de BCAR3, également appelé 

AND-34 chez la souris, reste néanmoins conservée (van Agthoven et al. 1998a; D. Cai et al. 

1999; Meng et al. 2019).  

Aucune étude n’est venue substantifiquement alimenter les connaissances dans le cas de 

BCAR2 (TRERF1), qui donc reste à ce jour totalement méconnu. BCAR4 a fait l’objet 

d’investigations plus poussées, notamment dans les cancers. Ainsi, il est démontré par 

exemple que BCAR4 joue un rôle crucial dans l’agressivité des cancer du sein, et plus 

particulièrement dans la dissémination métastatique des cancers du sein triple-négatif 

(Godinho et al. 2010; Xing et al. 2014). Mécanistiquement, BCAR4 se lierait physiquement 

aux deux facteurs de transcription SNIP1 et PNUTS, pour activer les fonctions de l’histone 
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acétyltransférase p300, relâcher localement la contrainte épigénétique et engager l’ARN 

polymérase II. Ce mécanisme induirait alors un programme transcriptionnel de migration 

cellulaire dépendant de Hedgehog favorisant la dissémination métastatique (Xing et al. 

2014). Cependant, je présenterais plus particulièrement BCAR1 dans cette partie, puisque, 

comme nous allons le voir par la suite, il joue un rôle remarquablement complémentaire à 

celui de BCAR3. 

 

1.2. BCAR1, un échafaudage élastique 

 

BCAR1 fait partie de la famille des protéine CAS, regroupant également NEDD9 (« Neural 

precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 »), CASS4 (« Cas scaffolding 

protein family member 4”) et EFS (« Embryonal Fyn-associated substrate »). Toutes ces 

protéines possèdent une structure similaire, organisée en 3 domaines principaux 

(Tikhmyanova, Little, and Golemis 2010). Le domaine SH3 (« Src Homology 3 »), une 

plateforme d’interaction pouvant accommoder les motifs poly-prolines de différentes 

protéines. Le domaine SH3 de BCAR1 est responsable de son interaction avec notamment 

la protéine centrale des adhérences focales FAK (« Focal Adhesion Kinase ») ou encore la 

protéine GEF RAPGEF1 (« Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor 1 ») (Polte and Hanks 

1995). Adjacent, on retrouve le domaine substrat (SD), qui contient un grand nombre de 

motifs YxxP, qui, lorsqu’ils sont phosphorylés au niveau de la tyrosine (Y), peuvent interagir 

avec différentes protéines contenant des domaines SH2 (« Src Homology 2 »), telles que 

l’oncogène CRK (Sakai et al. 1994). Ce domaine est d’une importance capitale dans la 

fonction mécano-sensible de BCAR1 (Figure 29). En effet, prédite comme intrinsèquement 

désordonnée (« Intrisically Disordered Region », ou IDRs), l’étirement de cette région 

permet d’exposer ces motifs YxxP cryptiques, et ainsi permettre leur phosphorylation et 

l’interaction avec différents partenaires assurant la transmission de la signalisation cellulaire 

(Sawada et al. 2006). Cet étirement pouvant être, par exemple, la résultante des forces 

exercées par l’éloignement de deux clusters d’intégrine, lors de la maturation des 

adhérences (Janoštiak et al. 2014). Enfin, le domaine C-terminal, extrêmement conservé 

entre les membres de la famille CAS, est un domaine permettant l’homo- et l’hétéro-

dimérisation avec d’autre membres de la famille CAS. Il est également le siège de 

nombreuses interactions avec différents membres de la famille Src, ou encore de BCAR3, 

comme nous le verrons plus tard (D. Cai et al. 1999).  

 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/focal-adhesion
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Figure 29. Mécanisme d'étirement et d'activation de BCAR1. Dans ce schéma on constate que la 
région désordonnée de BCAR1 est inaccessible à la phosphorylation par Src notamment. En cas 
d’engagement des intégrines et de leur éloignement lors d’étirement locaux inhérents à la migration, 
BCAR1 est également étiré afin de faire apparaitre ces tyrosines cryptiques, pouvant alors être 
phosphorylé et déclencher les voies de signalisation en aval.  

 

BCAR1 est donc une protéine d’armature, d’échafaudage, assurant une fonction cruciale de 

senseur du stress mécanique au niveau des points d’adhérences, et donc 

fondamentalement impliqué dans les phénomènes de migration cellulaire. Récemment, 

l’équipe du Dr. Jacquemet a d’ailleurs élégamment montré que ces fonctions de mécano-

senseur s’exerçaient également au niveau des filopodes (Jacquemet et al. 2019). Il est 

intéressant de noter que les fonctions mécano-sensibles de BCAR1 sont encore largement 

inexplorées dans les cancers, alors que la matrice extracellulaire des tissus tumoraux 

possède des propriétés mécaniques extrêmes, affectant profondément les propriétés 

d’adhérence et de contractilité des cellules cancéreuses (Levental et al. 2009).  

Ses étroites relations avec l’oncogène Src fait également de BCAR1 un relais essentiel des 

différentes voies de prolifération cellulaire impliquant les récepteurs à tyrosine kinase. Il n’est 

donc pas étonnant de constater que des niveaux anormalement élevés de BCAR1 sont 

fréquemment retrouvés dans différents types de cancer, comme le cancer du sein (Tornillo, 

Defilippi, and Cabodi 2014). Les fonctions de BCAR1 sont essentielles à la maturation de la 

glande mammaire, et sont largement détournées au cours de la transformation cancéreuse. 

Un grand nombre d’étude démontrent en effet le rôle pro-tumoral de BCAR1 via des 

phénomènes de prolifération et d’invasion des cellules cancéreuses mammaires. Par 

exemple, l’invalidation de l’interaction entre BCAR1 et la protéine FAK mène à un arrêt de la 

croissance tumorale in vivo (Pylayeva et al. 2009). En particulier, les fonctions de BCAR1 
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ont également été reportées dans les cancers du sein hormono-dépendants. Outre sa 

surexpression liée au phénomène de résistance aux anti-estrogènes (Flier et al. 2000), 

BCAR1 est directement impliqué dans le relais des signaux de survie et de résistance au 

tamoxifène initiés par l’activation de Src et culminant par l’expression de la Cycline D1 

(Cabodi et al. 2004). Ainsi, BCAR1 semble jouer différents rôles participant à la progression 

tumorale mammaire.  

 

1.3. BCAR3, un adaptateur 

 

BCAR3, ultime membre connu des BCARs, fait partie de la famille des NSPs (pour « Novel 

SH2-containing Proteins). Cette famille regroupe 3 membres, NSP1, NSP2 (aliases BCAR3, 

ou AND-34) et NSP3 (aliases SHEP1 ou CHAT), tous fonctionnant comme des adaptateurs 

moléculaires cytoplasmiques (Wallez et al. 2012a). Structurellement, BCAR3 est une 

protéine de 826 acides aminés composée d’un domaine N-terminal SH2 et d’un domaine C-

terminal GEF-like. Ces deux domaines sont entrecoupés par une région P/S (« Proline-

Serine rich) contenant notamment notre nouvel évènement de méthylation (Figure 30).  

 

A l’extrémité N-terminale de BCAR3 on retrouve le domaine SH2. Ce domaine possède le 

motif consensus FLVR, chargé de reconnaitre les tyrosines phosphorylées, l’arginine R177 y 

jouant un rôle critique (Pawson 2004). Différentes expériences de perte de fonction du 

domaine SH2 ont pu ainsi mettre en évidence que la mutation de cette arginine en lysine 

(R177K) empêche l’interaction avec la phosphatase PTPα (« Protein Tyrosine Phosphatase 

α »). Ainsi la phosphotyrosine Y789 de PTPα devient le premier substrat reconnu par le 

domaine SH2 de BCAR3 (G. Sun et al. 2012). Une élégante étude démontre par la suite 

l’interaction entre BCAR3 et la phosphotyrosine Y1307 du récepteur à tyrosine kinase HER3 

Figure 30. Famille de protéines NSPs. Dans ce schéma on retrouve les 3 membres de la famille 
NSP, organisés en 3 grands domaines. Ces domaines sont détaillés dans le paragraphe suivant. On 
notera la position de la lysine 334, siège du nouvel évènement de méthylation catalysé par SMYD2, 
sur le domaine P/S.  
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(« Human Epidermal growth factor Receptor 3 ») via son domaine SH2 (C. Li et al. 2017). 

Néanmoins, il n’y a pas eu à ce jour d’analyse à grande échelle de l’interactome du domaine 

SH2 de BCAR3. Il est donc probable que ce domaine soit au carrefour de nombreux 

partenaires encore inconnus. Notons enfin que le second isoforme de BCAR3 est totalement 

dépourvu de ce domaine SH2 et commence quelques acides aminés en amont de la lysine 

K334, siège d’un nouvel événement de méthylation catalysé par SMYD2, et objet de ma 

thèse. Il n’existe aucune caractérisation de cet isoforme à ce jour, bien qu’exprimé dans la 

plupart des tissus humains (Vervoort et al. 2007).  

La région S/R de BCAR3 est remarquable par son absence totale de caractérisation. Prédite 

comme étant largement désordonnée, elle semble néanmoins importante pour maintenir la 

phosphorylation de BCAR1 (Makkinje et al. 2009a) et contient la lysine K334, le site de 

méthylation étudié au cours de ma thèse. Ces régions sont généralement exposées et 

connues pour promouvoir les interactions entre les protéines.  

Une particularité notable de BCAR3, et des protéines NSP en général, est leur domaine 

GEF-like (Figure 31). Ce domaine GEF-like est homologue au domaine CDC25, un 

domaine GEF connu, chargé d’échanger le GDP en GTP sur les petites protéines à activité 

GTPase de la famille RAS. Ainsi, différents rapports ont fait état d’une activation des 

GTPases RaI ou encore Rap1 dans des cellules surexprimant BCAR3 (Gotoh et al. 2000; 

Bos, de Rooij, and Reedquist 2001; Rufanova et al. 2009). Cependant d’autres rapports ont 

également contesté cette activité (Yu and Feig 2002). Face à ces résultats irréconciliables, 

la structure, résolue il y a une dizaine d’années, implacable, trancha (Mace et al. 2011). A 

l’instar des autres membres de la famille NSP, la partie du domaine GEF-like de BCAR3 

sensée lier la GTPase est stériquement occultée, rendant BCAR3 incapable de se lier aux 

GTPases et d’assurer l’échange de GDP en GTP. Fruit d’une convergence évolutive forte 

des protéines NSPs, cette conformation, que certains qualifieraient de « fermée », est en fait 

une ouverture structurée de la protéine de sorte à épouser parfaitement le domaine C-

terminal de BCAR1 et des autres membres de la famille CAS, tel que NEDD9 (Mace et al. 

2011). 

 Il est désormais clair que BCAR3 ne possède pas d’activité catalytique intrinsèque, mais 

servirait plutôt de protéine adaptatrice permettant des signalisations entre les partenaires du 

domaine SH2 (multiples en puissance), et les membres de la famille CAS, notamment 

BCAR1. Une protéine adaptatrice accomplie. Cette liaison avec BCAR1, extrêmement forte, 

stable, de l’ordre du nanomolaire (30 nM), connecte donc adaptateur et échafaudage, afin 

de former un module macromoléculaire chargé de réguler en profondeur différentes voies de 

signalisations.  
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2. BCAR3, au carrefour de signalisations multiples 

 

2.1. Contexte physio-pathologique  

 

Avant d’argumenter sur les fonctions de BCAR3, il est important de rappeler un fait notable : 

l’invalidation de BCAR3 serait totalement viable chez la souris. En ciblant un site cryptique 

au niveau de l’exon 4, les auteurs parviennent à éliminer le domaine SH2 de BCAR3 par 

recombinaison homologue en générant une protéine tronquée, non fonctionnelle. Le seul 

phénotype observé est une rupture du cristallin, observable systématiquement 3 mois après 

la naissance des souris (Near et al. 2009). Néanmoins, il est important de noter que la 

méthode d’invalidation employée par les auteurs n’exclue pas l’hypothèse d’allèles 

hypomorphes de BCAR3. En effet, leur modèle n’exclut en rien une expression de l’isoforme 

2, débutant autour de l’exon 6, en amont de la lysine K334. Bien que ne contenant pas le 

domaine SH2, le domaine GEF-like est notamment présent dans cet isoforme 2 qui, 

rappelons-le, est exprimé dans la plupart des tissus humains, et donc pourrait assurer 

Figure 31. Représentation des structures de BCAR3 en complexe avec BCAR1. Dans ce 
schéma tiré de la revue de (Wallez et al, 2012), nous comparons une RAS-GEF active, SOS1, avec 
le domaine GEF (en rouge), en conformation ouverte, avec le domaine GEF-like de BCAR3 en 
conformation fermée. Enfin, nous constatons que ce domaine fermé permet une association avec la 
protéine BCAR1.   



BCAR3, un adaptateur moléculaire 

87 

 

certaines fonctions de BCAR3, tout en le privant de ses fonctions d’adaptateur moléculaire 

(Vervoort et al. 2007).  

Selon « The Human Protein Atlas », à l’exception de certaines cellules hématopoïétiques et 

lymphoïdes, l’ensemble des tissus semblent exprimer plus ou moins fortement BCAR3 au 

niveau protéique (Uhlén et al. 2015). Pour autant, mise à part l’analyse phénotypique citée 

précédemment, aucune étude n’a tenté d’explorer les fonctions physiologiques de BCAR3. 

En réalité, l’ensemble des fonctions moléculaires de BCAR3 ont été jusqu’à présent décrites 

dans des lignées cancéreuses mammaires.  

Dans les cancers, BCAR3 est exprimé à des niveaux relativement similaires aux tissus 

normaux, et ainsi ne démontre que peu de corrélation avec les données de survie, voire 

même a été considéré dans certains cancers comme un gène de bon pronostique (W. 

Zhang et al. 2018). Cela contraste cependant avec les analyses protéiques, qui montrent 

des niveaux élevés de BCAR3, avec fréquemment des corrélations de mauvais pronostique, 

laissant donc suggérer une importance des processus post-transcriptionnel et 

traductionnelles dans la régulation de BCAR3 (Cross et al. 2016a). Par exemple, une 

récente étude a montré que la protéine BCAR3 était massivement dégradé par l’ubiquitine 

ligase Cullin-5 dans les cellules mammaires non transformées MCF10-A (Steenkiste et al. 

2021a). Les niveaux de Cullin-5 étant généralement bas dans les cancers, il est donc 

possible que ce mécanisme de dégradation soit moins efficace dans les cancers, et 

permette une stabilisation de BCAR3 au niveau protéique.  

 

2.2. BCAR3 : la résistance aux anti-œstrogènes 

 

Comme brièvement évoqué dans la partie consacrée aux traitements du cancer du sein, la 

grande majorité des tumeurs mammaires présentent des propriétés hormono-dépendantes, 

et sont donc positives à ER. C’est-à-dire que la prolifération et la survie des cellules 

cancéreuses est initialement dépendante de l’activation de ER par une hormone 

stéroïdienne appelée œstrogène. Mécanistiquement, après la liaison à l’œstrogène, ER 

dimérise et transloque dans le noyau, où il pourra se fixer à différents co-activateurs pour 

former un complexe transcriptionnel compétent. Ce complexe va ensuite orchestrer un 

programme mitogène extrêmement actif impliquant notamment la cycline D1 (Prall et al. 

1997). Ainsi, ces tumeurs sont généralement prises en charge par un ensemble de thérapies 

endocrines, des « anti-œstrogènes » visant à bloquer cette activation de ER. Notamment, on 

retrouve les modulateurs de ER (e.g., Tamoxifène) qui entrent en compétition avec 
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l’œstrogène pour la liaison à ER, les suppresseurs de ER (e.g., Fulvestrant) qui sont des 

antagonistes pures, bloquant l’activité transcriptionnelle de ER et enfin les inhibiteurs de 

l’Aromatase (e.g., Letrozole), qui bloquent la conversion des androgènes en œstrogène 

(Hanker, Sudhan, and Arteaga 2020). Face à ces traitements il n’est pas rare de voir la 

tumeur évoluer et développer des mécanismes de résistance généralement basés sur une 

réactivation de ER indépendante à la fixation de son ligand, ou, plus rarement à la délétion 

de ER (T. W. Miller et al. 2011; Hanker, Sudhan, and Arteaga 2020).  

L’expérience qui a découvert BCAR3 avait bien comme objectif de trouver des gènes 

impliqués dans des mécanismes de résistance à ces anti-œstrogènes, en particulier du 

Tamoxifène (van Agthoven et al. 1998a). Ainsi de nombreux rapports font état du rôle 

mitogène de BCAR3 lorsque celui-ci est surexprimé dans des cellules cancéreuses 

mammaire traitées chroniquement avec différents anti-œstrogènes (van Agthoven et al. 

1998a; Dongpo Cai, Iyer, et al. 2003a; L. C. J. Dorssers et al. 2005; K. N. Felekkis et al. 

2005; Wallez, Riedl, and Pasquale 2014a). Un premier mécanisme de résistance impliquerai 

par exemple une induction de la cycline-D1 via l’activation de la voie Rac1/PAK1 (Dongpo 

Cai, Iyer, et al. 2003a). Tandis que la voie PI3K/Akt a été écartée, un autre mécanisme 

suggère que BCAR3 puisse promouvoir une robuste activation et phosphorylation de ERK, 

responsable de l’expression de la cycline D1 (Wallez, Riedl, and Pasquale 2014a), 

possiblement par modulation de l’activité kinase de PAK1, dont ERK est un substrat. Un 

autre point mécanistique essentiel est l’absolue nécessité de former le complexe avec 

BCAR1. En effet, les différents mutants de BCAR3, et en particulier celui bloquant 

l’interaction avec BCAR1, empêchent strictement toute activation de ces voies mitogènes 

(Dongpo Cai, Iyer, et al. 2003a; K. Felekkis, Quilliam, and Lerner 2006; Wallez, Riedl, and 

Pasquale 2014a). Différents mécanismes ont donc été évoqués, mais tous se rejoignent 

autour de voies MAPK-dépendantes impliquant la complexation de BCAR3 avec BCAR1 et 

l’induction de la cycline-D1, un oncogène central, responsable du maintien de la 

prolifération, en absence de la signalisation normalement véhiculée par ER.  

 

2.3. BCAR3 dans la migration cellulaire 

 

Si l’induction de la prolifération par BCAR3 a bien été démontrée, certaines études 

corroborent surtout le rôle de BCAR3 dans la régulation du cytosquelette d’actine et de la 

migration des cellules tumorales mammaires. En effet, comme nous l’avons vu dans la 

partie précédente, la migration implique nécessairement une dynamique du cytosquelette 
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d’actomyosine. Cette dynamique est à l’origine de forces, qui sont transmises sur le substrat 

via des systèmes d’adhérences, permettant in fine la migration.  

La localisation de BCAR3 au niveau de divers renflements membranaires riches en actine 

est démontrée dès 2003 par Amy Bouton et son équipe. Conjointement, ils observent que 

BCAR3 est capable d’accélérer la migration des cellules cancéreuses  (Riggins, Quilliam, 

and Bouton 2003). Puis de nombreux rapports vont tenter d’expliquer le mécanisme de cette 

synergie. En 2007, la même équipe démontre qu’en aval de Src, BCAR3 va fortement 

intensifier la phosphorylation de BCAR1 et activer les voies de signalisations dépendantes 

de BCAR1 (Schrecengost et al. 2007a). Ce résultat décrit un des phénotypes moléculaires 

les plus prégnant et les mieux caractérisé de BCAR3 ; c’est à dire sa propension à induire la 

phosphorylation de BCAR1 et à activer les voies sous-jacentes. Cette activité est majeure 

puisqu’il a été récemment démontré que l’ensemble du pool de BCAR3 est en complexe 

avec BCAR1, indiquant un niveau extrême d’interconnexion entre ces deux protéines (Cross 

et al. 2016a).  

Cette activation de BCAR1 par BCAR3 s’est rapidement retrouvée jointe à un mécanisme 

d’adhérence. Lors des premières étapes d’étalement des cellules sur une matrice de 

fibronectine, la présence de BCAR3 favorise la phosphorylation de BCAR1 et l’adhérence 

des cellules (N. R. Schuh et al. 2010). En effet, la formation de ce complexe BCAR3/BCAR1 

est essentielle afin d’accélérer la dissociation des adhérences et ainsi permettre l’étalement 

rapide des cellules.  

Ce désassemblage des adhérences est également crucial lors des phénomènes de 

migration, puisqu’il s’inscrit dans ce que l’on appelle le renouvellement (« turnover ») des 

adhérences. Ce renouvellement concerne les adhérences à tous les stades de maturation, 

de l’adhérence naissante du lamellipode à l’adhérence focale, située à l’interface avec la 

lamelle. Les adhérences naissantes situées dans le lamellipode présentent un 

renouvellement extrêmement rapide (< 60sec.), et si elles ne maturent pas en point 

d’adhérence focal, elles viennent se désassembler à l’interface lamellipode et lamelle 

(Vicente-Manzanares and Horwitz 2011). Il est encore inconnu si BCAR3 régule le 

désassemblage des adhérences naissantes ou focales, cependant une partie du mécanisme 

a été élucidé.  

Mécanistiquement, en réponse à l’engagement des adhérences avec la fibronectine de la 

matrice, Src va phosphoryler PTPα. Cette phosphotyrosine Y789 de PTPα va servir de point 

d’ancrage pour le domaine SH2 de BCAR3. Également lié à BCAR1 via le domaine GEF-

like, cela va permettre d’étirer BCAR1, exhiber ses sites tyrosines cryptiques et induire une 

vague de phosphorylation par Src, notamment sur la tyrosine Y410 (G. Sun et al. 2012). 
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Cette phosphorylation de BCAR1 est absolument dépendante des fonctions adaptatrices de 

BCAR3, puisque les délétions de son domaine GEF-like ou du domaine SH2 sont toutes 

deux responsables d’une perte de cette phosphorylation (G. Sun et al. 2012; Wallez, Riedl, 

and Pasquale 2014a). En réponse à cette phosphorylation, différentes protéines 

adaptatrices importantes pour la migration cellulaire, tels que Crk, vont se lier à BCAR1 

(Schrecengost et al. 2007a).  En plus de cette induction de Crk, l’induction de la 

phosphorylation de BCAR1 en aval de BCAR3 va également activer la voie PI3K/Akt (K. N. 

Felekkis et al. 2005). L’activation de ces différents modules de signalisation va enfin être 

responsable d’une robuste activation des Rho-GTPases Rac1 et Cdc42, qui est totalement 

perdue en cas de mutation de BCAR3 sur son site d’interaction avec BCAR1 (Dongpo Cai, 

Felekkis, et al. 2003; Dongpo Cai, Iyer, et al. 2003a; K. N. Felekkis et al. 2005; Near et al. 

2007; Wilson et al. 2013a; Cross et al. 2016a). Ainsi BCAR3, via la phosphorylation de 

BCAR1, va permettre de stimuler les protrusions cellulaires, accélérer la dissociation des 

adhérences et favoriser les phénomènes de migration mésenchymateuse (Wilson et al. 

2013a; Cross et al. 2016a) (Figure 32).  

 

 

Figure 32. Schéma de synthèse des fonctions moléculaires de BCAR3. Dans ce schéma, 
l’activation des intégrines ou de différents récepteurs va permettre la phosphorylation de certaines 
protéines comme FAK ou les récepteurs eux même par Src. Ces phosphorylations vont être 
reconnues par les domaines SH3 de BCAR1 d’un côté et SH2 de BCAR3 de l’autre, permettant une 
extension moléculaire de BCAR1 et une exposition de ses sites de phosphorylation cryptiques. Ces 
différentes phosphoryaltion vnot ensuite permeetre l’activations de différentes coies moléculaire en 
aval, tels que CRK ou PI3K, culminant dans l’activation de Rho GTPases ou la voie MAPK.  
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Résumé 
 

BCAR3, à l’instar de sa partenaire BCAR1, a été initialement décrite comme une protéine 

favorisant la résistance aux anti-œstrogènes, utilisés comme traitement des cancers du 

sein hormono-dépendants.   

BCAR3 est une protéine adaptatrice, reliant différentes signalisations à la protéine 

d’armature BCAR1 via un domaine GEF-like, dénuée d’activité catalytique. L’interaction 

entre BCAR3 et BCAR1 est extrêmement robuste, de l’ordre du nanomolaire. 

La totalité de BCAR3 semble être en complexe avec BCAR1. Le principal trait fonctionnel 

de cette association est l’augmentation drastique de la phosphorylation de BCAR1 et de 

l’activation des voies de signalisation en aval.  

La résistance aux anti-œstrogènes dépendante de BCAR3 a pu ainsi être liée à la 

formation de ce complexe avec BCAR1, et à l’activation en aval des signalisation MAPK 

et cyline-D1. 

Les protéines BCAR3 et BCAR1 sont présentes au niveau des adhérences cellulaires, 

notamment au sein des adhérences naissantes retrouvées dans les protrusions cellulaires. 

La formation de ce complexe n’est pas nécessaire à leur localisation au niveau de ces 

adhérences, en revanche elle l’est pour assurer le « turnover » des adhérences, requis 

pendant les processus de migration. 

BCAR3 a donc été impliquée dans des mécanismes de migration cellulaire dans des 

lignées cancéreuses mammaires. Ses fonctions au cours de la progression tumorale, in 

vivo sont néanmoins inconnues.  
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V. Les formines FMNLs, des polymérases 

d’actine au cours de la migration 
 

 

Au cours de la migration, nous avons vu qu’une principale composante est la polymérisation 

d’actine. Cette polymérisation a été incroyablement bien caractérisé au cours des dernières 

décennies, si bien que l’on capable aujourd’hui de reconstituer des architectures in vitro. 

Parmi les facteurs impliqués dans la régulation de cette polymérisation, on retrouve les 

FMNLs (« Formin Like protein »), des protéines de la famille des formines, chargées de 

polymériser l’actine notamment dans le cadre des phénomènes de protrusion du 

lamellipode. 

Au cours de ce travail, les FMNLs ont été particulièrement étudiées puisqu’elles ont été 

identifiées comme étant les lecteurs quasi-exclusifs de la méthylation de BCAR3, catalysée 

par SMYD2. Dans ce chapitre, nous allons détailler les mécanismes sous-jacent à la 

polymérisation d’actine et ce notamment dans le cadre du lamellipode. Nous présenterons 

ensuite de façon générale la famille des formines, et plus particulièrement les FMNLs. 

Notamment nous nous pencherons sur le rôle des FMNLs dans le lamellipode. Enfin nous 

évoquerons le rôle des FMNLs dans les cancers, largement associé à la dissémination 

métastatique.    
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1. La polymérisation d’actine dans la migration  

 

1.1. De l’actine globulaire au filament 

 

L’année de la mort de son fameux homonyme littéraire, Hugh Huxley découvre une propriété 

singulière du filament d’actine à travers l’objectif de son microscope électronique : le filament 

d’actine est polarisé. Il possède une extrémité « moins », appelée extrémité pointue, et une 

extrémité « plus », que l’on appelle extrémité barbée (Huxley 1963). Cette polarité 

structurale illustre une importance fonctionnelle majeure, puisqu’une dizaine d’années plus 

tard le Pr. Thomas Pollard et ses collègues démontrent que l’extrémité barbée polymérise 

bien plus rapidement que l’extrémité pointue (Woodrum, Rich, and Pollard 1975) (Figure 

33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. Cliché de microscopie 
électronique d'un filament 
d'actine. Ce cliché de « negative 
staining » est issu des travaux de 
(Woodrum, Rich and Pollard, 
1975). On distingue nettement les 
extrémités barbées des filaments, 
dénudées. 
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A la base de ce filament, l’actine monomérique, ou actine globulaire (actine-G), une protéine 

de 42 kDa exprimée de façon ubiquitaire et extrêmement conservée au cours de l’évolution. 

C’est cette actine-G qui va servir d’unité structurale élémentaire et polymériser en actine 

filamenteuse (actine-F). Les filaments d’actine sont de fines fibres semi-flexibles de 7 nm de 

diamètre, qui s’assemblent en microfilaments hélicoïdaux à deux brins pouvant persister à 

des longueurs de plusieurs micromètres de long. Le processus de polymérisation est 

étroitement régulé par les conditions ionique et énergétique de l’environnement. Le 

monomère d’actine-G possède une poche pouvant accommoder à la fois un cation, de type 

Mg2+ ou Ca2+, et un nucléotide, l’ADP ou l’ATP (Adénosine Di- ou Tri-Phosphate). 

Schématiquement, la liaison du Mg2+ et de l’ATP va favoriser la polymérisation du 

monomère, à l’inverse, la fixation du Ca2+ et de l’ADP y sera très défavorable. Les raisons, 

probablement structurelles, sont néanmoins méconnues. Dans les conditions 

physiologiques, ce Mg2+ est en large excès et l’ATP est en concentration saturante, les 

monomères d’actine, médiocres hydrolyseurs d’ATP, sont donc liés à ces molécules et prêt 

pour la polymérisation. Lorsque les monomères liés à l’ATP polymérisent, ils s’aplatissent, 

adoptant alors une conformation bien plus favorable à cette activité ATPase. Ainsi, au bout 

de quelques minutes, les monomères ayant hydrolysés leur ATP en ADP, les « vieux », vont 

dépolymériser spontanément (Thomas D. Pollard 2016). Cette notion est à la base de la 

dynamique du filament d’actine, en permanence contraint dans un cycle net d’ajout, à 

l’extrémité barbée, et de perte, à l’extrémité pointue, de monomère d’actine selon un 

mécanisme décris comme un tapis-roulant (« treadmilling ») d’actine (T. D. Pollard 1986) 

(Figure 34).  

Figure 34. Schéma de la génération du filament d'actine. La figure est tirée de (Blanchoin et 
al., 2014). D’un point de vue cinétique, la polymérisation d’actine se déroule en deux phases : la 
nucléation, l’étape limitante avec la formation de dimères et de trimères d’actine, puis l’élongation 
rapide au niveau de l’extrémité barbée. Est représenté également le schéma d’un filament d’actine 
et sa métrique.  
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A l’échelle du temps de la cellule, la dépolymérisation dû à ce tapis roulant est cependant 

négligeable, car beaucoup, beaucoup, trop lente. Si cette cinétique était conservée, avec les 

concentrations d’actine monomérique et d’ATP retrouvées dans la cellule, le cytosquelette 

des cellules ressemblerait à un ensemble totalement fixe et figé, incapable de cette 

incroyable plasticité que l’on observe dans une cellule en mouvement. En réalité, la 

dynamique de ce filament, sa polymérisation et sa dépolymérisation, est étroitement 

contrôlée par de nombreuses protéines. Ce sont ces protéines qui vont générer des réseaux 

plus ou moins complexes, aux architectures diverses et variées. Parmi ces architectures, j’ai 

eu l’occasion au cours de ma thèse de m’intéresser à l’une d’entre elle, le lamellipode. Une 

structure que nous avons déjà abordée, présente sur le front des cellules se déplaçant selon 

une modalité mésenchymateuse.  

 

1.2. Exemple : le lamellipode 

 

C’est au Dr. Abercrombie et ses collègues à qui l’on doit la première description des 

lamellipodes dans les années 70. Il observa des « projections lamellaires, apparaissant à la 

tête des cellules migrant en culture ». Il donnera un nom à ces protrusions, les lamellipodes 

(Abercrombie et al. 1970). Rapidement identifiée comme étant une structure riche en actine 

filamenteuse (Abercrombie, Heaysman, and Pegrum 1971), nous savons désormais que la 

force projetant cette surface membranaire incombe à la polymérisation d’actine (Theriot and 

Mitchison 1991). 

La polymérisation d’actine au sein du lamellipode est tout à fait remarquable. Les travaux 

pionniers de Svitkina et Borisy décrivent le lamellipode comme un réseau arborescent 

d’actine branchée, principalement nucléé par le complexe ARP2/3 (Svitkina and Borisy 

1999). Cette actine branchée correspond à des filaments bourgenonnants à partir de 

filaments pré-existants. Ce mode de polymérisation peut être didactiquement approchée 

selon un modèle dit de « nucléation dendritique » (Blanchoin et al. 2000). Dans ce modèle, 

différents stimuli vont orchestrer l’activation de Rho-GTPases, notamment Rac1 ou Cdc42, 

responsables du recrutement à la membrane plasmique et à l’activation de toute une famille 

de promoteur de la nucléation d’actine, tels que le complexe WAVE en 2D ou N-WASP en 

3D (H. Tang et al. 2013). Les différentes étapes sont explicitées dans la légende de la 

(Figure 35). 
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Le lamellipode est absolument essentiel dans le processus de migration, notamment en 

jouant sur deux paramètres : la vitesse de migration et sa persistance. Ainsi, c’est l’équilibre 

entre le branchage et l’élongation des filaments d’actine qui va déterminer cette vélocité et 

cette persistance. Le modèle actuel prévoit qu’une prépondérance de branchage va réduire 

la vitesse de protrusion, mais va accroitre sa persistance, tandis que l’élongation des 

filaments, à l’inverse va favoriser la vélocité, et diminuer la persistance. Ainsi, plus le réseau 

d’actine branché sera dense, et moins la protrusion sera rapide (Krause and Gautreau 

2014a). Cependant, comme nous allons le voir dans la partie suivante, certaines formines, 

comme les FMNLs, remettent ce modèle en perspective.  

Figure 35. Modèle de nucléation dendritique du lamellipode. Cette figure a été dessinée à partir 
du modèle de nucléation dendritique de (Pollard, 2003). (1) Des signaux extracellulaires viennent 
activer des récepteurs membranaires, qui vont alors (2) activer certaines GTPases telles que Rac1 
ou CDC42 (gris). (3) Les protéines de la famille WASP (Wave/Scar, vert) vont alors (4) activer le 
complexe ARP2/3 (jaune). (5) Le complexe ARP2/3 actif va alors se lier latéralement sur les filament 
d’actine existants et initier une branche d’actine qui va croitre rapidement dans la direction de 
l’extrémité barbée. (6) Ces filaments vont alors pousser la membrane vers l’avant. (7) Afin de terminer 
l’élongation des filaments, des protéines de coiffe (bleue) vont venir se lier sur les extrémités 
barbées. (8) Au fil de l’élongation, les monomères d’actine polymérisées vieillissent (gradient beige, 
jeune - rouge, vieux) et finissent par hydrolyser leur ATP en ADP. (9) Ces filaments sont rompus 
naturellement mais surtout vont être coupés par les protéines de coupes, notamment les protéines 
ADF et les cofilines. (10) La profiline va ensuite se lier aux monomères d’actine afin de catalyser 
l’échange de l’ADP en ATP, qui vont alors (11) former la nouvelle population de monomères prête à 
être utilisée pour les nouveaux filaments.  
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2. Les formines, des polymérases d’actines 

 

2.1. La famille des formines 

 

L’appellation « Formine » a été évoquée la première fois en 1990. Il s’agissait alors d’un 

locus codant pour des protéines impliquées dans la formation des membres pendant le 

développement (Woychik et al. 1990). Quelques années plus tard, la protéine de drosophile 

« Diaphanous » est identifiée, par homologie de séquence avec une des protéines codée 

par ce locus Formine (Castrillon and Wasserman 1994). Ces deux protéines sont désormais 

mieux connues sous les noms respectifs de FMN1 et DIAPH1, et font partie d’une famille de 

15 protéines chez l’Homme, les formines (Schönichen and Geyer 2010).  

Les formines sont de longues protéines dépassant généralement les 1000 acides aminés. 

Leur haut niveau d’homologie structurale laisse transparaitre leur forte conservation à 

travers l’évolution. Les analyses phylogénétiques ont démontré que les formines pouvaient 

être classées en 6 catégories : Diaphanous (DIAPH1, DIAPH2 et DIAPH3), Dishevelled-

Associated Activator of Morphogenesis (DAAM1 et DAAM2), Formin-Like Protein (FMNL1, 

FMNL2 et FMNL3), Formin Homology Domain containing (FHOD1 et FHOD2), Inverted 

Formin (INF1 et INF2), Formin (FMN1 et FMN2) et Delphilin (Higgs and Peterson 2005; 

Schönichen and Geyer 2010).  

Les fonctions des formines sont extrêmement variées. Néanmoins, elles s’organisent toutes 

autour d’une activité d’assemblage de structures d’actine ayant des rôles majeurs dans la 

réorganisation du cytosquelette. On retrouve les formines dans l’assemblage des filopodes 

(Schirenbeck et al. 2005; C. Yang et al. 2007; E. S. Harris et al. 2010), des lamellipodes (C. 

Yang et al. 2007; Block et al. 2012a; Kage, Winterhoff, et al. 2017a), des fibres de stress 

(Ishizaki et al. 2001; Takeya et al. 2008), de l’anneau cytokinique d’actine (Severson, Baillie, 

and Bowerman 2002; Ingouff et al. 2005; A. Chen et al. 2017) ou encore des réseaux 

d’actine nécessaires au transport vésiculaire (M. Schuh 2011; Kage, Steffen, et al. 2017) 

(Figure 36).  
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Figure 36. Fonctions cellulaires de certaines formines. Dans ce schéma est représenté 
différentes structures riches en actine, telles que le lamellipode, le filopode ou encore le cortex 
cellulaire (rouge). Les différentes formines (noire) qui ont été associées à la génération de ces 
structures sont énumérées en dessous. On notera en particulier le rôle des FMNL2/3 dans le 
lamellipode, exemple largement argumenté dans les parties suivantes.  

 

2.2. Structure des formines et régulation 

 

L’activité commune de polymérisation d’actine s’explique par l’existence d’un domaine 

commun, le domaine FH2 (« Formin Homology 2 »). Ce domaine est capable de se 

dimériser pour former une structure en anneau et ainsi assurer la polymérisation du filament 

d’actine de novo (nucléation) où à partir de son extrémité barbée (élongation). Il est très 

souvent précédé d’un domaine FH1 (« Formin Homology 2 »), riche en proline, qui permet 

d’attirer les dimères de profiline-actine, afin d’accélérer la polymérisation par le domaine 

FH2 (Courtemanche 2018).  

La plupart des formines métazoaires sont des formines « diaphanous », à cause de la 

présence N-terminal d’un domaine FH3 (« Formin Homology 3), parfois accolé à un pseudo-

domaine GBD (« GTPase Binding Domain »). Partie la moins conservée entre les formines, 

ces domaines GBD et FH3 sont impliqués dans la régulation de l’activité et la localisation 

des formines. Notamment, cette partie est le siège du mécanisme d’auto-inhibition des 

formines. Le domaine FH3 est capable d’accommoder l’extrémité la plus distale, en C-

terminal, appelée le domaine DAD (« Diaphanous Autoinhibitory Domain »), afin de refermer 

la formine et rendre le domaine FH2 inaccessible à l’actine. C’est la liaison des formines 
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avec certaines GTPases au niveau du domaine GBD qui permet de repousser le domaine 

DAD par compétition et ainsi déclencher l’ouverture activatrice de la formine (Schönichen 

and Geyer 2010). Il est à noter que chaque formine a néanmoins d’importantes spécificités, 

et que ce schéma général d’activation, bien que didactique, ne saurait représenter 

fidèlement leur complexité d’activation, encore largement sous-évaluée (Figure 37).  

Les formines non-diaphanous possèdent également différents domaines alternatifs, tels que 

les domaines PDZ (« Postsynaptic density protein 95/Drosophila disc large tumor 

suppressor 1/Zonula occludens-1 protein »), PTEN (« Phosphatase and TENsin ») ou 

encore PH (« Pleckstrin Homology »), qui vont réguler leur localisation ou leur activité 

(Pruyne 2016). 

 

 

2.3. Mécanismes de la polymérisation d’actine par les formines 

 

Lorsqu’elles sont activées par les GTPases, les formines peuvent se dimériser afin de 

former un anneau avec leurs domaines FH2, véritable assemblage moléculaire permettant la 

polymérisation d’actine. Les formines peuvent jouer d’une part le rôle de « nucléateur », 

Figure 37. Schéma d'activation des formines. Cette figure est tirée de (Kuhn et Geyer, 2014). (A) 
Dans la conformation auto-inhibée, le domaine C-terminal DAD interagit avec le FH3. La liaison 
d’une Rho-GTPase liée au GTP entraine le détachement de ce DAD par compétition et l’ouverture de 
la formine. (B) Schéma d’un dimère de formines actif. Le domaine FH1 recrute les complexes 
d’actine-profiline à proximité du FH2, afin de permettre la polymérisation en F-actine par ce domaine 
FH2.  
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initiant les filaments (Pring et al. 2003), et d’autre part « d’élongateur », en se fixant à 

l’extrémité barbée du filament d’actine pour moduler en la vitesse de polymérisation 

(Romero et al. 2004).  

Les modalités de nucléation et d’élongation par les formines sont des processus très 

complexes. De manière générale, la nucléation par les formines est due aux phénomènes 

de stabilisation des dimères d’actine. En effet, en condition physiologiques, la formation de 

ces dimères et trimères est extrêmement défavorable. Ainsi, le domaine FH2, avec l’aide du 

domaine FH1, va stabiliser ces dimères, en attendant l’adjonction d’un troisième monomère, 

synonyme du début de l’élongation (Sagot et al. 2002; Pring et al. 2003; A. Paul and Pollard 

2008; Baker et al. 2015).  

De son côté, l’élongation processive des filaments par les formines se fait selon une 

remarquable dynamique. Tout d’abord, il est important de noter que les domaines FH2 vont, 

à eux seuls, ralentir l’assemblage du filament d’actine (Thomas D. Pollard 2016). Les 

domaines FH2 de chaque formines se verront donc attribuer un score (« gating factor »), 

proportionnel à leur capacité à ralentir l’élongation du filament par rapport à sa 

polymérisation spontanée. Par exemple, le FH2 de la formine DIAPH1 ne diminue que de 

5% la vitesse d’élongation, quand d’autres FH2, comme celui de DIAPH2, iront jusqu’à 90% 

de ralentissement. C’est au domaine FH1 que l’on doit la rapidité de l’élongation. Les 

répétitions poly-prolines du FH1 vont recruter des dimères d’actine/profiline (à l’image des 

pièges à mouche collant) afin d’en accroitre la concentration locale autour du FH2 et de 

l’extrémité barbée du filament. Cette concentration locale va supplanter celle observée dans 

le cas d’une polymérisation spontanée du filament, et ainsi augmenter la vitesse 

d’élongation (Kovar et al. 2006; A. Paul and Pollard 2008).  

En réalité, c’est le domaine FH2 qui va être responsable de la processivité de cette 

élongation et faire des formines de véritables polymérases. Les formines sont en effet fixées 

à l’extrémité barbée du filament qu’elles polymérisent via ce domaine FH2, et persistent 

parfois sur de très longues distances. Par ailleurs, le fait de rester à l’extrémité de ce 

filament permet d’empêcher la fixation des protéines de coiffe, qui arrêteraient toute 

polymérisation subséquente (Higashida et al. 2004; Breitsprecher et al. 2012; Shekhar et al. 

2015). Les mécanismes inhérents à cette processivité ont été décrit selon deux modèles 

séquentiels. Ces modèles reposent sur la dynamique conformationnelle de l’anneau formé 

par les domaines FH2 : cet anneau, va « glisser » vers l’extrémité barbée, à chaque ajout 

d’un nouveau monomère (Courtemanche 2018). Les paramètres mécanistiques de ce 

mouvement moléculaire, bien que passionnants, dépassent le cadre de cette thèse et ne 

seront donc pas abordés dans ce manuscrit. 
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3. Les FMNLs, des acteurs de la plasticité migratoire 

 

3.1. Structure et activité polymérase des FMNLs 

 

La sous-famille des FMNLs (« Formin Like proteins ») est répertoriée en 2000 avec 

l’identification de FMNL1, alors nommé FRL (« Formin-Related gene in Leukocytes ») en 

rapport avec son rôle régulateur de la motilité des macrophages (Yayoshi-Yamamoto, 

Taniuchi, and Watanabe 2000). L’existence de FMNL2 et FMNL3 est par la suite inférée par 

homologie de séquence avec FMNL1 (Katoh and Katoh 2003a). Si ces protéines présentent 

en effet une importante homologie, elles possèdent pour autant clairement des fonctions 

propres. Par exemple, l’invalidation génétique de FMNL1 est léthale et non compensée par 

les autres FMNLs chez la souris, au même titre que FMNL chez la drosophile, seul 

homologue de l’espèce (M. R. Miller, Miller, and Blystone 2017; Dehapiot et al. 2020). On 

note cependant une plus grande redondance fonctionnelle entre FMNL2 et FMNL3 qu’avec 

FMNL1 (Kage, Winterhoff, et al. 2017a), comme en atteste la plus grande distance évolutive 

entre FMNL2/3 et FMNL1 qu’entre FMNL2 et FMNL3 (Schönichen and Geyer 2010).  

Les domaines des FMNLs sont typiques de la famille des formines « Diaphanous », comme 

présentées dans la partie précédente. La conformation de ces domaines est bien 

déterminée puisque les structures des domaines GBD-FH3 ont été résolues pour FMNL1 et 

FMNL2, et celle du domaine FH2 a été résolue pour FMNL3. Ainsi, différentes modélisations 

ont permis de reconstituer la structure globale de ces FMNLs, notamment au cours de leur 

activité de polymérisation d’actine (Thompson et al. 2013; Kühn et al. 2015a). En annexe, 

vous trouverez un travail impliquant les premières tentatives de cristallographie du domaine 

régulateur FMNL3, non résolu à ce jour, en complexe avec la protéine BCAR3 méthylé (un 

nouveau substrat de SMYD2), qui a été effectué au cours de ma thèse. 

Le domaine N-terminal régulateur, ou domaine GBD-FH3, est est constitué de 5 répétitions 

de type Armadillo (« Armadillo-repeats ») qui vont s’organiser en 5 longues hélices pour 

former une large surface concave. Ce domaine GBD-FH3 est suivi d’une région en 

solénoïde (« coiled-coil »), particulièrement importante dans les processus de dimérisation 

des formines. Elle est également importante pour assurer la flexibilité topologique entre les 

parties N-terminales, régulatrices, et les régions C-terminales, à la fois responsables de la 

polymérisation d’actine et de l’auto-inhibition par repliement conformationnel (Kühn et al. 

2015a) (Figure 38).  
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Vient ensuite les domaines de régulation de la polymérisation d’actine, FH1-FH2. Les 

modalités de polymérisation d’actine engagées par les FMNLs sont sensiblement 

différentes. Tandis que FMNL2 serait plus processive dans l’élongation des filaments 

d’actine, FMNL3 serait davantage efficace dans les processus de nucléation, bien qu’il soit 

reconnu que le domaine FH2 des FMNLs est en lui-même peu nucléateur (Kage, Winterhoff, 

et al. 2017a). Cette différence pourrait notamment s’expliquer par les propriétés du petit 

motif WH2 de FMNL3, qui favoriserait la liaison avec l’actine monomérique, et donc la 

nucléation (Thompson et al. 2013). D’autre part, le nombre important de régions poly-proline 

du domaine FH1 de FMNL2 nous renseigne sur sa forte avidité pour les dimères de 

profiline-actine, expliquant potentiellement sa plus grande vélocité à allonger les filaments 

d’actine. Dans le cas de FMNL1, aucune analyse comparative avec ces homologues n’a été 

effectuée, mais son activité polymérase aussi bien nucléatrice qu’élongatrice a été 

formellement démontrée (Seth, Otomo, and Rosen 2006).  

Enfin, le domaine C-terminal DAD va être essentiel pour réguler la conformation fermée, 

inactive, ou bien ouverte, active, des FMNLs. La séquence consensus de ce DAD est 

connue, mais peu conservée chez les FMNLs. Pourtant, toutes sont capables d’auto-

inhibition (Seth, Otomo, and Rosen 2006; Block et al. 2012a; Kühn et al. 2015a; Kage, 

Winterhoff, et al. 2017a).  

 

Figure 38. Schéma des domaines des FMNLs, et structure du GBD-FH3 de FMNL2. Ici est 
représenté les différents domaines composants les formines FMNLs. En particulier, on retrouve 
l’organisation du domaine FH3 en répétition Armadillo, initiée par une répétition HEAT, 
structurellement semblable au répétition Armadillo. Enfin, la structure du complexe FMNL2/CDC42-
GTP, issue de (Kage et al. 2015), est représentée.  
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3.2. Localisation et activation des FMNLs 

 

La localisation des FMNLs a été bien décrite et semble diverger, entre d’une part FMNL1, 

enrichie dans les podosomes des macrophages, et récemment à la surface de gouttelettes 

lipidiques cellulaires (Mersich et al. 2010; Pfisterer et al. 2017), et FMNL2/FMNL3, présentes 

notamment au niveau des filopodes et lamellipodes (Kage, Winterhoff, et al. 2017a). Ces 

différentes localisations expliquent en partie la diversité fonctionnelle des FMNLs. Par 

exemple, à l’inverse de FMNL2 et FMNL3 (Kage, Winterhoff, et al. 2017a), la protéine 

FMNL1 est incapable de générer des filopodes (E. S. Harris et al. 2010) 

Le premier argument topologique de la localisation des FMNLs est leur présence au niveau 

des membranes cellulaires. De façon co-traductionnelle, les FMNLs vont être modifiées par 

myristoylation N-terminale, au niveau d’une glycine strictement conservée (Han et al. 2009; 

Block et al. 2012a). Cette glycine est d’ailleurs exclusive aux FMNLs, indiquant que ce 

niveau de régulation est probablement une spécificité de cette sous-famille de formine. Le 

second argument topologique est ensuite leur affinité pour des GTPases activées, 

également situées à la membrane plasmique par acylation. Ces GTPases pourraient ainsi 

guider la localisation des FMNLs vers des structures subcellulaires précises, à l’instar des 

filopodes, des lamellipodes, du Golgi ou encore de podosomes, pour les ouvrir et ainsi les 

activer (Seth, Otomo, and Rosen 2006; Kitzing et al. 2010; Block et al. 2012a; Kühn et al. 

2015a; Ying Wang et al. 2015; Kage, Winterhoff, et al. 2017a; Grobe et al. 2018; Y.-F. Zeng 

et al. 2018).  

Initialement mise en doute pour FMNL2 (Vaillant et al. 2008), les preuves indiquant que 

l’activation des FMNLs soient régulées par des mécanismes d’auto-inhibition s’accumulent. 

De plus, il semblerait que ces mécanismes soient similaires entre les FMNLs. En effet, 

toutes les FMNLs peuvent interagir avec la Rho-GTPase Cdc42-GTP, activée, afin de 

promouvoir leur conformation ouverte, active au niveau de la membrane plasmique des 

protrusions (Seth, Otomo, and Rosen 2006; Block et al. 2012a; Wakayama et al. 2015; 

Kage, Winterhoff, et al. 2017a). Certaines signalétiques ont même été décrites de façon plus 

complète. Dans le cas de FMNL3, la GEF ARGEF9b peut venir échanger le GDP en GTP 

sur Cdc42, et induire l’activation subséquente de la formine (Wakayama et al. 2015).  
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3.3. Les FMNLs dans le lamellipode et la migration  

 

Le rôle des FMNLs dans le lamellipode, et plus particulièrement de FMNL2 et FMNL3, a fait 

l’objet d’une attention toute particulière au cours de ma thèse. Cette attention est venue 

notamment de l’analyse phénotypique et moléculaire des fonctions de la méthylation de 

BCAR3, liant clairement cette modification post-traductionnelle à une altération des 

propriétés du lamellipode. L’idée sera ici d’apporter une brève introduction à la question 

suivante, précise j’en conviens : quel rôle joue les FMNLs dans le lamellipode ?  

Tout d’abord, les structures des complexes entre FMNL1 et CDC42-GTP ainsi que FMNL2 

et Cdc42-GTP ont été résolues par cristallographie et ont permis de comprendre les 

mécanismes moléculaires sous-jacents. Excluant catégoriquement une interaction avec 

Rac1, une autre GTPase, les équipes de Klemens Rottner et Matthias Geyer démontrent 

que l’interaction avec CDC42 mobilise l’ensemble des répétitions Armadillo qui composent le 

domaine GBD-FH3. Par ailleurs, ils attribuent la sélectivité des FMNLs à CDC42 à une petite 

hélice, située à la surface de CDC42, mais absente des autres Rho-GTPases. Ces 

complexes s’assembleraient alors à la membrane plasmique en larges plateformes 

multimériques capables de générer une force basée sur la polymérisation d’actine, 

participant à la protrusion membranaire (Block et al. 2012a; Kühn et al. 2015a). 

Figure 39. Modèle de la fonction de FMNL2/3 dans le lamellipode. Figure tirée de (Kühn et al., 
2015). Est représenté l’activation séquentielle des FMNLs par CDC42-GTP à la membrane. Dans ce 
modèle, les FMNLs activées sont capables de s’accumuler aux extrémités des lamellipodes (et 
filopodes) afin de soutenir la protrusion membranaire par polymérisation d’actine.  
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A la suite de cela, les auteurs publient un élégant modèle décrivant les fonctions de FMNL2 

et FMNL3 dans le lamellipode. Ils démontrent que FMNL2/3 sont capables de polymériser 

une population de filaments d’actine additionnels, distribués de façon orthogonale à la 

membrane plasmique. Ces filaments seraient ainsi capables de générer une force 

supplémentaire, venant contrer les forces de pression appliquées par le microenvironnement 

cellulaire. Ainsi, il en découle une protrusion et une migration plus rapide, et ce notamment 

dans des environnement plus rigides (Kage, Winterhoff, et al. 2017a). Cette génération de 

force au front de migration pourrait s’avérer grandement utile lors des processus de 

migration à travers les matrice tumorales, fréquemment p lus rigides (Figure 39).  

 

3.4. Les FMNLs dans les cancers : des agents pro-métastatiques 

 

Au cours des cinq dernières années, un nombre importants d’études ont observé que les 

FMNLs, et plus particulièrement FMNL2, étaient régulés par des micro-ARN (miRNA, abr. 

MiR) dans différents cancers. Dans tous les cas, l’extinction de ces miRNA était retrouvée 

dans les cancers et aboutissait à une surexpression des FMNLs. Notamment l’extinction des 

MiR-137 (L. Liang et al. 2013), MiR-34a (G. Lu et al. 2015), MiR-206 (Ren et al. 2016; Shao 

et al. 2019), MiR-22 (L. Shi et al. 2019), MiR-1207 (Yan, Su, and Qin 2020) sont impliqués 

dans la surexpression de FMNL2 dans les cancer colorectaux et le mélanome. La perte des 

MiR-127 (X. Gao et al. 2016) et MiR-6795 (W. Wang et al. 2021) est responsable de la 

surexpression de FMNL3 dans les cancer de l’œsophage malpighien et le carcinome 

hépatocellulaire respectivement. Enfin, l’augmentation de FMNL1 a été liée à l’extinction du 

MiR-143 dans le cancer nasopharyngé (Cui et al. 2019).  

Ainsi, l’expression des FMNLs est souvent fortement augmentée dans les cancers, et plus 

particulièrement associée à des phénomènes de dissémination métastatique. Notamment, 

des niveaux élevés de FMNL2 ont été largement impliqués à des phénomènes de migration 

et d’invasion cellulaire, et à la formation de métastases des cancer colorectaux et des 

mélanomes (X.-L. Zhu, Liang, and Ding 2008; Y. Li et al. 2010; X.-L. Zhu et al. 2011; G. Lu 

et al. 2015; Gardberg et al. 2016; S. S. Yang et al. 2017; Yan, Su, and Qin 2020). FMNL3 a 

été également impliqué dans des processus de migration et de prolifération menant aux 

métastases de mélanome, de carcinomes malpighiens oraux et de carcinomes 

hépatocellulaires (Gardberg et al. 2016; Y. Wu et al. 2017; Jiameng Liu et al. 2019). FMNL1 

a été lié à la migration et à la prolifération des cellules leucémiques et de glioblastome, ainsi 

qu’aux métastases des cancers nasopharyngé, des cancers du poumon non à petites 

cellules et des carcinomes rénaux (Favaro et al. 2013; W.-H. Chen et al. 2018; X.-Y. Yang, 
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Liao, and Xue 2019; M.-F. Zhang et al. 2020). Par ailleurs, FMNL3 a également été impliqué 

dans des phénomènes d’angiogenèse, et donc pouvant potentiellement jouer un rôle au 

cours de la tumorigénèse (Hetheridge et al. 2012).  

Les FMNLs semblent donc largement impliquées dans des processus pro-métastatiques. Il 

est particulièrement intéressant de noter que les FMNLs sont capables de promouvoir 

différents types de protrusions, différents modes de migration, et également capable de 

coupler ces facultés motiles à des processus invasifs complets. En effet, comme décrit dans 

la partie précédente, FMNL2 et FMNL3 participent à la formation des filopodes et des 

lamellipodes (E. S. Harris et al. 2010; Block et al. 2012a; Kage, Winterhoff, et al. 2017a; 

Dimchev et al. 2021), et FMNL1 a été également lié à la formation de blebs (Han et al. 

2009). Des formations d’actine liées à l’invasion cellulaire, de type podosomes et 

invadopodes ont également été décrites comme étant largement stimulées par 

respectivement FMNL1 et FMNL2 (Mersich et al. 2010; Ren et al. 2018). Enfin, le rôle des 

FMNLs a été lié à de modes de migration de types mésenchymateux, notamment via une 

promotion de l’EMT (Kitzing et al. 2010; Y. Li et al. 2010; Y. Wu et al. 2017; L. Shi et al. 

2019), ou encore amiboïde, en aval de l’activation de FMNL2 par PKC ou RhoC et de 

l’internalisation des intégrines (Kitzing et al. 2010; Ying Wang et al. 2015). Enfin de récents 

travaux montrent l’implication des FMNLs dans des processus de migration collective via sa 

relocalisation corticale, au niveau des protrusions (Katsuno-Kambe et al. 2021). Les FMNLs 

joueraient donc un rôle prépondérant dans cette plasticité de la migration observée au cours 

de la cascade métastatique. Ainsi, si l’absence de rôle direct dans la stimulation du cycle 

cellulaire empêche de les qualifier d’oncogènes stricts, un nombre grandissant de preuves 

les assimileraient à des gènes pro-métastatiques.  
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Résumé 
 

La diversité des architectures façonnées par le cytosquelette d’actine des cellules est 

remarquable. A la base de ce cytosquelette se trouve le monomère d’actine, qui se 

polymérise en filament, selon des cinétiques extrêmement bien caractérisées.  

Le lamellipode fait partie de ces édifices. Situé au front des cellules en migration, il est 

constitué d’un réseau d’actine arborescent. Il est régulé selon un modèle dendritique, ou 

le complexe ARP2/3 joue un rôle pivot dans le branchage des filaments d’actine. 

Au sein du lamellipode, une autre famille de protéines joue un rôle essentiel dans la 

dynamique du cytosquelette d’actine : les formines. Les formines sont capables de 

processus de nucléation, c’est-à-dire la génération de nouveaux filaments d’actine, et 

d’élongation processive, c’est-à-dire l’élongation de filaments préexistants, en restant à 

leurs extrémités.  

Parmi les formines Diaphanous, on retrouve une sous-famille, les FMNLs : FMNL1, FMNL2 

et FMNL3. Ces différentes formines possèdent des fonctions propres et sont toutes 

capables de polymériser des filaments d’actine. 

Les FMNLs sont toutes ancrées aux membranes cellulaires via des processus de 

myristoylation co-traductionnels. Elles sont toutes régulées par des GTPases, en 

particulier Cdc42, afin d’activer leur fonction polymérase d’actine. 

Plus spécifiquement dans le lamellipode, FMNL2 et FMNL3 sont capables d’actions 

synergiques afin de polymériser des filaments d’actine participant à la vitesse de 

protrusion et à la résistance mécanique du lamellipode. Cela participe directement à 

l’augmentation de la vitesse de migration mésenchymateuse.  

Dans les cancers les FMNLs sont fréquemment surexprimées, notamment par déplétion 

de micro-ARN régulateurs. Leurs fonctions semblent converger vers une promotion de la 

plasticité de la migration, afin d’alimenter des phénomènes de dissémination 

métastatique.  
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VI. Objectifs de thèse 
 

 

L’objectif principal de ma thèse fut de comprendre quel rôle SMYD2 pouvait avoir au cours 

de la tumorigénèse mammaire. Comme évoqué au cours de l’introduction, la signalisation 

par méthylation des lysines représente un ensemble d’événement moléculaire modifiant 

profondément la fonction des protéines. Ces modifications, lorsqu’ anormalement 

orchestrées, sont à l’origine de nombreuses pathologies, dont les cancers. En tant que 

méthyltransférase, SMYD2 est un acteur de premier rang de cette signalisation, et bien que 

semblant dispensable à l’homéostasie cellulaire, il est retrouvé amplifié dans près de 30% 

des cancers du sein. De plus, certaines études ont évoqué un rôle potentiel de SMYD2 dans 

les cellules tumorales mammaires. Ces arguments font donc de SMYD2 une cible potentielle 

particulièrement attractive dans cette pathologie.  

Au cours de cette thèse, les objectifs spécifiques ont été :  

(1) Evaluer l’implication oncogénique de SMYD2 dans le cancer du sein et comprendre 

au cours de quelles étapes de la tumorigénèse mammaire SMYD2 pourrait 

participer. 

(2) Identifier des substrats susceptibles d’être méthylés par SMYD2 et cibler le substrat 

le plus prometteur pour expliquer le rôle oncogénique de SMYD2 dans le cancer du 

sein. 

(3) Elucider le phénotype cellulaire et le mécanisme moléculaire sous-jacent à cet 

événement de méthylation. 

(4) Si un rôle est identifié, proposer une preuve de concept de l’intérêt de l’inhibition 

pharmacologique de SMYD2 dans le traitement et/ou la prévention du cancer du 

sein.  
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VII. Résultats 
 

 

Les résultats présentés dans cette partie sont ceux relatifs à la publication en cours de 

soumission. Vous trouverez un résumé en français, afin de synthétiser les principales 

découvertes de ce travail. D’autres résultats sont disponibles également en Annexe 1, mais 

viendront plutôt alimenter les perspectives de ce travail. En annexe 2, 3 et 4 vous est 

présenté les différents travaux collaboratifs auxquels j’ai pu participer, toujours en lien avec 

la méthylation des lysines des protéines non-histones. 
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SUMMARY  

Improved therapy has greatly ameliorated breast cancer patient’s survival, but malignant 

breast cancer refractory or becoming resistant to existing therapies remains a major issue 

due to metastatic spreading. Here, we show that the lysine methyltransferase SMYD2 drives 

breast cancer metastases, and that its repression in transgenic mouse models prevents 

metastases formation. We identify BCAR3 as a genuine substrate of SMYD2 in breast 

cancer cells, and show that loss of BCAR3 methylation impairs aggressive breast cancer 

cells’ migration and invasiveness. Mechanistically, we find that methylated BCAR3 interacts 

with the actin cytoskeleton regulators FMNLs proteins. Notably, BCAR3 methylation recruits 

FMNLs to lamellipodia and is required for proper lamellipodia fitness. Breast cancer cells in 

which BCAR3 methylation is impeded fail to spread or to promote tumors in mouse. Finally, 

we demonstrate the therapeutic value of targeting SMYD2-BCAR3 lysine methylation 

signaling in breast cancer, by showing that SMYD2 genetic and pharmacologic inhibition 

alters lamellipodia strength, impairs breast cancer cells invasiveness, and limits xenografts 

development.  
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INTRODUCTION 

Breast cancer is the most commonly occurring cancer in women and the second most 

common cancer overall. Most breast cancers are heterogenous and invasive, with different 

subtypes existing baring different prognosis values, such as Luminal-like A & B (ER+ +/- PR+, 

for estrogen receptors positive and plus or minus progesterone receptors positive), HER2+ 

(overexpression of Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) and the highly aggressive 

basal-like and claudin-low subtypes, frequently assimilated to triple-negative breast cancers 

(TNBC) (negative for ER, PR and HER2) (Harbeck et al., 2019). In the past decade, a great 

preventive effort and hormone-based targeted therapy against steroid receptors significantly 

improved patients care and survival. However, initially responsive breast cancers frequently 

relapse. Moreover, aggressive breast cancer subtypes have limited treatment options and 

grow and spread faster than other breast cancers, with high susceptibility to recurrence and 

to distant metastases development (Bertucci et al., 2012). Ultimately, metastatic spreading is 

the leading cause of breast cancer-related deaths (Cao et al., 2021; Harbeck et al., 2019). 

The multi-step metastatic cascade involves a reprogramming of cancer cells to a motile 

phenotype for invading surrounding tissues (Lambert et al., 2017). However, molecular 

determinants of this reprogramming remain unclear and identifying key molecular targets is 

an urgent need toward the control of malignant breast cancer progression (Clark and 

Vignjevic, 2015; Paul et al., 2017). Therefore, it is extremely important to gain better insights 

on druggable molecular pathways regulating metastasis formation in breast cancer.  

Development of many cancers is under the epigenetic control of gene expression and the 

modulation of cell signaling pathways through post-translational modifications (PTMs) of 

proteins such as histones (Hitosugi and Chen, 2014; McCabe et al., 2017). Indeed, actors of 

these PTMs are often altered in human pathologies, thereby leading to aberrant oncogenic 

signaling (Kudithipudi and Jeltsch, 2014). Among the vast list of PTMs, the covalent addition 

of a simple methyl moiety on lysine residues can have broad but highly specific regulatory 

effects on cellular processes. Protein lysine methylation signaling is a dynamic and 
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reversible PTM, catalyzed by lysine methyltransferases. The most studied and well-

characterized function of lysine methylation to date is its contribution to chromatin regulation 

by participating to the PTM patterns on histones and the regulation of genes expression. 

However, histones are not the only substrates of lysine methyltransferases and there is 

growing evidence of non-histone proteins methylation events with clear impact in 

physiopathology (Mazur et al., 2014; Hamamoto et al., 2015; Lukinović et al., 2020). Despite 

the critical role of lysine methylation in biology, relatively few methylated proteins have been 

identified and the comprehensive functions of lysine methylation signaling rarely 

characterized. 

Interestingly, PTMs, and more particularly lysine methylation signaling, have already been 

involved in breast cancer progression. For example, lysine methyltransferase NSD2 

participates in angiogenesis through STAT3 methylation (Song et al., 2021) and SMYD3 

promotes the epithelial-mesenchymal transition in breast cancer (Fenizia et al., 2019). 

Several lysine demethylases (KDMs) have also been linked to breast cancer progression, 

and for example LSD1 and UTX inhibitions increase breast cancer sensitivity to anti-tumor 

drugs (Benedetti et al., 2019; Qin et al., 2019). Altogether, targeting lysine methylation 

signaling in breast cancer may prove to be an interesting therapeutic approach (Heo, 2019; 

Oh et al., 2017).  

A particular effort has recently been made to develop KMTs and KDMs inhibitors with hope 

for future epigenetic therapy (McGrath and Trojer, 2015; Morera et al., 2016). Indeed, thanks 

to KMTs’ specific and dynamic signaling, a better understanding of their functions in lysine 

methylation regulation will provide new therapeutic opportunities. Because of the multiple 

escape pathways that cancers develop to resist antitumoral treatments, combination of 

cytotoxic chemotherapies with one or several targeted therapies is often required and new 

combinations with lysine methylation signaling inhibitors might prove beneficial. For 

example, we previously observed in mouse xenografts of human Pancreatic Ductal 

Adenocarcinoma (PDAC) that pharmacological inhibition of SMYD2 by the compound BAY-
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598 significantly reduces cancer growth when combined with standard chemotherapy 

(Reynoird et al., 2016).  

The lysine methyltransferase SMYD2 (SET and MYND Domain Containing 2) is 

overexpressed in various cancers, and several studies link SMYD2 to cancer cell 

proliferation and tumorigenesis (Li et al., 2018; Yi et al., 2019; Zeng et al., 2019). SMYD2 is 

notably overexpressed in breast cancer, particularly in TBNC, where it has been correlated 

with a poor prognosis and reduced short-term survival (Li et al., 2018). However, SMYD2 

oncogenic functions in different biological contexts remain unclear. Its activity has been 

linked to the regulation of gene expression but evidence of physiologic histone methylation 

by SMYD2 is lacking, suggesting that SMYD2 may indirectly regulate genes expression or 

may alternatively act on specific non-translational cellular processes. 

In this study, we show that SMYD2 signaling is a promising target for metastasis prevention 

in breast cancer. Using genetically engineered mouse model, we find that SMYD2 does not 

participate in breast cancer primary tumor progression, but rather affects metastatic 

spreading. While there is a growing number of identified substrates methylated by SMYD2, 

in vivo function of SMYD2 during tumorigenesis remains unclear. Moreover, none of the 

previously described SMYD2 substrates can explain the potential impact of SMYD2 in breast 

cancer metastasis (Li et al., 2018; Liu et al., 2015; Zeng et al., 2019), and it is likely that 

SMYD2 regulates several independent oncogenic signaling that still need to be identified (Yi 

et al., 2019). Here, we provide the first evidence of SMYD2 molecular signature that drives 

breast cancer metastasis, identifying BCAR3 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistance 3) as 

a genuine SMYD2 substrate. BCAR3 belongs to the NSP (novel SH2-containing protein) 

family, that acts as specific interactors and regulators of CAS (CRK-associated substrate) 

family of scaffold proteins (Wallez et al., 2012). Notably, BCAR3 is frequently associated 

with p130/Cas, also known as BCAR1 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistance 1), and the 

BCAR3-BCAR1 complex is linked to aggressive breast cancer cell lines, promoting survival, 

migration and invasiveness (Makkinje et al., 2009, 2012). Interestingly, BCAR3 has also 
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been linked to cell motility through actin cytoskeleton remodeling and adhesion turnover in 

invasive breast cancer cells (Cross et al., 2016; Vanden Borre et al., 2011; Wilson et al., 

2013). In this study, we show that methylated BCAR3 acts as a docking site for a new family 

of methyl-binding proteins, the Formin-Like proteins (FMNLs; Breitsprecher and Goode, 

2013). This interaction allows FMNLs to be recruited in lamellipodia, a crucial cell structure 

for cancer cell migration, where they elicit a synergic actin polymerization activity to boost 

cell migration and invasion (Block et al., 2012; Kage et al., 2017; Krause and Gautreau, 

2014). Interestingly, FMNLs have already been linked to cancer metastatic progression 

(Zeng et al., 2015), but their mechanism of regulation remained elusive to date (Kühn and 

Geyer, 2014).  

We therefore propose a direct implication of SMYD2 in breast cancer metastasis through a 

BCAR3-FMNLs signaling, and our discovery calls for further investigation to attest the 

clinical value to inhibit SMYD2 to prevent breast cancer metastatic burden. 
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RESULTS 

SMYD2 is critical for breast cancer metastatic spreading. 

SMYD2 is amplified in breast cancer and has been shown to be overexpressed in late tumor 

grades  to promote breast cancer cell proliferation and migration (Li et al., 2018; Liu et al., 2015; 

Zeng et al., 2019). Because of SMYD2 implication in various cancer progression and studies 

linking the methyltransferase to breast cancer in vitro, we decided to explore SMYD2 potential 

oncogenic signaling in aggressive breast cancer in vivo. We developed a genetic MMTV-PyMT 

breast cancer mouse model with a conditional Smyd2 knock-out. In the context of MMTV-PyMT 

(PyMT), Smyd2 was specifically deleted in mouse mammary epithelium (PyMT;Smyd2) (Figure 

1A). To our surprise, we only observed minor tumor progression differences upon SMYD2 

ablation between PyMT and PyMT;Smyd2 mice (Figure 1B-C). Furthermore, histological 

analyses confirmed the absence of proliferation and apoptosis variations between the two 

models (Figures 1D-F and S1A). However, while tumor initiation and progression were 

comparable as demonstrated by tumor-free survival analysis (Figure S1B), we found a 

significant difference in mouse survival, as mice lacking SMYD2 outlived their counterpart by 

12.5% (Figure 1G).  

One of the main etiologic factors for breast cancer lethality is the presence of metastases. 

Therefore, we reasoned that the survival differences observed in our mouse models without a 

clear primary tumor growth variation upon SMYD2 depletion may be due to metastatic 

development. Bioinformatic analyses of breast cancer samples from publicly available RNA-seq 

dataset TCGA-BRCA did not show a significant increase of SMYD2 expression based on 

aggressiveness of breast cancer (Figure S1C). Interestingly, while the expression of SMYD2 

was not associated with disease-free survival in non-metastatic breast cancer (Figure S1D), 

SMYD2 high expression was significantly associated with a shorter disease-free survival 

probability in metastatic breast cancer (Figure 1H). Altogether, these observations suggested 
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that SMYD2 might regulates metastatic spreading rather than primary tumor progression, and 

we decided to seek for metastases in our genetic mouse models. We found that tumors without 

SMYD2 almost totally failed to metastasize, as PyMT;Smyd2 mice developed significantly fewer 

and smaller lung metastatic nodules than PyMT mice (Figure 1I-L). This was a remarkable 

feature as PyMT mouse model is well known for its propensity to develop extensive lung 

metastasis (Attalla et al., 2021).  

These results pointed out that SMYD2’s contribution to breast cancer progression is related to 

the capacity of cancer cells to metastasize. 

SMYD2 methylates BCAR3 in breast cancer cells. 

While SMYD2 has already several substrates characterized to date, none can possibly be 

directly linked to SMYD2 pro-metastatic phenotypes observed during breast cancer progression. 

We sought to identify the relevant signaling that could explain SMYD2 activity in breast cancer 

metastasis, using SILAC 3xMBT pulldown (Carlson et al., 2014; Moore et al., 2013). Here, we 

performed a methylation assay by incubating labelled HeLa cell extracts with either recombinant 

active SMYD2 or catalytic dead SMYD2 F184A mutant and compared the differentially 

methylated proteins enriched within the two conditions by mass spectrometry (MS) -based 

quantitative proteomics. Among more than 400 potential methylated proteins identified, 25 were 

selectively enriched with active SMYD2 (Figures 2A and S2A and Table S1). Interestingly, 6 of 

these candidates were also identified in a complementary proteomic analysis of SMYD2-

dependent methylated proteins in KYSE-150 cell line, using an immune-based enrichment: 

AHNAK, BCAR3, DBNL, DIAPH1, PRRC2C and RTF1 (Olsen et al., 2016). Because SMYD2 

expression promotes breast cancer metastasis in our mouse model and is linked with poor 

survival in human metastatic breast cancer samples, we performed a bioinformatic analysis to 

seek for a potential correlation between SMYD2 expression and our list of SMYD2-candidate 

substrates. BCAR3 displayed the strongest positive correlation with SMYD2 expression in 
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metastatic breast cancer samples (Figure 2B and Table S2). Based on these observations and 

the fact that BCAR3 has already been involved in breast cancer pathogenesis and cell migration 

(van Agthoven et al., 1998; Schrecengost et al., 2007; Cross et al., 2016), we decided to focus 

our effort on this potential new SMYD2 substrate. 

BCAR3 (Breast Cancer Anti-Estrogen Resistance 3) is named based on its participation to 

breast cancer resistance to the anti-estrogen receptor tamoxifen (van Agthoven et al., 1998). In 

collaboration to its binding partner BCAR1, it has been linked to various aspects of cell 

migration and proliferation (Wilson et al., 2013). However, despite these crucial downstream 

signaling functions, how BCAR3 is regulated remains elusive. Using in vitro radio-labeled 

methylation assay, we validated BCAR3 as a genuine substrate of SMYD2 (Figure S2B). MS-

based proteomics analyses on methylated BCAR3 revealed a specific mono-methylation of 

lysine 334 (K334me1) (Figure 2C). Further mutagenesis assays confirmed the lysine 334 as the 

single site of methylation by SMYD2, since BCAR3 methylation was abolished with the K334R 

mutant (Figure 2D). Of note, we discarded the potential K5 methylation site suggested by Olsen 

and colleagues (Olsen et al., 2016), as the K5R mutant was still efficiently methylated by 

SMYD2. Interestingly, the BCAR3 K334 methylation mark has already been observed by other 

proteomic approaches in different cancer cell lines without further characterization (Guo et al., 

2014; Olsen et al., 2016). 

To demonstrate the capacity of SMYD2 to methylate BCAR3 in cells, we raised a BCAR3 

K334me1 antibody. We confirmed its specificity towards BCAR3 K334 mono-methylation as the 

antibody successfully detected the BCAR3 peptide containing K334me1, but neither the 

unmethylated BCAR3 peptide nor the MAPKAPK3 K355me1 peptide, a previously characterized 

substrate of SMYD2 (Figure S2C) (Reynoird et al 2016). Further methylation assays showed 

that this specific antibody can recognize full length recombinant methylated BCAR3, but neither 

unmethylated nor K334R mutant BCAR3 (Figure S2D). We observed that the specific SMYD2 
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inhibitor BAY-598 (Eggert et al., 2016) efficiently repressed BCAR3 K334 methylation in vitro 

(Figure S2E). Remarkably, BCAR3 K334 methylation was immunodetected in crude extract of 

293T cells expressing ectopic SMYD2 and BCAR3, supporting the physiological relevance of 

this methylation event (Figure 2E). This prompted us to screen BCAR3 methylation level in 

breast cancer cell lines. While SMYD2 expression was quite comparable between five different 

cell lines tested, BCAR3 was preferentially expressed in metastatic basal-like cell lines (MDA-

MB-468, MDA-MB-157 and MDA-MB-231) compared to luminal (MCF-7) and HER2+ (MDA-MB-

453) cell lines (Figures 2F and S2F). After enrichment of endogenous BCAR3 from metastatic 

basal cell lines, we observed a clear methylation signal using our BCAR3 K334me1 specific 

antibody. Remarkably, this methylation mark was strongly reduced upon genetic (inducible 

shRNA) or pharmacologic (BAY-598 inhibitor) repression of SMYD2 (Figures 2G-H and S2G-

H). Interestingly, we did not observe BCAR3 methylation in non-basal breast cancer cell line 

MCF-7 (Figure S2I), suggesting that function of BCAR3 methylation might be related to 

aggressive features of cancer cells.  

Therefore, we discovered a new substrate of SMYD2 and demonstrated that BCAR3 is 

monomethylated on its lysine 334. We showed that this methylation event is particularly 

enriched in aggressive breast cancer cell lines and that this new SMYD2-BCAR3 signaling is 

druggable using a specific SMYD2 inhibitor. 

SMYD2-BCAR3 signaling promotes cell migration and invasiveness. 

Several reports have linked SMYD2 to cell proliferation in different cancer types (Li et al., 2018; 

Ohtomo-Oda et al., 2016; Sun et al., 2019; Zeng et al., 2019). However, we did not observe 

such phenotypes related to SMYD2 in our in vivo breast cancer model, in which primary tumor 

growth was not particularly affected by SMYD2 ablation. To assess if BCAR3 methylation could 

impair cell proliferation in vitro, we engineered MDA-MB-231 cells to induce BCAR3 silencing 

upon doxycycline treatment, and stably rescued BCAR3 with either WT or K334A (K>A) methyl-
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dead mutant BCAR3 GFP-HA tagged. Both rescued WT and K334A BCAR3 expressions were 

comparable to endogenous level of BCAR3 (Figure 3A). We confirmed that rescued WT 

BCAR3 is methylated by SMYD2 in these cells, and that its methylation is lost upon genetic or 

pharmacologic repression of SMYD2. Consistent with our in vivo observations, SMYD2 

silencing did not alter MDA-MB-231 proliferation (Figure 3B). However, we found that BCAR3 

depletion decreased cell proliferation, but independently of SMYD2 methylation, as the K334A 

mutant BCAR3 was able to rescue proliferation defects from BCAR3-depleted cells. In parallel, 

we noticed an increased proliferation of luminal cell line MCF-7 upon ectopic BCAR3 

expression, albeit still not dependent to BCAR3 methylation status (Figure S3A-B).  

While breast cancer cell proliferation is not likely regulated by SMYD2-BCAR3 methylation 

signaling, metastatic spreading was a prominent feature of SMYD2 in our mouse breast cancer 

model. Interestingly, SMYD2 has been recently linked to cell invasion in vitro, a crucial 

mechanism during metastasis cascade (Zeng et al., 2019). Consistently, BCAR3 has been 

shown to be involved in regulation of migration and invasion of cancer cells (Cross et al., 2016). 

We therefore asked whether BCAR3 methylation by SMYD2 could participate in cell migration 

and invasion regulation. We used our engineered cells to monitor SMYD2-BCAR3 dependent 

single-cell migration defects with time-lapse live microscopy. We observed that BCAR3 

silencing significantly impaired individual cell velocity (Figure 3C). Remarkably, WT BCAR3, but 

not the methyl-dead K334A mutant, rescued cells motility capacity when SMYD2 was present 

and active in cells, indicating that methylation is a crucial parameter in MDA-MB-231 migration 

velocity. We hypothesized that if BCAR3 – and its methylation – is a key actor of cell motility, its 

ectopic expression in non-aggressive cells with low BCAR3 level such as MCF-7 cells may 

boost their migration capacity. Indeed, stable overexpression of WT BCAR3 significantly 

increased MCF-7 collective cell migration, while the BCAR3 K>A mutant failed to do so (Figure 

S3C).  
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Next, we assessed the importance of BCAR3 methylation during invasive cell migration in 

tridimensional matrix, an environment more relevant and similar to in vivo conditions faced by 

invasive tumor cells. We made compact and size-consistent spheroids of MDA-MB-231 cells 

using basement membrane Matrigel, embedded them in thick collagen I hydrogel, and 

monitored cell invasion over time. Strikingly, BCAR3 depletion strongly impaired MDA-MB-231 

cells matrix invasion. Consistent with our previous migration phenotypes, rescue with the methyl 

dead mutant BCAR3 was not sufficient to re-establish the full invasive potential of cells 

compared to the WT counterpart. Additionally, genetic and pharmacologic repression of SMYD2 

mimicked loss of spheroid invasiveness capacity upon BCAR3 depletion, suggesting that 

BCAR3 K334 methylation is a decisive post-translational signaling to regulate cell invasion 

downstream of SMYD2 (Figure 3D). Further analysis of cells escaping radially from spheroid 

mass with confocal adaptive optics microscopy showed that cells impaired for BCAR3 

methylation frequently lack protrusions at leading edge compared to control cells. These 

protrusions are a constitutive feature of highly mesenchymal cells in tridimensional environment, 

notably proficient at degrading extracellular matrix and pulling cells forward (Figure S3D) (Clark 

and Vignjevic, 2015; Krause and Gautreau, 2014). Interestingly, cells depleted for BCAR3 

methylation displayed a clear reduction of Vimentin expression, a key marker of mesenchymal 

cells (Figure S3E). Altogether, these findings demonstrate that methylation of BCAR3 positively 

regulates mesenchymal cell migration to allow breast cancer cell invasion, a crucial parameter 

during metastatic dissemination.  

Lysine methylation of BCAR3 recruits FMNLs  

Lysine methylation predominantly regulates protein-protein interactions, promoting a specific 

binding of methyl-binding proteins, also called readers (Musselman et al., 2012). Therefore, to 

identify methyl-sensitive proteins that are specifically repelled or attracted by BCAR3 K334me1, 

we performed a SILAC peptide pull-down using biotinylated peptides containing either 
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unmodified or mono-methylated versions of BCAR3 K334. We then analyzed isolated proteins 

using MS-based quantitative proteomics. Strikingly, we identified a subfamily of proteins that 

only interacted with methylated BCAR3, the Formin-Like proteins 1, 2 and 3 (FMNL1/2/3 or 

FMNLs) (Figure 4A and Table S3). FMNLs are part of the formin family, known to bundle and 

polymerize actin filaments (F-Actin). Notably, FMNLs participate in actin cytoskeleton 

remodeling during cell migration and metastatic progression, in adequation with our SMYD2-

BCAR3 signaling phenotypic observations (Block et al., 2012; Kage et al., 2017; Katoh and 

Katoh, 2003; Zeng et al., 2015). We noticed that FMNL2 and FMNL3 expression, but not 

FMNL1, correlated with SMYD2 and BCAR3 expressions in breast cancer cell lines, being 

highly expressed in basal-like cancer cells MDA-MB-231 and MDA-MB-468 compared to luminal 

MCF-7 (Figure S4A). We confirmed the interaction between BCAR3 K334me1 peptides and 

endogenous FMNL2/3 in MDA-MB-231 and MDA-MB-468 (Figure 4B). We showed that 

endogenous FMNL2 and FMNL3 co-immunoprecipitated with endogenous BCAR3 in MDA-MB-

231 cells, and this interaction was lost upon SMYD2 genetic and pharmacologic inhibition 

(Figure 4C). Additionally, we made similar observations with the BCAR3-depleted MDA-MB-231 

cells rescued with WT BCAR3, while no interaction was detectable with the methyl dead mutant 

K334A BCAR3 (Figure S4B). These data strongly suggested that methylated BCAR3 interacts 

with FMNL2 and FMNL3 in breast cancer cells. 

Because there is no known methyl-binding domain reported in Formins, we aimed at confirming 

whether the interaction with methyl BCAR3 was direct and not mediated by an intermediate 

factor. After purifying full-length recombinant FMNLs, we performed a peptide pull-down and 

found that all FMNLs directly bound to methylated but not to unmethylated BCAR3 peptides 

(Figure 4D). This suggested that FMNLs probably share a common binding pocket 

accommodating the methylated lysine. While analyzing the domains shared by formin proteins 

with available structural information, we observed that their N-terminal regulatory domain, also 
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called GBD-FH3 domain, is organized as an Armadillo-repeats fold (Figure S4C). These 

repeats display a high structural redundancy with another kind of repeats called HEAT repeats, 

already known to accommodate mono-methylated lysine 20 of H4 in a hydrophobic pocket 

including the presence of aromatic residues (Liu et al., 2010). Notably, we found that the GBD-

FH3 domain of FMNL3 was sufficient to bind to methylated BCAR3 (Figures 4E-F). These data 

suggested that the Armadillo repeats fold from the GBD-FH3 domain of FMNL1, 2 and 3 is a 

potential new methyl-binding domain, and we sought to investigate the structural basis of the 

interaction of methylated BCAR3 with FMNL3.The molecular structure of the GBD-FH3 domain 

of FMNL1 and FMNL2 in complex with the Rho-GTPase Cdc42 were previously determined 

(Kühn et al., 2015). We performed a structural homology modeling of the BCAR3-FMNL3 

interaction based on the high structural similarity between FMNL2 and FMNL3, and between the 

Cdc42 helix a3 responsible for its interaction to the GBD-FH3 domain and the sequence of the 

methylated BCAR3 peptide, which is predicted to fold into a helix (Figure 4G). Remarkably, the 

monomethylated lysine K334 of BCAR3 locates within a well-defined hydrophobic pocket of 

FMNL3 containing two aromatic residues, Trp124 and Tyr237, surrounded by aliphatic residues 

(Leu117, Ile122, Val125, Ala233). Importantly, residues Trp124 and Tyr237 at the bottom of the 

pocket, as well as the aliphatic residues, delineate an optimal protein core environment to 

accommodate methylated K334. Notably, these six critical amino acids defining the hydrophobic 

pocket of FMNL3 are strictly conserved in FMNL1 and FMNL2 (Figures S4D-E). Of note, other 

aromatic residues present in the GBD-FH3 domain did not form a pocket enable to 

accommodate the methylated lysine of BCAR3. Collectively, our data demonstrate that FMNLs 

are specific binders of methylated BCAR3 and possess a methyl-reader capacity mediated by 

an aliphatic pocket within their GBD-FH3 domain.  
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BCAR3 methylation recruits FMNLs to lamellipodia and regulate cytoskeleton protrusions. 

The GBD-FH3 domain is essential for FMNLs function as it is known to regulate their plasma 

membrane localization, either directly through N-terminal myristoylation anchoring, or indirectly 

by binding to Rho-GTPases such as Cdc42 (Block et al., 2012; Kühn et al., 2015). When Rho-

GTPases bind to the GBD-FH3 domain of FMNLs, they promote an open conformation of 

FMNLs enabling their actin assembly activity. Interestingly, BCAR3 harbors a putative GTP-

exchange factor (GEF) activity that could participate in Rho-GTPase’s regulation of FMNLs. 

However, the GEF domain of BCAR3 has been shown to adopt a closed conformation impeding 

any catalytic activity, rather allowing its interaction with BCAR1 (Mace et al., 2011). We 

therefore reasoned in favor of an adapter role of BCAR3 methylation, gathering FMNLs at a 

particular localization to participate in their local activation and further cytoskeleton 

reorganization.  

We and others observed that BCAR3 located to specific cell protrusions called lamellipodia 

(Figure S5A, (Steenkiste et al., 2021)). Additionally, we observed that SMYD2 is largely 

cytosolic in MDA-MB-231 cells and also particularly enriched in lamellipodia (Figure S5B). 

Lamellipodia are broad actin-based protrusions at the leading edge of cells moving on a flat 

surface (Krause and Gautreau, 2014). Remarkably, FMNLs are known to be recruited at the 

lamellipodium tip of migrating cells, to strengthen this structure and enhance cell motility 

capacity (Kage et al., 2017). We specifically probed methylated BCAR3 in MDA-MB-231 by 

Proximity Ligation Assay (PLA) using BCAR3 HA tag and BCAR3 K334me1 specific antibodies. 

We found that methylated BCAR3 broadly localizes in the cytoplasm with a diffuse enrichment 

at the cell edges resembling lamellipodia (Figure 5A). We then stably expressed in previously 

engineered MDA-MB-231 cells an additional N-terminal FLAG-tagged FMNL3 construct Using 

these cells, we observed by PLA that WT BCAR3, but not the K334A mutant, interacted in situ 

with FMNL3, once again specifically at cell protrusions likely being lamellipodia (Figure 5B). 
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The localization of this interaction corresponds to the site where FMNL2/3 are activated in 

migrating cells. We therefore sought to detect any potential change in FMNL3 recruitment to 

lamellipodia upon SMYD2-BCAR3 signaling. We noted that a population of FMNL3 was still able 

to reach lamellipodia in control cells, while cells silenced for BCAR3 retained FMNL3 essentially 

in the cytosol (Figure 5C). Remarkably, cells rescued with WT BCAR3, but not with the methyl 

dead mutant BCAR3 nor upon SMYD2 inhibition, regained a strong accumulation of FMNL3 in 

lamellipodia. We therefore show that BCAR3 methylation is a decisive anchoring point to attract 

or retain FMNLs in lamellipodia.  

BCAR3-dependent motility and cytoskeleton remodeling has been linked to its interaction with 

the major mechanosensor BCAR1 (Cross et al., 2016; Makkinje et al., 2009; Schrecengost et 

al., 2007). Using engineered MDA-MB-231 cells, we observed that neither BCAR3 methylation 

nor loss of methylation altered BCAR3-BCAR1 complex formation (Figure S5C). We further 

demonstrated that FMNL3 is present in BCAR1/BCAR3 complex and FMNL3-FMNL3-BCAR1 

interaction was impeded upon loss of BCAR3 methylation or loss of BCAR1-BCAR3 interaction 

(BCAR3 L744E mutant, L>E) (Wallez et al., 2014) (Figure S5D). It is therefore highly probable 

that BCAR3 methylation acts as a molecular adaptor between BCAR1 and FMNLs to allow 

specific activation of FMNLs in lamellipodia.  

These different observations strongly indicated that BCAR3 methylation promotes FMNL3 

gathering in lamellipodia, where FMNLs are known to boost force generation required for cell 

motility. Indeed, when located at plasma membrane of lamellipodia, FMNL2/3 have been shown 

to elicit complementary F-Actin nucleation and elongation, and to contribute to mass and 

ultrastructure of lamellipodial actin network (Kage et al., 2017). Therefore, we hypothesized that 

the decreased cell motility observed upon loss of BCAR3 methylation may relate to improper 

FMNLs activation and impaired lamellipodia fitness. We found that MDA-MB-231 silenced for 

BCAR3 have a reduced number of lamellipodia (Figure S5E). Furthermore, rescuing BCAR3 
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expression with the K334A methyl-dead mutation led to smaller reminiscent lamellipodia, similar 

to the ones resisting to the depletion of BCAR3 (Figure S5F). We quantified the density of 

lamellipodial F-actin cytoskeleton network and observed that cells unable to recruit efficiently 

FMNL2/3 in lamellipodia displayed significantly weaker F-actin network than cells rescued with 

WT BCAR3 (Figure 5D). Remarkably, we found similar results on actin protrusions in MCF-7 

stably overexpressing BCAR3 WT or K334A, confirming that BCAR3 methylation boosts actin 

polymerization through FMNL2/3 recruitment at the front edge of migrating cells (Figure S5G). 

Finally, we monitored lamellipodia fitness by studying their dynamics with live microscopy. We 

found that densification of F-Actin network in lamellipodia was correlated with increased 

dynamics, as lamellipodia protrusion rate was significantly decreased when BCAR3 methylation 

was impaired (Figure 5E). Altogether, we showed that BCAR3 methylation specifically recruit 

FMNLs to lamellipodia, where they are activated to promote lamellipodia protrusion and fuel cell 

velocity.   

SMYD2-BCAR3 signaling drive breast cancer metastasis 

To study the potential impact of this newly characterized SMYD2-BCAR3 signaling in breast 

cancer metastasis, we performed xenograft analyses in immuno-compromised mice with 

previously engineered breast cancer cells. As expected, aggressive MDA-MB-231 cells 

efficiently invaded and developed into tumors within mice lungs (Figures 6A-B). However, 

neither SMYD2 repressed nor BCAR3 repressed MDA-MB-231 cells formed lung metastases. 

Remarkably, WT BCAR3 but not BCAR3 K334A mutant was able to rescued capacity of 

BCAR3-repressed MDA-MB-231 to form metastases in our assay. Additionally, we performed 

similar analyses with engineered non-aggressive MCF-7 cells. As previously documented, MCF-

7 xenografts rarely developed into tumors and ectopic SMYD2 overexpression modestly 

increases their capacity to initiate metastatic nodules in mice lungs (Figures 6C-D). However, 

dual ectopic overexpression of SMYD2 and WT BCAR3 significantly increased MCF-7 capacity 
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to develop nodules, an observation abrogated by BCAR3K334A mutation. Therefore, BCAR3 

methylation by SMYD2 is a potent signaling required and sufficient to drive breast cancer 

metastases in vivo. 

SMYD2 pharmacologic inhibition prevents breast cancer metastasis 

Finally, we aimed to assess the druggability of the SMYD2-BCAR3 signaling in vivo, to 

demonstrate the preventive therapeutic relevance and potential on breast cancer metastatic 

spreading. Immuno-compromised mice were treated with SMYD2 inhibitor daily prior and after 

xenografts with either aggressive MDA-MB-231 cells or metastatic patient-derived cancer cells 

(PDX) (Figures 1A and 1D). Remarkably in both cases, SMYD2 pharmacologic inhibition 

drastically decreases metastatic nodules in mice lungs compared to vehicle-treated mice 

(Figures 1B-C and 1E-F). Finally, to differentiate between the potential implication of SMYD2 in 

either tumor development and metastatic spreading, we initiated vehicle or SMYD2 inhibitor 

treatment in PyMT mouse model at the time where breast tumors were palpable (approximately 

7 weeks after birth). We observed a clear decreases of metastases foci in lungs of mice treated 

with SMYD2 inhibitor after primary breast tumor development, suggesting that SMYD2 is driving 

metastatic spreading. Given the non-consequences of SMYD2 repression in constitutive knock-

out mouse and the importance of breast cancer metastases in patients morbidity, SMYD2 

pharmacologic inhibition could serve as an efficient preventive therapeutic in clinic for breast 

cancer patients prior to potential metastases development. 
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DISCUSSION 

Breast cancer remains the most frequent cancer in women and still accounts for more than 

650,000 deaths annually. The root cause of most breast cancer deaths is metastasis and 

effective therapies to inhibit cancerous spread have yet to be identified (Cao and Niu, 2020; 

Harbeck et al., 2019). Here, we identify the lysine methyltransferase SMYD2 as a critical 

promoter of metastasis in breast cancer. SMYD2 oncogenic activity has been clearly 

established over the past years, and few studies previously described the potential role of 

SMYD2 in breast cancer (Li et al., 2018; Zeng et al., 2019). However, a comprehensive 

deciphering of SMYD2 oncogenic signaling remained missing in this pathologic context.  We 

observed that SMYD2 depletion has no impact on primary tumor growth in breast cancer 

mouse model, but has a clear consequence on metastases spreading. Our data suggest that 

SMYD2 acts as a metastatic driver in breast cancer, and our work yields substantial new 

biological insights at molecular, cellular and in vivo levels on oncogenic SMYD2 signaling in 

breast cancer malignancy. 

Lysine methylation of non-histone proteins is emerging as an essential signaling mechanism 

regulating physiological and pathological processes. Until recently, the study of protein lysine 

methylation beyond histones was limited to candidate-based approaches due to several 

technical limitations. With recent advances in proteomic and genome-wide techniques, the 

stage is now set to decode the “methyl-proteome” of each methyltransferase and define its 

functions in health and disease. Because of its clear link to cancer, a strong effort has been 

made to identify substrates of the lysine methyltransferase SMYD2, either by computational 

motif-based searches (Lanouette et al., 2015), peptide library screen (Cornett et al., 2019; 

Weirich et al., 2020) or MS-based analyses (Olsen et al., 2016). While informative, in silico 

and in vitro approaches may be inappropriate for some robust KMTs such as SMYD2, 

capable to methylate various degenerated sequence motifs under non-physiological 

conditions. Therefore, MS-based SILAC quantitative proteomics are more likely to identify 

physiologic substrates. For example, lysine-oriented peptide library from Cornett and 
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colleagues identified thousands of potential substrates of SMYD2, but none of the substrates 

identified in our MS-based assay ranked on their top 500 hits. Here, we identify new 

physiologic substrates of SMYD2, and show that BCAR3 is a genuine substrate of SMYD2 in 

breast cancer cells. Consistent with previous observations showing that SMYD2 and BCAR3 

may contribute individually to cancer cell migration and invasiveness, we find that BCAR3 

methylation is the molecular link responsible for these phenotypes. Our investigations 

revealed that the impact on migration ability is linked to a tight control of lamellipodia fitness.  

A recent report suggested that BCAR3 phosphorylation at tyrosine Y117 maintains low level 

of BCAR3 in epithelial mammary cells through ubiquitin-dependent degradation and impede 

lamellipodia formation and collective epithelial migration. Importantly, the authors indicated 

that the phosphorylation does not control individual mesenchymal cell migration, and 

therefore is a feature of epithelial cells (Steenkiste et al., 2021). In our study, we 

demonstrate that lysine methylation is the modification promoting mesenchymal state, 

increasing cell velocity in breast cancer cells and triggering metastatic dissemination. It is 

therefore tempting to speculate that BCAR3 functions during breast cancer progression are 

tightly regulated by different PTMs patterns. While BCAR3 phosphorylation triggers its strong 

degradation in normal mammary epithelium, restraining collective migration and enabling 

tissue homeostasis, lysine methylation by SMYD2 occurs in aggressive breast cancer cells 

to promote mesenchymal cell migration and invasiveness, thereby fueling breast cancer 

metastatic dissemination. 

As an adapter protein, it is not surprising that BCAR3 is modified by various PTMs that can 

in turn modulate its affinity for particular partner. We show that BCAR3 methylation is an 

exclusive docking site for FMNLs family and may function as an anchor to recruit them in 

lamellipodia. We demonstrate the importance of this connection as cancer cells maintaining 

this SMYD2/BCAR3/FMNLs axis displays broad and efficient lamellipodia, able to drive a 

fast mesenchymal migration. However, further work is required to decipher how FMNLs may 

be activated afterwards to regulate lamellipodia fitness. A similar mechanism is observed 



DISCUSSION 

133 

 

with an active Cdc42-GTP, where its binding to the regulatory domain GBD-FH3 of FMNLs 

triggers their localization and activation to the lamellipodium tip. Cdc42-GTP is thought to 

open FMNLs, rendering the FH1 and FH2 domains accessible for actin filament 

polymerization, by displacing the autoregulatory DAD domain (Diaphanous-autoregulatory 

domain) from the GBD-FH3 domain, which otherwise leads to a closed conformation of 

FMNLs (Kage et al., 2017; Kühn et al., 2015). Interestingly, our structural model suggests 

that methylated BCAR3 binds to a similar region within the GBD-FH3 and BCAR3 may lead 

to an open and active conformation of FMNLs in addition to their recruitment to lamellipodia. 

Alternatively, it is possible that BCAR3 methylation only affects FMNLs localization while 

their subsequent activation is indirectly orchestrated by BCAR3. Indeed, while GEF activity 

of BCAR3 has been clearly ruled out, several lines of evidence have shown that the 

interaction of BCAR3 with BCAR1 triggers several downstream pathways, culminating in the 

activation of Cdc42-GTP (Cai et al., 2003). This would provide a crucial feed-forward 

mechanism, where BCAR3 methylation controls both localization and activation of FMNLs in 

breast cancer cells.  

More generally, the finding that FMNLs, and in some extent other GBD-FH3-containing 

formins, have the capacity to bind methylated lysine, is of particular interest. Further work is 

required to fully characterize the new methyl-binding domain within formins, but our work 

suggests that formins may be regulated in part by recognizing methylated proteins such as 

BCAR3, either by recruiting them at specific cellular localization or by activating them within 

specific cellular contexts. Interestingly, the discovery of cytoplasmic methyl-readers blurs 

even more the line between epigenetic signaling and a more global view of lysine 

methylation mechanism in cell. 

An intriguing question resulting from our study is the possibility that BCAR3 methylation can 

be time- and context- specific. What triggers SMYD2 methylation of BCAR3? SMYD2 and 

BCAR3 expression is not restricted to breast tissue and as we noticed, SMYD2 expression 

does not differ during breast cancer progression or during metastases development. It is 
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possible that the tumor microenvironment control SMYD2 activity in an unknown fashion. A 

specific signal may relocate SMYD2 to lamellipodia, or SMYD2 activity may be stimulated by 

an unknown mechanism during EMT prior to metastases spreading. Additionally, BCAR3 

level increases in metastatic breast cancer cells, possibly leading to more methylated 

BCAR3. Interestingly, a recent report suggested that SMYD2 also participates in lung cancer 

metastases and among major pathways deregulated upon SMYD2 inhibition, they identified 

different processes such as focal adhesion, ECM-receptor interaction and PI3K/Akt signaling 

(Wu et al., 2021). As SMYD2 activity on histones or direct evidence of SMYD2 function in 

gene expression regulation remain controversial, it is likely that these processes all linked to 

BCAR3 are indirectly resulting from SMYD2 methylation of BCAR3.  

A better understanding of the molecular mechanism of SMYD2 signaling provides valuable 

insights into potential ways to modulate its oncogenic capacity. Notably, our molecular 

characterization of the functional consequences of BCAR3 methylation will allow to focus 

future clinical efforts to target this pathway and to prevent metastasis spreading. We strongly 

believe that targeting SMYD2-BCAR3 signaling could prove extremely valuable for 

combinatory treatments against malignant subtypes of breast cancer, arresting their 

propensity to develop metastasis. Indeed, we show that genetic loss of SMYD2 significantly 

decreases breast cancer capacity to develop metastases, and SMYD2 inhibitor BAY-598 

dramatically reduces the invasion capacity of breast cancer cells in vitro and in vivo. 

Additionally, SMYD2 KO mice are viable and do not harbour noticeable impairments, 

suggesting that inhibition of SMYD2 in patients with breast cancer diagnosed at early stages 

may have minimal side effect combined with great preventive effect against metastases 

development. Finally, BCAR3 has also been linked to anti-estrogen resistance. It is possible 

that BCAR3 methylation may participate in such mechanism of breast cancer resistance, 

and further experiments are required to tackle the importance of SMYD2 in breast cancer 

resistance. An appealing possibility would then be that SMYD2 inhibition to prevent BCAR3 

methylation may have beneficial impact in both anti-estrogen acquired resistance and 
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metastases development. Altogether, our study demonstrates that the SMYD2-BCAR3 

signaling axis is a key metastatic driver in breast cancer and an intriguing new therapeutic 

target in breast cancer.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. SMYD2 promotes breast cancer metastasis  

(A) Schematic representation of PyMT and PyMT;Smyd2 breast cancer mouse models.  

(B) Representative images of breast cancer primary tumor progression in PyMT and 

PyMT;Smyd2 mice.  

(C) Representative HE and IHC staining for cell proliferation marker Ki67 and apoptosis 

maker cleaved Caspase 3 (cl. Caspase 3) of mammary tissue from PyMT and PyMT;Smyd2 

mutant mice at 12 weeks of age (representative of n = 6 mice for each group). Scale bars: 

100 µm. 

(D-G) Quantification of mammary tumor weight (D), mammary tumor number (E), 

proliferation (Ki67 positive cells) (F) and apoptosis (cl. Caspase 3 positive cells) (G) in 

samples as in (C). Data are represented as mean ± s.e.m. P values were determined by 

two-tailed unpaired t-test. n.s. not significant. Box plots, the line indicates the median, the 

box marks the 75th and 25th percentiles and the whiskers indicate the minimum and 

maximum values. 

(H) Kaplan-Meier survival curves of PyMT (n = 13, median survival = 155 days) and 

PyMT;Smyd2 (n = 13, median survival = 155 days) mutant mice. P values determined by 

logrank test.  

(I) Western blots with the indicated antibodies of tumor biopsy lysate from PyMT and 

PyMT;Smyd2 mutant mice. Two independent samples are shown for each genotype. Tubulin 

is shown as a loading control. 

(A) Bioinformatic analysis of SMYD2 expression prognostic survival value in metastatic 

breast cancer (TCGA-BRCA dataset, M1 subgroup).  

(B) Representative HE staining of lung tissue sections at 14 weeks after tumor induction 

(representative of n = 6 mice for each group). Scale bars: 1 cm.  



FIGURE LEGENDS 

139 

 

(C-G) Quantification of total number of tumor nodules (C), tumor burden (tumor area per 

lung) (D), tumor grade (E), proliferation (Ki67 positive cells per tumor area) (F) and apoptotic 

cells (cleaved Caspase 3 positive cells per tumor area) (G) in samples as in (B). Data are 

represented as mean ± s.e.m. P values were determined by two-tailed unpaired t-test. **** P 

< 0.0001. Box plots, the line indicates the median, the box marks the 75th and 25th 

percentiles and the whiskers indicate the minimum and maximum values.  

 

Figure 2. SMYD2 methylates BCAR3 in breast cancer cells 

(A) Experimental workflow (left) and scatter plot representation (right) of SMYD2 SILAC 

3xMBT pulldown. The X-axis shows the Log2 ratio of methylated proteins in presence of 

active vs inactive SMYD2 (Forward). The Y-axis shows the Log2 ratio of a label-swap 

replicate experiment (Reverse). Only potential substrates identified in swapped replicates 

with a Log2 ratio >0.5 are presented.  

(B) Spearman correlation coefficient between SMYD2 and identified substrates in non-

metastatic and metastatic breast cancer samples.  

(C)  Tandem mass spectrometry (MS/MS) spectrum identifying monomethylated K334 

present on BCAR3 after in vitro SMYD2 methylation. Deuterated S-adenosyl-l-methionine 

was used as a methyl donor.  

(D) Autoradiogram of a radiolabeled methylation assay using recombinant SMYD2 on full-

length recombinant BCAR3 and point mutants K5R and K334R (Top panel), and Coomassie 

stain of proteins in the reaction (bottom panel).  

(E) Immunodetection of BCAR3 K334me1 in HEK-293T cells after ectopic expression of 

SMYD2 and BCAR3 WT or K334R (K>R).  

(F) Immunodetection of BCAR3 and SMYD2 expression in different breast cancer cell lines.  
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(G-H) Immunodetection of endogenous BCAR3 K334me1 and its loss upon SMYD2 genetic 

and pharmacologic repression in MDA-MB-157 (G) and MDA-MB-231 (H) cell lines. 

 

Figure 3. SMYD2-BCAR3 signaling promotes cell migration and invasiveness. 

(A) Immunoblot analysis with indicated antibodies of engineered MDA-MB-231 cells with 

inducible repression of BCAR3, WT or K334A (K>A) BCAR3 GFP-HA rescue and genetic or 

pharmacologic repression of SMYD2.  

(B) Proliferation index of engineered MDA-MB-231 cells presented in (A).  

(C) Representative examples of single cell track monitoring (left) and related single cell 

velocity quantification (right) of engineered MDA-MB-231 cells. Boxes represent 25th to 75th 

percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; *** P < 0.001; **** P < 0.0001 by one-

way ANOVA with Tukey’s testing for multiple comparisons. 

(D) Representative matrix invasion (left) and spreading quantification (right) of engineered 

MDA-MB-231 cells during spheroid growth assays. ** P < 0.01; **** P < 0.0001 by two-way 

ANOVA with Tukey’s testing for multiple comparisons, error bars represent mean ± SD. 

 

Figure 4. Lysine methylation of BCAR3 recruits FMNLs  

(A) Scatter plot representation after quantitative proteomics analysis of BCAR3 SILAC 

peptide pulldown. The X-axis shows the Log2 ratio of proteins binding to BCAR3 K334me1 

versus BCAR3 K334me0 (Forward). The Y-axis shows the Log2 ratio of a label-swap 

replicate experiment (Reverse). Specific interactors of methylated BCAR3 reside in the 

upper right quadrant and methyl-sensitive binders identified in swapped replicates with a 

Log2 ratio >+/-0.5 are presented.  

(B-C) Immunoblot analysis with indicated antibodies following pulldowns with BCAR3 

peptides using either MDA-MB-231 or MDA-MB-468 cell extracts with endogenous FMNLs 

(B) or recombinant GST-FMNLs proteins (C).  
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(D) Co-immunoprecipitation of endogenous BCAR3 after endogenous FMNL2/3 enrichment 

in MDA-MB-231 cells either expressing SMYD2 or upon genetic or pharmacologic inhibition 

of SMYD2.  

(E) BCAR3 peptide pulldowns using 293T cells extract with either ectopic full-length, GBD-

FH3 of FH1-FH2-DAD domains of FMNL3.  

(F) Silver staining following pulldowns with BCAR3 peptides using recombinant GBD-FH3 

domain of FMNL3.  

(G) Structural homology model of FMNL3 GBD-FH3 domain in complex with BCAR3 peptide 

containing methylated K334. The FMNL3 GBD-FH3 domain involved in the interaction with 

BCAR3 is shown as chartreuse surface representation, with the hydrophobic putative 

methyl-lysine binding pocket in yellow. BCAR3 region containing methylated K334 is shown 

as white cartoon, and K334me1 is shown as red sticks over transparent surface 

representation. 

 

Figure 5. BCAR3 methylation recruits FMNLs to lamellipodia and regulate cytoskeleton 

protrusions. 

(A) Representative images (left) and signal quantification (right) of Proximity Ligation Assay 

(PLA, green) to specifically monitor methylated BCAR3 by coupling HA-BCAR3 and 

BCAR3K334me1 antibodies in engineered MDA-MB-231 cells. A zoom of BCAR3me1 

enrichment in lamellipodia is provided. Boxes represent 25th to 75th percentile, whiskers: 

10% to 90%, center line: median; *** P < 0.001; **** P < 0.0001 by Welch ANOVA with 

Games-Howell's testing for multiple comparisons. 

(B) Representative images of PLA (green) to monitor BCAR3-FMNL3 interaction in situ, 

coupling HA-BCAR3 and Flag-FMNL3 antibodies in engineered MDA-MB-231 cells. A zoom 

of BCAR3-FMNL3 enrichment in lamellipodia is provided.  
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(C) Representative immunofluorescence images (left) and signal quantification (right) of F-

Actin (phalloidin, red) and Flag-FMNL3 (green) in engineered MDA-MB-231 cells. Zooms of 

FMNL3 lamellipodia enrichment within different cellular conditions are provided. Boxes 

represent 25th to 75th percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; ** P < 0.01; 

**** P < 0.0001 by Welch ANOVA with Games-Howell's testing for multiple comparisons. 

(D) Representative images of lamellipodia (left) visualized by Z-projection staining of F-Actin 

(phalloidin, red) and lamellipodia F-Actin density quantification (right) in engineered MDA-

MB-231 cells.  

(E) Representative kymographs of lamellipodia protrusion rate (left) and quantification of 

lamellipodia protrusion velocity (right) in engineered MDA-MB-231 cells. Boxes represent 

25th to 75th percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; ** P < 0.01 by Kruskal-

Wallis with Dunn's testing for multiple comparisons. 

 

Figure 6. SMYD2-BCAR3 signaling drive breast cancer metastasis 

(A) Schematic of xenografts schedule of engineered MDA-MB-231 cells.  

(B-C) Representative visualization (B) and quantification (C) of xenografts tumor 

development using engineered MDA-MB-231 cells.  

(D-E) Representative visualization (D) and quantification (E) of breast cancer patient derived 

xenografts (PDX) development with SMYD2 pharmacologic repression when indicated. 

 

Figure 7. SMYD2 pharmacologic inhibition prevents breast cancer metastasis 

(A) Schematic of xenografts schedule of engineered MDA-MB-231 cells.  

(B-C) Representative visualization (B) and quantification (C) of xenografts tumor 

development using engineered MDA-MB-231 cells.  
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(D-E) Representative visualization (D) and quantification (E) of breast cancer patient derived 

xenografts (PDX) development with SMYD2 pharmacologic repression when indicated. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

 

Supplementary Figure 1. SMYD2 ablation in mice does not affect mammary tumor onset, 

growth, or histology. Related to Figure 1 

 

(A) Schematic of the Smyd2 conditional allele. In the presence of Cre recombinase, exon 3 

is deleted to disrupt SMYD2 expression.  

(B) Deletion of LoxP-flanked Smyd2 exon 3 of the conditional allele determined by PCR. 

(C) Overall survival of PyMT (n = 14, median survival = 155 days) and PyMT;Smyd2 (n = 14, 

median survival = 155 days) mutant mice. P values were determined by log-rank test. 

(D) Mammary tumor-free survival (determined by palpation performed three times a week) of 

PyMT (n = 14, median survival = 155 days) and PyMT;Smyd2 (n = 14, median survival = 155 

days). P values were determined by log-rank test. 

(E) Histopathological examination of the mammary tissues of PyMT and PyMT;Smyd2 

mutant mice at 6 and 12 weeks of age (n = 6 for each genotype and timepoint) indicate 

presence of low-grade cystic lesions (at 6 weeks) and high-grade carcinoma (at 12 weeks). 

Images are representative of three random fields per group. Scale bars: 100 µm.  

 

Supplementary Figure 2. SMYD2 promotes breast cancer metastasis. Related to Figure 2 

 

(A) Boxplots showing SMYD2 expression levels in different groups of breast cancers based 

on their TNM status (TCGA BRCA samples). The considered groups are: non-tumor 

samples (“Normal”), all tumor samples of the dataset (“Total tumoral”), localized non 

aggressive tumors < 2 cm, not including ductal carcinoma (“T1N0”, 150 samples), all tumors 

except aggressive ones (“Non-aggressive”, 1054 samples), tumors with distant metastasis 

and/or invasion of the regional lymph node N3, (“Aggressive “, 111 samples), tumors with 

distant metastases at diagnosis or later (“Distant metastases”, 51 samples), and metastatic 
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tumors at diagnostic (M1, 20 samples). The expression levels of SMYD2 are shown in units 

of log-transformed FPKM (see Materials and Methods). n.s., not significant (ANOVA p-value 

= 0.983). 

(B) Bioinformatic analysis of SMYD2 expression prognostic survival value in in non-

aggressive breast cancers of the TCGA-BRCA cohort (939 samples of non-aggressive 

tumors with available survival data). The threshold between low and high SMYD2 expression 

groups was set to the median expression of SMYD2. (logrank p-value = 0.793).  

(C) Representative images of xenografts tumor development using BT20 and MDA-MB-231 

breast cancer cells repressed or not for SMYD2. 

 

Supplementary Figure 3. SMYD2 methylates BCAR3 in breast cancer cells. Related to 

Figure 3 

 

(A) Full scatter plot representation of SMYD2 SILAC 3xMBT pulldown related to Figure 3A.  

(B) Autoradiogram of a radiolabeled methylation assay using recombinant SMYD2 on 

recombinant BCAR3 and p53 (Top panel), and Coomassie stain of proteins in the reaction 

(Bottom panel).  

(C) Specific recognition of BCAR3 K334me1 peptides by the anti- BCAR3 K334me1 

antibody by dot blot analysis using the indicated biotinylated peptides. Blot probed with anti-

streptavidin antibody shown as loading control.  

(D) Immunodetection of BCAR3 methylation by SMYD2 after non radiolabeled methylation 

assay using recombinant SMYD2 on recombinant WT or K334A (K>A) BCAR3 (Top panel), 

and Coomassie stain of proteins in the reaction (Bottom panel).  

(E) Immunodetection of BCAR3 methylation as in (D), with pharmacologic inhibition of 

SMYD2 using BAY-598 at different concentration.  
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(F) Quantification of BCAR3 and SMYD2 expression in different breast cancer cell lines, 

related to Fig 3F. Error bars represent mean ± SD.  

(G-H) Immunodetection of endogenous BCAR3 K334me1 and its loss upon SMYD2 genetic 

repression in MDA-MB-468 (G) and MDA-MB-231 (H) cell lines.  

(I) Absence of BCAR3 K334me1 immunodetection in MCF7 cell line. 

 

Supplementary Figure 4. SMYD2-BCAR3 signaling promotes cell migration and 

invasiveness. Related to Figure 4 

 

(A) Immunoblot analysis with indicated antibodies of engineered MCF7 cells with WT or 

K334A (K>A) BCAR3 GFP-HA stable expression.  

(B) Proliferation index of engineered MCF-7 cells presented in (A).  

(C) Representative examples of collective migration assay (wound healing assay, left) and 

related wound area quantification (right) of engineered MCF-7 cells. * P < 0.05; ** P < 0.01, 

n.s. not significant, by two-way ANOVA with Tukey’s testing for multiple comparisons, error 

bars represent mean ± SD.  

(D) 3D reconstruction of spheroid edge depicting engineered MDA-MB-231 cells protrusions, 

related to Figure 4D.  

(E) Immunoblot analysis (left) and quantification (right) of EMT markers expressions in 

engineered MDA-MB-231 cells. Error bars represent mean ± SD. 

 

Supplementary Figure 5. Lysine methylation of BCAR3 recruits FMNLs. Related to Figure 5  

(A) Immunoblot analysis with indicated antibodies in different breast cancer cell lines.  

(B) Immunodetection of FMNL2/3 and BCAR3 co-immunoprecipitation after GFP-BCAR3 

enrichment in different engineered MDA-MB-231 cells.  
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(C) Ribbon model superposition of the different FH3 armadillo-repeats domains of FMNL1, 

FMNL2, FHOD1 and DIAPH1 formins, based on available deposited structures (PDBe of 

FMNL1: 4ydh; FMNL2: 4yc7; FHOD1: 3dad; DIAPH1: 3eg5).  

(D) Sequence alignment of FMNL1, 2 and 3 showing a strict conservation of all aromatic and 

aliphatic residues identified in Figure 5G.  

(E)  Structural homology of the FMNL1 and 2 hydrophobic pockets depicted around key 

residues identified in Figures 5G and Supplementary Figure S5D for BCAR3me recognition. 

 

Supplementary Figure 6. BCAR3 methylation recruits FMNLs to lamellipodia and regulate 

cytoskeleton protrusions. Related to Figure 6 

 

(A) Representative images of BCAR3 localization with lamellipodia visualized by F-Actin 

(phalloidin, red) in MDA-MB-231 cells. A zoom of BCAR3 enrichment in lamellipodia is 

provided. 

(B) Representative images of SMYD2 localization with lamellipodia visualized by F-Actin 

(phalloidin, red) in MDA-MB-231 cells. A zoom of SMYD2 enrichment in lamellipodia is 

provided. 

(C) Immunodetection of BCAR1 and BCAR3 co-immunoprecipitation after BCAR3-GFP 

enrichment in different engineered MDA-MB-231 cells.  

(D) Immunodetection of BCAR1, BCAR3 and FMNL3 co-immunoprecipitation after Flag-

FMNL3 enrichment in different engineered MDA-MB-231 cells.  

(E) Quantification of lamellipodia number in engineered MDA-MB-231 cells. Boxes represent 

25th to 75th percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; *** P < 0.001; **** P < 

0.0001 by Welch ANOVA with Games-Howell's testing for multiple comparisons.  
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(F) Quantification of lamellipodia area in engineered MDA-MB-231 cells. Boxes represent 

25th to 75th percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; **** P < 0.0001; n.s. not 

significant by Welch ANOVA with Games-Howell's testing for multiple comparisons.  

(G) Representative immunofluorescence images (left) and signal quantification (right) of F-

Actin protrusion (phalloidin, red) in engineered MCF-7 cells. Boxes represent 25th to 75th 

percentile, whiskers: 10% to 90%, center line: median; **** P < 0.0001 by by Welch ANOVA 

with Games-Howell's testing for multiple comparisons. 

 

Supplemental Figure 7. SMYD2-BCAR3-FMNLs axis drive breast cancer metastasis. 

Related to Figure 7 

 

(A) Schematic of experimental metastasis induction by intravenous injection of MDA-MB-231 

cells with indicated treatment and analysis timepoints.  

(B) HE staining of lungs from NSG mice with intravenous injection of control, SMYD2 

knockdown (shSMYD2), BCAR3 knockdown (shBCAR3) or BCAR3 wildtype or mutant 

restored MDA-MB-231 cells, n = 6 for each treatment group.  

(C) Quantification of lung metastasis as in (A). Data are represented as mean ± s.e.m. P-

values were determined by two-way ANOVA with Tukey’s testing for multiple comparisons. 

Box plots, the line indicates the median, the box marks the 75th and 25th percentiles and the 

whiskers indicate the minimum and maximum values. **** P < 0.0001. 

(D) Schematic of experimental metastasis induction by intravenous injection of MDA-MB-231 

cells with SMYD2i treatment as indicated.  

(E) HE staining of lungs from NSG mice with intravenous injection of MDA-MB-231 cells 

treated with SMYD2i or control (vehicle), n = 6 for each treatment group. 

(F) Quantification of lung metastasis as in (A). Data are represented as mean ± s.e.m. P 

values were determined by two-tailed unpaired t-test. Box plots, the line indicates the 
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median, the box marks the 75th and 25th percentiles and the whiskers indicate the minimum 

and maximum values. 
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STAR METHODS 

Key resources table  

REAGENT OR RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 

Antibodies    

BCAR3 Cell Signaling Technologies Cat# 24032 

BCAR3 Bethyl Cat# A301-671A 

BCAR3 (mouse specific) Proteintech Cat# 13628-1-AP 

BCAR3 K334me1 This paper N/A 

Biotin Jackson ImmunoResearch Cat# 200-032-211 

Cleaved Caspase 3 Cell Signaling Technologies Cat# 9664 

E-Cadherin Cell Signaling Technologies Cat# 3195 

FMNL1 Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-390466 

FMNL2 Abcam Cat# ab57963 

FLAG Sigma-Aldrich Cat# F1804 

GST Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-138 

HA Cell Signaling Technologies Cat# 3724 

Ki67 BD Bioscience Cat# 550609 

N-Cadherin Abcam Cat# ab98952 

P130/Cas Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-20029 

Tubulin Millipore Cat# 05-661 

Vimentin Abcam Cat# ab137321 

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-

Mouse IgG 
Jackson ImmunoResearch Cat# 715-035-151 

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-

Rabbit IgG 
Jackson ImmunoResearch Cat# 711-035-152 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 488 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-11034 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 647 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-21244  

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 488 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-32723 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 647 

Thermo Fisher Scientific Cat# A-21236 

Bacterial and Virus Strains 

E. coli Top10 Thermo Fisher Scientific Cat# C404010 

E. coli BL21 Thermo Fisher Scientific Cat# C6070-03 

E. coli BL21-Rosetta 2 Millipore Cat# 71402 

E. coli BL21-Arctic Agilent Cat# 230191 

Biological Samples 

Human Cancer Tissue Array  This Paper N/A 

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins 

DMEM Medium Corning Cat# MT10017CV 

Penicillin-Streptomycin Corning Cat# MT30002CI 
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Fetal bovine serum Thermo Fisher Scientific Cat# 10500056 

PBS Corning Cat# MT21031CV 

Trypsin-EDTA 0.25%  Corning Cat# MT25053CI 

Blasticidin S Thermo Fisher Scientific Cat# A1113903 

Hygromycin B Corning Cat# 30240CR 

Doxycycline Sigma-Aldrich Cat# D9891 

G418 Sulfate Corning Cat# MT30234CI 

Puromycin Thermo Fisher Scientific Cat# A1113802 

Texas Red™-X Phalloidin Thermo Fisher Scientific Cat# T7471 

DAPI Thermo Fisher Scientific Cat# D1306 

Hoescht 33341 Thermo Fisher Scientific Cat# H3570 

Complete Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich Cat# 4693159001 

Phosphatase Inhibitor Cocktail Thermo Fisher Scientific Cat# 78420 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)  Sigma-Aldrich Cat# P7626 

Glutathione Sepharose 4B Sigma-Aldrich Cat# GE17-0756-01 

Ni-sepharose Fast flow GE Healthcare Cat# 17-8318-06 

Anti-HA magnetic beads Pierce Cat# 88836 

Dynabeads MyOne Streptavidin T1 Thermo Fisher Scientific Cat# 65601 

Dynabeads protein-A Thermo Fisher Scientific Cat# 10002D 

Coomassie Plus Assay Thermo Fisher Scientific Cat# 23236 

Coomassie GelCode Blue Thermo Fisher Scientific Cat# 24590 

Matrigel Corning Cat# 354248 

Collagen I rat tail Corning Cat# 354236 

Fibronectin Bovine plasma Sigma-Aldrich Cat# F1141 

L-Reduced glutathione Sigma-Aldrich Cat# G4251-25G 

S-adenosyl-methionine New England Biolabs Cat# B9003S  

S-Adenosyl-l-[methyl-3H] methionine 
American Radiolabeled 

Chemicals  
Cat# ART0288 

Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific Cat# 11668019 

NP-40 Sigma-Aldrich Cat# I8896 

DMSO Sigma-Aldrich Cat# D5879 

16% Formaldehyde (w/v)  Sigma-Aldrich Cat# F8775 

PVDF membrane (0.2 µm) BioRad Cat# 1620177 

PVDF membrane (0.45 µm) Millipore  Cat# IPVH00010 

Bovine Serum Albumin (BSA) Thermo Fisher Scientific Cat# BP9703100 

Polybrene Sigma-Aldrich Cat# TR-1003-G 

Hydroxypropyl methylcellulose Sigma-Aldrich Cat# 09963 

Doxycycline hyclate diet Envigo Teklad Cat# TD.01306 

BAY598  MedChemExpress Cat# HY-19546 

BCAR3 peptide me0 

Biotin-DRRALSL{K}AHQSESY 
Covalab N/A 

BCAR3 peptide me1 

Biotin-DRRALSL{LYS(me1)}AHQSESY 
Covalab N/A 

GST-SMYD2 This paper N/A 

GST-SMYD2 F184A This paper N/A 

GST-BCAR3 This paper N/A 

GST-BCAR3 K334R This paper N/A 
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GST-BCAR3 K5R This paper N/A 

GST-FMNL1 This paper N/A 

GST-FMNL2 This paper N/A 

GST-FMNL3 This paper N/A 

GST-FMNL3 (1-382) -Hisx6 This paper N/A 

Critical Commercial Assays   

ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit Zymo Cat# D4211 

ZymoPURE II Plasmid Maxiprep Kit Zymo Cat# D4203 

DAB Substrate Kit Abcam Cat# ab64238 

Vectastain ABC kit Vector Laboratories Cat# PK-6100 

Duolink® In Situ Detection Reagents 

Orange 
Sigma-Aldrich Cat# DUO92007 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-

Rabbit PLUS 
Sigma-Aldrich Cat# DUO92002 

Duolink® In Situ PLA® Probe Anti-

Mouse MINUS 
Sigma-Aldrich Cat# DUO92004 

BCA Protein Assay Kit Pierce Cat# 23227 

ECL Substrate Amersham Cat# RPN2106 

PCR Mycoplasma Test Kit I/C PromoKine Cat# PK-CA91-1096 

Site-directed mutagenesis kit Agilent Cat# 200523 

µ-Slide 4 Well Ph+ Ibidi Cat# 80446 

Culture-Insert 4 Well in µ-Dish 35 mm, 

high 
Ibidi Cat# 80466 

MACS tumor cell dissociation kit  Miltenyi Biotec Cat# 130-095-929 

MACS mouse cell depletion kit Miltenyi Biotec Cat# 130-104-694 

Deposited Data   

Original Blot Images Data This paper Mendeley Data  

Experimental Models: Cell Lines   

Human: 293T ATCC Cat# CVCL_0063 

Human: MCF7 ATCC Cat# CVCL_0031 

Human: MDA-MB-157 ATCC Cat# CVCL_0618 

Human: MDA-MB-231 ATCC Cat# CVCL_0062 

Human: MDA-MB-453 ATCC Cat# CVCL_0418 

Human: MDA-MB-468 ATCC Cat# CVCL_0419 

Human: SUM159-M1a PMID: 33723425 N/A 

Experimental Models: Organisms/Strains 

Mouse: MMTV-PyTM  The Jackson Laboratories Strain# JAX 002374 

Mouse: MMTV-Cre/Line D The Jackson Laboratories Strain# JAX 003553 

Mouse: Smyd2LoxP/LoxP MMRRC Strain# 049783-UCD 

Mouse: NOD.SCID-IL2Rg-/- (NSG) The Jackson Laboratories Strain# 005557 

Oligonucleotides 

shRNA non-targeting (control)  

5'-CTTCGAAATGTCCGTTCGGT-3' 
This paper N/A 

shRNA BCAR3 UTR3’ human 

5'-CAGAGAACCTTTAGAATAT-3' 
This paper N/A 

shRNA SMYD2 UTR3’ human 

5'-GTCTGAATCTTGAACTTTA 3' 
This paper N/A 

Recombinant DNA   
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pCMV-VSV-G Addgene Cat#8454 

pCMV-dR8.2 dvpr Addgene Cat#8455 

pUMVC Addgene Cat#8449 

pGEX-6.1 GST-BCAR3 This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-BCAR3 K5R This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-BCAR3 K334R This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-BCAR3 K334A This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-SMYD2 This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-FMNL1 This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-FMNL2 This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-FMNL3 This paper N/A 

pGEX-6.1 GST-FMNL3 (1-382) This paper N/A 

pCDNA HA-BCAR3 This paper N/A 

pCDNA HA-BCAR3 K334R This paper N/A 

pCDNA HA-FMNL3 This paper N/A 

pCDNA HA-FMNL3 (1-382) This paper N/A 

pCDNA HA-FMNL3 (382-end) This paper N/A 

pEZY FLAG-SMYD2 This paper N/A 

pMSCV Flag-FMNL3 This paper N/A 

pSICOR BCAR3 WT -HA/GFP This paper N/A 

pSICOR BCAR3 K334A -HA/GFP This paper N/A 

pLKO Tet-On shBCAR3 UTR 3' This paper N/A 

pLKO Tet-On shSMYD2 UTR 3' This paper N/A 

pLKO.1 shSMYD2 UTR 3' This paper N/A 

Software and Algorithms   

Prism 8 GraphPad 
https://www.graphpad.co

m/; RRID:SCR_002798 

Excel for Mac 2016 Microsoft 

https://www.microsoft.co

m/en-us/; 

RRID:SCR_016137 

PreciPoint M8 ViewPoint PreciPoint 

http://www.precipoint.co

m/microscopy-

software/viewpoint/ 

ImageJ – Fiji package Freeware 
http://fiji.sc;  

RRID:SCR_002285 

DiPer (analysis velocity)  Freeware  

Metamorph (microscopy)   

FEI (microscopy)   

Nikon software AO (microscopy)   

Microsoft office professional plus 2019 

for PC  
  

Affinity designer   

Affinity photo   

GraphPad   

 

Resources availability 
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Lead Contact 

• Further information and requests for resources and reagents should be directed to and 

will be fulfilled by the Lead Contact, Nicolas Reynoird (nicolas.reynoird@univ-grenoble-

alpes.fr.).  

Materials Availability 

• Plasmids, antibody and cell lines generated in this study will be available from the lead 

contact upon request with a completed material transfer agreement. 

Data and Code Availability 

• All gene expression data utilized in the study are publicly available. Accession numbers 

are listed in the key resources table. Original western blot images have been deposited 

at Mendeley and are publicly available as of the date of publication. The DOI is listed in 

the key resources table. 

• This study did not generate any unpublished code, software, or algorithm. All utilized 

codes are publicly available as of the date of publication. DOIs are listed in the key 

resources table. 

• Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is 

available from the lead contact upon request. 

 

Experimental model and subject details 

Animal models 

MMTV-PyMT, MMTV-Cre, Smyd2LoxP/LoxP mice have been described before (PMID: 1312220, 

9336464, 21677750, 26988419). Smyd2LoxP/LoxP mice were backcrossed to FVB/N strain for 

6 generations. MMTV-PyMT, MMTV-Cre mice were maintained on an FVB/N strain 

background. and we systematically used littermates as controls in all the experiments. 

Immunocompromised female NSG mice (NOD.SCID-IL2Rg-/-) mice were utilized for 

transplantation studies. All experiments were performed on 6 to 10-week-old female animals. 

mailto:nicolas.reynoird@univ-grenoble-alpes.fr
mailto:nicolas.reynoird@univ-grenoble-alpes.fr
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All animals were numbered and experiments were conducted in a blinded fashion. After data 

collection, genotypes were revealed and animals assigned to groups for analysis. For 

treatment experiments mice were randomized. None of the mice with the appropriate 

genotype were excluded from this study or used in any other experiments. All mice were co-

housed with littermates (2–5 per cage) in pathogen-free facility with standard controlled 

temperature of 72 °F, with a humidity of 30–70%, and a light cycle of 12 h on/12 h off set 

from 7am to 7pm and with unrestricted access to standard food and water under the 

supervision of veterinarians, in an AALAC-accredited animal facility at the University of 

Texas M.D. Anderson Cancer Center (MDACC). Mouse handling and care followed the NIH 

Guide for Care and Use of Laboratory Animals. All animal procedures followed the 

guidelines of and were approved by the MDACC Institutional Animal Care and Use 

Committee (IACUC protocol 00001636, PI: Mazur). Tumor size was measured using a digital 

caliper and tumor volume was calculated using the formula: Volume = (width)2 × length / 2 

where length represents the largest tumor diameter and width represents the perpendicular 

tumor diameter. The endpoint was defined as the time at which a progressively growing 

tumor reached 20 mm in its longest dimension as approved by the MDACC IACUC protocol 

(00001636, PI: Mazur) and in no experiments was this limit exceeded.  

Cell lines and patient-derived cancer xenografts 

All cell lines were grown is Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% 

fetal bovine serum and penicillin-streptomycin. All cells were cultured at 37°C in a humidified 

incubator with 5% CO2. All cell lines were authenticated by short tandem repeat profiling and 

tested negative for mycoplasma. Metastatic PDX was obtained from the NCI Patient-Derived 

Models Repository (PDMR), NCI-Frederick, Frederick National Laboratory for Cancer 

Research: patient (age 62) tumor specimen resected from lymph node metastasis with 

histologically confirmed TNBC, caring mutation in Tp53G154*, previously treated with 

cyclophosphamide, doxorubicin and paclitaxel. All tumor specimens were collected after 
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written patient consent and in accordance with the institutional review board-approved 

protocols of the University of Texas M.D. Anderson Cancer Center (PA19-0435, PI: Mazur). 

Method details  

Tumor and metastasis studies in GEM models 

MMTV-PyMT; MMTV-Cre; Smyd2LoxP/LoxP and MMTV-PyMT; MMTV-Cre female mice were 

euthanized at indicated time and at the endpoint. Mammary tumor-free survival was 

determined by palpation. Whole mammary glands or tumors and lung tissues were collected, 

weighed and processed for histopathological analysis. Lung metastases were analyzed by 

gross examination of freshly dissected lungs and histopathological review of hematoxylin 

and eosin HE-stained lung sections. For therapy studies mice were treated as indicated with 

BAY598 (50 mg/kg daily, IP), or vehicle (0.5% hydroxypropyl methylcellulose). 

Experimental metastasis assays in mouse xenograft 

Cancer cells were injected into the tail vein of 8-week-old female NSG mice: 2 × 105 MDA-

MB-231 cells or 1 × 106 MCF7 cells. Mice were euthanized when they met the institutional 

euthanasia criteria for overall health condition. The lungs were collected and processed for 

histopathological analysis. For PDX tumor metastasis resected tissues were propagated by 

orthotopically implanting small tumor fragments into the mammary fat pad of female NSG 

mice. Next, tumors were resected and dissociated into single cells using MACS tumor cell 

dissociation kit according to the manufacturer protocol. The dissociated human tumor cells 

were then isolated from the contaminating mouse cells using MACS mouse cell depletion kit 

following the manufacturer protocol. The cell viability and count were determined using 

Countess II automated cell counter and approximately 5 × 105 cells were injected in female 

NSG mice tail vein to facilitate experimental metastasis. Mice were euthanized when they 

met the institutional euthanasia criteria for overall health condition. For SMYD2 inhibitor 

therapy studies cells were pretreated with 5 µM BAY598 for 5 days before injection. Mouse 

models were treated as indicated with BAY-598 (50 mg/kg daily, IP), or vehicle (0.5% 



FIGURE LEGENDS 

157 

 

hydroxypropyl methylcellulose). For inducible expression models, cancer cells were 

pretreated with doxycycline (100ng/ml) for 5 days before injection and mice were fed with 

625 mg/kg Doxycycline hyclate diet starting at 5 days before cancer cells injection and were 

maintained on this diet for the remainder of the experiment. 

Histology and immunohistochemistry 

Tissue specimens were fixed in 4% buffered formalin for 24 hours and stored in 70% ethanol 

until paraffin embedding. 3 μm sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) or 

used for immunohistochemical studies. Immunohistochemistry (IHC) was performed on 

formalin-fixed, paraffin embedded mouse and human tissue sections using a biotin-avidin 

HRP conjugate (Vectastain ABC kit) method as described before (Mazur et al., 2014). The 

following antibodies were used (at the indicated dilutions): cleaved Caspase 3 (1:100), Ki67 

(1:1,000). Sections were developed with DAB substrate and counterstained with 

hematoxylin. Pictures were taken using a PreciPoint M8 microscope equipped with the 

PointView software. Analysis of the tumor area and IHC analysis was done using ImageJ 

software.  

Bioinformatic analyses 

Gene expression study was performed using RNA-seq data of breast cancer samples 

available from the public repository of The Cancer Genome Atlas (TCGA-BRCA). We 

downloaded the RNA-seq values normalised by FPKM method directly provided by the 

TCGA data portal. The FRKM values were then log-transformed by taking log2(1+FPKM). 

The TCGA-BRCA cohort contains 97 normal and 1186 tumour breast samples. Several bio-

clinical data are also available, including TNM status, information about distant metastasis 

and disease-free survival data. The follow-up ranges from 0.9 to 285.2 months with median 

disease-free survival time at 122.3 months. The number of events (relapses or deaths) is 

193, corresponding to 18% of the patients. 

All statistical tests were performed with Python software. To compare distributions of 

expression levels in different groups of breast cancer, we used the analysis of variance 

(ANOVA) between the groups. To estimate correlations between the expression levels of 

SMYD2 and the other genes, we computed the Spearman’s rank correlation coefficient. For 

survival analysis, we introduced an expression threshold for SMYD2 gene and considered 

two groups of patients, those for whom the expression level of the gene in the tumour was 
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below the threshold (group of “low” expression) and those for whom it was above the 

threshold (group of “high” expression). The threshold was set up to the median expression 

value of SMYD2. We then compared disease-free survival probabilities between the two 

groups of patients of “low” or “high” expression using the logrank statistical test. We 

considered the association with survival significant if the obtained logrank p-value was less 

than 0.05. The survival analysis was performed using “lifelines” package of Python. 

Cell culture, transfections, and transductions  

For transient expression cells were transfected with Lipofectamine 2000 transfection reagent 

and collected 36 h after transfection. For stable expression, 293T cells were transfected with 

lentiviral pSICOR (GFP/HA-tagged BCAR3 WT and K334A) using the packaging vectors 

pVSVg and pΔ8.2 and retroviral pMSCV (FLAG-tagged FMNL3) construct using packaging 

pVSVg and pUMCV vectors. Virus were then collected and filtrated and used for infection of 

relevant cells. For GFP-expressing cells, positive cells were sorted by Fluorescent Activating 

Cell Sorting (FACS). Cells expressing FMNL3 were selected with a treatment of 10 µg/ml 

blasticidin for two weeks. For constitutive or inducible knockdown, cells were transfected 

with pLKO.1 or pLKO-Tet-On vectors containing specific shRNA target sequences, using the 

packaging vectors pVSVg and pΔ8.2. Virus were then collected and filtrated and used for 

infection of relevant cells, followed by 2 µg/ml puromycin selection for one week. All cells 

were cultured at 37°C in a humidified incubator with 5% CO2. 

Identification of SMYD2 substrates. 

The list of potential SMYD2 substrates was generated based on the SILAC-3xMBT pulldown 

method already described (Carlson et al. 2015b). Briefly, HeLa cells were cultured in either 

normal isotope amino acids culture condition (‘Light”, K0, R0) or using modified isotope 

amino acids culture condition (‘Heavy’, K6, R8) for a minimum of 2 weeks. Cells were 

harvested, and filtered cytoplasmic extracts from hypotonic lysis were then dialyzed against 

KMT reaction buffer (50 mm Tris (pH 8.0), 20 mm KCl, 5 mm MgCl2, and 10% glycerol) 
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using Slide-A-Lyzer MINI dialysis devices with 3.5K molecular weight cutoff (Pierce) and 

cleared by centrifugation at 15,000 × g for 5 min at 4 °C. 20 μg of recombinant SMYD2 or 

F184A mutant with N-terminal GST fusion was added to 1mg of light and heavy lysate 

supplemented with 100 μm AdoMet. Identical reactions were prepared in parallel, with light 

and heavy labels reversed. The reactions were incubated overnight 4 h at 37 °C and 

stopped by placing them on ice and adding 10 mm EDTA and 0.1% Triton-X. Each pair of 

light and heavy lysates was combined and incubated overnight on 30 μl of glutathione-

Sepharose saturated with 3xMBT (Carlson et al. 2014b). Bound proteins were recovered, 

separated by SDS-PAGE, and processed by in-gel digestion with trypsin. Peptides were 

desalted using C18 stage tips (Thermo Scientific), separated by HPLC using an Ekspert 

nanoLC 420 (AB Sciex) and analyzed with an Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo 

Scientific). Acquisition used data-dependent selection of the top 10 ions with dynamic 

exclusion, followed by collision-induced dissociation or higher-energy collisional dissociation 

and analysis of fragment ions in the Orbitrap. Data were analyzed using MaxQuant version 

1.3.0.5 (Cox and Mann 2008) with a 1% false discovery rate for proteins and peptides and 

allowing as variable modifications methionine oxidation; acetylation of protein N termini; and 

mono-, di-, and trimethylation of lysine. Candidate methylation sites were verified by manual 

inspection. 

Identification of methylation sites 

For LC-MS/MS analysis of recombinant RNF113A methylation, deuterated SAM was used to 

rule out possible artifactual chemical methylation in vitro, shifting the mass of one methyl 

group from 14.016 Da to 17.034 Da. After SDS-PAGE separation and Coomassie blue 

staining (GelCode Blue, Thermo) recombinant methylated BCAR3 (see methylation assay 

method) was sliced from gel and digested with modified trypsin (sequencing grade, 

Promega). Resulting peptides were analyzed by online nanoliquid chromatography (LC)-

MS/MS (UltiMate 3000 RSLCnano and Q-Exactive HF, Thermo Scientific). For this, peptides 

were sampled on a 300 µm x 5 mm PepMap C18 precolumn (Thermo Scientific) and 
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separated on a 75 µm x 250 mm C18 columns (Reprosil-Pur 120 C18-AQ, 1.9 μm, Dr. 

Maisch). MS and MS/MS data were acquired using Xcalibur (Thermo Scientific). Mascot 

Distiller (Matrix Science) was used to produce mgf files before identification of peptides and 

proteins using Mascot (version 2.7) through concomitant searches against database 

containing the sequences of proteins of interest (homemade), classical contaminants 

database (homemade) and the corresponding reversed databases. The Proline software 

(Bouyssié et al. 2020) was used to filter the results (conservation of rank 1 peptides, peptide 

length ≥ 7 amino acids, identity threshold of peptide-spectrum-match < 0.01, minimum 

peptide-spectrum-match score of 25, and minimum of 1 specific peptide per identified protein 

group). Peptides of interest were subsequently targeted by LC-Parallel Reaction Monitoring 

using the same nanoLC-MS system. Candidate methylation sites were verified by manual 

inspection. 

Identification of methyl-sensitive binders 

BCAR3 peptides were generated by Covalab and based on the following sequence: Biotin-

Ahx-DRRALSLKAHQSESY-CONH2. For peptide pull-down, 10 µl of Streptavidin Sepharose 

beads (GE Healthcare) were saturated with 7.5 µg of specific biotinylated peptides in peptide 

buffer (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0.5 % NP40, 0.5 mM DTT, 10 % glycerol, complete 

protease inhibitors (Roche)) for 2 h at 4°C under rotation. Next, beads were washed in the 

peptide buffer and incubated for 4 h at 4°C under rotation with 1mg of HeLa cytoplasmic 

extract prepared from cells cultivated in either normal isotope amino acids culture condition 

(‘Light”, K0, R0) or using modified isotope amino acids culture condition (‘Heavy’, K6, R8). A 

2-way experiments was performed, the ‘forward’ condition combining BCAR3-K334me0 

peptide with light extract and BCAR3-K334me1 peptide with heavy extract, the ‘reverse’ 

condition combining BCAR3-K334me1 peptide with light extract and BCAR3-K334me0 

peptide with heavy extract. Beads of each pair of peptide pulldown were then pooled 

together and extracts were resuspended in Laemmli buffer. Eluted proteins were stacked in 

the top of a 4-12% NuPAGE gel (Invitrogen). After staining with R-250 Coomassie Blue 
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(Biorad), proteins were digested in-gel using modified trypsin (sequencing grade, Promega), 

as previously described (Casabona et al. 2013). The resulting peptides were analyzed by 

online nanoliquid chromatography coupled to MS/MS (Ultimate 3000 RSLCnano and Q-

Exactive Plus, Thermo Fisher Scientific) using a 120 min gradient. For this purpose, the 

peptides were sampled on a precolumn (300 μm x 5 mm PepMap C18, Thermo Scientific) 

and separated in a 75 μm x 250 mm C18 column (Reprosil-Pur 120 C18-AQ, 1.9 μm, Dr. 

Maisch). The MS and MS/MS data were acquired by Xcalibur (Thermo Fisher Scientific).  

Peptides and proteins were identified and quantified using MaxQuant (version 1.6.2.10, 

Tyanova, Temu, and Cox 2016) using the Uniprot database (Homo sapiens reference 

proteome, 20180526 version) and the frequently observed contaminant database embedded 

in MaxQuant. Trypsin was chosen as the enzyme and 2 missed cleavages were allowed. 

Peptide modifications allowed during the search were: carbamidomethylation (C, fixed), 

acetyl (Protein N-ter, variable) and oxidation (M, variable). Minimum peptide length and 

minimum number of unique peptides were respectively set to seven amino acids and one. 

Maximum false discovery rates - calculated by employing a reverse database strategy - were 

set to 0.01 at peptide and protein levels. Quantification of SILAC ratios was performed using 

default settings. Proteins identified as outlier in both experiments are assigned as significant 

interactors. Amino acid complements (L-lysine-2HC, L-arginine-HCl, 2H4-L-lysine-2HCl, 

13C6-L-arginine-HCl, L-proline), media and serum used for SILAC were purchased from 

Silantes. 

Methylation assay  

In vitro methylation assays were performed by using 2 µg of recombinant proteins which 

were incubated overnight with 2 µg of SMYD2 and either 0.1 mM S-adenosyl-methionine 

(SAM) or 0.1 mM S-adenosyl-l-methionine-d3 tetra (p-toluenesulfonate) salt (deuterated 

SAM, CDN isotope) or 2 µCi SAM[3H] (IsoBio) in buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

10% glycerol, 10 mM KCl, 5 mM MgCl2 at 30°C overnight. In the case where SMYD2 

inhibitor (BAY-598) was used, the enzyme was preincubated for 1h in the buffer at 4°C with 
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the inhibitor or the vehicle, prior to adding substrate. The reaction mixture was resolved by 

SDS-PAGE, followed by autoradiography, western blotting, Coomassie stain or mass 

spectrometry analysis. 

Expression and purification of recombinant proteins  

BCAR3 and SMYD2 recombinant proteins were purified from transformed BL21 bacteria 

cells, induced with 0.1 mM IPTG for 16 h at 16°C. Cells were resuspended in lysis buffer 

containing 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.25 mg/ml lysozyme, 0.5 mM PMSF and 

protease inhibitors, and additionally lysed by sonication. Full length FMNL1, 2 and 3 were 

purified from transformed BL21 Arctic strain bacteria cells, induced with 0.25 mM IPTG for 

36 h at 10°C. Cells were resuspended in high salt lysis buffer containing 50 mM Tris pH 8.0, 

500 mM NaCl, 10% glycerol, 0.25 mg/ml lysozyme, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT and protease 

inhibitors, and additionally lysed by sonication. The fragment FMNL3 (1-382) was purified 

from transformed BL21 Rosetta-2, induced with 0.25mM IPTG for 16h at 16°C. Cells were 

resuspended in lysis buffer containing 100 mM Tricine pH 8.0, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 

0.25 mg/ml lysozyme, 0.5 mM PMSF, 1 mM DTT and protease inhibitors, GST-tagged 

proteins were purified using Glutathione Sepharose 4B beads and eluted in 10 mM reduced 

L-glutathione in 100mM Tris pH 8.0, or 100mM Tricine pH 8.0 for FMNL3 (1-382). 

Peptide pulldown 

To prepare the resin, 5 µg of biotinylated peptide was incubated with 4 µl streptavidin resin 

by gently rocking for 30 minutes at 4°C in reaction buffer containing 20 mM Bis-Tris pH 6.5, 

150 mM NaCl and 0.05% NP-40. Then the resin was washed 2 times in the same buffer. For 

peptide pulldown with recombinant proteins, 2 µg of protein was diluted in 200 μl of reaction 

buffer and directly added to the washed peptide-bound resin. This solution was incubated for 

3 h rotating at 4°C. The supernatant was removed, and the beads were washed 5 times with 

1 ml of reaction buffer. After removal of the final wash, the beads were resuspended in 50 μl 

of 2× SDS loading buffer (45 mM Tris pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, 50 mM DTT, 0.002% 
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bromophenol blue). The samples were incubated at 95°C for 10 min and 5-10 μl of the 

sample was resolved an 8-12% polyacrylamide gel. For peptide pulldown with protein from 

mammalian protein extraction, cells were first disrupted by gently rocking for 20 minutes at 

4°C in lysis buffer containing 50mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM 

EDTA, 1 mM EGTA and freshly supplemented with 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF and anti-

proteases. Then cell debris were discarded by centrifugation and supernatant was collected. 

For each pulldown experiment 500 µg to 1 mg of total protein was loaded on the washed 

peptide-bound resin. This solution was incubated for 16 h rotating at 4°C. The supernatant 

was removed, and the beads were washed 4 times with 500 μl of reaction buffer. After 

removal of the final wash, the beads were resuspended in 50 μl of 2× SDS loading buffer. 

The samples were incubated at 95°C for 10 min and 10-15 μl of the sample was resolved on 

an 8-12% polyacrylamide gel.  

Immunoprecipitation and co-immunoprecipitation 

For immunoprecipitation and detection endogenous BCAR3 methylation, cells were 

cultivated 48h to 72 h with either 100 ng/ml of doxycycline or 5 µM of BAY-598 (SMYD2i) 

before harvesting. The cells were resuspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 

mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA and freshly supplemented with 1 mM 

DTT, 0.5 mM PMSF and anti-proteases. Lysate were then incubated with magnetic beads 

coupled to protein-A, containing either BCAR3 antibody or BCAR3 K334me1 antibody. After 

16h rotating at 4°C, beads were washed 3 times and proteins were eluted in 2× SDS loading 

buffer. 

For immunoprecipitation of ectopic proteins, immunoprecipitation of HA-tagged BCAR3 WT 

or K334A was completed after transient expression in 293T cells for 36 h. Cells were lysed 

as before and incubated in pre-washed anti-HA resin. After 16h rotating at 4°C, beads were 

washed 3 times and proteins were eluted in 2× SDS loading buffer. For the co-

immunoprecipitation of FMNL2/3 with HA-GFP BCAR3 in engineered MDA-MB 231, Tris-HCl 

was replaced with 50mM Tricine pH 7.8. The cell lysate was cleared by centrifugation, the 



FIGURE LEGENDS 

164 

 

buffer was adjusted to 150mM NaCl and 0.1% Triton and soluble proteins were added on 

pre-washed anti-HA resin. Similarly, for co-immunoprecipitation of FLAG-FMNL3 with HA-

GFP BCAR3 in engineered MDA-MB 231, the lysate was added on prewashed anti-FLAG 

resin. For endogenous co-immunoprecipitation of FMNL2/3 and BCAR3, lysate was 

prepared as before and added on agarose resin coupled to protein A, incubated with 

FMNL2/3 antibody beforehand. After overnight incubation at 4 °C with rotation, HA-resin, 

FLAG resin or FMNL2/3-protein A resin with bound proteins were washed three times in the 

same adjusted buffer. Proteins were eluted from the beads with 2× SDS loading buffer and 

analyzed by western blot.   

Immunoblot analysis 

For western blot analysis, cells were lysed in RIPA buffer with 1 mM PMSF and protease 

inhibitor cocktail. Protein concentration was determined using the Coomassie plus assay. 

Protein samples were resolved by SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane. The 

following antibodies were used (at the indicated dilutions): BCAR3 (human, 1:1000), BCAR3 

(mouse, 1:1000), BCAR3 K334me1 (1:1000), FMNL1 (1:1000), FMNL2 (1:1000), FLAG 

(1:1000), GST (1:1000), HA (1:1000), Tubulin (1:2000), Secondary antibodies were used at 

1:5000 dilution. Protein bands were visualized using ECL detection reagent. 

Homology modelling of FMNL3 GBD-FH3 domain 

The structural model of the FMNL3 GBD-FH3 domain was built by using the SWISS-MODEL 

server (Waterhouse et al. 2018) by adding as templates the X-ray structures of human 

FMNL2 GBD-FH3 / Cdc42 GppNHp (PDBe code: 4YC7); and the structure of human FMNL1 

(PDB code: 4YDH). The sequence identities between FMNL3 GBD-FH3 (residues 33 to 419) 

and FMNL1 and FMNL2 were of 80.0 and 88.6% respectively. The calculated homology 

model of FMNL3 GBD-FH3 domain presented a Qmean Z scores of -2.86 and 3.14, 

indicating a very good global-quality model (Benkert, Biasini, and Schwede 2011). The root-

mean square deviations calculated in Coot (Emsley and Cowtan 2004) over carbon-alpha 
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atoms of FMNL3 GBD-FH3 respect to FMNL1 and FMNL2 were of 0.18 and 0.74 Å 

respectively. The PyMOL Molecular Graphics System (v.2.5.1, Schrodinger, LLC) was used 

to prepare structural figures. 

In silico docking of methylated K334-BCAR3 into FMNL3 GBD-FH3 domain 

The secondary structure propensity of BCAR3 residues 319 to 397 was calculated by using 

the prediction sever PSIPred (D. T. Jones 1999), indicating that the region with residues 321 

to 342, bearing Lysine 334, is predicted to fold into an helix. The three-dimensional structure 

of this BCAR3 helix and its docking into FMNL3 were calculated in Coot (Emsley and 

Cowtan 2004) via mutagenesis and local energy refinements by using as a template model 

the structure of Cdc42 in complex with FMNL2 (PDB code : 4YC7). Specifically, the position 

of methylated K334 BCAR3 was modelled by using the guanidinium group of Arginine 65 

within helix 3 of Cdc42. No steric clashes or violations of the interatomic Van der Waals radii 

were found after BCAR3 K334me1 was placed at the hydrophobic pocket of FMNL3 GBD-

FH3. 

Live microscopy analysis of migration and protrusions 

For collective migration with wound healing analysis, cells were seeded on Ibidin culture 

inserts and allowed to grow for 48-72 h until cells form a homogenous monolayer. Then, the 

insert was carefully removed, and cell monolayers were washed 4 times with complete 

DMEM. Imaging was performed right away after selecting 1 or 2 area per condition, with 1 

image every 15 minutes for 24 h. Wound closure was calculated as the ratio of the area 

covered by the cells over the remaining empty area at each time points. For random cell 

migration, cells were seeded on 4-well chamber Ibidi coated pH+ and allowed to grow for 48-

72 h with or without doxycycline (100ng/ml). Brightfield images were acquired with 10× 

objective at 37 °C with 5% CO2 for 15 h every 5 minutes. Only cells that did not underwent 

mitosis for 12h were taken in account. Velocity and migration pattern of individual cells were 

tracked manually employing the built-in Fiji plugin Manual Tracking. Analysis of migration 
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speed was conducted using the program developed by (Gorelik and Gautreau 2014). For 

protrusion analysis, cells were seeded on 4-well chamber Ibidi coated pH+ and allowed to 

grow for 48-72 h with or without doxycycline (100ng/ml). Brightfield images were acquired 

with 33× objective at 37 °C with 5% CO2 for 15 minutes every 3 seconds. Kymograph were 

generated using the built-in Fiji plugin and protrusion speed was calculated using the slope 

manually drawn for each lamellipodia over 12 minutes.  

Spheroid invasion assay and adaptive optics 

To perform the analysis 2×103
 cells were seeded in 96-well plate with ULA round bottom, 

centrifugated at 300 g and allowed to grow for 24 h. Then basement membrane Matrigel was 

added at a concentration of 250 µg/ml and cells were centrifugated at 300 g and let in 

culture for 36 h until they form compact spheroid. Each spheroid was then carefully 

transferred into a cold and liquid collagen I mixture at 1.6 mg/ml, casted in 4-well Ibidi. Gels 

containing spheroids were allowed to polymerize for 2-3 h at 37°C in humified incubator. 

First brightfield images (t = 0 h), and last ones (48 h) of each spheroid were taken with a 10× 

objective in a home-made microscope chamber maintaining cell culture condition. Those 

images were used to quantify spheroid radial area. To measure the area of invasion, total 

area covered by each spheroid at t = 48h was subtracted to the initial area captured by the 

images acquired 3 h after spheroid embedding and referred as t = 0 h. At 48 h, gels 

containing spheroid were fixed in 4% PFA with 7% sucrose for 2 h at 37°C. After extensive 

washing, spheroids were permeabilized with PBS containing 0.2 % Triton for 30 minutes, 

washed 5 times in PBS and incubated with Texas-Red Phalloidin (1: 250) and Hoescht (1: 

200) for 16 h at 4°C. Gels were finally washed 5 times in PBS and imaged right away. Due 

to their volume and the divergence index of the gel, spheroids were challenging to image 

without loss of focus. To circumvent this issue, we employed adaptive optics to correct 

optical abberrations and then get image acquisition of the cells deeper within the gel. Those 

images are the one chosen to illustrate spheroid morphology upon different conditions 

tested. 
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Proximity Ligation Assay (PLA) 

Cells were cultivated on coated coverslips with 20 µg/ml fibronectin, washed 2 times with 

PBS and fixed in cold methanol at -20 °C for 5 minutes. Fixed cells were blocked with 

Duolink Blocking Solution for 2 h. Primary antibodies (rabbit BCAR3 K334me1, mouse HA, 

rabbit FLAG) were added overnight at 4 °C. PLA reactions were subsequently carried out 

using Duolink PLA plus and minus probes for rabbit and mouse (respectively) and Duolink In 

Situ Detection Reagents Orange (Sigma) following the manufacturer’s protocol. Coverslip 

were finally mounted with Mowiol DAPI. Images were acquired with epifluorescence 

microscopy with 20× objective. The number of dots per cells was calculated as the ratio 

between the total number of dot and cell nuclei within one frame. Each frame is then 

represented as a point in the quantification graph.  

Immunofluorescence and confocal microscopy 

Cells were cultivated on coated coverslips with 20 µg/ml fibronectin, washed 2 times with 

warm PBS and fixed in 4% PFA - 5% Sucrose at 37°C for 15 minutes. Fixed cells were then 

washed 5 times and permeabilized in PBS-0.1% Triton X-100 for 5 minutes. After 5 washes, 

specific sites were blocked using a solution of PBS-3% BSA for 1 h and coverslips were 

incubated overnight with indicated primary antibody for 16 h at 4°C. Coverslip were washed 

3 times and incubated for 1h with dedicated secondary antibody with Texas-Red Phalloidin. 

After 5 extensive washing in PBS and one last in distillated water, coverslips were mounted 

with Mowiol DAPI and sealed.  

For lamellipodia observations, images were taken with confocal spinning disk microscopy 

with a 40× objective for MCF-7 and a 63× objective for MDA-MB 231. Maximum intensity 

projection of phalloidin staining were generated with Fiji and each lamellipodia was manually 

outlined. For each outline, integrated density of lamellipodia fluorescence was assessed with 

Fiji, as well as a square near of lamellipodia without signal and referred as the background. 

Fluorescence intensity of lamellipodia (CTLF, for Corrected Total Lamellipodia 
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Fluorescence) was then calculated as below: CTLF = Integrated density (lamellipodia) – 

[Mean intensity (background) × Area (lamellipodia)]. 

For the analysis of FLAG-FMNL3 enrichment at lamellipodia, images were taken with 

confocal spinning disk microscopy with a 40× objective. Maximum intensity projection of 

phalloidin and FLAG staining were generated with Fiji and each cell as well as lamellipodia 

were manually outlined using phalloidin staining as template. For each outline, integrated 

density of cell and lamellipodia fluorescence from FLAG staining was assessed with Fiji, as 

well as a square near of cell without signal and referred as the background. Enrichment of 

FLAG-FMNL3 in lamellipodia was calculated as below: FMNL3 (lam) = CTLF/CTCF with, 

CTCF = Integrated density (cell) – [Mean intensity (background) × Area (cell)]. 

Quantification and statistical analysis  

Please refer to the Figure Legends for description of sample size (n) and statistical details. 

All values for n are for individual mice or individual sample. Sample sizes were chosen 

based on statistical power calculations and previous experience with given experiments. Cell 

culture assays have been performed in triplicates and in two independent experiments, 

unless stated otherwise. Differences were analyzed mostly by logrank, two-tailed unpaired 

Student’s t test, two-way ANOVA with Tukey’s testing for multiple comparisons using Prism 

8 (GraphPad), unless stated otherwise. 
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VIII. Discussion et perspective 
 

 

 

 

Au cours de cette discussion, nous allons voyager à travers les différentes interprétations 

des résultats présentés dans l’article central, mais également ceux présentés dans les 

annexes, pour initier une réflexion sur les découvertes, les zones d’ombres restantes et les 

débouchés de mes travaux. Nous discuterons des liens entre SMYD2 et progression 

tumorale et du potentiel extrêmement prometteur de l’inhibition de SMYD2 afin de contrer la 

dissémination métastatique. La méthylation du nouveau substrat de SMYD2 identifié dans 

ce travail, la protéine BCAR3, sera mise en perspective, aussi bien au niveau moléculaire, 

avec les premières expériences cherchant à comprendre comment cette modification est 

régulée, qu’au niveau translationnel, avec son potentiel en tant que biomarqueur. Enfin, 

nous analyserons les conséquences fonctionnelles de cette méthylation, culminant dans une 

interaction avec les formines FMNLs, porteuses d’un nouveau domaine lecteur de 

méthylation encore non décrit 
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SMYD2, une nouvelle cible pour prévenir les métastases du cancer du 

sein 
 

L’analyse bioinformatique que nous avons effectué à partir de la base de donnée du TCGA 

sur le cancer du sein invasif a révélé que le niveau d’expression relatif de SMYD2 ne variait 

pas entre les sous types, ni entre les différents grades. Notre analyse vient donc contraster 

avec les conclusions de précédentes études montrant que SMYD2 était surexprimée dans 

les cancers du sein de sous-type basal (L. X. Li et al. 2018a; Y. Zeng et al. 2019a). Ce sous-

type regroupe essentiellement les tumeurs de plus haut grade et est globalement associé à 

un plus mauvais pronostique que les autres sous-types. De façon intéressante, nous avons 

cependant observé que les cancers métastatiques exprimant fortement SMYD2 était 

globalement de plus mauvais pronostique.  

Dans cette étude nous avons utilisé le modèle murin de tumorigénèse mammaire MMTV-

PyMT. Dans ce modèle, les souris développent spontanément des tumeurs mammaires qui 

ressemblent sensiblement à la progression et la morphologie des tumeurs humaines 

(Christenson et al. 2017). Au niveau transcriptionnel, les tumeurs formées sont similaires à 

la signature de sous-type luminal B. Cependant, la perte progressive de ER et PR, et le très 

faible niveau d’expression de HER2 (Lin et al. 2003), rend la progression des tumeurs 

MMTV-PyMT similaires à celle des cancers du sein humain de sous type basal, de mauvais 

pronostique. D’ailleurs, les tumeurs MMTV-PyMT présentent une propension très importante 

à métastaser, avec un organotropisme quasiment exclusif aux poumons (Attalla et al. 

2021b). Ce modèle était donc très intéressant afin d’étudier le rôle de SMYD2 au cours des 

différentes étapes de la progression tumorale mammaire in vivo.  

Nous avons ainsi établi un modèle où SMYD2 est spécifiquement délétée des tumeurs 

mammaires. En absence de SMYD2 les tumeurs ne présentent pas de retard ou de défaut 

d’initiation, et ont une croissance similaire à celles conservant SMYD2. Ainsi nous avons pu 

écarter le rôle de SMYD2 dans les phénomènes d’initiation ou de croissance tumorale. Ce 

résultat fut néanmoins surprenant à la lumière des différentes études décrivant un rôle 

promouvant la prolifération des cellules cancéreuses mammaire in vitro (Yi, Jiang, and Fang 

2019b). Par ailleurs, ces résultats viennent également contraster avec la récente étude 

montrant que SMYD2 favorisait la croissance de xénogreffes issues des cellules triple-

négatives MDA-MB 231 et MDA-MB 468 (L. X. Li et al. 2018a).  

En revanche, nous avons observé que la présence de SMYD2 est absolument essentielle à 

la dissémination métastatique pulmonaire du modèle souris MMTV-PyMT. De plus, 

l’inhibition pharmacologique de SMYD2 contrecarre également la dissémination 
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métastatique de façon significative, indiquant que l’activité catalytique de la KMT est requise 

pour médier cet effet. Il est important de noter également que l’inhibiteur de SMYD2 a été 

ajouté à des stades où les tumeurs deviennent palpables, expliquant que quelques 

métastases ont pu s’établir en amont de l’inhibition de SMYD2. La croissance de ces 

métastases résiduelles durant le traitement avec l’inhibiteur confirme cependant que SMYD2 

n’intervient pas dans la croissance cancéreuse mais bien durant la dissémination des 

cellules tumorales. Une des limites de ce modèle MMTV-PyMT est néanmoins 

l’organotropisme pulmonaire des cellules disséminantes, alors que la pathologie humaine 

est largement caractérisée par une dissémination osseuse. Cependant, il n’existe pas à ce 

jour de modèle murin de cancer du sein à dissémination osseuse, et les autres modèles ne 

disséminent dans les os que très rarement (Ottewell and Lawson 2021). Afin de 

formellement démontrer que ce blocage de la dissémination n’est pas lié un organotropisme 

particulier, qui laisserait suggérer un effet de niche pré-métastatique, nous avons initié une 

étude avec un modèle de xénogreffe à dissémination osseuse, les lignées tumorales 

mammaire SUM159-M1a. Avec ce modèle, l’inhibition pharmacologique de SMYD2 mène à 

une absence de colonisation osseuse par les cellules tumorales, permettant de conclure sur 

un rôle décisif de SMYD2 dans la dissémination métastatique du cancer du sein en général.  

Etant donné que l’expression globale de SMYD2 reste constante au cours de la progression 

tumorale humaine, il est possible que seule une sous-population de cellules cancéreuses 

mette en place une voie SMYD2-dépendante pro-métastatique. Différentes analyses par 

IHC pourraient nous renseigner sur la présence de telles cellules. Une hypothèse 

séduisante serait que SMYD2 soit un gène critique dans la sélection de clones 

métastatiques au sein de la tumeur primaire. Ces clones, probablement dans des stades 

d’EMT partielles plus ou moins avancés, seraient ainsi ceux « primés » pour disséminer de 

façon efficace, et ce même à des stades précoces de la tumorigénèse. SMYD2 pourrait 

donc être une cible thérapeutique particulièrement intéressante afin de prévenir la 

dissémination métastatique. D’ailleurs, nos travaux montrent que le traitement d’une PDX 

(Patient-Derived-Xenograft) issue d’une récidive métastatique avec cet inhibiteur diminue 

fortement la dissémination des cellules cancéreuses. Une combinaison alliant l’invalidation 

de SMYD2 et un agent antiprolifératif pourrait donc s’avérer redoutable afin de lutter contre 

les métastases du cancer du sein. En tant qu’ouverture plus générale, il est également 

tentant de spéculer que ce rôle pro-métastatique de SMYD2 ne soit pas limité au cancer du 

sein, mais soit un mécanisme de dissémination métastatique conservé au cours de la 

tumorigénèse.  
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Nouveaux substrats de SMYD2, vers de nouveaux mécanismes 
 

Le méthylome des lysines est en plein expansion, avec de plus en plus de nouvelles 

protéines méthylées identifiées par spectrométrie de masse. L’analyse du méthylome de 

SMYD2 avait été récemment effectuée avec deux approches différentes. L’une basée sur un 

enrichissement des protéines méthylées par immuno-affinité avec un anticorps pan-méthyl 

(Olsen et al. 2016a), et l’autre basée sur une librairie de peptides dégénérés et test de 

méthylation in vitro (Cornett et al. 2018). Ces deux analyses, complémentaires, ont 

présentées cependant peu de substrats communs, laissant entrevoir d’un côté un biais lié à 

l’utilisation d’anticorps sélectifs et peu spécifiques, et de l’autre de potentiels artéfacts liés à 

la structure des peptides, plus facilement methylable par SMYD2 compte-tenu de la 

conformation très permissive de son domaine catalytique. 

Afin d’identifier les protéines méthylées par SMYD2 au cours de ma thèse, nous avons opté 

pour une technique d’enrichissement via une version optimisée du domaine lecteur de la 

protéine L3MBTL1 (3xMBT). Le domaine 3xMBT est peu sélectif des régions environnantes 

à la lysine méthylée, contrairement aux anticorps pan-méthyl. Par ailleurs, la réaction de 

méthylation sur protéines complètes permet de s’affranchir des artefacts liés aux petits 

peptides ou encore aux limitations d’identification due à la digestion trypsique. On constate 

d’ailleurs que les différents substrats identifiés sont tous très divergents dans leur séquence 

flanquant la lysine cible, confirmant l’absence de sélectivité du domaine MBT. Cette 

méthode aura notamment permis de mettre en évidence six substrats commun avec 

l’analyse par immuno-enrichissement effectuée par Olsen et collègues, incluant (AHNAK, 

BCAR3, DBNL, DIAPH1, PRRC2C et RTF1) (Olsen et al. 2016a). Peu de congruence a été 

constatée en revanche avec la technique par criblage de peptide utilisée par Cornett et 

collègues (Cornett et al. 2018). Néanmoins, il est probable que nous ayons manqué certains 

substrats, d’une part à cause d’un possible manquement du domaine 3xMBT ou des 

limitations techniques de la spectrométrie de masse, tel que l’abondance des protéines. Une 

approche complémentaire, basée par exemple avec le chromodomaine de HP1 (Rui Wang 

et al. 2018), pourrait être réalisée afin de compléter le répertoire de substrats de SMYD2.    

Les différents substrats identifiés par protéomique recouvraient un éventail ontologique 

relativement vaste, avec un enrichissement notable de protéines impliqués dans les 

signalisations dépendantes des Rho-GTPases (eg., BCAR3, DBNL, DIAPH1, KIF5B, KLC1, 

TUBB, TUBB4B et XPO1). Etant à la recherche de substrats importants dans les processus 

de dissémination métastatique initiés par SMYD2, différentes analyses de corrélation entre 

l’expression de SMYD2 et ses différents substrats potentiels ont été effectuée. Le curetage 
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de la base de données TCGA sur le cancer du sein (BRCA) a permis d’isoler des 

échantillons de patients atteints de métastases pour lesquels les données transcriptomiques 

étaient complètes. Les analyses ont mis en évidence une seule corrélation positive entre 

SMYD2 et les différents substrats potentiels que nous avons identifié. Cette corrélation était 

suffisamment forte pour être significative avec ce faible nombre de patients, et liait 

positivement l’expression de SMYD2 avec celle de BCAR3. Bien que préliminaire, 

nécessitant davantage de patients et une confirmation au niveau protéique, cette analyse 

vient suggérer l’importance de BCAR3 dans le répertoire fonctionnel de SMYD2 durant le 

processus de dissémination métastatique du cancer du sein. Par ailleurs, l’évènement de 

méthylation de BCAR3 était particulièrement prometteur puisque la protéine avait été déjà 

impliquée, comme présenté dans l’introduction, dans la régulation de différentes fonctions 

oncogéniques dans des cellules cancéreuses mammaires (Dongpo Cai, Iyer, et al. 2003a; 

Cross et al. 2016a; C. Li et al. 2017). 

 

La méthylation de BCAR3 en tant que biomarqueur dans le cancer du 

sein ? 
 

Globalement, l’analyse de BCAR3 au cours de la tumorigénèse a été largement inexploré, et 

s’est cantonné aux études des mécanismes moléculaires au sein de quelques lignées 

cellulaires. L’expression de BCAR3, basée essentiellement sur des analyses 

transcriptomiques, n’est que rarement positivement corrélée avec la transformation 

cancéreuse, ce qui contraste avec les données d’immunohistochimie, montrant un potentiel 

enrichissement de cette protéine dans les tissus tumoraux (Cross et al. 2016a). Les 

premières données d’immunohistochimie effectuées sur des coupes de tumeurs mammaires 

de différents sous-types ont été optimisées et laissent également suggérer une 

surexpression de BCAR3 dans les tissus cancéreux. L’analyse de davantage de coupes de 

tumeurs primaires et notamment de coupes de métastases issues de tumeurs mammaires 

est en cours, afin de clarifier le lien entre la présence de BCAR3 et la progression tumorale. 

Les hypothèses actuelles penchent vers une régulation de BCAR3 essentiellement basée 

sur des événements affectant la protéine par PTMs. Par exemple, PhosphoSitePlus prédit 

BCAR3 comme étant une protéine massivement phosphorylée. Récemment, la 

phosphorylation de BCAR3 sur la tyrosine Y117 a été directement liée à sa dégradation par 

l’ubiquitine ligase Cullin-5 dans des cellules épithéliales mammaire (Steenkiste et al. 2021a). 

La perte fréquente de cette ubiquitine ligase dans les tumeurs mammaires laisse suggérer 

une levée de ce mécanisme de dégradation dans les cellules cancéreuses, et expliquant 
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potentiellement l’absence de corrélation entre les données transcriptomiques et protéiques 

(Fay et al. 2003). Par ailleurs, un peptide contenant la thréonine T130 phosphorylée de 

BCAR3 à récemment été utilisé comme agent vaccinal contre des formes agressives de 

mélanomes humain, avec une bonne tolérance et une bonne réponse immunologique, 

soulignant une fois de plus l’importance de la régulation par PTM de BCAR3 au sein des 

cancers (Engelhard et al. 2020).   

Dans ce travail de thèse, la méthylation de lysine K334 de BCAR3 a été formellement liée à 

l’activité KMT de SMYD2 dans le cancer du sein. Cette méthylation, jusqu’alors orpheline, 

avait été observée par protéomique à grande échelle dans de nombreux modèles cellulaires, 

tels que le carcinome colorectal (Guo et al. 2014b), le carcinome de l’œsophage malpighien 

(Olsen et al. 2016a), le carcinome pulmonaire (Grimes et al. 2018). Autant de type de 

cancers différents où SMYD2 est retrouvé surexprimé et associé à un mauvais pronostique 

(S. Komatsu et al. 2015; Engqvist et al. 2020; Ohtomo-Oda et al. 2016b; J.-J. Sun et al. 

2019b). Par ailleurs nous démontrons ici que la méthylation est particulièrement enrichie 

dans des lignées de cancer mammaire métastatiques basales, tandis qu’elle n’est pas 

détectée au sein de lignées luminales. Ce tropisme potentiel de la méthylation pour le sous-

type tumoral représente donc une piste intéressante afin de déterminer si BCAR3 pourrait 

être envisagé comme marqueur pronostique. 

Enfin, l’anticorps anti-BCAR3 K334me1 généré au cours de ce travail représente un outil 

particulièrement utile afin de répondre à cette question : la méthylation de BCAR3 peut-elle 

être envisagée comme un biomarqueur ? Les premières analyses par immunohistochimie 

ont démontré un marquage de BCAR3 méthylé au niveau des membranes plasmiques des 

cellules tumorales issues de coupes de tumeurs primaires, mais pas des cellules saines 

(Annexe Fig. 1). Le développement d’une puce (TMA, « Tissue Micro Array ») contenant des 

coupes de tissus normaux, de tumeurs primaires mammaires et différentes lésions 

métastatiques afférentes est en cours afin de déterminer si la présence de BCAR3 méthylé 

pourrait être envisagé comme un marqueur pronostique ou prédictif.  

 

Régulation de la méthylation de BCAR3 : l’hypoxie en cause  
 

Il est intéressant de souligner une nouvelle fois que l’expression de SMYD2 ne varie pas de 

façon globale durant la progression tumorale. Nous avançons donc l’hypothèse que la 

méthylation des substrats de SMYD2 est davantage contexte-dépendante, impliquant soit 

une régulation de l’activité de la KMT, soit une augmentation de l’affinité pour le substrat 

(par une surexpression du substrat ou une relocalisation du couple KMT/substrat). 
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Cependant, déterminer l’orientation de l’activité de SMYD2 vers tel ou tel substrat demeure 

un défi particulièrement complexe. Nous avons donc, dans un premier temps, cherché à 

comprendre quels signaux et quels contextes pouvaient promouvoir la méthylation de 

BCAR3.  

Au sein d’une tumeur, les cellules cancéreuses sont exposées à une myriades de stress 

pouvant profondément affecter leur phénotype. Nous avons donc stimulé in vitro les cellules 

cancéreuses afin de voir à quelle gamme de signal pouvait éventuellement répondre la 

méthylation de BCAR3. Peu de chose sont connus quant aux signaux en aval de la 

méthylation en général. Cependant, tandis que « l’activité » de BCAR3 a été lié aux 

signalisation par facteurs de croissances comme l’EGF (M.-J. Oh et al. 2008), celle de 

SMYD2 a été liée aux signaux de stress, notamment véhiculé par la cytokine TNFα 

(Reynoird et al. 2016a). Les stresses métaboliques (privation de sérum ou de glucose), la 

stimulation par l’EGF, l’HGF, le NRG1 ou encore le TNFα n’ont pas eu d’impact significatif 

sur l’abondance de la méthylation ou sur sa cinétique. En revanche, une hypoxie prolongée 

(3% O2) de plus de 24h a comme effet d’augmenter drastiquement la méthylation de 

BCAR3. De façon remarquable, la remise dans des conditions d’oxygénation « normales » 

(20% O2) rétablit rapidement un niveau basal de méthylation, indiquant un fin niveau de 

régulation (Annexe Fig.2). Ce contexte hypoxique comme promoteur de la méthylation de 

BCAR3 est particulièrement intéressant. En effet, les tumeurs génèrent d’importantes 

régions hypoxiques, notamment à cause d’une néo-angiogenèse défectueuse, et d’une 

prolifération anarchique. Ces régions hypoxiques sont d’ailleurs un facteur connu pour 

favoriser l’hétérogénéité intra-tumorale, particulièrement dans le cancer du sein. De cette 

hétérogénéité émerge des clones particulièrement agressifs, et de récentes observations 

supportent l’idée que l’hypoxie représenterai un facteur micro-environnemental majeur vers 

la progression métastatique (Rankin and Giaccia 2016). Ainsi, l’hypothèse d’une orientation 

de l’activité de SMYD2 contexte-dépendante pourrait trouver tout son sens à travers 

l’hypoxie : les régions tumorales hypoxiques seraient le lieu d’une surabondance de la 

méthylation de BCAR3, d’une activation des phénotypes invasif et migratoire, culminant 

dans une dissémination métastatique exacerbée. L’analyse de la méthylation par IHC sur 

des coupes de tumeurs présentant ces régions hypoxiques pourrait donc être un bon point 

de départ afin de tester cette hypothèse.  

Nous avons par la suite cherché à déterminer comment l’hypoxie pouvait réguler 

l’abondance de la méthylation de BCAR3. En effet, nous n’avons pas observé de 

changement majeur dans l’expression de SMYD2 chez les cellules en hypoxie. Cependant 

la rapide baisse de méthylation dépendante des conditions de réoxygénation des cellules 

était évocatrice d’une signalisation dynamique, potentiellement orchestrée par une lysine 
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déméthylase (KDM). En effet, la grande majorité des KDMs, excepté LSD1 et LSD2, 

possède des domaines JmjC, dont l’activité catalytique d’hydroxylation nécessite le 

dioxygène comme cofacteur. Il a été largement démontré qu’en condition hypoxiques ces 

KDMs, comme par exemple KDM5A, sont inhibées (Batie et al. 2019). Nous avons donc 

émis l’hypothèse que cette fluctuation de l’abondance de méthylation de BCAR3 pourrait 

être la résultante non pas de l’augmentation de l’activité de SMYD2 mais de l’inhibition d’une 

KDM par manque de dioxygène. A ce stade, l’utilisation d’inhibiteurs pour les KDM2, KDM4 

et KDM7 a permis d’exclure ces enzymes. De plus, par surexpression et invalidation 

pharmacologique, nous avons écarté la KDM LSD1, qui, bien que ne dépendant pas du 

dioxygène, est une enzyme promiscuiste fréquemment responsable de la déméthylation des 

protéines non-histones, notamment de la méthylation de p53 par SMYD2. D’autres 

expériences d’inhibition de ces KDMs sont en cours afin de clairement statuer sur 

l’implication d’une potentielle KDM, agissant en concert avec SMYD2.  

A l’image de la chromatine bivalente, et les différents mécanismes combinatoires des PTMs 

de histones, nous avons également cherché à savoir si la méthylation de la lysine K334 était 

lié à d’autre évènements de méthylation de BCAR3. En effet, un autre site de méthylation, 

orphelin, sur la lysine K5, avait été précédemment observé (Olsen et al. 2016a). Via une 

approche par candidats, nous avons détecté une autre méthylation sur BCAR3, catalysée 

par la KMT SETD7. D’autres KMTs, connues pour méthyler des protéines non-histones, 

comme SETD8, G9A ou SMYD3, ne semblent en revanche pas capable de méthyler 

BCAR3. Après avoir catégoriquement exclu les lysines K5 et K334, les premières analyses 

de spectrométrie de masse ont suggéré un événement potentiel, la méthylation de la lysine 

K445, inconnu jusqu’alors. De façon intéressante, il semblerait qu’il existe un antagonisme 

entre ces deux événements de méthylation, puisque la surexpression de SETD7 est capable 

de réprimer la méthylation de BCAR3 par SMYD2 (Annexe Fig. 3). Un tel antagonisme 

entre SMYD2 et SETD7 au niveau du même substrat a déjà été observé pour différentes 

protéines comme p53, RB ou ER, où les évènements de méthylation catalysés par les deux 

KMTs s’excluaient mutuellement. Une hypothèse expliquant cet antagonisme est 

particulièrement congruente avec la présence d’une KDM déméthylant la lysine 334. 

Sachant que les KDMs sont fréquemment dotées de domaines lecteurs, la méthylation de la 

lysine K445 fournirait un site d’ancrage à la KDM, lui permettant de déméthyler la lysine 

K334. Un tel mécanisme est observé pour la protéine p53, entre ses lysines K370 et K372, 

où la liaison de LSD1 à la mono-méthylation de la lysine K372 permet la déméthylation de la 

K370 en trans (Huang et al. 2007). Une pêche des intéracteurs de la lysine K445 méthylée 

pourrait nous renseigner sur la présence d’une potentielle KDM, recrutée via ce mécanisme. 
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Le mutant BCAR3 K445A est prêt afin d’étudier le potentiel antagonisme entre ces deux 

marques de méthylation.   

 

Les Formines FMNLs, des lecteurs cytoplasmiques de la méthylation de 

BCAR3 
 

La méthylation est connue pour affecter la stabilité d’une protéine, ou encore sa localisation 

(Cornett et al. 2019a). Cependant, aucun changement dans la stabilité ou la localisation de 

BCAR3 n’a été détecté comme étant dépendant de la méthylation de la lysine K334. Par 

ailleurs, comme évoqué en introduction, la méthylation peut entrer en compétition ou en 

synergisme avec d’autre PTMs, notamment la phosphorylation. Par exemple, les substrats 

de SMYD3 MAP3K2, ou dans ce travail RNF113A, font intervenir ce type de régulation 

(Mazur et al. 2014b). Bien que différentes phosphorylations aient été caractérisées sur 

BCAR3, comme la T50, la Y117 ou la T130, aucun changement de niveau de 

phosphorylation en lien avec la méthylation n’a été détecté sur BCAR3 avec différents 

anticorps pan-phospho-sérine/thréonine ou pan phosphotyrosine. La base de donnée 

PhosphoSitePlus indique la présence d’une phosphorylation proximale de la lysine K334, 

sur la sérine S332. La mutation de cette sérine par une acide aminé « phospho-mimique », 

l’acide aspartique S332D, n’a pas affecté le niveau de methylation de BCAR3 à la K334. Il 

semble donc qu’il n’y ait pas de diaphonie entre la méthylation de BCAR3 et sa 

phosphorylation.  

Si ces paramètres peuvent en effet être régulés la méthylation, il semblerait qu’ils soient 

davantage secondaires, voire indirects. En effet, la méthylation des lysines vient 

essentiellement contrôler les interactions entre les protéines, en attirant notamment des 

protéines à domaine lecteur (Cornett et al. 2019a). De façon intéressante, la lysine K334 

méthylée est situé au niveau de la région proline/serine de BCAR3, une région prédite 

comme intrinsèquement désordonnée (« Intrinsically Disordered Region », ou IDR). Ce type 

de région ne comprend en effet pas assez d’acides aminés hydrophobes pour adopter un 

repliement thermodynamiquement stable (Babu 2016). Ces régions font l’objet d’un regain 

d’intérêt ces dernières années, notamment parce qu’elles ont été liées aux transitions de 

phase liquide-liquide, un phénomène physique permettant à la cellule de compartimentaliser 

des réactions biochimiques sans l’aide de membranes (Hyman, Weber, and Jülicher 2014).   

Ces régions, par nature exposées, sont spécialisées dans la mise en place d’interactions 

inter-protéiques, qui sont typiquement spécifiques et de faible affinité, c’est-à-dire 

transitoires (Zhou 2012). Conjointement, leur flexibilité conformationnelle et leur accessibilité 
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leur permet d’être le siège de nombreuses modifications post-traductionnelles (Babu 2016). 

On pourra citer un exemple largement développé au cours de l’introduction : la queue N-

terminale des histones, massivement modifiée, et pouvant interagir avec pléthore de 

domaines lecteurs. Ainsi le principal avantage de la méthylation de la lysine K334 de BCAR3 

serait d’être accessible aux interactions entre protéines, d’être lue. Il est intéressant de noter 

que de nombreuses protéines méthylées par SMYD2 le sont d’ailleurs sur des IDRs, à 

l’instar de la queue C-terminale de p53 (Huang et al. 2006), la partie flexible N-terminale de 

ER (X. Zhang et al. 2013) ou encore la région C-terminal de RB (Saddic et al. 2010). Tous 

ces événements ont été liés à une lecture par un ou plusieurs domaines lecteurs. Nous 

avons donc cherché à identifier des lecteurs potentiels de la lysine K334 méthylée sur cette 

région IDR de BCAR3. 

Après avoir marqué isotopiquement les acides aminés de cellules cancéreuses mammaires, 

nous avons pu isoler et identifier par protéomique toutes les protéines pouvant interagir 

spécifiquement avec la version méthylée du peptide BCAR3, ainsi que celles qui étaient 

repoussées par cette méthylation. Toutes les protéines repoussées présentaient de faibles 

niveaux de fiabilité, et certaines de ces interactions, comme avec la GEMIN5, n’ont pas pu 

être reproduites in vitro. Nous avons donc conclu que la lysine native de BCAR3 ne 

représentait pas d’attractivité particulière pour les protéines. En revanche, la version 

méthylée de BCAR3 a mis en évidence différentes protéines lectrices potentielles. Parmi ces 

protéines, nous avons retrouvé la protéine de liaison aux phosphoinositide OSBPL3 

(« Oxysterol-binding protein 3 »), la protéine essentielle à la formation des cavéoles 

lipidiques CAVIN1 (« Caveolae Associated protein 1 »), ainsi que trois protéines largement 

enrichies, formant la sous-famille des formines FMNLs (« Formin-Like proteins »). De façon 

surprenante, aucune de ces protéines identifiées ne présente un domaine lecteur connu 

évident, suggérant des modalités d’interaction inédites avec la lysine méthylée. Certaines 

caractéristiques viennent rapprocher ces protéines. De façon intéressante, une rapide 

analyse ontologique montre que la totalité des protéines identifiées ont été décrites comme 

pouvant s’ancrer aux membranes cellulaires. On retrouve ainsi à la membrane plasmique 

CAVIN1 et les FMNLs et aux membranes du golgi et du réticulum endoplasmique OSBPL3 

et les FMNL2/3. Cette association pourrait suggérer que la méthylation de BCAR3 se 

localise à proximité des membranes cellulaires, avec une fonction relative à des 

mécanismes d’interface. De façon remarquable, ces différentes protéines membranaires ont 

toutes également été liés à des voies de mécano-transduction. Compte-tenu de la 

promiscuité de BCAR3 avec le nœud mécano-sensible BCAR1, il se pourrait que la 

méthylation intervienne comme un point d’ancrage important dans la transmission ou la 

genèse de signaux mécaniques. Une autre hypothèse séduisante pourrait être que les 
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protéines CAVIN1 et OSBPL3, bien moins enrichies que les FMNLs, interagissent non pas 

directement avec BCAR3 méthylé mais avec alternativement FMNL1, FMNL2 ou FMNL3, 

afin de former des hétérocomplexes aux fonctionnalités variables. Par exemple, il a été 

récemment montré que FMNL2 était recrutée au niveau des jonctions adhérentes, via une 

augmentation de la concentration locale de PIP2, dépendante de la CAVIN1 (Teo et al. 

2020). L’existence de ces hétérocomplexes pourrait être recherché prochainement, afin de 

mieux comprendre la fonctionnalité de la liaison de BCAR3 méthylé avec les FMNLs 

Les FMNLs étant les protéines de loin les plus enrichies et ayant été précédemment 

associées à différents mode de migration cellulaire, notamment au cours de la progression 

tumorale, nous avons focalisé notre intérêt sur cette famille de protéines au cours de ma 

thèse.   

 

Un nouveau domaine lecteur, en hérisson 
 

Aucun des domaines des FMNLs n’a été identifié comme un domaine lecteur de la 

méthylation. Après différentes approches de segmentation des FMNLs il a été possible 

d’isoler une portion contenant le domaine GBD-FH3 comme étant nécessaire et suffisante 

pour médier l’interaction avec BCAR3 méthylé. 

L’analyse des différentes unités structurales des FMNLs indique que ce GBD-FH3 est 

constitué d’une répétition HEAT, suivi de quatre répétions de type Armadillo. Il est 

intéressant de constater que les domaines HEAT de la protéine N-CAPD3 (DEF), sous unité 

régulatrice du complexe Condensine II, peuvent reconnaitre la mono-méthylation 

H4K20me1, mais pas la tri-méthylation ou H4 non modifié (W. Liu et al. 2010b). La 

modélisation de l’interaction entre FMNL3 et le peptide BCAR3 méthylé a révélé que la 

reconnaissance de la méthylation pourrait notamment faire intervenir un des tryptophanes 

canonique de ce domaine HEAT. Dans ce modèle, les répétitions HEAT et Armadillo se 

coordonnent afin de former une poche aromatique à forte composante aliphatique 

permettant d’accommoder de façon remarquable la lysine méthylée de BCAR3. Cette poche 

est strictement conservée chez les différents membres de la sous-famille FMNLs, soulignant 

donc la forte probabilité que cette poche soit en effet la zone d’interaction avec la lysine 

méthylé. Afin de démontrer formellement les propriétés lectrices de cette poche, des 

mutants des FMNLs, ont été générés et sont en cours d’étude.  

Comme présenté dans l’introduction, les FMNLs font partie d’une famille de protéine 

appelée les formines Diaphanous. Toutes présentent ce domaine GBD-FH3 régulateur. S’il 
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est clair que ce dernier diverge dans sa séquence, sa structure est remarquablement 

conservée entre les membres de la famille Diaphanous. Nous avons observé une faible 

liaison de BCAR3 méthylé avec différents autres membres, DIAPH1, FHOD1 et DAAM1. 

Ces différentes protéines n’ont pas été retrouvées dans l’analyse protéomique des lecteurs, 

probablement à cause de leur faible affinité pour BCAR3 méthylé. L’interaction, avec une 

formine non-Diaphanous, comme FMN1 ou INF1, sera testée afin de démontrer que la 

lecture de la méthylation est une propriété des formines Diaphanous. Cependant, si les 

FMNLs semblent être les intéracteurs privilégiés de BCAR3 méthylé, l’inverse n’est pas 

systématique : il se peut que les FMNLs reconnaissent des protéines méthylées de façon 

préférentielle, autres que BCAR3. De même, les autres formines diaphanous, DIAPH1, 

FHOD1 ou DAAM1, peuvent potentiellement reconnaitre d’autres lysines méthylées que la 

K334me1 de BCAR3, avec une bien meilleure affinité. La question sous-jacente est alors de 

savoir quelles sont les propriétés de ce domaine lecteur, et quels sont les protéines 

méthylées préférentielles des différentes formines Diaphanous ? Cette question doit 

évidemment être approchée sur le long cours et s’appuyer sur des analyses structurales 

solides. Mais une fois les acides aminés critiques identifiés, il sera possible de mettre au 

point des formines mutantes invalidées pour leurs propriétés lectrices et ainsi discriminer les 

protéines méthylés lues par ces formines.  

Une hypothèse particulièrement excitante concerne la faculté de ce domaine à lire 

potentiellement la méthylation des histones. La fonction principale des formines est de 

polymériser des filaments d’actine, or de courts filaments d’actines sont présents dans le 

noyau. Cette actine nucléaire est notamment assemblée par les formines DIAPH1 et 

DIAPH2, des formines diaphanous, possédant ce domaine lecteur potentiel. L’actine 

nucléaire ainsi formée a été impliqué dans différents mécanismes, tels que la transcription, 

la réparation de l’ADN ou encore la réplication (Caridi et al. 2019). Le laboratoire de John 

Gurdon avance même un rôle pivot de cette polymérisation d’actine nucléaire dans la 

reprogrammation transcriptionnelle de cellules somatiques (Miyamoto et al. 2011), un 

phénomène essentiellement orchestré par des mouvements chromatiniens. Ainsi, la lecture 

d’un évènement de méthylation des histones pourrait être couplée à une polymérisation 

d’actine spécifique au niveau d’un locus de chromatine donné afin de réguler ces différents 

processus. Une fascinante connexion entre polymérisation d’actine nucléaire et certaines 

marques de méthylation des histones pourrait donc apporter un nouveau niveau de 

régulation épigénétique.  
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La méthylation de BCAR3, entre point d’ancrage et d’activation des 

FMNLs 
 

Une des questions complexes à appréhender au cours de ma thèse fut de comprendre quel 

est le lien concret entre BCAR3 et FMNLs. J’ai pu démontrer leur interaction, mais quelles 

en sont les conséquences ?  

Les données de localisation subcellulaires ont pu démontrer que BCAR3 et SMYD2 

s’accumulait dans le lamellipode et que la méthylation de BCAR3 favorisait la localisation de 

FMNL3 dans le lamellipode. Ces résultats étaient en accord avec les précédentes études 

démontrant que BCAR3 et FMNL2/3 sont présents dans ces lamellipodes (Block et al. 

2012a; Steenkiste et al. 2021a). De plus nous avons fortement suggéré par PLA que la 

formation du complexe entre BCAR3 méthylé et FMNL3 se déroulait presque exclusivement 

dans ce lamellipode. Ces données laissaient donc transparaitre un rôle d’ancrage de la 

méthylation de BCAR3 : la lysine méthylée fournirait un site permettant une accumulation 

locale des FMNLs dans le lamellipode.  

Comme présenté dans l’introduction, BCAR3 est notamment connu pour s’associer aux 

points d’adhérence, naissants et maturants dans le lamellipode, afin d’en accélérer la 

dissociation, et donc la dynamique (Cross et al. 2016a). Cependant, la perte des FMNLs ne 

coïncide pas avec un défaut de formation ou de maturation de ces adhérences (Kage, 

Winterhoff, et al. 2017a). Par ailleurs, nous n’avons pas détecté de différence dans les 

profils d’adhérence entre les cellules contrôle et celles invalidées pour la méthylation. Si la 

méthylation de BCAR3 est donc peu susceptible d’intervenir directement dans la régulation 

des adhérences cellulaires, il est néanmoins possible que la méthylation soit un point relais 

important entre les complexes présents dans les adhérences, impliquant notamment 

BCAR1, et ceux régulant la dynamique du cytosquelette d’actine, comme les formines 

FMNLs. Une hypothèse serait qu’au sein des adhérences du lamellipode, BCAR3 puisse 

stimuler la phosphorylation de BCAR1 afin d’activer localement des Rho-GTPases, comme 

Rac1 ou CDC42. La proximité des FMNLs grâce au recrutement par la méthylation de 

BCAR3 en ferait alors des effecteurs de choix. Dans ce modèle, la méthylation de BCAR3 

permettrait de recruter les FMNLs à proximité des GTPases liées au GTP afin de les ouvrir 

et les activer localement.  

Nous avons en effet observé que BCAR1 s’associait bien avec le complexe formé par 

BCAR3 méthylé et les FMNLs. De plus, il semblerait que la méthylation puisse favoriser la 

formation du complexe de BCAR3 avec BCAR1, ce qui coïnciderait avec une induction de la 

phosphorylation des tyrosines de BCAR1 et donc de son activation. Le site de méthylation 
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est très distant du site d’interaction avec BCAR1, les raisons expliquant cette différence sont 

encore à l’étude. Il se pourrait que la localisation du BCAR3 méthylé soit finement régulée, 

et se rapproche de BCAR1 au niveau des adhérences. Différentes expériences de de 

microscopie à ondes évanescentes (TIRF) nous permettrons de savoir si la présence de la 

méthylation de BCAR3 dans les adhérences coïncide avec une augmentation locale de la 

phosphorylation de BCAR1 et un recrutement potentiel des FMNLs. Par ailleurs, le statut 

d’activation de CDC42 sera également évalué, notamment afin de savoir si la méthylation de 

BCAR3 permet bien une augmentation de la proportion de CDC42-GTP. Ainsi, la 

méthylation de BCAR3 revêtirait une fonction bimodale, avec d’un côté le recrutement des 

FMNLs aux lamellipodes, et de l’autre une activation des FMNLs en soutenant l’activation 

des GTPases.  

Ces différents points sont en cours d’évaluation, et permettrait de comprendre comment la 

méthylation de BCAR3 peut soutenir la migration de façon dépendante à l’activité 

polymérases des FMNLs. En outre, ce mécanisme s’inscrit parfaitement dans un 

schéma oncogénique. Sa portée physiologique apparait en effet peu essentielle, en 

adéquation avec l’absence de phénotype observable des invalidations de SMYD2 et BCAR3 

chez la souris, tandis que son potentiel oncogénique, en termes d’accélération de la 

migration, fournirait un avantage invasif certain aux cellules cancéreuses. 

 

La méthylation de BCAR3 comme signal pro-invasif et migratoire 
 

Bien que différents rapports aient indiqués un rôle de SMYD2 dans la prolifération cellulaire, 

une récente étude par invalidation génétique et pharmacologique n’a pas soutenu cette 

observation (Thomenius et al. 2018). Nos différents modèles cellulaires et murins de 

tumorigénèse mammaire mènent également à cette conclusion, SMYD2 n’affecte pas 

directement la prolifération cellulaire. En réalité de nombreux substrats de SMYD2 ont été lié 

plutôt à l’arrêt du cycle, comme la méthylation de RB, ou de ER dans le cancer du sein. La 

méthylation de ER étant inactivatrice, il n’est pas étonnant de constater que SMYD2 serait 

même de bon pronostique dans les cancers du sein hormono-dépendant ER/PR positif. Par 

ailleurs, nous ne détectons pas de méthylation de BCAR3 dans les lignées conservant ER, 

suggérant donc un potentiel tropisme de SMYD2 vers certains substrats, en fonction du 

contexte pathologique. Bien que dans notre cas l’explication la plus parcimonieuse soit liée à 

l’abondance respective des substrats, de façon générale aucune étude n’est venue 

spécifiquement adresser cette question de sélection spatio-temporelle par SMYD2 de ces 

substrats. 
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De son côté, BCAR3 avait été clairement lié à la prolifération des cellules cancéreuse 

mammaire, comme détaillé en introduction. Contrairement à SMYD2, nous retrouvons en 

effet un impact de la délétion ou la surexpression de BCAR3 sur la prolifération. En 

revanche nous démontrons également que cet effet n’est pas lié à la méthylation de BCAR3, 

fait congruent avec l’absence de rôle de SMYD2 sur la prolifération. 

Une récente étude a démontré que SMYD2 était capable de promouvoir la migration de 

cellules cancéreuses à travers des membranes de nitrocellulose (« chambre de Boyden ») 

(Y. Zeng et al. 2019a). En utilisant la même technique, le rôle de BCAR3 a également été 

récemment suggéré (Steenkiste et al. 2021a). Nos différents modèles viennent entériner ces 

observations. La migration cellulaire sur surface plane ou à travers des environnements 

tridimensionnels fibreux reconstitués, est largement favorisée par SMYD2 et par BCAR3. 

Nous démontrons par ailleurs qu’une partie significative de cet effet est médiée directement 

par la méthylation de BCAR3, SMYD2-dépendante.  

L’analyse des paramètres migratoires des cellules démontrent que la méthylation est 

notamment importante afin de stimuler la vitesse de migration mésenchymateuse des 

cellules cancéreuses. En revanche, elle n’altère pas la persistance directionnelle de la 

migration. Ce phénotype migratoire est particulièrement évocateur de celui observé par des 

fibroblastes déplétés pour FMNL2 et FMNL3, qui migrent moins vite, sans effet néanmoins 

sur la persistance (Kage, Winterhoff, et al. 2017a). Par ailleurs, l’introduction de BCAR3, et 

plus précisément de sa méthylation, dans des cellules cancéreuses au phénotype épithélial 

(MCF-7) favorise fortement la migration.  

De façon intéressante, dans un environnement plus contraint, tridimensionnel, nous avons 

observé un phénotype migratoire exacerbé. En effet, les contraintes topologiques et 

mécaniques de la matrice rendent les changements de direction plus difficiles à réaliser. De 

plus, les fibres de collagène procurent aux cellules cancéreuses des « autoroutes » afin de 

migrer de façon plus directionnelle. Ainsi, la vitesse devient un paramètre d’efficacité de 

premier ordre durant la migration tridimensionnelle (P.-H. Wu et al. 2014). Les cellules 

invalidées pour BCAR3 ou SMYD2 ne migrent presque plus à travers cette matrice de 

collagène. Similairement, la déplétion spécifique de la méthylation réduisait fortement les 

capacités motiles et invasives des cellules cancéreuses. On notera que l’effet de FMNL2 et 

FMNL3 sur la migration est également exacerbé lorsque les cellules sont placées dans un 

environnement plus visqueux, donc présentant une plus forte contrainte mécanique (Kage, 

Winterhoff, et al. 2017a). Maintenant que les conditions expérimentales de culture et 

d’imagerie ont été mises en place, les prochaines expériences viseront à analyser le 
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mouvement des cellules à travers cette matrice de collagène, afin de mieux comprendre leur 

stratégie motile.  

De plus, l’optimisation de l’imagerie par optique adaptative nous a permis de venir observer 

plus finement la morphologie des cellules en migration tridimensionnelle. Les premières 

observations indiquent qu’à l’instar des lamellipodes plans, les cellules conservant la 

méthylation de BCAR3 et l’interaction avec les FMNLs présentent de longues protrusions 

polarisées vers l’extérieur du sphéroïde. Comme présenté lors de l’introduction, la structure 

générique du lamellipode n’est pas conservée en tridimension et laisse volontiers place à 

une protrusion pseudopodiale allongée. Cependant ce dernier est également généré selon 

des mécanismes similaires, par polymérisation d’actine branchée, par le complexe ARP2/3, 

et sous contrôle des Rho-GTPases telles que Rac1 et CDC42 (Caswell and Zech 2018). Il 

est possible que les formines comme les FMNLs jouent également un rôle dans la 

stabilisation mécanique de cette protrusion (Kage, Winterhoff, et al. 2017a). Dans ce cas, la 

méthylation de BCAR3 serait importante pour activer les FMNLs et soutenir la résistance 

mécanique du pseudopode. Cet aspect du travail en est encore au stade du balbutiement. 

Néanmoins, l’analyse de la longueur de ces protrusions dans des matrices de rigidité 

différentes nous indiquerait si la méthylation est en effet un vecteur de résistance 

mécanique, et représenterait un bon point de départ pour des analyses approfondies.  

Les cellules utilisées pour ces tests de migration, les MDA-MB 231 sont des cellules à fort 

caractère mésenchymateux. De façon intéressante, la déplétion spécifique de la méthylation 

a mené à une diminution de l’abondance de Vimentine, une protéine constituant les 

filaments intermédiaires, et un marqueur consensus des cellules mésenchymateuses. Si 

cette baisse n’est probablement pas une conséquence directe de la méthylation de BCAR3, 

il se peut qu’elle fasse partie d’un programme transcriptionnel global, où la méthylation serait 

importante pour conserver des caractéristiques cellulaires davantage mésenchymateuses. Il 

sera nécessaire de tester d’autres marqueurs, comme l’α-SMA, ou certains facteurs de 

transcription de l’EMT comme TWIST, SNAIL ou ZEB1 (J. Yang et al. 2020). Cette 

promotion potentielle de l’EMT par la méthylation de BCAR3 est d’ailleurs soutenue par la 

récente étude démontrant que SMYD2 serait capable de promouvoir un tel programme 

transcriptionnel (Y. Zeng et al. 2019a).  

De façon plus générale, cette exacerbation du phénotype mésenchymateux est aussi 

congruente avec la migration plus rapide au sein de la matrice de collagène. Il est en effet 

possible que ce phénotype permette une expression de différentes protéases de la famille 

des MMPs, acteurs essentiels dans les processus de migration invasive, dégradant la 

matrice pour permettre à la cellule d’avancer. Ceci serait en accord avec la récente analyse 
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protéomique identifiant BCAR3 parmi les candidats importants dans la mise en place de 

l’invadopode bidimensionnel, une structure essentielle à l’invasion et particulièrement riche 

en MMPs (Thuault et al. 2020). En tridimension, les invadopodes sont fréquemment 

fusionnés aux pseudopodes, au niveau de l’extrémité de ces longues protrusions, pour 

contribuer à la dégradation de la matrice. L’analyse de l’expression de ces MMPs et des 

expériences de digestion de gélatine pourraient donc être effectuées pour répondre à cette 

question. Notons que cette analyse phénotypique du rôle de la méthylation de BCAR3 est 

particulièrement intéressante à la lumière de la manière dont elle est régulée, par hypoxie. 

En effet, il est largement reconnu que l’hypoxie est un facteur prépondérant dans la mise en 

place de caractéristique mésenchymateuses et invasives (Rankin and Giaccia 2016). Il se 

peut donc que la méthylation de BCAR3 par SMYD2 soit un mécanisme adaptatif des 

cellules cancéreuses afin de s’extraire des conditions hypoxiques, peu favorables à la 

survie. Cette adaptation orienterait les cellules vers un phénotype plus mésenchymateux, 

favorisant in fine la dissémination métastatique (Figure 40).   

Figure 40. Schéma bilan des fonctions de l'axe SMYD2/BCAR3/FMNLs dans la dissémination 
métastatique mammaire. 
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Conclusion 
 

 

Une curieuse sensation me vient alors que je m’apprête à remplir cette section. Je l’ai gardé 

pour la fin. La toute fin. Peut-être était-ce nécessaire. Philosopher un peu en l’état. Derrière 

ce manuscrit, je pense avoir livré une version sincère de ce que j’ai appris, de ce que j’ai 

découvert, de ce que j’ai compris. Nous démontrons ici que SMYD2 joue un rôle décisif dans 

la dissémination du cancer du sein métastatique. Nous mettons un lumière un répertoire de 

substrats inconnus jusqu’alors. Puis, s’attardant sur l’un d’entre eux en particulier, BCAR3, 

nous élucidons une signalisation complète. La méthylation de cette protéine BCAR3, attire 

une famille de protéine, les formines FMNLs, des nucléateur d’actine. Ce point d’ancrage est 

alors décisif afin de promouvoir la dynamique du lamellipode, et la vitesse de migration 

mésenchymateuse. Finalement, ces observations ne restent pas cantonnées aux parois 

translucides des boites de pétri et viennent aussi prendre tout leur sens dans un système 

vivant, en médiant un rôle clé dans la dissémination métastatique.  

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

201 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes 

202 

 

1. Résultats étayant la discussion 
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2. Analyse structurelle du nouveau domaine lecteur de 

méthylation des FMNLs 

 

Les Formines, et a fortiori les FMNLs, ne possèdent pas de domaine lecteur de la 

méthylation connu. Pourtant, nous avons montré que les formines pouvaient interagir de 

façon directe avec la lysine K334 méthylée de BCAR3 via leur via leur domaine régulateur 

GBD-FH3. Un aspect important de cette thèse a donc cherché à caractériser les paramètres 

structuraux de cette interaction entre le domaine GBD-FH3 de FMNL3 et BCAR3 méthylé.  

Aucune structure de ce domaine GBD-FH3 de FMNL3 n’est à ce jour disponible. En 

revanche, les structures des domaines GBD-FH3 de FMNL2 et FMNL1, en complexe avec 

la GTPase CDC42-GTP ont été résolues en 2015. Basée sur une importante homologie de 

séquence entres les FMNLs nous avons pu mettre au point plusieurs fragments candidats et 

finalement sélectionné un fragment allant de la méthionine M1 à la glycine G382. Ce 

fragment présentait par ailleurs une liaison optimale avec le peptide BCAR3 méthylé, et 

quasiment aucune réactivité pour la version non méthylé (voir article, Figure…) 

Après avoir sélectionné une souche de bactérie, la Rosetta2, nous avons optimisé les 

conditions de purification de ce fragment. Finalement, une double purification d’affinité 

reposant sur une pêche par l’extrémité C-terminale fusionnée avec un tag HIS, suivi d’une 

pêche par l’extrémité N-terminale fusionnée avec un tag GST, a été effectué afin d’optimiser 

une purification de seulement la forme complète du fragment, et s’affranchir des différents 

produits de dégradation. Après un clivage du tag GST avec la protéase Prescission, une 

chromatographie d’exclusion de taille est effectuée afin d’évacuer les dernières impuretés et 

vérifier l’homo-dispersion de l’échantillon. Enfin, différentes expériences de DSF ont été 

réalisées afin d’identifier le système de tampon permettant une stabilité thermique optimale 

de la protéine. Le fragment présentait une stabilité optimale notamment dans un tampon à 

100 mM Tricine pH 8.0, et était notamment stabilisé par des concentrations importantes de 

NaCl > 250 mM (Figure). De façon étonnante, nous avons également observé que le 

fragment était très fortement stabilisé par le Coenzyme A, ainsi que des fragments d’ADN de 

60 paires de bases.  

Une fois le fragment purifié dans ce système tampon, différentes expériences de 

cristallogenèse ont pu être initiées. Malheureusement, après diffraction, les différents 

cristaux obtenus se sont révélés être soit des formations salines, soit des cristaux 

inexploitables. Une optimisation plus poussée est donc en cours de réalisation, notamment 

en tentant d’autres fragments de ce domaine GBD-FH3.  
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3. Etude de la dynamique des marques de méthylation 

de p53 dans les cancers  

 

Mon stage de Master 2 et ma première année de thèse ont entièrement été dédiés à ce 

projet, qui visait à étudier la dynamique des marques de méthylation affectant les lysines du 

suppresseur de tumeur p53. A ce jour, l’ensemble des événements de méthylation modifiant 

p53 sont concentrés sur le domaine carboxy-terminal, ou régulateur, de p53. Il s’agit d’une 

région terminale, flexible, analogue à la queue des histone H3 ou H4 par exemple. Ce 

domaine est la cible de très nombreuses PTMs, comme la phosphorylation, l’acétylation, 

l’ubiquitinylation et la méthylation. Globalement ces différentes modifications participent à 

l’élaboration de la réponse de p53 afin d’intégrer et de transduire différentes réponses 

biologiques. Par exemple, il a été démontré que la méthylation de la lysine K370 par SMYD2 

permettait d’atténuer la réponse de p53 au stress génotoxique (Huang et al. 2006). La 

modulation des fonctions de p53 par méthylation était donc un aspect particulièrement 

intéressant, et ce notamment dans les cancers conservant une version sauvage de p53. 

L’hypothèse de travail était que dans les cancers conservant un p53 sauvage, tels que les 

mélanomes et les neuroblastomes, les fonctions de p53 seraient réprimées par apposition 

de marques de méthylation répressives, telles que sur la lysine K370. L’objectif de ce projet 

était de caractériser la dynamique des différentes marques de méthylation de p53 et 

d’apporter la preuve de concept que les fonctions suppressives de tumeur de p53 pourraient 

être restaurées en bloquant cette signalisation par méthylation répressive.  

Cette étude a été initiée par la validation systématique in vitro de toutes les marques de 

méthylation connues pouvant affecter p53. Ainsi, nous avons pu confirmer que p53 était 

méthylé par les KMTs SMYD2, G9A, SETD7 et SETD8, au niveau des lysines respectives 

K370, K372, K373 et K382. Dans un second temps, différents anticorps reconnaissant les 

marques de méthylation, notamment la K370me1 et la K382me1, dépendantes de SMYD2 

et SETD8 respectivement, ont été caractérisés, afin de commencer à étudier de façon 

efficace ces marques au sein des cellules. Cependant, un travail d’optimisation sur ces 

anticorps est encore nécessaire. Afin d’étudier la dynamique de ces marques, l’utilisation de 

la spectrométrie de masse, avec une stratégie ciblée sur p53, était la meilleure option. Nous 

avons donc optimisé la purification du p53 endogène. Pour cela différentes techniques ont 

été utilisées, tels que la pêche par immunoprécipitation ou à l’aide de « Nanobodies ». 

Néanmoins, nous avons finalement opté pour l’utilisation d’une lignée cancéreuse générée 

par CRISPR-Knock-in, consistant en l’ajout de tag Streptavidine aux extrémité N-terminale 

ou C-terminale du gène TP53. Après avoir vérifié que ces tags ne perturbaient pas les 
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fonctions de facteur de transcription de p53, nous avons pu optimiser les conditions de 

purification, puis de préparation de l’échantillon à l’analyse par spectrométrie de masse. 

Finalement nous avons atteint une couverture de plus de 80% de la protéine, contenant 

notamment la portion C-terminale, riche en lysine et donc difficile à isoler par digestion 

tryptique standard.  

Ce projet est désormais entre les mains d’une thésarde talentueuse, qui, je n’en doute pas, 

arrivera à élucider les différents paramètres régulant la dynamique de la méthylation de p53.   
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4. Etude du rôle de la méthylation de l’ubiquitine ligase 

RNF113A dans la résistance aux agents alkylants 

dans le cancer du poumon  
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Revues  
 

Au cours de ma thèse j’ai pu participer à la rédaction de deux revues, portées sur l’impact de 

la méthylation des lysines de protéines non-histones dans les cancers.  
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Résumé en Français long (1700-4000 caractères)  

 

La méthylation des lysines est une modification post-traductionnelle participant à une 

régulation dynamique et précise des voies de signalisation cellulaire. Initialement 

caractérisée au sein des histones et associée à différents mécanismes épigénétiques, la 

méthylation des lysines est aujourd’hui connue pour affecter l’ensemble du protéome. Au 

cours des vingt dernières années, les exemples démontrant le rôle essentiel de cette 

signalisation au cours de processus biologiques fondamentaux se sont multipliés. Par 

conséquent, la dérégulation des différents acteurs de cette signalisation a été causalement 

impliquée dans de nombreuses pathologies humaines, telles que les maladies 

neurodégénératives et les cancers.   

 

Au sein de cette signalisation, nous retrouvons les acteurs pouvant influer sur l’abondance 

de cette marque, c’est-à-dire les lysine-méthyltransférases, apposant le groupe méthyl sur la 

lysine, et les lysine-déméthylases, assurant son éviction. Le signal porté par le groupe 

méthyl est généralement transduit en réponse biologique par différentes classes de 

protéines, pouvant spécifiquement interagir avec cette modification, que l’on appelle les 

lecteurs.  

 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à la lysine méthyltransférase SMYD2. Cette 

enzyme, du fait de sa nature promiscuiste, c’est-à-dire pouvant accommoder un grand 

nombre de substrats, représentait un défi particulièrement intéressant. Par ailleurs, les 

différents rapports faisant état de sa dérégulation au cours de la tumorigénèse, en particulier 

mammaire, laissaient transparaître son fort potentiel thérapeutique. Le leitmotiv qui a rythmé 

les différentes étapes de ma thèse s’est donc orchestré autour de l’étude du rôle de SMYD2 

au cours de la progression du cancer du sein.   

 

J’ai pu observer in vivo que SMYD2 n'influence pas la croissance tumorale primaire, mais 

était en revanche un facteur essentiel durant la dissémination métastatique du cancer du 

sein. L’exploration des différents substrats de SMYD2 par protéomique a permis de mettre 

en évidence la protéine BCAR3 comme acteur principal dans cette fonction pro-

métastatique. Mécanistiquement, j’ai montré que la méthylation de BCAR3 sert de point 

d’ancrage à une famille de remodeleurs du cytosquelette d’actine, les FMNLs. Via des 

analyses structurales, l’existence d’un nouveau domaine de lecture des lysines méthylées, 

situé sur le domaine régulateur des FMNLs, a été mis en évidence. Cet ancrage à BCAR3 

méthylé régule la localisation des FMNLs en les concentrant au niveau du lamellipode, une 

structure essentielle à la migration mésenchymateuse. J’ai pu montrer par la suite que cette 

signalisation contribue à promouvoir les capacités invasives des cellules tumorales 
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mammaires et accélérer leur dissémination métastatique in vivo. Enfin, le potentiel 

thérapeutique de l’inhibition pharmacologique de SMYD2 a été démontré dans le cadre de la 

prévention des métastases. L’inhibition de SMYD2 dans différents modèles, notamment de 

xénogreffes dérivées de patientes, permettait en effet de prévenir la colonisation 

métastatique des cellules tumorales.   

 

Au cours de ma thèse, j’ai donc caractérisé une signalisation par méthylation des lysines 

complète, un axe impliquant les protéines SMYD2-BCAR3-FMNLs, et son rôle central dans 

la dissémination métastatique mammaire. Le nouveau domaine de lecture de la méthylation 

sur les formines FMNLs fera l’objet d’analyses structurales plus poussées afin de mettre au 

point des molécules pouvant bloquer cette fonction, telles que des peptidomimétiques. 

L’utilisation de la méthylation de BCAR3 comme biomarqueur dans les cancers agressifs 

sera également à l’étude. Enfin, le potentiel thérapeutique et préventif de l’inhibition de 

SMYD2 dans la lutte contre les métastases sera poursuivi dans des analyses précliniques et 

translationnelles.   
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Résumé en Anglais long (1700-4000 caractères)  
 

Lysine methylation is a post-translational modification participating to finely regulate cell 

signaling pathways. While initially restricted as a histone modification and associated to 

epigenetic phenomena, lysine methylation has been recently recognized as a modification 

broadly affecting the proteome. In the last years, there were a growing amount of evidence 

highlighting the essential role of this modification in many fundamental processes. Thus, the 

deregulation of actors regulating lysine methylation is a frequent event in human 

pathologies, as neurodegenerative diseases, and cancers.  

Actors of lysine methylation signaling include lysine methyltransferases, the writers, that can 

transfer the methyl moiety on lysine residues, and lysine demethylases, the erasers, that 

have the capacity to remove the methyl. The biological meaning of lysine methylation 

generally relies on the ability of some proteins, called readers, to specifically dock to the 

methylated lysine and to transduce a proper response.  

During my thesis, I focused my interest in the lysine methyltransferase SMYD2. Structural 

studies told us that SMYD2 is a promiscuous enzyme able to potentially accommodate a 

wide range of substrates. Moreover, several reports have suggested that SMYD2 expression 

is deregulated during tumorigenesis and particularly during breast cancer. Therefore the 

outline of my work was to decipher the role of SMYD2 during breast cancer progression.  

First, I observed that SMYD2 did not affect primary tumor growth in a mouse model of breast 

cancer. Rather, SMYD2 was essential to efficiently drive breast cancer metastatic 

dissemination. I explored the lysine methylome of SMYD2 using SILAC-proteomics and I 

found the protein BCAR3 as a genuine substrate of SMYD2 and a decisive mediator of this 

pro-metastatic function. Mechanistically, I showed that BCAR3 methylation acts as a docking 

site of a family of actin remodellers, the formins FMNLs. Structural studies highlighted the 

presence of a potential new lysine methyl binding (reader) domain of lysine methylation, 

located on regulatory domains of FMNLs. Indeed, the anchoring to methylated BCAR3 

regulated FMNLs’ ability to accumulate in lamellipodia, a cellular structure essential for 

mesenchymal cell migration. Then, I found that this signalization promoted cell migration and 

invasiveness of breast cancer cells, ultimately accelerating metastatic dissemination. Finally, 

I demonstrated the therapeutic interest to inhibit SMYD2 with as small molecule as SMYD2 

inhibition in different in vivo models, including patient-derived xenograft, efficiently prevented 

metastatic dissemination. 

Overall, I characterized a new lysine methylation signaling – SMYD2 / BCAR3 / FMNLs axis 

– involved in breast cancer metastasis. The novel lysine methyl binding domain will be 
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analyzed more thoroughly with additional structural studies in order to design small 

molecules that could block it, like peptidomimetics. Moreover, we will challenge the idea that 

BCAR3 methylation might be used as a prognostic or predictive biomarker of cancer 

aggressiveness. Finally, the therapeutic potential of SMYD2 inhibition to fight metastasis will 

be followed-up in preclinical and translational studies.  
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Résumé en Français grand public (<1000 caractères) 
 

Dans les cellules, les protéines sont constituées de chaines d’acides aminés, eux-mêmes 

fréquemment modifiés par différentes réactions chimiques. Par exemple, la lysine, un de ces 

acides aminés, peut être modifiée par méthylation. Cette modification est effectuée par une 

classe d’enzyme spécifique que l’on appelle les lysine-méthyltransférases. Dans les cancers 

la méthylation devient anarchique, et représente donc une cible prometteuse afin de stopper 

la progression tumorale.  

Au cours de ma thèse je me suis intéressé à l’une de ces lysine-méthyltransférase. SMYD2 

de son nom. J’ai pu mettre en évidence que SMYD2 est essentielle dans la dissémination 

des métastases du cancer du sein. A l’intérieur des cellules cancéreuses j’ai découvert que 

SMYD2 permettait d’installer un programme complexe leur permettant de se déplacer de 

façon très efficace. Ainsi, en bloquant SMYD2 je suis parvenu à stopper la migration des 

cellules cancéreuses et donc leur capacité à former des métastases. 

 

 

Résumé en Anglais grand public (<1000 caractères) 
 

In cells, proteins are made as long amino acid chains, and frequently modified by various 

chemical reactions. For example, lysine is one of those amino acids, that can be modified by 

methylation. This modification is added by a specific class of enzyme called lysine 

methyltransferases. Methylation is frequently anarchic in cancers and represents therefore 

an attractive target to stop tumoral progression.  

During my thesis, I was interested to the lysine methyltransferase called SMYD2. I found that 

SMYD2 is crucial to drive metastatic dissemination of breast tumors. Inside breast cancer 

cells I discovered that SMYD2 installed a complex molecular program enabling cells to move 

and travel in the organism very efficiently. Thus, by blocking SMYD2 I succeed to stop 

cancer cell migration and their capacity to form metastasis. 
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