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Résumé

Le cancer de la prostate est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez I’homme dans le monde. Les
changements épigénétiques en réponse a des événements externes (alimentation, activités sportives, etc.) et
internes sont de plus en plus impliqués dans I'initiation et la progression des tumeurs. La dérégulation des
mécanismes épigénétiques conduit a une modification de la compaction de la chromatine et par conséquent,
de I’expression de geénes ayant potentiellement un pouvoir oncogeéne ou suppresseur de tumeur. Cette thése
s’intéresse aux modifications post-traductionnelles des histones et, plus particulierement, a la tri méthylation
de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27me3) dans le cancer de la prostate. H3K27me3 est une marque
épigénétique répressive souvent sous- ou surexprimée dans un large éventail de cancers. Trois acteurs
régulent la méthylation de H3K27: La méthyltransférase EZH2 et les déméthylases JIMJD3 et UTX.
Premiérement, grace a I’utilisation d’épidrogues et de siARNSs dirigés spécifiquement contre ces trois acteurs,
nous avons montré in vitro qu’EZH2, IMJD3 et UTX étaient impliquées dans la régulation des génes MGMT,
TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2, précédemment établis comme étant une signature génique du cancer de la
prostate. Cette étude in vitro a également permis de mettre en évidence un possible lien entre EZH2, IMJD3
et le récepteur aux androgénes. Ensuite, H3K27me3 et EZH2 étant largement étudiées, notre étude s’est
focalisée sur IMJID3. Aprés inhibition de JMJD3 in vivo par son inhibiteur chimique, GSK-J4, nous avons
obtenu une augmentation de la croissance tumorale dans les xénogreffes RA- et a une diminution dans les
xénogreffes RA+, ajoutant une preuve d’un possible lien entre le récepteur aux androgeénes et JIMJD3. La
caractérisation des altérations épigénétiques comme 1’expression aberrante de H3K27me3 dans le cancer de
la prostate est indispensable pour identifier de nouveaux marqueurs de diagnostic. La compréhension du réle
de H3K27me3, EZH2, IMJD3 et UTX dans la progression tumorale prostatique reste importante en vue de
I’utilisation d’épidrogues qui pourrait prochainement devenir une nouvelle stratégie thérapeutique.

Mots clés: Epigénétique, Cancer de la prostate, IMID3, EZH2, H3K27me3, Epidrogues

Abstract

Prostate cancer is the second most common cancer among men in the world. Epigenetic changes in response
to external (diet, sports activities, etc.) and internal events are increasingly implicated in tumor initiation and
progression. The deregulation of epigenetic mechanisms leads to a modification of chromatin compaction
and, consequently, of gene expression with oncogenic or tumor suppressor potential. In this thesis, we
focused on post-translational changes in histones and, more particularly, the tri methylation of lysine from
histone 3 (H3K27me3) mark, a repressive epigenetic mark often under- or overexpressed in a wide range of
cancers. Three actors regulate H3K27 methylation: EZH2 methyltransferase and JMJD3 and UTX
demethylases. First, using epidrugs and siRNAs specifically directed against these three actors, we showed
in vitro that EZH2, JMJD3 and UTX were involved in the regulation of MGMT, TRA2A, U2AF1 and
RPS6KA2 genes, previously established as a gene signature in prostate cancer. This in vitro study also
revealed a possible link between EZH2, JMJD3 and the androgen receptor. Then, H3K27me3 and EZH2
being widely studied, our study focused on JMJD3. JMJD3 inhibition in vivo contributed to an increase in
tumor growth in AR- xenografts and a decrease in AR+, providing further evidence of a possible link between
the androgen receptor and JMJD3. Characterization of epigenetic alterations such as aberrant H3K27me3
expression in prostate cancer is essential to identify new diagnostic markers. Understanding the role of
H3K27me3, EZH2, IMJD3 and UTX on prostate tumor progression is important because the use of epidrugs
may soon become a new therapeutic strategy.

Keywords: Epigenetics, Prostate cancer IMID3, EZH2, H3K27me3, Epidrugs
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INTRODUCTION

Le cancer de la prostate est le deuxieme cancer le plus fréquent dans le monde chez
I’homme avec 1414 259 nouveaux cas et 375 304 déces déclarés en 2020 [1]. La survenue
d’environ 40% des cancers serait attribuée a des facteurs de risque modifiables comme le
tabagisme, la consommation d’alcool, la sédentarité etc. (Institut National du Cancer, Inca
2018). L’environnement et le style de vie ont un impact sur les cellules de notre organisme en
modulant notamment les mécanismes épigénétiques. Etymologiquement, « épi » signifie « au-
dessus » et le mot épigénétique a été utilisé en 1942 par le généticien Conrad Hal Waddington
pour décrire ce qui est « au-dessus de la génétique ». Les marques épigénétiques correspondent
ainsi a la couche d’information située au-dessus ou autour de I’ADN et permettent de moduler
la flexibilité et I’accessibilité de I’ADN a la machinerie transcriptionnelle. Aujourd’hui, il est
admis que la dérégulation de ces mécanismes, notamment celle qui entraine une dérégulation
de I’expression des oncogenes et des suppresseurs de tumeurs, est impliquée dans I’initiation et
la progression tumorale [2]. Par conséquent, I’étude de ces modifications est indispensable pour

une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacent au développement du cancer.

Il existe plusieurs mécanismes épigenétiques et notre laboratoire s’intéresse aux
modifications post-traductionnelles des histones (PTMs) et plus particulierement a
I’implication de la marque H3K27me3 dans le cancer de la prostate, marque épigénétique
correspondant & la tri méthylation de 1’histone 3 au niveau de la lysine 27. Cette marque est
retrouvée de facon aberrante dans le cancer de la prostate, ce qui conduit a une dérégulation de
I’expression génique [3,4]. Le niveau de méthylation de H3K27 est régulé par ’activité de trois
enzymes : la méthyltransférase enhancer of zeste homologue 2 (EZH2) et les déméthylases
jumonji domain-containing protein-3 (JMJD3) et 1’ubiquitously transcribed tetratricopeptide
repeat, X chromosome (UTX). Ces acteurs sont tous les trois dérégulés dans le cancer de la
prostate [5-7] et ¢’est pourquoi I’axe de recherche du laboratoire est centré sur cette marque

épigenétique et les acteurs qui la régulent.

Il a déja été démontré qu’il existait un enrichissement des génes en H3K27me3 dans des
biopsies de prostate avec une corrélation positive selon 1’agressivité. Une signature génique a
été identifiée sur des biopsies de prostate et comporte les genes O—methylguanine-DNA
methyltransferase (MGMT), transformer 2 alpha homolog (TRA2A), 2 small nuclear RNA
auxiliary factor 1 (U2AF1) et ribosomal protein S6 kinase A2 (RPS6KA2). EZH2 et IMJD3
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étaient co-localisées avec la marque H3K27me3 sur le promoteur de ces genes [8]. Le panel de
génes est impliqué dans divers processus cellulaires tels que la réparation de I’ADN, I’épissage
alternatif ou encore dans la voie de signalisation des MAPK/Ras.

Toutefois, la dérégulation de la marque H3K27me3 et de ces acteurs ainsi que leurs
roles dans la tumorigénése sont controversés dans plusieurs études, ce qui confirme la
complexité de 1’étude des mécanismes épigénétiques. Ce travail de thése vise a approfondir les
connaissances sur I’implication de la marque H3K27me3 et des acteurs impliqués dans le dépot
et la suppression de sa tri méthylation dans le cancer de la prostate et plus particuliérement sur
la régulation du panel de génes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2. Une autre partie se

focalise sur le réle de la déméthylase IMJD3 dans la progression tumorale.
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1. Le cancer de la prostate

a. Anatomie et réles de la prostate

La prostate est une glande génitale musculo-fibro-glandulaire au carrefour des appareils
reproducteur et urinaire masculin. Elle est située anatomiquement en arriére de la symphyse
pubienne, sous la vessie et en avant de I’ampoule rectale (Figure 1). Elle est formée d’un lobe
droit et gauche. Sa partie supérieure est plus large et accolée au col de la vessie. Sa partie
inférieure, plus fine, est appelée apex. La prostate entoure 1’uretre prostatique (3cm) qui la
traverse de haut en bas et permet une partie de I’acheminement de 1’urine. L’urétre prostatique
est bordée par deux sphincters : le sphincter supérieur et lisse du col vésical et le sphincter
inférieur, strié. La prostate est entourée d’une capsule fibro-élastique. Selon Mc Neal [9], cette

glande est composée de plusieurs zones anatomiques (Figure 2) :

- La zone de transition, glandulaire et divisée en deux lobes, elle entoure 1’urétre
prostatique. Elle est le si¢ge du développement de 1’hypertrophie bégnine de la
prostate (HBP), ce qui explique les complications urinaires liés a cette pathologie.

- Lazone centrale, glandulaire et en arriére de la zone de transition, elle entoure les
canaux éjaculateurs.

- La zone périphérique, postérieure et palpable lors du toucher rectal, elle forme
70% du volume glandulaire prostatique et est le lieu principal du développement du
cancer de la prostate.

- Le stroma fibro-musculaire antérieur, non glandulaire et composé de fibres

musculaires lisses et striées.

Cette glande hormono-dépendante est en lien étroit avec deux glandes annexes, les
vésicules séminales. Prostate et vésicules séminales, permettent grace aux sécrétions
prostatiques et sécretions seminales, la production d’une partie du sperme, riche en éléments
nutritifs et protecteurs pour les spermatozoides qui proviennent des canaux déférents. Ces
sécrétions ont un rdle dans le transport des spermatozoides. Le sperme est acheminé des

vésicules séminales jusqu’aux canaux éjaculateurs pour terminer dans 1’urétre prostatique.
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Le développement et le fonctionnement de la prostate sont sous le contrdle des
androgénes et notamment de la testostérone. Les cellules de la prostate contiennent des
récepteurs aux androgénes (RA) qui fixent la testostérone mais il se trouve que 1’action la plus
importante est médiée par un dérivé de la testostérone : la dihydrotestostérone (DHT),
transformée par une enzyme appelée la 5 a-réductase. L’affinité de la DHT pour le RA est 5
fois plus importante que celle de la testostérone et 1’action androgéne dans la prostate en est
donc potentialisée. En I’absence de ligand androgéne, le RA est inactif, 1ié a des protéines
chaperonnes de choc thermique dans le cytoplasme de la cellule. Lorsque qu’un ligand se fixe
au RA, ce dernier change de conformation pour transloquer dans le noyau et se fixer a des
régions éléments de réponse aux androgeénes. Le recrutement de cofacteur active la machinerie
transcriptionnelle des genes cibles impliqués dans la différenciation cellulaire et la production
de I’antigéne prostatique spécifique (PSA) produit par les cellules épithéliales de la prostate.
Ce mécanisme correspond a la voie géenomique du RA. Le RA est également capable d’agir par
une voie non génomique, directement dans le cytoplasme, en activant d’autres voies de
signalisation aprés stimulation androgénique. Ces voies sont impliquées dans la prolifération,
la survie cellulaire, I’invasion et la formation de métastases, notamment par le biais de
I’activation de la voie mitogen-activated protein kinases/ extracellular signal-regulated kinases
(MAPK/ERK) (Figure 3) [10,11].
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Figure 1 : Emplacement de la prostate dans I’appareil reproducteur de I’homme
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Figure 3 : Voies de signalisation génomique (A) et non génomique (B) du récepteur des

androgenes (RA)

DHT : dihydrotestostérone ; ERK : extracellular signal-regulated kinases ;

FT : facteur de

transcription ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ;

PKC : protéine kinase C ; RAF1 : v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 ; Src :

proto-oncogéne codant pour la tyrosine kinase Src [11].
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b. Physiopathologie du cancer de la prostate

L’adénocarcinome de la prostate est le cancer de la prostate le plus fréquent a hauteur de
90%. 1l se développe a partir des cellules épithéliales de la prostate. La complexité de ce cancer
est dd a ses origines multifocales dans la glande prostatique qui représentent 60 a 90% des
cancers de la prostate. Les foyers cancéreux peuvent étre indépendants et progresser a des
rythmes différents en fonction de la nature des mutations génétiques des cellules. Il existe

fréquemment une agressivité différentielle entre les foyers tumoraux (Figure 4) [12].

Exposure to Carcinogens Genetic Predisposition

b 4

Field Effect

94—

o. &
s

Figure 4 : Carcinogenese du cancer de la prostate.

Représentation d'une étiologie multifactorielle conduisant a la progression de la néoplasie
prostatique intra-épithéliale (PIN) vers un carcinome multifocal de la prostate [12]. Dans la
carcinogenese, le « field effect » correspond a un épithélium morphologiquement normal qui
se développe en une tumeur, et qui est le résultat de I'expansion d'un clone génétiquement

anormal [13].
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Le cancer de la prostate est un cancer hormono-dépendant. Il existe plusieurs stratégies
d’hormonothérapies anti-cancéreuses visant a bloquer 1’action des hormones lorsque la tumeur

répond aux signaux hormonaux:

Indirectement par inhibition de I'axe hypothalamo-hypothysaire-gonadien. Cette
inhibition se fait par I’utilisation d’agonistes de I’hormone de libération de la lutéinostimuline
(LHRH) (aussi appelée Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH)) qui viennent saturer les
récepteurs hypophysaires. Cette hormone agit sur la sécrétion de 1’hormone lutéinisante (LH)
qui induit la prolifération et la maturation des cellules de Leydig interstitielles impliquées dans
la sécrétion de la testostérone. Dans un premier temps, 1’action des agonistes va entrainer une
augmentation de la testostérone circulante avant qu’un rétrocontréle négatif soit mis en place.
C’est pour cette raison que ce traitement s’accompagne de la prise d’un anti-androgene. Il existe
aussi des antagonistes de la LHRH qui vont directement bloquer les récepteurs hypophysaires
et induire rapidement une chute de la concentration de LH sans entrainer une augmentation du

taux de testostérone en début de traitement.

En empéchant ’hormone d’activer son récepteur par D’utilisation de molécules anti-
androgénes. Ces molécules sont des inhibiteurs compétitifs des RA qui empéchent la
translocation du RA vers le noyau. Un de leurs avantages est qu’ils sont capables de bloquer la

testostérone testiculaire et surrénalienne.

Malheureusement, ces traitements ne font qu’améliorer la survie car presque tous les
patients voient leurs RA mutés au bout d’un certain temps. A ce stade-13, le cancer de la prostate
est dit résistant a la castration (CRPC). De nouvelles molécules ont été élaborées visant a
bloquer plusieurs étapes clés de la voie de signalisation du RA, y compris la liaison des
androgenes au RA, la translocation nucléaire du RA activé et la liaison du RA activé avec
I'ADN [14]. La castration chirurgicale ou I'orchidectomie par exérése des deux testicules ou de
la pulpe testiculaire peut aussi étre envisagée. Cette technique supprime immédiatement la
production de testostérone par les testicules. Cependant elle n’est pas réversible et est moins

bien tolérée psychologiquement pour le patient que la castration médicamenteuse.
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Autre que ’adénocarcinome, il existe des tumeurs de la prostate plus rares comme :

Le sarcome de la prostate qui nait du stroma spécialisé du parenchyme prostatique

(selon I’association frangaise d’urologie, (AFU)).

- Lecarcinome a petites cellules de la prostate. Il est trés rare et de diagnostic tardif,
souvent au stade de métastases avec un mauvais pronostic (AFU).

- La tumeur carcinoide qui correspond a une tumeur neuroendocrine bien
différenciée et retrouvée dans la glande prostatique. Elle est tres rare et est peu
décrite mais semble étre de bon pronostic (AFU).

- Le carcinome épidermoide de la prostate, également trés rare mais agressif et

métastasant principalement au niveau osseux [15].

Il existe des états dits précancéreux de la prostate qui entrainent des changements dans les
cellules prostatiques et qui sont a surveiller comme le PIN [16], I’atrophie inflammatoire
proliférative (AIP) ainsi que la prolifération acinaire atypique: Atypical small acinar
proliferation (ASAP). Ces états ne sont pas traités mais nécessitent un suivi de la progression,

particulierement pour I’ASAP.

L’agressivité du cancer est évaluée grace a une analyse anatomopathologique de la
tumeur apres prélevements de 10 a 12 biopsies permettant de cartographier la prostate puisque
comme précisé précédemment, le cancer de la prostate se développe souvent en multiples
foyers. Cette analyse permet de déterminer un score : le Score de Gleason (SG), décrit en 1966
par Donald Gleason [17]. Ce score repose sur 3 regles selon lesquelles il existe plusieurs
populations tumorales au sein d’une méme prostate, ces populations peuvent étre de différents
grades et plus 1’architecture de la glande est détruite, plus le pronostic est mauvais. Le SG est
la somme des grades des deux populations tumorales les plus fréquentes. Ce score comporte 5
modeles de croissance numérotés du grade 1 (bien différencié) au grade 5 (indifférencié). Un
développement tumoral ne sera considéré qu’a partir du grade 3 (Figure 5). Ce score a été
redefini par I’International Society of Urological Pathology (ISUP) en 5 groupes pronostiques
(Tableau 1) car plusieurs défauts ont été soulevés sur I’ancienne classification. Par exemple,
presque tous les cancers de la prostate qui étaient diagnostiqués atteignaient un score minimal
de 6 ce qui correspond a des cancers bien différenciés alors qu’en réalité le cancer était indolent.
Ce score était difficile a expliquer aux patients. 1l y a désormais une différence entre les scores
7 (scores 3 majoritaires) et 7 (scores 4 majoritaires) et également entre les scores 8 et 9-10 dont

le pronostic n’est pas le méme.
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Figure 5: Classification histologique du score de Gleason.

Les chiffres font référence aux grades de Gleason. En haut, les dessins originaux de Gleason

pour chaque grade et en bas, les coupes histologiques colorées correspondantes pour chagque

grade [18].
Groupe Score de I
de grade Gleason Description
1 Anciennement  Le cancer se développera et se propagera probablement trés
SG de 6 (3+3) lentement (bien différencié, ou de bas grade).
Le cancer se développera et se propagera probablement
SGde7 L el ”
2 . lentement (modérément différencié, ou de grade
(3 majoritaire) . o
intermédiaire).
Le cancer se développera et se propagera probablement
lentement (modérément différencié, ou de grade
SGde7 . A
3 L intermédiaire). Le cancer de groupe de grade 3 est plus
(4 majoritaire) . .
susceptible de se développer et de se propager que le
cancer de grade 2.
SGde 8 .
Le cancer se développera et se propagera probablement
4 (4+4, 3+5, ou . el
5+3) rapidement (peu différencié, ou de haut grade).
Le cancer se développera et se propagera probablement
5 SG de 9 ou 10 rapidement (peu différencié, ou de haut grade). Le cancer

de grade 5 est susceptible de se développer et de se
propager plus rapidement que le cancer de grade 4.

Tableau 1 : Classification ISUP du cancer de la prostate

(International Society of Urological Pathology, 2016)

www.cancer.ca
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Le stade de dissémination est évalue par la classification TNM qui prend en compte
les critéres de la taille de la tumeur (T), de I’invasion des ganglions (N) et de la présence de
métastases (M) (Tableau 2).

Pour évaluer la stratégie thérapeutique qui sera mise en place, le SG est associé a la
classification TNM et au dosage du taux de PSA. Ensembles, ces criteres forment la
classification d’Amico (Tableau 3) qui stratifie le cancer de la prostate en fonction de sa

progression.

T e ,
TO : tumeur primitive non retrouvee

T1 : tumeur non palpable au toucher rectal et non visible en
imagerie
T1la : tumeur occupant moins de 5 % du tissu réséque avec un SG<7
ou absence de grade 4 ou 5 ;
T1b : tumeur occupant plus de 5 % du tissu réséquée ou un SG>7 ou
présence de grade 4 ou 5 ;
T1c : tumeur découverte sur une biopsie prostatique en raison d'une
élévation de la valeur du PSA
T2 : tumeur limitée a la prostate :
Tumeur primitive T2a : tumeur atteignant la moitié d’au moins un lobe ;
T2b : tumeur atteignant plus de la moitié d'un lobe mais sans atteindre
les deux lobes ;
T2c : tumeur atteignant les deux lobes
T3 : extension au-dela de la prostate :
T3a : extension en dehors de la capsule prostatique;
T3b : extension aux vésicules séminales uni- ou bilatérale
T4 : tumeur fixée ou atteignant d'autres structures que les
vésicules séminales
(sphincter externe, rectum, muscle élévateur de I'anus ou la paroi

pelvienne)
N Nx : ganglions régionaux non évalués
Ganglions NO : absence de métastase ganglionnaire régionale
régionaux N1 : atteinte ganglionnaire régionale

N1 mi : métastase ganglionnaire
Mx : métastases a distance non évaluées
MO : absence de métastase a distance

M M1 : métastases a distance :
Métastases a M1la : atteinte des ganglions non régionaux ;
distance M1b : atteinte osseuse,

M1c : autres sites avec ou sans atteinte osseuse

Tableau 2 : Classification TNM 2016.

www.cancer.ca
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PSA (ng/mL) SG Stade clinique
Faible risque <10 SG<6 Tlcou T2a
Risque intermédiaire 10-20 OusSG=7 Ou T2b
Risque éleve >20 ou SG>170)(8’ 9ou Ou T2c

Tableau 3 : Classification D'Amico.

AFU

11
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c. Epidémiologie
I. En France

Contrairement aux autres types de cancer, les estimations nationales de I’incidence et
de la mortalité du cancer de la prostate en France métropolitaine ne sont pas fournies pour la
projection 2018. Ceci s’explique par des fluctuations importantes sur la période récente et sont
donc uniquement détaillées pour la période 1990-2015 selon I’Inca. En 2015, le cancer de la
prostate est la tumeur solide la plus fréquente chez I’homme avec 50 430 nouveaux cas. Il se
place devant le cancer des poumons (31 231 cas) et le cancer colorectal (23 216 cas) en 2018.
Le taux d’incidence standardis¢ monde (TSM) est de 81,5 cas pour 100 000 personnes-années.
En terme de mortalité, le cancer de la prostate se place au troisieme rang (8 115 déces en 2015
avec un TSM de 8,9 cas pour 100 000 personnes-années) derriére les cancers du poumon et

colorectal avec respectivement 22 761 et 9 209 déces en 2018.

Selon la courbe transversale de 1’age (Figure 6), le cancer de la prostate est un cancer
rare chez les moins de 50 ans qui atteint en revanche une incidence maximum chez les 70-74
ans. L’4ge médian de diagnostic est de 68 ans. Il y a tres peu de déces chez les moins de 60 ans
avec une courbe de mortalité qui augmente ensuite jusqu’a 90 ans. L’age médian de décés d’un

cancer de la prostate est de 83 ans.

L’évolution du cancer de la prostate est favorable avec une incidence et une mortalité
qui baissent conjointement. Jusqu’en 2005, une forte augmentation de 1’incidence était relevée
due aux nouvelles pratiques de dosage du PSA dés 1985 avec un dépistage et diagnostic
précoces du cancer de la prostate. L’incidence sur la période 2010-2015 est en baisse de -3,5%
(Figure 7) due a une prise de conscience et une baisse de ces pratiques qui conduisaient a un
sur-traitement de la population affectée. De plus, les effets secondaires étaient importants alors
que P’agressivité du cancer était faible ou que les hommes étaient asymptomatiques. La
mortalité, quant a elle, est en baisse de -2,8% dans toutes les tranches d’age entre 1990-2018
(Figure 7). Cette baisse est associée en grande partie a I’amélioration des traitements,
notamment les hormonothérapies qui ménent a une amélioration de la survie sans pour autant

que le cancer soit gueéri.

Au niveau régional et départemental, il n’existe pas de grande différence d’incidence,
en revanche, la distribution spatiale de la mortalité est disparate. On note une mortalité plus

importante pour le cancer de la prostate dans les parties nord et centrale de la France
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métropolitaine. Dans les Antilles francaises (Guadeloupe et Martinique), on observe une forte

incidence et mortalité pour les cancers de la prostate.

—=— Incidence, Homme
—=— Mortalité, Homme .

800

Taux

T T T T T T 1

[20;24] [30;34] [40;44] [50;54] [60;64] [70;74] [80;84] [90;94]

Classe d'age

Figure 6 : Taux d’incidence et de mortalité du cancer de la prostate selon la classe d’age
en France en 2015 (courbe transversale de I’age).
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Figure 7 : Taux d’incidence et de mortalité du cancer de la prostate en France selon
I’année (taux standardisés monde TSM) — Echelle logarithmique.
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ii. Dans le monde

Au niveau mondial et parmi les hommes, le cancer de la prostate représente 1 414 259
cas en 2020, faisant de cette maladie le deuxieme cancer le plus fréquent (14,1%) apres le cancer
du poumon (14,3%). 375 304 déces ont été recensés en 2020 suite au développement du cancer
de la prostate. Chez les hommes, c’est le 5™ cancer le plus mortel (6,8%) aprés les cancers du
poumon (21,5%), du foie (10,5%), colorectal (9,3%) et de I’estomac (9,1%) (Figure 8) [1].

C'est le cancer le plus freguemment diagnostiqué chez les hommes dans 112 pays sur
185 pays du monde. Les taux d'incidence varient entre 6,3 en Asie a 83,4 en Europe du Nord
(Irlande) pour 100 000 hommes. On note également un taux d’incidence tres élevé dans les
Caraibes, en Australie, Nouvelle-Zélande, Amérique du Nord et en Afrique Australe. De faibles
taux d’incidence sont retrouves en Asie et en Afrique du Nord (Figure 9). Bien sdr, les taux
d’incidence sont étroitement liés aux pratiques de diagnostic des pays. Comme la France,
I’Amérique du Nord et 1’Australie ont connu une généralisation de I’utilisation des tests de
dosage PSA qui a conduit a une augmentation du taux d’incidence, puis un déclin lié a une
diminution des cancers de la population générale. Toutefois, le cancer de la prostate est la
principale cause de déces par cancer chez les hommes dans 48 pays, dont de nombreux pays
d'Afrique subsaharienne, des Caraibes, Micronésie/Polynésie et d’Amérique centrale et du Sud,

ainsi que la Suéde.

Males
Incidence Mortality

Non-Hodgkin
lymphoma

Liver
10.5%

2.9%

Colorectum Leukemia

10.6% 3.2%

R Colorectum
5%

9.3%
Non-Hodgkin
lymphoma
3.0%
Esophagus

"Prostate ~ Stomach
6.8% 91%

42%padger Liver  7.1%
44% 6.3%
10.1 million 5.5 million
new cases deaths

Figure 8 : Répartition des cas et des déces pour les 10 cancers les plus fréquents en 2020
chez les hommes.

https://gco.iarc.fr/
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Prostate
Northern Europe lIreland}-- 83.4 13.0
Western Europe 77.6
Caribbean 75.8 279
Australia/New Zealand 75.8
Northern America 73.0
Southern Africa 22.0
South America ; 13.6
Southern Europe
Micronesia/Polynesia ; 18.8
Eastern Europe ¢ 13.7
Central America
Middle Africa 24.8
Melanesia ; 17.0

Western Africa 20.2

Western Asia

Eastern Africa 27.9
Eastern Asia
Northern Africa
South-Eastern Asia
South Central Asia

16.3--1 Zimbabwe

Age-standardized (W) rate per 100,000
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Figure 9 : Taux d'incidence et de mortalité du cancer de la prostate par région,
normalisés selon I'age en 2020.

Les taux sont présentés par ordre décroissant du taux d'incidence mondial (W) normalisé selon
I'age, et les taux nationaux les plus élevés normalisés selon I'age pour I'incidence et la mortalité.

https://gco.iarc.fr/
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d. Les facteurs de risque

Le cancer de la prostate peut étre sporadique, ¢’est-a-dire qu’une cellule ayant subi une
mutation spontanée dans sa séquence ADN peut échapper au systéme immunitaire, se diviser
pour finalement donner naissance a des cellules filles. Les cellules filles posséderont cette
méme mutation génétique, entrainant in fine la formation d’un foyer de cellules cancéreuses.
L’origine de ce type de cancer est incertaine. En revanche, il est connu que le cancer de la
prostate est une maladie multifactorielle dont certains facteurs de risque peuvent contribuer a

son initiation. lls peuvent étre classés en deux groupes :

- Les facteurs de risque intrinséques : Ce sont des facteurs de risque pour lesquels
I’homme n’a pas de contréle. On compte parmi eux 1’age, le statut hormonal, I’histoire
familiale, I’origine ethnique.

- Les facteurs de risque extrinseques : Ce sont des facteurs de risque que ’homme peut
contrbler ou réguler. Ils proviennent de I’environnement de 1’individu et de ces
habitudes, comme le régime alimentaire, la fréquence des activités physiques, le fait de

fumer ou bien de boire de 1’alcool par exemple.

En ce qui concerne le cancer de la prostate, les principaux facteurs de risque identifiés avec
certitude sont I’age, l'origine ethnique et I'existence d'antécédent familial du cancer de la
prostate ou du sein. Les études sur les facteurs de risque environnementaux restent tres
controversées selon I’AFU. On note toutefois un lien avec des expositions professionnelles
particuliéres a des pesticides (notamment le chlordécone dans les Antilles (classé « cancérogéne

possible » selon le centre international de recherche sur le cancer (CIRC)).

I. Les facteurs de risque intrinséques

o [’age

En effet, I’age est un des facteurs de risque les plus importants dans ’initiation du cancer
en général mais surtout dans le cas du cancer de la prostate. Plus I’individu avance dans 1’age,
plus il a de risque de développer un cancer de la prostate. Comme mentionné dans la partie
épidemiologie, il est trés rare de développer un cancer de la prostate avant 1’age de 50 ans.
L’age médian de développement d’un cancer de la prostate est de 68 ans avec un pic de

I’incidence entre 70 et 74 ans en France (Figure 6).
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e [ ’histoire familiale

Les formes familiales représentent 20% des cas de cancer de la prostate et parmi eux, 5 %
sont des formes héréditaires. L’évaluation de la forme héréditaire s’établit sur des criteres

stricts. 1l doit y avoir :

- 3 cancers de la prostate chez des apparentés du 1% ou 2°™ degré.

- Ou 2 cancers de la prostate diagnostiqués avant 1’age de 55 ans chez des apparentés du

1% ou 2°™M degré.

La recherche d’antécédents de cancers du sein ou de 1’ovaire est systématique dans la
famille des sujets atteints par le cancer de la prostate. Elle concerne les familles avec plus de
deux cancers du sein ou de 1’ovaire et plus de deux cancers de la prostate chez les apparentés
du 1°" degré ; ou avec au moins un cancer du sein chez I'nomme et au moins 1 cancer de la
prostate avant I'age de 55 ans. Dans ce dernier cas, la recherche de mutation du gene breast
cancer 2 (BRCA2) est a effectuer en priorité. En effet, il existe un risque plus élevé de
développer un cancer de la prostate chez les personnes porteuses de mutations des génes breast
cancer 1 et 2 (BRCA1/BRCA2) [19-21].

Des analyses génétiques peuvent permettre de rechercher des mutations, pour des locus
ou genes de prédisposition comme hereditary prostate cancer-1 (HPC1), predisposing for
prostate cancer (PCaP), hereditary prostate cancer, X-linked (HPCX), hereditary prostate
cancer-3 (HPC20), prostate cancer susceptibility gene 1/macrophage scavenger receptor 1
(PG1-MSR), HPC2-ELAC, Homeobox B13 (HOXB13)). Plus récemment, de nouveaux genes
candidats ont été mis en évidence : BRCA1 Interacting Helicase 1 (BRIP1), Nijmegen breakage
syndrome 1 (NBS1), RAD51D [22].

e [’ethnicité

Le risque de developper un cancer de la prostate est majoré dans les ethnies d’Afrique
subsaharienne. Une tres récente étude génomique comparative réalisée sur 406 échantillons
montre que les tumeurs de la prostate chez les hommes natifs d’Afrique sont génomiquement
distinctes et se caractérisent par la derégulation de plusieurs biomarqueurs comme Prostate-
Specific Membrane Antigen (PSMA), RB Transcriptional Corepressor 1 (RB1), et MYC ainsi

qu’une expression plus élevée d’EZH2 par rapport aux hommes Euro-Américains. 1l y a une
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proportion plus élevée d’individus natifs d’Afrique ayant une perte du géne Phosphatase and
Tensin homolog deleted from chromosome ten (PTEN) et la signalisation du RA est dérégulée
avec une activité du récepteur significativement plus faible que chez les hommes Euro-
Ameéricains. Ces tumeurs sont également fortement enrichies pour les principales voies pro-

inflammatoires [23].

De plus, au vu des différences des taux d’incidence en fonction de la géographie (Figure
9), il est de plus en plus évident qu’il existe un lien entre 1’ethnicité et la survenue d’un cancer
de la prostate méme si ces écarts peuvent provenir de différences d'exposition alimentaire et
environnementale ; de détection de la maladie en fonction de la région géographique ; ou de
différences génétiques. Toutefois, les populations Afro-Américaine, Caribéenne et du sud de
I’ Amérique sont plus touchées par le cancer de la prostate alors que les populations Asiatiques
ont la plus faible incidence (Globocan). Cinquante pourcent des hommes d’origine Asiatique
développent des tumeurs prostatiques latentes a 90 ans. Cette prévalence est atteinte a 80 ans
chez les Caucasiens et a 60 ans chez les hommes d'origine Africaine. De plus, 4 % des hommes
Asiatiques, 9 % des hommes Caucasiens et 37 % des hommes d'origine Africaine ont un cancer

de la prostate latent avant I'age de 40 ans [24].

Il existe egalement des différences dans les fréquences alléliques du RA. Les hommes Afro-
Americains ont des alléles microsatellites CAG du géne RA plus courts que les Blancs et les
Asiatiques [25]. Ceci pourrait favoriser la croissance des cellules prostatiques entrainant un

risque plus élevé de développer un cancer de la prostate.

e Le statut hormonal

Les androgénes sont indispensables pour le développement, le maintien et le
fonctionnement de la glande prostatique. Une dérégulation du métabolisme hormonal pourrait
conduire a I’initiation et a la progression du cancer de la prostate. On sait que le taux sérique
de testostérone est diminuée a un age ou I’incidence est au maximum, mais certains chercheurs
ont mis en évidence que des niveaux élevés de testostérone permettaient d’augmenter le risque
de développer un cancer de la prostate [26]. En revanche, une autre étude n’a montré aucune
association, positive ou négative, entre la concentration d’androgénes mesurée dans le sérum et

le risque de développer un cancer de la prostate [27].
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ii. Les facteurs de risque extrinséques

e Le régime alimentaire

Il existe une grande variété de facteurs alimentaires mis en cause dans I’initiation du cancer
de la prostate. La consommation de graisses serait en cause selon un certain nombre d’études
[28]. Une étude sur 13 000 hommes agés de 50 ans a été menée et a mis en évidence une
corrélation positive entre la consommation de graisses et une augmentation du taux de PSA
[29]. Un essai d'intervention diététique a mis en place un régime pauvre en graisses chez des
hommes atteints d’un cancer de la prostate. Le sérum des sujets a été prélevé et mis en culture
avec des cellules cancéreuses de prostate LNCaP. Le sérum des hommes du groupe a faible
teneur en graisses a diminué de significativement la croissance des cellules LNCaP par rapport
au groupe controle. En revanche, aucun changement significatif n’a été relevé entre les groupes
en ce qui concerne le taux de PSA [30]. A partir de 229 biopsies de prostate, il a été mis en
évidence qu’un risque accru de développer un cancer de la prostate était associé a la
consommation d’acides gras saturés, trans, mono-insaturés et de cholestérol [31]. Toutefois,
une autre étude montre qu’il existe un lien entre acide gras mono-insaturés et amidon avec le
risque de développer un cancer de la prostate mais met en évidence une corrélation négative
avec la consommation d’acides gras polyinsaturés [32]. Et finalement, d’autres études ne
montrent aucune corrélation entre le risque de développer un cancer de la prostate et la

consommation de graisses alimentaires [33-35].

Les produits laitiers sont des composants recommandés et essentiels de notre alimentation
car ils sont abondants en éléments nutritifs, mais la consommation excessive de ces produits
pourrait avoir un lien avec le développement de cancers. Une faible consommation de produits
laitiers totaux pourrait réduire le risque relatif de mortalité du cancer [36]. Une étude de cohorte
japonaise a analysé environ 110 000 résidents et a montré qu’une consommation élevée de
produits laitiers augmente le risque de développer un cancer de la prostate chez les hommes
japonais [37] et notamment la consommation de lait entier [36,38]. D’autres études ne montrent
aucun lien entre la consommation de produits laitiers sur le risque global de développer un

cancer de la prostate chez les hommes aux Etats-Unis [39].
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e Agents environnementaux

Les perturbateurs endocriniens, dont certains pesticides font partis, interagissent de fagon
néfaste avec le systeme hormonal ce qui conduit a une dérégulation de I’activité des récepteurs
hormonaux. La dérégulation de ces récepteurs dans un cancer hormono-dépendant comme celui

de la prostate peut étre lié a la carcinogénése prostatigue.

Entre 1972 et 1993 dans les bananeraies Antillaises, le chlordécone aux propriétés
cestrogeniques a largement été utilise comme insecticide, sauf que ce compose ne se dégrade
pas bien et a contribué a polluer les sols et les eaux d’ou proviennent les aliments consommés
par la population (agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation (ANSES)).
L’exposition de la population a cette molécule a considérablement augmenté le risque de
développer un cancer de la prostate [40]. Aussi, I’exposition au bisphénol A, une substance
chimique de synthese utilisée pour la fabrication industrielle de plastique entraine un risque
plus élevé de développer un cancer de la prostate [41]. In vitro, ce composé peut altérer
I’expression d’une enzyme clé, la 5 a-réductase, qui permet de transformer la testostérone en

DHT, métabolite qui stimule 2 a 10 fois plus les cellules prostatiques [42].

Les agriculteurs sont particuliérement exposés aux pesticides durant leurs activités. Il a été
démontré que le risque de développer un cancer de la prostate est accru dans plusieurs activités
agricoles en France (élevage bovin et porcin, prairies et cultures fruitieres) [43]. Au Royaume-
Unis, la méme observation a été faite, notamment apres une exposition forte aux composes de

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), simazine et lindane [44].
e. Les facteurs protecteurs

Le cancer peut étre prévenu dans 40% des cas, ce qui représente 142 000 cas en France,

grace a des changements dans les comportements de vie (Inca 2018).

L’alimentation joue un réle primordial pour prévenir les maladies et le cancer. La
consommation de légumes réduit le risque de développer un cancer [45]. La consommation de
tomates et d’aliments riches en caroténoides, et plus particuliérement en lycopéne permet de
réduire le risque de développer un cancer de la prostate [46]. Le lycopene, dans des
concentrations alimentaires et circulantes, est inversement associeé au risque de développer
cancer de la prostate et ceci de facon significative et dose-dépendante [47]. Cette activité anti-

cancéreuse proviendrait du pouvoir anti-oxydant des carotenes [48].
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La consommation de thé vert semble avoir un effet bénefique sur le cancer car il contient
des polyphénols, molécules également anti-oxydantes. Les polyphénols seraient capables de
diminuer la croissance et la prolifération des cellules cancéreuses par inhibition du cycle
cellulaire et de réguler négativement une histone désacétylase. La régulation a la baisse de
I’histone désacétylase contribuerait a 1’augmentation de 1’expression de p21 dans les cellules
du cancer de la prostate [49]. Le thé vert est aussi riche en catéchines. Chez des hommes atteints
de PIN hauts gradés, 1’incidence de développer un cancer de la prostate dans le groupe ayant
consomme quotidiennement des catéchines était de 3% alors qu’elle était de 30% dans le groupe

« placebo » [50].

Les phyto-eestrogénes sont des isoflavones contenus dans le soja et ont une structure
similaire a celle du 17p-oestradiol (E2). Ils sont ainsi capables de mimer I’effet des cestrogénes
chez ’'Homme en modulant la voie métabolique des cestrogénes. Les deux principales
molécules sont la génistéine et la daidzéine et elles sont capables d’agir sur la méthylation de
I’ADN de génes impliqués dans le cancer de la prostate [51]. Des études antérieures dans le
laboratoire ont montré une diminution de la méthylation de I’ADN sur le promoteur des génes
BRCAL, Glutathione S-Transferase Pi 1 (GSTP) et Ephrin type-B receptor 2 (EPHB2) par les
phyto-cestrogénes dans le cancer de la prostate [52]. La génistéine et la daidzéine auraient
également des effets sur les marques d’histones avec une augmentation des marques activatrices
comme la lysine 29 de I’histone 3 acétylée (H3K9ac) et une diminution des marques répressives
comme H3K27me3. Ces composeés ont sur les cellules cancéreuses de la prostate un effet sur le

contrdle du cycle cellulaire, I’induction de 1’apoptose et I’inhibition de I’angiogenése [53].
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2. L’épigénétique dans le cancer de la prostate

a. L’epigénétique
i. Définition
Toutes nos cellules contiennent le méme patrimoine génétique porté par 46
chromosomes supportant eux-mémes environ 25 000 génes. Et pourtant, nos cellules sont
différentes d’un tissu a un autre et n’utilisent donc pas toutes ces informations génétiques de la

méme facon. Un génotype peut conduire a plusieurs phénotypes. Ceci peut s’expliquer par les

mécanismes épigénétiques.

L’épigénétique est définie comme 1’étude des changements de 1’expression ou de
I’activité des génes sans modification de la sequence ADN. Il existe différents mécanismes
épigénétiques qui conduisent a la modification de I’expression des geénes. Ces modifications
sont réversibles au cours du temps, en fonction des besoins, et transmissibles a la descendance.
Ces changements affectent la compaction de la chromatine des cellules qui lisent I’information
géneétique supportée par les genes difféeremment. Par conséquent, une dérégulation de ces
mécanismes épigénétiques peut conduire a I’initiation et a la progression de maladies variées
comme le cancer de la prostate. Les cellules de I’organisme regoivent une multitude
d’informations, que ce soit au cours du développement ou bien suite a une exposition prolongée
a une substance chimique, comme le tabac ou 1’alcool. Ce sont ces informations venant de
I’environnement, interne ou externe, qui conduisent & modifier 1’état actif ou inactif de certains
génes par le biais de modifications épigénétiques et in fine, a modifier 1’état et I’identité de la
cellule. Il existe différents types de modifications épigénétiques (Figure 10) : Nous définirons
brievement celles concernant les ARN non codants et la méthylation de I’ADN, puis, nous

décrirons la structure de la chromatine pour mieux définir dans une autre partie les PTMs.
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Figure 10 : Les différents types de modifications épigénétiques.

A. La methylation de I'ADN au niveau des iléts CpG. B. Les modifications post-
traductionnelles de I'ADN, comme l'acétylation, la methylation ou la phosphorylation de la
queue des histones dans les nucléosomes et qui contribuent a modifier la compaction de la
chromatine. C. Les petits ARN non codants, tels que les microARNS, qui régulent négativement

I'activation du gene correspondant via l'inhibition de la transcription et de la traduction de
I'ARNm [54].
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ii. Les ARN non codants

Les ARN non codants (nCARNS) sont classés selon leur longueur : courts si < 200 nt et longs
si > 200 nt. 1l existe les micro ARNs (miARNSs), les short interfering (SiIARNS), les piwi-
interacting ARNSs (piARNS) et les long non coding ARNs (INARNS). Ils different entre eux par
leur biogénése et leurs modes d’action [55,56]. Un tableau récapitule la taille et le mode d’action

de certains ncARNs (Figure 11).

NcARNs Longueur Description du mécanisme d’action

ARN simple brin se repliant sur lui-méme pour former un ARN
_ double brin tige —boucle. Liaison au complexe RISC et ¢iblage des
MIARNs | 21-23 nt ]
ARNmM pour réguler la

la traduction (clivage, une dégradation, blocage de la traduction)

ARN double brin qui peuvent emprunter la voie de silencing post-
_ transcriptionnelle des génes, qui conduit a la dégradation de 'ARNmM
SIARNs | 20-25nt ] o o
dans le cytoplasme, ou la voie de silencing transcriptionnelle des

génes impliquée dans la modification de la chromatine.

_ ARN simple brin qui se lient aux protéines PIWI pour induire une
piIARNs | 27-30 nt ) o .
régulation épigénétique et un controle des transposons.

Figure 11 : Les ncARNSs courts et leurs mécanismes d'action.

Nt: nucléotides; RISC: RNA-induced silencing complex. Modifiée a partir de [55].

lii. La méthylation de ’ADN

Elle est particulierement étudiée et consiste a I’ajout d’un groupement méthyle provenant
d’un fournisseur S-adenosyl-L-methionine (SAM) sur la cytosine d’un dinucléotide CpG afin
de la transformer en 5-methylcytosine. Cette réaction est catalysée par une ADN
méthyltransférase (DNMT). La DNMT3A et DNMT3B methylent de novo I’ADN. La DNMT1
a une activité de maintenance de la méthylation de I’ADN au cours de la réplication. La DNMT1
agit en collaboration avec une autre protéine a multi-domaine, la E3 ubiquitin-protein ligase
nommée Ubiquitin like with PHD and ring finger domains 1 (UHRF1). Lors de la mitose, les
brins d’ADN méthylés sont séparés pour étre distribués dans les deux cellules filles. Lors de la
réplication, un hémi brin non méthylé est nouvellement synthétisé. En association avec UHFR1

qui ubiquityle les queues d'histone H3, DNMT1 peut méthyler le brin d’ADN nouvellement
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synthétisé afin de maintenir le niveau de méthylation dans les cellules filles [57]. L’hypo
méthylation permet aux génes de s’exprimer tandis que I’hyperméthylation est associée a une
diminution de I’expression génique. Les groupements méthyles ont tendance a encombrer
I’ADN, le rendant inaccessible a la machinerie transcriptionnelle (Figure 12) [58]. La
méthylation de I'ADN peut également contribuer a la formation de I'nétérochromatine par le
recrutement de remodeleurs de la chromatine par les DNMTs de novo. Elles fonctionnent en
complexe avec la lymphocyte-specific helicase (LSH), des HMTs de H3K9 et des HDACs. Le
recrutement des remodeleurs peut également se faire par le biais de la 5mC et de protéines
« liseuses » methyl-CpG-binding domain (MBD) [57].

Toutefois la méthylation de I'ADN peut jouer un role contre-intuitif dans I'activation des
genes. Par exemple, le déplacement de la marque répressive H3K27me3 par ’ajout d’un
groupement méthyle au niveau de ’ADN contribue a une activation des geénes par perte de
H3K27me3 dans des conditions physiologiques, notamment sur les génes de développement
[59]. La régulation de la méthylation de I’ADN est particuli¢crement importante dans
I’inactivation du chromosome X, ’empreinte génomique et les génes spécifiques aux lignées

germinales [58].

La méthylation de I’ADN est réversible par la démethylation. Elle fait intervenir des
enzymes meéthylcytosinedioxygénases Ten-eleven translocation 1,2,3 (TET). Elles oxydent
progressivement la 5-méthylcytosine (5mC) en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), 5-
formylcytosine (5fC) et 5-carboxylcytosine (5caC). Dans le cas de la 5fC et de la 5caC, la
déméthylation peut également se produire par I'élimination de bases par la thymine ADN
glycosylase (TDG), suivie par une activation du systeme nucleotide excision repair (NER) [57].
La déméthylation passive de I'ADN peut étre réalisée au cours de la division cellulaire en

I'absence d'activité de maintenance de la DNMT1 [60].
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Figure 12 : Les mécanismes de méthylation de ’ADN.

Les mécanismes de méthylation de novo et de déméthylation active de I’ADN sont réalisés
respectivement par les enzymes DNMT3A/DNM3B et les déméthylases TET1-3. Les
méthylations introduites sont préservés par la DNMT1 de maintenance pendant la réplication.
La deméthylation passive de I'ADN est realisée au cours de la division cellulaire en I'absence
d'activité de DNMTL1. L’état de méthylation de ’ADN peut influer sur ’accessibilité des
facteurs de transcription au niveau de I’ADN ainsi que sur la compaction de la chromatine.

Modifiée a partir de [60].
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Iv. Les modifications post-traductionnelles des histones

Les PTMs contribuent également a réguler 1’épigénétique. C’est directement sur 1’état
de compaction de la chromatine que ces modifications ont une conséquence [61]. En effet, la
chromatine est composée d’une répétition de nucléosomes qui contiennent chacun environ 147
pb d’ADN enroulés autour d’un octameére d’histones (2H2A, 2H2B, 2H3, 2H4) et H1 qui a pour
role de verrouiller la structure nucléosomale. La chromatine est donc composée d’ADN, de
petites protéines basiques (les histones) et de protéines non histones impliquées dans la
réplication et la transcription. Le nucléosome est le premier niveau de condensation de I’ADN
et est décrit comme ’unité fondamentale de la structure chromatinienne [62,63]. Le repliement
des nucléosomes les uns sur les autres forme la fibre chromatinienne de 30 nm qui en auto-
interagissant avec elle-méme forme des boucles chromatiniennes. Ces boucles possedent en
amont des éléments régulateurs qui permettent de contrdler la transcription des génes. Elles
s’associent pour former des compartiments de chromatine. Les chromosomes occupent
finalement dans le noyau un espace bien distinct générant des territoires de génes définis
(Figure 13) [64].

Chromosomes

Chromatin loops .
(Kb/Mb) Chromatin
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Figure 13 : L'organisation du génome eucaryote.

Les eléments organisationnels de base du génome sont les fibres, les boucles, les domaines et
les compartiments que forme la chromatine, ainsi que les chromosomes. Ces caractéristiques
organisent le génome et permettent la compaction de 2 métres d’ADN dans un noyau cellulaire

d’environ 10 um. TADs: Topologically Associated Domain [64].
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La chromatine peut étre trés dense, on parle d’hétérochromatine. Les genes ne
s’expriment pas dans ces régions-la. L’hétérochromatine peut étre facultative, c’est-a-dire
qu’elle peut passer de manicre réversible dans un état décondensé. Ou bien, elle peut étre
constitutive lorsque les génes sont silencieux en permanence comme par exemple les
centromeres et les télomeres. Toutefois, il existe des régions moins denses appelées
euchromatine qui sont accessibles a la machinerie transcriptionnelle. Par conséquent, ce sont
des régions ou les génes peuvent s’exprimer. Ces différents états de condensation de la

chromatine peuvent étre régulés par les modifications épigénetiques des histones, les PTMs.

Les histones sont des protéines basiques trés conservées au cours de 1’évolution qui
comportent trois hélices a et forment une structure appelée « histone fold ». Les hélices a sont
reliées entre elles par des boucles (L1 et L2). Les histones forment des dimeres par interactions
entre leurs longues hélices 02. Elles possedent une queue C-terminale située au centre de
I’octameére d’histone et une queue N-terminale, a I’extérieur, pouvant étre modifiée par des

PTMs et souvent enrichie en lysine (K) et en arginine (R) (Figure 14) [65].

al L1 2 L2 a3

®) ©

Figure 14 : Structure des histones et organisation du nucléosome.

(@) Structure schématique des 4 protéines histones H3, H4, H2A H2B et représentation de
« I’histone fold » (b) Dimeére d’histones : H3 en bleu et H4 en vert. (¢) Représentation de

I’octamére d’histone avec les queues C terminales notées C’ [65].
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Les PTMs sont variées et sont representées par 1’acétylation, la méthylation,
I'ubiquitinylation, la phosphorylation, la sumoylation, ’ADP ribosylation et bien d’autres
modifications des histones. Du fait de la configuration du nucléosome, les histones 3 (H3) et
histone 4 (H4) sont les plus affectées par les PTMs [61]. Tout comme on parle de code
génetique, on parle dans le domaine de 1’épigénétique de « code histone ». Ce code met en lien
les modifications épigénétiques de la queue N-terminale des histones et la modification de la
structure de la chromatine et donc de 1’état transcriptionnel [2,66]. Par exemple, un état hypo
acetylé associé a une hyper méthylation des histones est souvent traduit par une activité
transcriptionnelle faible alors qu’hyper acétylation et hypo méthylation sont associées a une
activité transcriptionnelle élevée [63]. Néanmoins, il existe un « cross-talk » permanent entre
toutes les marques épigenétiques en fonction de leur localisation dans le génome a un moment
donné. Ceci apporte une complexité en plus car ce « cross-talk » entre les marques a un impact

sur I’expression des génes, I’intégrité et la stabilité du génome [67,68].

Le recrutement de protéines et de complexes enzymatiques est indispensable pour le
dépbt, la lecture et la suppression des PTMs [62,69]. Nous décrirons ces mécanismes pour

I’acétylation des histones et la méthylation des histones.

e [’acétylation des histones

Cette modification consiste a 1’ajout d’un acétyle au niveau de la queue N-terminale d’une
histone. L’acétyle neutralise la charge positive de I’histone. Ceci rend ’interaction avec la
charge négative du phosphate de I’ADN plus faible, c’est pourquoi 1’acétylation est souvent
associée a une ouverture de la chromatine. Un acétyle est déposé par une histone
acétyltransférase (HAT). Il en existe deux grandes familles, les HAT de type A, sous classées
en Genb-related N-acetyltransferases (GNAT), MYST et CBP/p300, qui acétylent les histones
des nucléosomes dans le noyau et les HAT de type B, le plus souvent cytoplasmiques qui
acetylent des histones non liées a la chromatine [61]. Le motif est ensuite lu par une protéine
avec un motif bromodomaine. Souvent, les protéines modificatrices d’histones acétylées
comportent ce type de domaine. De facon genérale, les protéines a bromodomaine lient la
chromatine au niveau des résidus lysines acétylées. Les protéines a chromodomaine sont
capables de reconnaitre plus particulierement les lysines méthylées des histones mais certaines
protéines a chormodomaine sont des HATS et permettraient également de reconnaitre des

histones acétylées [70]. L’acétylation est réversible grace a I’action des histones désacétylases
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(HDACS). Il en existe quatre classes : I, II, 1l (Sirtuins), 1V. Elles font souvent partie de

complexes multiproteiques et par consequent ont une faible spécificité de substrat.

Une dérégulation des acteurs enzymatiques impliqués dans la modulation de 1’épigénome
entraine des altérations de D’expression des geénes et peut notamment entrainer une
surexpression des oncogeénes et a I’inverse une sous-expression des suppresseurs de tumeurs.
Par exemple, dans des adénocarcinomes de prostate, il a été mis en évidence une déficience
dans I’acétylation des queues N-terminale des histones 3 en comparaison a des tissus sains ainsi
qu’une activité significativement plus élevée des HDACs dans des lignées cellulaires

cancéreuses [71].

e La méthylation des histones

La méthylation des histones est médiée par des histones méthyltransférases (HMTs) au
niveau de résidus lysine ou arginine. La lysine peut étre mono- di- ou triméthylée alors que
I’arginine est diméthylée de fagon symétrique ou asymétrique [61,72]. A D’inverse de
I’acétylation ou de la phosphorylation, la méthylation n’affecte pas les interactions entre I’ADN
et les histones. Cette PTMs peut étre reconnue par des protéines qui contiennent des motifs

variés : chromo, plant homeodomain (PHD), tudor etc. [69].

Nous nous intéresserons principalement a la méthylation des lysines des histones. La HMT
impliquée transfeére a partir d’un donneur de méthyle SAM, un groupement — CH3 sur un groupe
g-amino de la lysine. Toutes les HMTs qui visent les lysines (sauf I’histone-lysine N-
methyltransferase, H3 lysine-79 specific (Dotl)) possedent un domaine Su(var)3-9, Enhancer
of Zeste, Trithorax (SET) qui exerce ’activité catalytique des enzymes [69]. En fonction de
I’homologie de séquence du domaine SET et de part et d’autre du domaine catalytique, les
HMTs sont classés en 6 catégories : la famille des SUV39, EZH, SET2, PRDM, SMYD et la
famille sans domaine SET (Dotl) [73]. De plus, en fonction de 1’histone, du résidu ciblé et du
statut de la méthylation (mono-di-tri-), ’effet sur la transcription n’est pas le méme. La
monométhylation est plutdt associée a une activation de la transcription tandis qu’une
méthylation multiple se retrouvera majoritairement dans des régions génomiques a faible
activité transcriptionnelle. De la méme fagon, la marque H3K4 méthylée est généralement
retrouvée dans ’euchromatine tandis que H3K9 et H3K27 méthylées sont essentiellement

retrouvees dans I’hétérochromatine (Figure 15) [73,74].
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Figure 15 : Marques de méthylation des histones H3 et H4, leurs emplacements
génomiques et leurs effets habituels sur la transcription.

[73]

Avant la decouverte de la déméthylase Lysine Specific Demethylase 1 (LSD1/KDM1A) en
2004, la méthylation des lysines était considérée comme irréversible. Or les déméthylases
d’histones (KDMSs) permettent de moduler la méthylation des histones de facon dynamique
(Figure 16). LSD1 est capable de déeméthyler la mono- et la diméthylation des lysines 4 et 9
de I’histone 3 [75]. Aujourd’hui plus d’une vingtaine de déméthylases ont été identifiées et

caractérisées. Elles sont classées selon leurs mécanismes catalytiques.

La famille des LSD requiert un Flavin-Adenine dinucleotide (FAD) comme co-facteur afin
de libérer I’histone déméthylée. C’est la formation d'un intermédiaire imine qui permet aux

démethylases de cette famille de ne déméthyler que les lysines mono- et diméthylées [76].

La deuxiéme famille est la Jumonji C (Jmjc) dioxygénation-dépendante qui utilise un ion
Fe2+ et de 1’o-cétoglutarate. Elle cible les méthylations des lysines et des arginines.
Contrairement a la famille des LSD, les protéines Jmjc sont capables de retirer les trois états de
méthylation des lysines [77]. La premiére protéine Jmjc a avoir été décrite en 2006 par Tsukada
et al. est KDM2A qui agit sur H3K36. Il a mis en évidence que le domaine JmjC est un motif

caractéristique des histones démethylases et détermine que 30 proteines possédaient ce type de
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domaine [78]. De plus, les protéines Jmjc sont aussi retrouvées chez les bacteries alors que ces
derniéres ne possédent pas d’histones. Ceci sous-entend que ces acteurs pourraient avoir un
autre réle que celui de déméthylase [79]. Il se pourrait qu’une derniére classe soit identifiée un
jour. Cette hypothese repose largement sur le fait qu’aucune déméthylase n’est connue pour
étre spécifique de la déméthylation de la marque H3K79, marque qui est aussi 1’unique résidu

a étre méthylée par Dotl (seule méthyltransférase sans domaine SET).

Comme tout acteur intervenant dans les modifications épigénétiques, une dérégulation de
I’activité des déméthylases peut conduire a une expression aberrante de génes normalement mis
sous silence. D’ailleurs, LSD1 a été retrouvée surexprimée dans le cancer de la prostate et de

la vessie et il se trouve étre un co-régulateur du RA [80].
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Figure 16 : Représentation schématique d'un nucléosome montrant les principaux sites
de méthylation des lysines sur les histones H3 et H4.

Les auteurs (méthyltransférases) et les effaceurs (déméthylases) indiqués pour chaque

méthylation de la lysine sont également représentés avec leurs spécificités d'état de méthylation
[69].
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b. Les trois régulateurs de la marque épigénétique répressive H3K27me3

dans le cancer de la prostate
i. La méthyltransférase EZH2

e Complexe protéique et mode d’action sur H3K27

La méthyltransférase EZH2 est une sous unité catalytique du groupe Polycomb repressive
complexe 2 (PRC2), membre de la famille des polycomb-group proteins (PcG). Ce sont
d’importants régulateurs répressifs de 1’expression des genes et ils sont trés conservés au cours
de I’évolution. Au total, le complexe PRC2 est composé de 4 sous unités principales : EZH2,
suppressor of zeste 12 (SUZ12), embryonic ectoderm development (EED) et retinoblastoma
suppressor associated protein 46/48 (RbAp46/48). EZH2, SUZ12 et EED ont été décrits comme
étant indispensables pour le dép6t de la méthylation sur H3K27 [81-83], en revanche, le role
de RbAp46/48 dans ce complexe n’est pas encore bien identifié. CertainS pensent que
RbAp46/48 n’est pas nécessaire pour induire 1’activité enzymatique médiée par EZH2. La
perturbation de RbAp46/48 a peu ou pas d’effet sur ’affinité globale de PRC2 au niveau du
nucléosome [84]. Le complexe PRC2 contient aussi des sous unités auxiliaires comme :
I’adipocyte enhencer-binding protein 2 (AEBP2), jumonji/ARID domain-containing protein2
(JARID?2) et polycomb like (PLC) proteins 1, 2, 3 [85,86] (Figure 17).

PRC2

Triméthylation de H3K27 l Inactivation de la transcription
]
g, n : o e
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Figure 17 : Modéle du complexe PRC2 humain.
EZH2, EED, SUZ12, et RbA48 sont des sous-unités centrales, tandis que JARID2, PCLs,

AEBP2 sont des sous-unités auxiliaires. Le complexe PRC2 catalyse la tri-méthylation de
H3K27, ce qui conduit au compactage du nucléosome et I'extinction de la transcription. Ceci
impact I’expression de geénes impliqués dans divers processus cellulaires. Modifiée a partir de

[87].
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EZH2 est codée par un gene situé sur le chromosome 7qg35. 1l est composé de plusieurs
domaines dont le domaine SET qui supporte I’activité méthyltransférase d’EZH2. Le Polycomb
repressive complexe 1 (PRC1) contribue & la médiation de la répression transcriptionnelle via
la monoubiquitylation de H2AK119 par des protéines de type RING [88]. Cette
monoubiquitylation est reconnue par JARID2 et permet le recrutement de PCR2 au niveau de
la chromatine. PRC1 se fixe par son chromodomaine CBX au produit de catalyse d’EZH2,
H3K27me3, ce qui permet d’amplifier la répression de I’expression sur des régions génomiques
plus larges. Il existe donc une synergie de PRC1 et PRC2 dans la mise sous silence des génes
ciblés [86,89].

e La methylation des protéines non histones

Néanmoins, la méthyltransférase EZH2 est aussi capable de méthyler des protéines non-
histones en relation avec le complexe PCR2. La sous-unité auxiliaire JARID2 est méthylée par
EZH2. Cette modification est reconnue par 1’'unité EED et déclenche une activation d’EZH2. Il
existe donc une boucle de régulation ou la méthylation de JARID2 ajuste I'activité de PRC2 en
fonction du contexte chromatinien (Figure 18)[90].

PRC2 (EZH2) méthyle

Jarid2 Suz12
' ©
3 —

Jarid2me3 favorise
I'activation
allostérique de
I'activité enzymatique
de PRC2

Jarid2me3 se lie a la cage
aromatique d’EED

© H3K27me3 o Jarid2-K116me3

Figure 18 : Régulation du dépot de la marque H3K27me3 par JARID2-K116me3.

La méthylation de JARID2 au niveau de sa lysine 116 est reconnue par la cage aromatique de

EED et permet d’ajuster l'activité enzymatique d’EZH2. Modifiée a partir de [90].
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EZH2 peut réguler la methylation de facteur de transcription comme la GATA binding
protein 4 (GATA4). Ceci contre balance ’acétylation de GATA4 médiée par P300 et permet la
répression de I’expression de GATA4 [91].

Outre sa capacité a réprimer 1’expression des génes, il semblerait qu’EZH2 ait un rdle
dans Pactivation directe ou indirecte des génes : Dans un modéle de CRPC, EZH2 est une co-
activatrice du RA indépendamment de PRC2. Ce changement fonctionnel dépend de la
phosphorylation sur la sérine 21 d’EZH2 mais nécessite toutefois un domaine méthyltransférase
intact. L’étude suggere qu’EZH2 exerce sa fonction d’activation en modifiant la méthylation
du RA ou des protéines associées au RA ce qui permet la transcription des génes cibles du RA
[92]. Tout comme le RA, E2F1 pourrait aussi étre une cible non histone d’EZH2. Ils peuvent
former un complexe transcriptionnel EZH2/E2F1 et se colocaliser sur des sites chromatiniens
spécifiques pauvres en H3K27me3 pour activer des genes cibles en aval, essentiels a la
progression du cancer de la prostate [93]. De laméme fagon que pour le RA, mais d’une maniére
PRC2-dépendant, la phosphorylation d’EZH2 peut conduire & la méthylation activatrice du
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) qui favorise la tumorigénicité des
cellules souches de glioblastome [94]. Aussi, la tres fréquente fusion entre la Transmembrane
Serine Protease 2 et ETS-related gene (TMPRSS2-ERG) fournit un mécanisme de
surexpression d’ERG induit par les androgénes dans les tumeurs de la prostate. Cette fusion est
fréguemment concomitante avec la perte de PTEN. Dans ce contexte, une perte de PTEN
entraine une phosphorylation activatrice d’EZH2 médiée par la surexpression de AKT qui n’est
plus régulée par PTEN et une méthylation accrue d’ERG sur sa lysine K362, catalysée par
EZH2. Ceci contribue a activer un réseau de genes impliqués dans la progression tumorale par
I’interaction fonctionnelle d’ERG et EZH2 [95].

e Les roles d’EZH2 indépendants de son activité méthyltransférase

L’interaction d’EZH2 avec d’autres acteurs permet aussi d’expliquer son rdle en tant
qu’activatrice de I’expression. En effet, indépendamment de sa fonction de méthyltransférase,
EZH2 peut agir sur la transcription des genes. Dans le cancer de la prostate, EZH2 est un
cofacteur du récepteur aux cestrogénes a (Era) qui permet de réguler I’expression NOTCH1
pour favoriser la formation de tumeurs et de métastases. Cette étude n’a toutefois pas regardé
si I’activité méthyltransférase d’EZH2 pouvait étre impliquée [96]. Dans un modele de cancer

du sein, EZH2 transactive les génes c-Myc et cyclin D1 qui sont ciblés par les voies de

35



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

signalisation des cestrogénes et de Wnt en interagissant avec ERa et la B-caténine. Ceci favorise
phénotypiquement la progression du cycle cellulaire et la tumorigénése. Dans ce contexte, le
role d’EZH2 est indépendant de son domaine SET et du complexe PRC2 [97]. De facon trés
surprenante, il a également été récemment mis en évidence qu’EZH2, indépendamment de son
activité enzymatique et du complexe PRC2, était capable d’induire la transcription du géne RA,

par simple occupation du promoteur [98].

La fixation d’EZH2 a la région internal ribosome entry site 1 (IRES1) dans la région
5'UTR de I'ARNm de p53 muté entraine une augmentation de la stabilité et de I’expression de
I'’ARNmM de p53 muté dans un modéle de cancer de la prostate. Ceci donne 8 EZH2 un réle dans
le contrdle de la traduction de protéines mutantes favorisant la progression tumorale [95].
Une autre étude trés récente révele un role d’EZH2 dans la régulation de la traduction, inconnu
jusqu’ici. EZH2 augmente la méthylation médiée par la fibrillarin (FBL) de I'ARNr par
interaction directe avec la FBL. La méthyltransférase renforce l'interaction FBL-NOP56
(NucleOlar Protein of 56.8 kDa) ce qui facilite la biogénése de la sous-unité ribosomal 60S et

contribue a I’initiation de la traduction [99].

e Les liens d’EZH2 avec les ADN méthyltransférases

EZH?2 peut interagir avec d’autres acteurs épigénétiques. En effet, la méthyltransférase peut
étre nécessaire pour la fixation des DNMTs au niveau des iléts CpG des promoteurs ciblés par
EZH2 [100]. Le ciblage de la méthylation de novo spécifique aux tumeurs est préprogrammé
par le dépdt de la marque H3K27me3 aux méme locus. En revanche, dans les cellules normales,
il n’y a pas de recrutement des DNMTs sur les pré-marques H3K27me3. La double
modification existe donc spécifiqguement dans les cellules cancéreuses [101-103]. Ceci a
d’ailleurs été mis en évidence pour le gene suppresseur de tumeur nuclear retinoic acid receptor
S (RARp) dans le cancer de la prostate, qui est réduit au silence gréce a la coexistence des deux
systemes répressifs [104]. Les différents modes d’action d’EZH2 sont schématisés sur la Figure

19 avec ses actions :

- Sur les histones
- Sur les protéines non histones

o De fagon PRC2-dépendant

o De fagons PRC2-indepépendant
- Sur la méthylation d’ADN de novo
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Figure 19: Les différents modes d’action d'EZH2.

EZH2 peut exercer son activité en tant que méthyltransférase de H3K27 par tri méthylation afin
d’inhiber I’expression de génes cibles. EZH2, de fagon PRC2-dépendant, peut agir directement
sur des protéines non histones en les méthylant (GATA4, STAT3 et JARID2) ou en tant que
cofacteur de protéines non histones (RA, E2F1 et ERG). De facon PRC2-indépendant,
I’interaction d’EZH2 avec ’ARNm de P53 et la FBL permet une action d’EZH2 dans la
régulation de la traduction. Era et la -caténine sont des cofacteurs d’EZH2 ne nécessitant pas
le complexe PRC2 et contribuent a I’activation de la transcription de genes cibles (NOTCHL1,
C-myc, Cycline D). Ces différents modes d’action aboutissent a une régulation positive ou

négative.
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e La methyltransférase EZH2 dans le cancer la prostate

EZH2 est hautement surexprimée dans une large variété de cancers [105,106]. Les

premiers travaux de recherche sur I’implication d’EZH2 dans le cancer de la prostate ont eté
réalisés en 2002, par Varambally et al.. Ils ont montré que la surexpression de la
méthyltransférase dans le cancer de la prostate était associée a un pronostic peu favorable [5].
La dérégulation d’EZH2 dans le cancer de la prostate s’est ensuite confirmée dans plusieurs
études qui mettaient également en avant un lien entre EZH2 et 1’agressivité du cancer. EZH2
¢tait d’autant plus retrouvée surexprimée que le cancer était avancé et de mauvais pronostic.
Ceci demontre son importance dans la progression du cancer de la prostate [4,107-118]. Aussi,
il n’est pas surprenant de retrouver des acteurs des groupes PcG également amplifiés dans le
cancer de la prostate: Les acteurs BIM1, RING et EZH2 ont été retrouvés surexprimes
simultanément. EZH2, BIM1 et RING1 sont associées a des caractéristiques pathologiques
défavorables dans le cancer de la prostate [108,119]. La corrélation entre surexpression d’EZH2
et augmentation de I’incidence des cancers la prostate signifie qu’EZH2 pourrait étre un
biomarqueur avantageux pour la clinique. Toutefois, la question de savoir si EZH2 est bien
responsable de l'initiation des tumeurs de la prostate demeurait toujours. Ainsi, une étude a mis
en évidence que la transformation néoplasique des cellules de la prostate médiée par EZH2 était
plus forte que celle médiée par AKT. Ceci a été réalisé a partir de la transformation néoplasique
de la lignée cellulaire épithéliale normale de I'hyperplasie bénigne de la prostate 1 (BPH1) et

confirmé par une croissance tumorale in vivo et une formation de colonies in vitro [120].

EZH?2 régule négativement un certain nombre d’acteurs dont le rble est souvent de

limiter la progression tumorale prostatique. Une expression accrue d’EZH2 dans les cellules

épithéliales prostatiques normales peut supprimer l'expression du suppresseur de tumeur
disabled homolog 2-interacting protein (DAB2IP) par un exces de dépot d’H3K27me3. La
protéine issue de la transcription de ce gene est une GTPase activatrice qui maintient le nuclear
factor-kappa B (NF-kB)/Ras inactif. DAB2IP est donc un puissant inhibiteur de croissance mais
est régulée négativement par EZH2 dans le cancer de la prostate (Figure 20) [121-123].

Le gene microseminoprotein beta (MSMB) code pour la prostatic secretory protein of 94
amino acids (PSP94) sécrétée par la prostate et fonctionne comme un suppresseur de la
croissance tumorale et des métastases. L’expression de la PSP94 est perdue dans le cancer de

la prostate avancé et hormono-réfractaire, ce qui est corrélé avec une expression accrue d’EZH2
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qui réprime la transcription de MSMB via la tri-méthylation de H3K27 [124]. EZH2 est aussi
recrutée sur le promoteur de /’Adrenergic Receptor, Beta-2 (ADRB2) et réprime son expression
ce qui confere une invasion cellulaire et transforme les cellules épithéliales bénignes de la
prostate [125]. Le faible taux de ADRB2 est d’ailleurs aussi associé a une différenciation
neuroendocrine et une survie plus courte [126]. Les cibles d’EZH2 dans le cancer de la prostate
sont donc nombreuses, variées et la quasi-totalité possédent une fonction dans la suppression

des tumeurs. Le tableau 4 recense les génes cibles d’EZH2 dont il diminue I’expression.

EZH2

L

[ RasGAP | DAB2IP |PERIOD-like domain

TRAF2

EMT
metastasis

Figure 20 : Modele de régulation de DAB2IP par la méthyltransférase EZH2.

Ras et NF-xB favorisent le développement tumoral et les métastases dans le cancer de la

prostate en 1’absence d’expression de DAB2IP [123].
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Runt-related transcription factor 1 et 3

[127,128]
(RUNX1) (RUNX3)
Slit Guidance Ligand 2 (SLIT2) [129]
Kruppel-like factor (KLF) [130,131]
Raf-1 kinase inhibitor protein (RKIP) [132]
Nephroblastoma overexpressed (NOV) [133]
Deleted in liver cancer 1 (DLC1) [134]
NKX3.1 [124,135]
RARA2 [104,114,136,137]
ERa, repulsive guidance molecule A (RGMA),
[114,136,137]
progesterone receptor (PGR)
miR-124 (indirectement P4AHAL qui est régulé [136]
par miR-124)
miR-31 [139]
Macrophage-stimulating protein (MST1) [140]
(par coopération de Myc et EZH?2)
Cyclin dependent kinase inhibitor 2A [141]
(CDKN2A)
interferon-y receptor 1 (IFNGR1) [142]
Tissue inhibitor of metalloproteinases
[143,144]
(TIMP2/3)
Thrombospondin-1 (TSP1) (thrombospondin-1, [145]
THBS1)
transmembrane serine-threonine kinase, type Il [146]
TGF-p receptors (TGFBR2)
MGMT TRA2A U2AF1 RPS6KA2 [8,147]
Hepatocyte Nuclear Factor 15 (HNFIB) [148]
miR-708 [149]
Forkhead box transcription factor-1 (FOXO1) [150]
RA [92,98,114,151]
Murine double minute 2 (MDM2)
) [152]
(par coopération de BLM et EZH2)
Cluster miR-99a/let7¢c/125b-2 [153]

Tableau 4 : Les cibles régulées a la baisse par EZH2.
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La régulation a la hausse d’EZH?2 dans le cancer de la prostate peut venir de plusieurs

mécanismes. Un lien direct entre la voie de contréle de la croissance cellulaire pRB-E2F et les
modifications chromatiniennes régulées par le complexe PRC2 a été identifié. En effet, le
facteur de transcription E2F est activé par pRB qui une fois fonctionnel, agit sur le promoteur
d’EZH2 [106,154]. Les facteurs de régulations Erythroblast Transformation Specific (ETS)
régulent aussi la transcription d’EZH2. Un déséquilibre entre les différents ETS (oncogenes ou
suppresseurs de tumeurs) conduit & une expression exacerbée d’EZH2. L’expression du
suppresseur de tumeur NKX3.1 se retrouve diminuée par 1’action des ETS et d’EZH2
surexprimée dont il est aussi la cible (Figure 21) [135]. Ce déséquilibre peut notamment venir
des réarrangements chromosomiques fusionnant le géne TMPRSS2 a I’oncogéne ERG. Ceci se
produit dans environ 50 % des cancers de la prostate [155]. De plus, le récepteur nucléaire
testiculaire 4 (TR4) est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires qui assure la
médiation de diverses fonctions biologiques. Il a été démontré que TR4 peut jouer un réle positif
dans l'invasion des cellules pro-génitrices CD133+ du cancer de la prostate car il régule

transcriptionnellement EZH2 en se liant a sa région promotrice 5’ [156].

Balanced ETS activity ERG overexpression ESES3 silencing

g Repression i ‘ Activation ’ Activation
EZH2 l EZH2 | EZH2
EBS

E

o

EBS J EBS /
Activation Repression ﬁpression
NKX3.1 NKX3.1 H3K27 NKX3.1
EBS EBS

Figure 21 : Modéle de la régulation reciproque d'EZH2 et de Nkx3.1 par des facteurs
ETS concurrents.

ESE3 (un facteur ETS suppresseur de tumeur) contréle I'expression d'EZH2 et de Nkx3.1 dans
les cellules épithéliales normales de la prostate. La surexpression d’ERG ou la perte d'ESE3
entraine une expression anormale de ces génes clés et favorise la transformation cellulaire
[135].
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Aussi, la dérégulation des modifications post-traductionnelles d’EZH2 peut conduire a
la hausse de son expression. En effet, dans des cancers de la prostate Pten/Trp53 mutant, la
protéine S-phase kinase-associated protein 2 (SKP2) est augmentée et protége EZH2 de la
dégradation en séquestrant l'ubiquitination médiée par le TNF receptor-associated factor 6
(TRAF6) [157]. La stabilité de la protéine EZH2 peut aussi étre régulée par la déubiquitination
médiée par I’Ubiquitin-specific protease 44 (USP44) [158] ou 1’Ubiquitin-specific protease 7
(USP7) [159]. Ceci contribue a I’augmentation de I’activité d’EZH2 dans le cancer de la
prostate. Dans des cellules PTEN-null du cancer de la prostate, la perte de PTEN entrainent une
surexpression d’EZH2 [160]. Ceci n’est pas surprenant puisque PTEN contrdle négativement
I’activit¢ d’AKT. En D’absence de PTEN, AKT assure son role de kinase par une
phosphorylation activatrice (ser21) d’EZH2 [95].

L’intervention des ncARNs peuvent jouer un rdle sur I’augmentation de 1’activité
d’EZH2 dans le cancer de la prostate. L’ARN non codant metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1 (MALAT1) est surexprimé dans le CRPC et interagit avec EZH?2
pour faciliter son occupation sur le promoteur des genes cibles et son activité de
méthyltransférase dans les cellules du cancer de la prostate [161]. Aussi, dans un contexte
cancéreux, la perte génomique de miR-101 [162,163], miR-205 [164], let-7 [165], miR-141
[166] miR-1253 [167], qui régulent négativement EZH2, entraine une surexpression de ce
dernier et une dérégulation concomitante des voies épigenétiques, ce qui entraine la progression
du cancer. De plus, c-Myc est un acteur tres important dans la régulation de la transcription
d’EZH2. Il peut activer son expression dans le cancer de la prostate par deux mécanismes
distincts : par l'activation transcriptionnelle directe du promoteur d'EZH2, ainsi que par la
répression de miR-26a et miR-26b, qui régulent eux-mémes EZH2 (Figure 22) [168,169].

Drailleurs, il a aussi ét¢ mis en évidence un lien fort entre N-myc et EZH2 dans
1’évolution d’un adénocarcinome en un cancer de la prostate neuroendocrine car ceci contribue
a réduire la signalisation du RA. En revanche, on ne sait pas si EZH2 est une cible directe de
N-myc [170]. De plus, I’incidence des cancers de la prostate neuroendocrine est en
augmentation. Une équipe a mis en évidence que la déprivation en androgene permet d’activer
I’AMPc Response Element-binding (CREB), qui a son tour renforce l'activité d’EZH2. EZH2
favorise l'angiogenése en réprimant épigénétiquement TSP1 [145] et la différenciation
endocrine en ciblant miR-708 [149].
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Figure 22 : Modele de régulation d'EZH2 par Myc par deux mécanismes distincts dans
le cancer de la prostate.

(A) Dans les cellules luminales normales de la prostate, I'expression de la protéine Myc est
faible. La transcription d'EZH2 induite par Myc se produit a un faible niveau, ce qui entraine
des niveaux d'expression basaux d'EZH2. Comme MYC réprime la transcription de CTDSPL,
CTDSP2 et CTDSP1, lorsque les niveaux de MYC sont faibles, ces genes, qui hébergent miR-
26a et miR-26b, sont activement transcrits. MiR-26a et miR-26b sont incorporés dans le
complexe RNA-induced silencing complex (RISC) et se lient spécifiquement a leur site
complémentaire sur le 3’ UTR d'EZH2, déstabilisant I'ARNm d'EZH2 et réprimant sa
traduction. Ainsi, EZH2 est maintenu a un faible niveau par des mécanismes de régulation
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle. (B) Dans le cancer de la prostate, des niveaux
éleveés de Myc entrainent la surexpression d'EZH2. MYC se lie a la région promotrice d’'EZH2
et active sa transcription. Simultanément, MY C réprime CTDSPL, CTDSP2 et CTDSP1, dans
lesquels sont intégrés miR-26a et miR-26b. Ainsi, le silencing post-transcriptionnel de 'ARNmM
d'EZH2 médié par les miRNA est réduit. 1l en résulte une expression élevée de la protéine EZH2
[169].
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e Les liens d’EZH2 avec le récepteur aux androgenes

Les androgenes et le RA jouent un réle important dans le développement normal de la
prostate et dans la progression du cancer de la prostate mais les mécanismes sous-jacent ne sont
pas encore bien connus. Pour I’instant, il a déja été démontré que les androgénes régulent
négativement EZH2 dans des cellules résistantes a la castration [171]. 1l a également était mis
en évidence qu’EZH2 coopére avec le RA dans la répression des genes et peut réguler
négativement les genes cibles du RA dans un environnement faible en androgénes [172]. Cette
coopération a d’ailleurs été dévoilée pour le géene NOV qui lorsqu’il est réprimé contribue a la
progression du cancer de la prostate [133], ainsi que le cluster miR-99a/let7c/125b-2.
L’inhibition du cluster contribue a I’augmentation de I’expression d un certain nombre de génes
impliqués dans la prolifération cellulaire, toujours dans un modéle de cancer de la prostate
[153]. EZH2 est aussi capable d’induire la transcription du géne RA par occupation de son

promoteur [98] ou peut se positionner en tant que co-activateur du RA [92].

Pour conclure sur cette méthyltransférase, EZH2 est régulée au niveau transcriptionnel,
post-transcriptionnel et post-traductionnel. La dérégulation de ces mécanismes conduit a une
expression et une fonction aberrante d’EZH2 (Figure 23). Cette méthyltransférase hautement
dérégulée dans le cancer de la prostate module I’activité de nombreux acteurs dans des voies
de signalisation impliquées dans la tumorigénése, faisant d’EZH2 une enzyme trés intéressante

a étudier.
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Figure 23 : Les différents niveaux de la régulation positive d’EZH2 dans le cancer de la
prostate.

EZH2 est régulée au niveau transcriptionnel par I’action de facteurs de transcription tels
qu’ERG, E2F, TR4 et c-myc. lls agissent sur le promoteur d’EZH2 afin d’induire sa
transcription. Au niveau post-transcriptionnel, le contexte cancéreux entraine la perte
génomique des ncCARNs (miR-101, miR-205, miR-141, miR-1253 et Let7) qui contribuent
normalement a réguler négativement EZH2. Cette perte génomique conduit a une augmentation
de la traduction de ’ARNm d’EZH2. C-myc, en plus d’activer génomiquement EZH2, est
capable d’inhiber I’activiter de miR-26a et miR-26b. Au niveau post-traductionnel, EZH2 est
protégée de ['ubiquitination par SKP2, déubiquitinée par USP7 et USP44 et une
phosphorylation activatrice sur sa sérine 21 peut étre exercée par AKT. Le ncARN MALAT1
interagit avec EZH2 pour faciliter son occupation et son activité méthyltransférase sur le
promoteur des génes cibles.

45



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

. La déméthylase IMJD3

International Journal of
Molecular Sciences

Review

The Functions of the Demethylase J]MJD3 in Cancer

Sanchez, A.; Houfaf Khoufaf, F.Z.; Idrissou, M.; Penault-Llorca, F.; Bignon, Y.-J.; Guy, L.;

Bernard-Gallon, D, International Journal of Molecular Sciences 2021, 22, 968.

Cette revue aborde les différents réles de JIMID3 dans la cancérogénése. Une premiere
partie reprend les rdles de la déméthylase JMJD3 qui ont été décrits pour le développement
embryonnaire, I’ostéogénése, I’hématopoicse, I’immunité, I’inflammation, la neurogenése ainsi
que ses réles indépendants de son activité de déméthylase. Puis une seconde partie reprend les
données collectées sur I’implication de JMJD3 dans I’initiation et la progression du cancer. Les
résultats ont été classes par types de cancer : Systéme nerveux, prostate, sanguin, colorectal,
sein, poumon, foie et cancers gastriques. Finalement, un paragraphe décrit les différentes
épidrogues de JMJD3 connues a ce jour, qui pourraient éventuellement étre utilisées en

thérapie.
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Abstract: Cancer is a major cause of death worldwide. Epigenetic changes in response to external
(diet, sports activities, etc.) and internal events are increasingly implicated in tumor initiation and
progression. In this review, we focused on post-translational changes in histones and, more particu-
larly, the tri methylation of lysine from histone 3 (H3K27me3) mark, a repressive epigenetic mark
often under- or overexpressed in a wide range of cancers. Two actors regulate H3K27 methylation:
Jumonji Domain-Containing Protein 3 demethylase (JMJD3) and Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)
methyltransferase. A number of studies have highlighted the deregulation of these actors, which is
why this scientific review will focus on the role of JMJD3 and, consequently, H3K27me3 in cancer
development. Data on JMJD3’s involvement in cancer are classified by cancer type: nervous system,
prostate, blood, colorectal, breast, lung, liver, ovarian, and gastric cancers.

Keywords: JMJD3; cancers; H3K27me3; epi-drugs

1. Introduction

At present, cancer is a major cause of death worldwide. There were 18.1 million new
cases and 9.6 million deaths caused by cancer in 2018. About one in five men and one in
six women will develop the disease during their lifetime [1].

The reasons behind the development of cancer are many and varied. Cancer can
be sporadically caused by a spontaneous mutation in the DNA sequence, and the risk
factors cannot be determined with certainty. There are a number of other risk factors that
can lead to the formation of cancer. We classify these factors into two groups: intrinsic
factors, including age, hormonal status, and family history and extrinsic factors affecting
the individual’s environment and lifestyle, such as diet, physical activity frequency, and
hormonal contraceptive use (National Cancer Institute, Bethesda in Maryland (MD), United
States). Epigenetics are influenced by external or internal environmental factors, such as
the specific characteristics of the cell, and play a major role in oncogenesis by modulating
chromatin compaction and, consequently, the expression of some genes involved in tumor
development [2].

Epigenetics can be defined as the modification of gene expression without modifica-
tion of the DNA sequence. These epigenetic variations are reversible and transmissible
to one’s descendants. The epigenetic mechanisms involved are the action of non-coding
RNAs (ncRNAs), such as small RNAs, micro RNAs (miRNAs), PIWI-interacting RNAs
(piRNAs), endogenous short RNAs (endo-siRNAs), and long non-coding RNAs (InR-
NAs)) [3]. DNA methylation and the covalent post-translational modifications (PTMs)
of histones, among which acetylation and methylation are the most studied. Epigenetic
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modifications contribute to changes in chromatin compaction and are widely studied in
cancerology [4-6].

Epigenetic mechanisms are controlled by the action of actors capable of reading, eras-
ing, or writing epigenetic modifications [7,8]. This review focuses on the involvement of the
jumoniji domain-containing protein 3 demethylase (JMJD3)—whose role is to demethylate
the di- and tri-methylation of lysine 27 from histone 3 (H3K27me3), a repressive epigenetic
mark—in various cancers [9,10].

2. Results
2.1. Post-Translational Modification of Histones

PTMs of histones are known to lead to changes in the structure of chromatin [11].
Chromatin is composed of a repetition of nucleosomes, which contain ~147 pb of DNA
wrapped around an octamer of histones (2H2A, 2H2B, 2H3, and 2H4), wherein H1 has
the role of locking the nucleosomal structure. Chromatin is composed of DNA, small
histone basic proteins, and non-histone proteins involved in replication and transcription.
The nucleosome is the primary level of DNA condensation and the fundamental unit of
chromatin’s structure [7,12].

Histones are basic proteins that are highly conserved during evolution and have three
o helices—a structure called a “histone fold”. These « helices are connected to each other
by loops called L1 and L2 [13]. These basic proteins have a C-terminal tail, located in the
center of the histone octamer, and an N-terminal tail that is often enriched with lysine (K)
and arginine (R), which can undergo PTMs. PTMs of the N-terminal histone tails allow for
the regulation of gene expression by modifying chromatin compaction and access to DNA
by transcription factors [11].

PTMs are varied and include acetylation, methylation, phosphorylation, ubiquiti-
nation, sumoylation, ADP ribosylation, and many others. These PTMs are controlled
by different actors, such as histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases
(HDACs), which, respectively, place or remove an acetyl from the tails of histones. Histone
methyltransferases (HMTs) and histone demethylases (HDMs) add or remove one or more
methyl groups [11].

The hypoacetylation and hypermethylation of histone tails are often associated with
chromatin closure and low transcriptional activity, while histone tail hyperacetylation and
hypomethylation are usually associated with chromatin opening and the high transcription
of genes [12]. The acetyl group neutralizes the positive charge of lysine and causes a lower
interaction with the negative charge of DNA phosphates. This results in relaxation of the
chromatin [13].

The constant “cross-talk” between the different epigenetic marks positioned in the
genome at a given time leads to real complexity in the understanding of epigenetic modifi-
cations. This, in turn, has a different impact on the gene expression, integrity, and stability
of the genome [7,14].

2.2. JIM]D3 Demethylase

Demethylase J]MJD3, also known as lysine-specific demethylase 6B (KDM6B) belongs
to the JmjC-containing protein family, members of which are highly conserved during
evolution [15], with activity dependent on -ketoglutarate and oxygen and requiring Fe(Il)
as a cofactor [9,16]. The JMJD3 gene is located on chromosome 17p13.1 [17] and has 88% ho-
mology with the gene encoding the ubiquitously repeat transcribed tetratricopeptide repeat
on the X chromosome (UTX) [18]. UTX s also capable of removing the di-trimethylation of
H3K27 [9,16,18,19].

H3K27me3 is known to be a repressive epigenetic mark deposited thanks to the SET
catalytic domain of Zeste Homolog 1 methyltransferase activator (EZH1) and Enhancer
of Zeste Homolog 2 (EZH2) when combined with the Polycomb repressive complex 2
(PCR2). It is notably found in facultative heterochromatin [10] and is read by the Polycomb
repressive complex 1 (PCR1) which ubiquitinates a histone H2A lysine that allows the
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recruitment of factors leading to chromatin compaction and consequently a repression
of gene expression [20]. The demethylating activity of JMJD3 at H3K27me2 /3 makes it a
transcription activating protein [21].

JMJD3 demethylase has been widely reported in embryonic development processes.
JMJD3 allows the activation of WNT3 via the demethylation of H3K27me3 at the beginning
of endoderm differentiation and activation of Dickkopf-related protein 1 (DKK1) at the
end of endoderm differentiation [22]. The inactivation of J]MJD3 in mice causes respiratory
failure, leading to perinatal lethality. JMJD3's activity is essential for maintenance of the
pre-Botzinger complex because the demethylase controls some key regulatory genes of the
complex (Reln, March4, Kirrel3, and Esrrg) [23].

Several studies linked the involvement of J]MJD3 in osteogenesis, which indirectly
activates the HOX and BMP genes, thereby promoting osteogenic differentiation [24].
In addition, J]MJD3 plays a regulatory role in HOX expression during axial structuring
in mice [25]. The transcription factor promyelocytic leukaemia zinc finger (PLZF) is
essential for the osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells (hMSCs).
During the pre-osteoblast differentiation stage, the recruitment of JMJD3 during gene
coding for PLZF, coupled to H3K27ac’s enrichment of the locus, contributes to PLZF
overexpression [26]. JMJD3 is also a key regulator of the cartilage maturation process
during enchondral ossification by promoting the expression of Runt-related transcription
factor 2 (RUNX2), an essential transcription factor for chondrocyte maturation and by
enhancing osteoblast differentiation and, therefore, skeletal ossification [27,28].

JMJD3 appears to have a significant role in hematopoiesis, in association with vita-
min C, and demethylase appears to be essential in hematopoietic stem cell production in
zebrafish and humans. [29]. Also in a zebrafish model, JMJD3 was shown to be impor-
tant in early myelopoiesis regulation by promoting the expression of Spil, an essential
transcription factor for myelopoiesis in vertebrates [30].

A few studies shed light on the correlation between JMJD3 and immunity: H3K27me3
demethylation by JMJD3 or UTX allows the expression of specific genes responsible for the
terminal differentiation of immune T cells. For example, one of these genes, Sphingosine-1-
Phosphate Receptor 1 (SIPR1) codes for a sphingosine receptor, which is essential to the
release of differentiated cells from the thymus and Kruppel Like Factor 2 (KLF22) coding
for a transcription factor involved in the late maturation of T cells [31].

In 2007, de Santa et al. demonstrated a link between inflammation and epigenome
reprogramming. A strong induction of JMJD3 was observed in mouse macrophages after
stimulation by lipopolysaccharides (LPSs), acting during inflammation [32]. In 2012, the
same observation was made after the catalytic activity of JMJD3 was inhibited by GSK-J1.
JMJD3 induction was directly regulated by the NF-kB transcription factor, an essential
factor in gene inflammation induction [33]. More recently, JMJD3 activity inhibition by
its chemical inhibitor ethyl 3-((6-(4,5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-2-(pyridin-2-
yl)pyrimidin-4-yl)amino)propanoate (GSK-J4) showed a decline in Natural Killer (NK)
activities, immune cells that have a pro-inflammatory effect. H3K27 demethylation induced
by JMJD3 is important for NK cell function [34].

Neuronally, JMJD3 is involved in the survival of differentiated neurons from the
hippocampus and is also important in regulating the maturation of granular cerebellar
neurons in mice. This makes the transcription of genes such as Tiam1 and Grin2c able to
regulate the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), an important regulator of brain
development [35].

JMJD3 demethylase also has a role independent of demethylation. Data show that
JMJD3 acts in chromatin remodeling independently of its demethylase activity through
interaction with transcription factors such as T-bet, T-box, and the SWI/SNF remodeling
complex [36,37]. In addition, J]MJD3 has been shown to have a role in cellular reprogram-
ming. JMJD3 inhibits the cell reprogramming mediated by transcription factor Oct4 by
targeting PHF20 independently of its demethylase activity. PHF20 is then ubiquitylated
via an E3 ligase and is directed to the proteasome to be degraded [38].
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2.3. IM]D3 and Cancer

A number of studies have highlighted the link between JMJD3 and tumor progression.
However, its role in oncology is still unclear—is there a balance between oncogenic or
tumor suppressor activity in JMJD3?

2.3.1. Nervous System Cancer
Glioblastoma

The brain is the organ for which JMJD3 has been the most studied. Among different
cancers that affect the brain, glioma or glioblastoma are those for which we have collected
the most data.

Glioblastoma is the most common and aggressive carcinoma of the central nervous sys-
tem. In children with pediatric brainstem glioma, a common mutation in the H3F3A gene
that codes for a variant of the histone H3.3 has been observed. This mutation leads to PCR2
sequestration and a decrease in H3K27me3, as well as more significant disease progression.
Methylation maintenance by inhibiting JMJD3 has been shown to be a therapeutic strategy
for glioma treatment [39,40]. JMJD3 is overexpressed in glioma tissue relative to healthy
tissue. The inhibition of demethylase activity, and hence the maintenance of transcriptional
gene repression, resulted in decreased cell proliferation and migration, as well as increased
apoptosis [41]. These results were later confirmed after JMJD3 inhibition by Clustered Reg-
ularly Interspaced Short Palindromic Repeats Interference (CRISPRi), which still resulted in
adecrease in glioma cell proliferation, migration, and invasion, making JMJD3 an oncogene
involved in the epithelial-mesenchymal transition (EMT). JMJD3 is also able to increase
EMT marker expression, such as the expression of snail homolog 1 (SNAI1) [42], whose
overexpression leads to an increase of N-cadherins and fibronectin proteins by regulating
the C-X-C motif chemokine 12 (CXCL12) at the transcriptional and translational levels [43].

By contrast, some studies highlighted JMJD3 as a tumor suppressor gene in glioblas-
toma. Most of these genes, including the p53 transcription factor, are known to have a role
in senescence and DNA repair, inhibit angiogenesis, and thus, act as a tumor suppressor
actor [44]. JM]D3’s methylation state has been demonstrated to be essential for its func-
tion [45]. A study showed that JMJD3 is able to regulate p53 independently of chromatin
modification but directly via interaction with p53. This leads to glioblastoma stem cell
(GSCQ) differentiation, which suppresses GSC proliferation [46]. Interestingly, JMJD3 is a
direct target of Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). STAT3 binds to
the JMJD3 promotor, resulting in the promotor’s repression. The overexpression of JM]D3,
after STAT3 inhibition, indicates a decrease in neurosphere formation, cell proliferation,
and, therefore, tumorigenicity. JMJD3 regulation by STAT3 was found in tumor samples
from different patients [47]. These results together with those of Ene et al. show the
importance of J]MJD3's role in GSCs differentiation and GSC proliferation [46,47]. Receptor
tyrosine kinase (RTK) overexpression, such as that due to platelet-derived growth factor
receptor A (PDGFRw), plays an important role in the regulation of cell growth and survival.
PDGFR« is amplified to 5-10% in glioblastoma [48]. By targeting PDGFR« with an aptamer
of its ligand, the PDR3 has been shown to decrease STAT3 expression and increase J]MJD3
expression. Aptamer treatment also resulted in an increase in P53 in response to increased
JMJD3 expression [49]. This result places JMJD3 in a central position between STAT3 and
P53 in limiting tumor progression.

Medulloblastoma

Among brain cancers, medulloblastoma (MB) is a cancer that mostly develops in
children (9.2% of brain tumors) between 0 and 14 years of age, with a peak of incidence
during the first decade [50]. JMJD3'’s role is controversial in this type of pathology. It
was first demonstrated in 2014 in vitro and in vivo on mice that J]MJD3 acts in favor of
carcinogenesis by modulating bivalent chromatin domain expression. These domains
contain the repressive mark H3K27me3 and the active mark H3K4me3. Gene expression
in these regions remains inactive but awaits activation. In association with Shh signaling,
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JMJD3 demethylates H3, activating Shh target genes, such as GliA. These genes play a
predominant role in the proliferation of cerebellum granule neuron precursors (CGNPs) in
the early postnatal period. Moreover, the Shh MB subtype features low H3K27me3 accu-
mulation, suggesting that JMJD3 is more active in tumors compared to normal cerebellar
tissues and that JMJD3 demethylase activity inhibition by shRNA in Shh MB subtypes
leads to a decrease in CGNP proliferation and thus a decrease in growth MB [51].

Conversely, analyses were performed on tumor and healthy human samples in 2017.
It was demonstrated via immunohistochemistry that the expression of topoisomerase IIf3
(topolI), a protein essential for DNA repair, was inversely correlated with the repressive
mark H3K27me3 in MB tumors with low topollB expression. JMJD3 expression was
higher in normal tissues than in MB tissues, making JMJD3 a protein involved in topolIB
expression maintenance and helping to limit tumor progression [52].

Neuroblastoma

Neuroblastoma are cancers that develop from the neural crests responsible for the
sympathetic nervous system and adrenal gland formation and account for 8-10% of all
tumors in children. MYCN gene amplification is highly relevant to the loss of differentiation
potential and the poor prognosis associated with this disease [53]. JMJD3 inhibition in
neuroblastoma has been shown to be favorable to carcinogenesis reduction by modulating
the expression of key genes involved in the formation of neuroblastoma and notably by
reducing MYCN proto-oncogene expression and overexpressing the p53 and the p53 up-
regulated modulator of apoptosis (PUMA) factors involved in apoptosis. GSK-J4 inhibitor
treatment has been shown to be effective in combination with retinoic acids, leading to a
more effective reduction in cell viability, as well as the induction of cell differentiation and
reticulo-endoplasmic stress, which leads to cell death [54].

2.3.2. Prostate Cancer

Presently, 1,276,106 men worldwide have been diagnosed with prostate cancer (PC),
and 358,989 deaths are estimated. After lung and colorectal cancer, prostate cancer is the
third most common cancer among men [1].

Increasingly more studies are highlighting the implications of epigenetic alterations in
prostate tumor progression. Several studies highlighted EZH2 overexpression in PC [55,56].
EZH2 methyltransferase inhibition results in decreased proliferation, suggesting that de-
creased H3 methylation has a protective effect on the cancer development. Therefore,
JMJD3'’s involvement as an H3 demethylase appears to be essential to limit tumor progres-
sion [55]. On the other hand, it seems surprising that EZH2 and JMJD3 are concomitantly
overexpressed during PC development [55,57]. A study by Xiang and colleagues discussed
this phenomenon: PC is a heterogeneous cancer [9] with different degrees of aggressiveness
(Gleason score (GS)). The two proteins EZH2 and JMJD3 may act differently depending
on the type of PC. Moreover, several studies have revealed this phenomenon, according
to which there is a differential overexpression of EZH2 and JMJD3 depending on the
aggressiveness of the disease [56,58,59]. A global genome-wide analysis of H3K27me3 was
performed on prostate biopsies representing three clinical groups (healthy, GS <7, and
GS > 7), and a strong representation of H3K27me3 was found in tumor tissue compared to
healthy tissue, with a positive correlation according to the GS [60]. Another study showed
the impact of H3K27me3 on the regulation of the Retinoic acid receptor 32 (RARB2), es-
trogen receptor (Erx), progesterone receptor (PGR), and Repulsive Guidance Molecule A
(RGMA) genes and also correlated H3K27me3 with the level of tumor aggressivity [57].
These genes are involved in PC development. The coverage of these previous genes by
JMJD3 and EZH?2 is greater in PC cell lines than in healthy cells with larger JMJD3 coverage
at the these gene promotors [56].

PC is a hormone-dependent cancer and is particularly androgen-dependent. Thus,
understanding the link between androgen receptor (AR) and PC development is essential
to better treat this disease. Like many genes, AR expression is modulated by epigenetic
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mechanisms. AR is overexpressed in PC, as well as in 30% of castration-resistant PC
(CRPC) compared to untreated PC [61]. A number of studies have suggested a possible
link between JMJD3, H3K27me3, and the AR metabolic pathway [56,57,61-64]. ]MJD3’s
transcriptional level is increased in LNCaP AR+ tumor cell lines compared to PC-3 AR—
tumor cell lines [56]. This comment also applies to JMJD3’s enrichment on four candidate
genes (O—methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), transformer 2 alpha homolog
(TRA2A), 2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 (U2AF1), and ribosomal protein S6 kinase
A2 (RPS6KA2)), identified as signature genes in PC [59]. After GSK-J4 inhibitory treatment
of JIMJD3, AR— tumor cells did not show an increase in JMJD3 on the promotor of candidate
genes, while AR+ tumor cells did show an increase [62]. This observation was echoed at
the transcriptional level on the same genes after inhibitor treatment [56]. The relevance
of androgens in PC and epigenetics was reported by Sun et al.: The repressive cluster
miR99a/let7c/125-b that contributes to a decrease in cell growth is regulated by androgens
and by the couple, EZH2/JM]JD3. J]MJD3 expression induces an increase in miRNA cluster
expression giving it a tumor suppressor role [65].

While Varambally et al.’s work showed that EZH2 inhibition resulted in reduced
cell proliferation [55], a study conducted on AR-WT and AR-ALBD tumor cells (CRPC
cell lines) showed that JMJD3 inhibition by GSK-J4 also resulted in reducing PC cell
proliferation [61]. This confirms the complexity of the epigenetic mechanisms and the need
to balance understanding of JMJD3/EZH2 in PC.

One study proposed a model in which JMJD3 would have an oncogenic effect. J]MJD3's
inhibition by Triptolide, extracted from a medicinal herb, would have an anti-tumor effect
on PC tumor cells. This compound would induce an increase in H3K27me3 after J]MJD3
inhibition and an increase in H3K9me3 by positively regulating the SUV39H1-HP1x
complex, which is involved in heterochromatin formation. The increase in these two
repressive marks would result in gene transcription suppression, as well as an increase in
senescence [66].

2.3.3. Blood Cancer

There are a wide variety of blood disorders, including T-cell acute lymphoblastic
leukemia (T-ALL), acute myeloid leukemia (AML), Hodgkin’s lymphoma (HL), and diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL), also known as Non-Hodgkin’s lymphoma. These various
disorders are caused by the deregulation of a number of signaling pathways in which
JMJD3, in some cases, also appears to be involved.

T-ALL

This pathology affects both children and adults and is due to a deregulation of thy-
mocyte T growth and maturation, wherein Notch receptor 1 (NOTCH]1) is overexpressed
in 60% of cases. NOTCHI is implicated in the oncogenic pathways. In 2014, JMJD3 was
identified as a central player in oncogene activation mediated by NOTCH1. JMJD3 was
found to be overexpressed and colocalized with NOTCH1 in T-ALL cells. Ubiquitin-specific
peptidase 7 (USP?) stabilizes the complex NOTCH1 /JMJD3 through deubiquitination. The
NOTCHI oncogenic targets are controlled by this mechanism in controlling the demethyla-
tion of target genes through JMJD3 activity. It was demonstrated that concomitant USP7
and JMJD3 inhibition lead to a reduction of tumor growth in vivo. [67]. J]MJD3 was found
at the promotor site of NOTCHI1 targets that have oncogenic functions: HES1, HEY1,
NRARP [68], c-myc, and Notch receptor 3 (NOTCH3) [69]. This allows T-ALL cell initiation
and maintenance by controlling the methylation of oncogenic targets [68]. These studies
suggest that JMJD3 is an interesting therapeutic target to reduce T-ALL progression. Other
researchers have examined JMJD3’s functions in hematopoietic stem cells (HSCs) that are
not related to chromatin modification. As in T-ALL cells, ]MJD3 is overexpressed in HSCs,
and JMJD3 loss upregulates the transcription factor AP-1 and increases the downstream
expression of Jun and Fos, resulting in the inability of HSCs to self-renew after stress. In a
T-ALL model transduced with a retrovirus expressing the NOTCH1 intra-cellular domain,
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the authors showed that JMJD3 loss did not produce greater survival, unlike the AML
model. The initiation and maintenance of T-ALL and AML by JMJD3 would depend on
the cell subtype and developmental context. JMJD3 could be an interesting target if its
inhibition does not affect normal HSCs but only those implicated in leukemia [70].

AML

On the other hand, JMJD3, when induced by all-trans retinoid acid (ATRA) signaling, is
also known to have an oncorepressive role as it acts on targets such as C/EBPf and RIPK3 (a
key suppressor of AML malignancy) that allow the myeloid differentiation, cell cycle arrest,
and cell death of AML cells [71]. In the context of differentiation therapy, J]MJD3 has also
been shown to allow malignant cells to differentiate into treatable differentiated cells. In
AML, Aurora kinase (AURK) A represses JMJD3 expression, thus favoring leukemogenesis
and justifying the predominant role of J]MJD3 in the repression of AML progression [72].

In contrast, other studies demonstrated the oncogenic role of J]MJD3 in AML develop-
ment [73-75]. JMJD3 overexpression in AML cells is associated with a poor prognosis, and
JMJD3 inhibition facilitates an increase in H3K27 methylation associated with a decrease
in proliferation and HOX expression in vitro, as well as a decrease in disease progression
invivo. [75]. Illiano et al. demonstrated a link between the cAMP response element-
binding protein (CREB), which plays a critical role in leukemogenesis, and J]MJD3 by using
GSK-J4 treatment on AML cell lines. The use of GSK-J4 permits the downregulation of
CREB. The latter protein is phosphorylated on Ser-133 by a protein kinase A (PKA) before
being directed to the proteasome [73]. Moreover, it seems that the association of GSK-J4
with a natural cAMP raising compound (forskolin) potentiates the anti-proliferative effects
of GSK-J4 via PKA in some AML cells (U937 cells), leading to B-cell lymphoma 2 protein
(BCL2) downregulation and caspase 3 activation [74].

Lymphoma

Whether in HL [76] or DLBCL [77,78], JMJD3 is over-expressed in germinal center
B (GC-B) cells. ]MJD3 is modulated by viruses such as the Epstein-Barr virus (EBV),
which is involved in the development of GC-B and the development of HL. EBV and the
latent oncoprotein membrane protein-1 (LMP1), modified in 50% of HLs by EBV, induce
strong regulation of JMJD3 in primary B cells. The NOTCH homolog 2 N-terminal-like
(NOTCH2NL) and CD58 genes have been identified as JMJD3 targets in GC-B and are
overexpressed in HL cells. After J]MJD3 inhibition by interfering RNA, a reduction of
H3K27me3 is observed on target genes, which provides sufficient evidence that J]MJD3 is
involved in the development of HL via LMP1 in GC-B [76].

In DLBCL, JMJD3 overexpression in GC-B is associated with a poor prognosis. Demethy-
lation, moreover, plays a role in disease development. J]MJD3 affects the B-cell receptor
(BCR) and the downstream B-cell lymphoma 6 protein (BCL6). These proteins are involved
in B-cell survival, and the use of the JMJD3 inhibitor significantly sensitizes B cells to
chemotherapy treatments compared to the use of treatments alone [77]. In both subtypes of
DLBCL, which are the ABC or GCB subtypes, overexpressed J]MJD3 acts on the regulatory
factor 4 interferon (IRF4), which plays a role in hematopoietic cell differentiation. On
the other hand, two distinct mechanisms have been put forward depending on DLBCL
type: The ABC subtype seems to use a pathway linking JMJD3-IRF4-NF-kB to induce cell
survival, while for the GCB subtype, survival is mediated by the Bcl-2 survival gene, which
is sensitive to J]MJD3 demethylase activity [78]. There also appears to exist a connection
between JMJD3 demethylase and cyclin-dependent kinase 9 (CDK9), which is abnormally
expressed in DLBCL cells. CDK9 inhibitors utilization affects JMJD3 and H3K27 methy-
lation leading to a weakening of the expression of anti-apoptotic myeloid cell leukemia 1
(MCL1) and X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) proteins [79].

However, in anaplastic large cell lymphomas (ALCLs), an oncogenic mutation, such
as in the N-terminal portion of nucleophosmin and in the intracellular domain of anaplastic
lymphoma kinase (NPM-ALK), in cells may lead to a weak expression of the p16INK4a/Rb
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tumor suppressive pathway. This pathway activates oncogene-induced senescence (OIS),
which limits tumor development. JMJD3 is found to be a partial contributor to the activation
of p16INK4a /Rb in an NPM-ALK context and could be a novel agent to contribute to the
upregulation of the p16INK4a/Rb pathway [80].

2.3.4. Colorectal Cancer

Colorectal cancer (CRC) is the second most deadly cancer in the world [1], but rela-
tively few investigations address the contribution of JMJD3 to the development of CRC.

Once again, JMJD3 presents itself as a double actor. It is under expressed in CRC on
clinical samples [81] and acts as a tumor suppressor when activated by the active metabolite
of vitamin D: 1,25(0OH),D5. Although the mechanism remains unclear, ]MJD3’s presence
limits the expression of key participants implied in EMT (SNAI1, Zinc finger E-box-binding
homeobox 1 (ZEB1)) and facilitates chromatin access to the genes involved in cell adhesion
and the 1,25(OH), D5 target genes (CYP24A, CDHA1/E-cadherin, and CST5/cystatin D), all
of which have a role in restraining tumor progression [82,83]. In Tokugunaga et al., the
loss of the J]MJD3 was considered a marker of poor prognosis in CRC and promoted cell
proliferation, suppression of apoptosis, and reduction in the expression of the p15INK4b
tumor suppressor [81]. JMJD3 also regulates tumor immunity in CRC by enabling the
transcription of the Th-1 type chemokine (CXCL9 and CXCL10), and treating the primary
cells of CRC with GSK-J4 leads to a reduction in the chemokine level. These chemokines
have been shown to be positively correlated with CRC patients” survival [84].

On the other hand, JMJD3 plays a role in the histone promotor demethylation of the
epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) gene playing a role in the proliferative process
in some of cancers and which is overexpressed in CRCs [85]. In addition, the aberrant
activation of NOTCH1 in CRC, specifically serrated neoplasia pathway, leads to an increase
in Ephrin type-B receptor 4 (EPHB4), which promotes tumor growth and cell migration.
It turns out that the intracellular NOTCH domain accompanies J]MJD3 from the cytosolic
compartment to the nuclear one to modify EPHB4 chromatin architecture in CRC [86].
These latest data position JMJD3 as a CRC oncoprotein.

2.3.5. Breast Cancer

Breast cancer (BC) is the leading cause of death in women worldwide [1]. There are
different subtypes of this cancer depending on the expression of a number of receptors [87].
On the other hand, hormone-dependent BCs may become resistant to hormonotherapy,
hence the interest in finding new therapeutic strategies. Among those strategies, epigenetics
is increasingly revealing itself as an interesting area of research in the discovery of new
targets for anti-cancer treatments.

Svotelis et al. showed that after stimulation of Erx by estrogens, JMJD3 is co-recruited
at the Era binding regions on the promotor of the B-cell lymphoma 2 (BCL2) anti-apoptotic
gene to induce its expression. The link between the modification of BCL2’s chromatin
architecture and its constitutive activation in estrogen-resistant cancer cells has been demon-
strated, identifying JMJD3 and methyltransferase EZH2 as interesting therapeutic targets.
Indeed, estrogen-resistant cancer cells overexpress HER2, which results in the constitutive
activation of BCL2 by inactivating EZH2 through the AKT pathway. In this case, the
involvement of JMJD3 is no longer needed, which highlights the existence of non-genomic
pathways in the regulation of the BCL2 gene by EZH2, whereas JM]D3 is able to positively
regulate BCL2 expression in a genomic way in non-resistant breast cancer cell lines [88].
JMJD3 could be targeted in nonresistant cancer cells, and EZH2 in both nonresistant cancer
cells and estrogen-resistant cancer cells, to limit BCL2 activation.

It is clear that JMJD3 has a role on cancer stem cell (CSC) pluripotency. In BC, JMJD3
has an inhibitory effect on Oct4 (stemness marker) via the degradation of PHF20 in triple-
negative and luminal BC cell models [89]. In both luminal and triple-negative models,
JMJD3 acts in disfavor of stemness characteristics. The same finding was reported by
Zhao et al. on fibroblasts [38]. However, a further study highlighted the favorable effect
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of inhibiting JMJD3 in limiting tumor progression in vitro and in vivo with a decrease in
cell proliferation and pluripotency markers (Nanog, Sox2, and Oct4) and in tumor size and
weight after GSK-J4 treatment [90]. In addition, as previously seen in CRC [82,83], Xun et al.
confirmed that JMJD3 is activated by vitamin D analogues such as paricalcitol (vitamin D
receptor agonist), also resulting in decreased stem-cell-like properties [89]. Controversially,
JMJD3 is involved in promoting the mesenchymal characteristics induced by TGF-f3 and
activating SNAIT in BC [91]. An additional study showed that the microenvironment
plays a role in the activity of JMJD3 and, particularly, hypoxia within tumors through
a reduction in the activity of demethylase and, consequently, a greater presence of the
H3K27me3 marker at the epigenome [92]. While Wei et al. demonstrated that a loss
of H3K27 trimethylation is associated with a poor predictor in BC [93], another team
highlighted the link between hypoxia, JMJD3, and the development of stem cell capacity
by regulating the methylation state of DICER. The lack of oxygen leads to a reduction of
JMJD3 oxygen-dependent demethylase activity that reduces DICER expression because
of its over-methylated state. DICER controls miRNA production and DICER repression,
leading to a repression of the miR-200 family that activates EMT [92,94]. In this context,
JMJD3 activity seems to be important to counter the development of stem cell capacity and
EMT, thus reducing metastasis.

2.3.6. Lung Cancer

JMJD3'’s function in lung cancer is controversial. In the cell model of adenocarcinomic
human alveolar basal epithelial cells (A549 cell line), JMJD3 contributes to the proliferation
of A549 by affecting the cell cycle (decreasing p21 mRNA production), but has no effect on
cell migration [95]. Conversely, a recent study showed its effects on EMT activation and its
favorable influence on cell migration in a non-small cell lung cancer (NSCLC) model [96].
The same study also demonstrated an elevation in the expression of JMJD3 in the tumor
tissue and showed a positive correlation with cancer progression to lymph node metastasis.
These results are consistent with those found in primary sarcomatoid carcinoma of the
lung, which is a type of pulmonary sarcomatoid carcinoma where JMJD3 is inversely
correlated with patient survival [97]. This is of interest as a study performed on human
serum samples from blood (healthy or NSCLC-affected) showed a decrease in the JMJD3
mRNA expression of serum NSCLC positively correlated with disease severity (N1 and N2
metastasis nodes) [98]. This differential expression of JMJD3 between serum and tumor
tissue could potentially establish J]MJD3 as a diagnostic tool and biomarker for NSCLC.

2.3.7. Other Types of Cancer

The table below summarizes and describes how JM]JD3 is regulated in previously
described cancers and liver, ovarian, and gastric cancer and what the consequences are in
terms of its role in favor of, or against, tumor progression (Table 1).

Table 1. Jumonji domain-containing protein 3 demethylase regulation in liver, ovarian, and gastric

cancers .
Oncogene/
Types of Cancer Up/Down Regulation How? Tumor References
Suppressor
+EMT
+ Migration
Upregulated  Terisinn Oncogene [99]
Liver via slug demethylation
—EM
Downregulated by miR-941 in — Invasion Tumor [100]
hepato carcinoma cell lines — Migration Suppressor
— Proliferation
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Table 1. Cont.
Oncogene/
Types of Cancer Up/Down Regulation How? Tumor References
Suppressor
+ Cell death
- + Self-renewal Oncogene [101]
+ Tumor initiation
+EMT
+ Migration
+ Invasion
Ovarisn Upregulated + Proliferation Oncogene [102]
+ Metastatic Capacities
via TGF-f31 expression
Upregulated in drug resistant
ovarian cancer cells, positively . -
correlated with HER2 + HER2 expression Oncogene [103]
expression
Upregulated = Survival Oncogene [104]
pregu + Proliferation &
Gastric +p15/p16 when associated Tumor
- with Long noncoding RNAs [ [105]
(ARHGAP27P1) WPRER
+ Tumor growth
+ Proliferation
— Apoptosis
+ Migration i
i Tadibn Oncogene [39-43]
Glioblastoma Upregulated + EMT (SNAI1 and fibronectin
and N-cadherins by regulating
CXCL12)
+ P53
— Neurosphere formation . Tunon [46,47 49]
— Proliferation Suppressor
+ Proliferation (+ shh 5
Medulloblastoma Upregiilated signaling) Oncogene [51]
+ DNA repair Tumor
Downregulated (+ topolIB) suppressor 152]
+ Differentiation
— MYCN)
Neuroblastoma . + Apoptosis (p53, PUMA) Tumor [53,54]
+ Cell death SUPPIESSOr
(+ reticulo-endoplasmic stress)
Upregulated % ';‘e““‘e‘““"“ Oncogene [61,66]
Prostate cancer (Differential expression +Senescence 55 575065
according to AR status and — Proliferation Tumor 557 Lo s
aggressiveness) + DNA repair (+ MGMT) suppressor 65]
+NOTCH]I target genes
T-ALL Upregulated + Tumor growth Oncogene [67-70]
+AP-1
+ Differentiation
~ + Cell cycle arrest Tumor 7,721
+ Cell death suppressor e
(+ C/EBPp and RIPK3)
AML + Proliferation
Upregulated b D&a‘?ﬁ&w ion. Oncogene [73-75]
cAMP/PKA
D3 activated by LMP1 &
HV Upregulated ™M st Oncogene [76]
+ Survival (BCR, BCL6,
DLBCL Upregulated IRF4-NF-kB, BCL2)— Oncogene [77-79]
Apoptosis (XIAP, MCL1)
Tumor s
- + p16INK4a/Rb pathway suppressor [80]
ALCL + Proliferation (+ EpCam)
+ Tumor growth =
- +Migration Oncogene [85,86]

(NOTCH1/]MJD3 — +)
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Table 1. Cont.

Oncogene/
Types of Cancer Up/Down Regulation How? Tumor References
Suppressor

JMJD3 activated by Vitamin D
active metabolite
— EMT (- SNAI1, — ZEBI,
+ cell adhesion genes) Tumor S
— Proliferation suppressor 181-54)
+ Apoptosis
+ P15INK4B
+ Survival (+CXCL9, CXCL10)
— Survival (+ BCL2)
+ Proliferation
+ Pluripotency RONG
- (Nanog, Sox, Oct4) Oncogene [MZ))«’[}‘ &
+ Tumor growth 3
+ EMT (JMJD3 activated by
Breast cancer TGER — + SNAII)
— Pluripotency (— Oct4)—
Stem-like properties Tumor [89,92.94]
— EMT (+DICER — suppressor =t
— miR-200)
+ Cell cycle (— p21)
+ EMT (Migration)
+ Metastasis
— Survival
2 EMT: Epithelial-mesenchymal transition; CXCL12: C-X-C motif chemokine 12; topolIB: Topoisomerase iif3;
SNAIL: Snail homolog 1; ZEB1: Zinc finger E-box-binding homeobox 1; Topoisomerase iif3; MGMT: O—
methylguanine-DNA methyltransferase; NOTCH1: Notch receptor 1; CREB: cAMP response element-binding
protein; PKA: Protein kinase A; LMP1: Latent membrane protein-1; NOTCH2NL: Notch homolog 2 N-terminal-
like; BCR: Bcell receptor; BCL6: B-cell lymphoma 6 protein; IRF4: Regulatory factor 4 interferon; BCL2: B-cell
lymphoma 2 protein; XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis; PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis;
MCL1: Myeloid cell leukemia 1; EpCam: Epithelial cell adhesion molecule; JMJD3: Jumonji Domain-Containing
Protein 3 demethylase.

Colorectal

CANCET. Downregulated

Lung cancer Upregulated Oncogene [95-98]

2.4. Epi-Drugs of JM]D3

As previously highlighted in this review, epi-drugs are increasingly evolving towards
new therapeutic strategies against cancer to regulate cancer progression. In the table below
(Table 2.), we listed a few molecules likely to target JMJD3 in cancer and other pathologies.

GSK-J4 is the most studied molecule related to JMJD3 targeting and is an ester deriva-
tive of the GSK-J1 molecule. GSK-J4 is able to penetrate cells more easily and is hydrolyzed
to GSK-J1, which binds to the active site of JMJD3 competitively with x-ketoglutarate [33].

A team recently developed pan-histone demethylase inhibitors based on the chemical
characteristics of tranylcypromine (a known inhibitor of Lysine-specific demethylase 1
(LSD1) belonging to the superfamily of the flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent
amine oxidases), with the scaffolds 2,2’-bipyridine or 5-carboxy-8HQ, two competitive
groupings of x-ketoglutarate. However, these compounds cannot be described as specific
for J]MJD3 since they simultaneously inhibit LSD1 and enzymes with a jumonji catalytic
domain [110]. In addition, seven compounds derived from quinoline-5,8-dicarboxylic
acid have been shown to exert strong inhibition on JMJD3 by binding to its active J]MJD3
site [111]. Very recently, Giordono et al. also demonstrated the inhibitory effect of a
molecule derived from 2-Benzoxazol-2-yl-phenol. One of these compounds (compound 8),
moreover, showed cell cycle arrest on melanoma cancer cells [112]. Further, flavonol
analogs (myricetin) were modeled, and eight of them appeared to have a strong affinity
for the active site of JMJD3 compared to the binding of GSK-J1. On the other hand, these
molecules have not been tested in vitro or in vivo [113]. Finally, Zhang et al. identified
two new inhibitors (salvianic acid A and puerarin 6”-O-xyloside) using a capillary elec-
trophoresis technique [114]. However, further studies at the cellular level should be done
to validate the inhibitory effect of these molecules on JMJD3 (Table 2).
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Table 2. Mechanisms of jumonji Domain-Containing Protein 3 demethylase (JMJD3) epi-drugs.

Epi-Drugs Mechanisms References

Hydrolyzed to GSK-J1
Competitive fixation
Covalent binding of tranylcypromine fragments and reversible
Pan-histone demethylase inhibitor binding of jumonji domain demethylase inhibitor scaffolds. [110]
Competitive fixation
Fragmentary approach to quinoline-5,8 dicarboxylic acid 180)]
Competitive fixation

GSK-J4 [33,34,39,54,67-69,74,75,90,101,104,106-109]

Quirmline—S,S—dicarbuxylic Acid Derivative

2-Benzoxazol-2-yl-phenol Scaffold Fragmentary approach to 2-Benzoxazol-2-yl-phenol (12
(Compound 8) Competitive fixation
Flavonol analogues I q
= (my_rii:z.:‘)gu Competitive fixation [113]
Salvianic acid A and puerarin 6”-O-xyloside Identified by capillary electrophoresis [114]

To conclude, there is no doubt that JMJD3 is involved in carcinogenesis. We note that
demethylase frequently acts on deregulated pathways in cancers (EMT, cell cycle, and P53).
On the other hand, it is difficult to categorize JMJD3 as a tumor suppressor or oncoprotein.
We highlighted in this scientific review the heterogeneous tissue-dependent demethylase
activity of JMJD3. Within the same organ, the aggressiveness of the disease seems to
influence the role of JMJD3. It is well known that epigenetic modifications are complex and
that there is permanent context-dependent crosstalk between different epigenetic marks. It
would be interesting to better understand this epigenetic dialogue in cancers to identify
more precisely the role of J]MJD3 in cancers. In addition, molecules (Table 2) capable of
modifying JMJD3 activity have been developed. Unfortunately, apart from GSK-J4 and
GSK-]J1, these molecules are still rarely or never used experimentally, but they could become
future epidrugs for clinical trials, treatments, and therapies for cancer patients.
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Abbreviations

AML  Acute myeloid leukaemia

AR Androgen receptor

ATRA  All-trans retinoid acid

AURK  Aurora kinase

BC Breast cancer

BCL2  B-cell lymphoma 2 protein

BCL6  B-cell lymphoma 6 protein

BCR B-cell receptor

BDNF  Brain-derived neurotrophic factor
CDK9  Cyclin-dependent kinase 9

CREB  cAMP response element-binding protein
CRC Colorectal cancer
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CRISPRi
CRPC
CSCs
CXCL12
DDK1
DLBCL
EBV
EpCAM
EMT
EPHB4
Era
EZH1
EZH2
FAD
GC-B
GSCs

GSK-J4

endo-siRNAs
H3K27me3
HATs
HDMs
HDACs
hMSCs

HL

HTMs
HSCs

IRF4
JMJD3
KDMé6B
KLF2
InRNAs
LPS

LMP1
LSD1

MB

MCL1
miRNA
MGMT
ncRNAs
NOTCHI1
NOTCH2NL
NOTCH3
NK
NPM-ALK
NSCLC
OIS

PC

PCR1
PCR2

PGR
PDGFR«x
piRNAs
PTMs
PUMA
PKA

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats interference
Castration-resistant prostate cancer

Cancer stem cells

C-X-C motif chemokine 12

Dickkopf-related protein 1

Diffuse large B-cell lymphoma

Epstein-Barr virus

Epithelial cell adhesion molecule
Epithelial-mesenchymal transition

Ephrin type-B receptor 4 (EPHB4

Estrogen receptor

Enhancer of zeste homolog 1

Enhancer of zeste homolog 2

Flavin adenine dinucleotide

Germinal center B

Glioblastoma stem cells
Ethyl3-((6-(4:5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-2-
(pyridin-2-yl)pyrimidin-4 yl)amino)propanoate
Endogenous short rnas

Tri methylation of lysine from histone 3
Histone acetyltransferases

Histone demethylases

Histone deacetylases

Histone methyltransferases

Hodgkin’s lymphoma

Human mesenchymal stem cells
Hematopoietic stem cells

Regulatory factor 4 interferon

Jumonji Domain-Containing Protein 3 demethylase
Lysine-specific demethylase 6B

Kruppel Like Factor 2

Long non-coding rnas

Lipopolysaccharides

Latent membrane protein-1

Lysine-specific demethylase 1
Medulloblastoma

Myeloid cell leukemia 1

micro rnas

O—methylguanine-DNA methyltransferase
Non-coding rnas

Notch receptor 1

Notch homolog 2 N-terminal-like

Notch receptor 3

Natural killer

Nucleophosmin-anaplastic lymphoma kinase
Non-small cell lung cancer epithelial-mesenchymal transition
Oncogene-induced senescence

Prostate cancer

Polycomb repressive complex 1

Polycomb repressive complex 2

Progesterone receptor

Platelet-derived growth factor receptor A
PIWI-interacting rnas

Post-translational modifications

P53 upregulated modulator of apoptosis
Protein kinase A
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PZLF Promyelocytic leukaemia zinc finger
RARpB2 Retinoic acid receptor 2

RGMA Repulsive guidance molecule A
RPS6KA2  Ribosomal protein S6 kinase A2

RTK Receptor tyrosine kinase

RUNX2 Runt-related transcription factor 2
SIPR1 Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1
SNAIL Snail homolog 1

STAT3 Activator of transcription 3

T-ALL T-cell acute lymphoblastic leukaemia
TopolI 3 Topoisomerase ii3

TRA2A Transformer 2 alpha homolog
U2AF1 2 small nuclear RNA auxiliary factor 1

UsP7 Ubiquitin-specific peptidase 7

UTx Ubiquitously repeat transcribed tetratricopeptide repeat on the X chromosome
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis

ZEB1 Zinc finger E-box-binding homeobox 1
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Cette étude bibliographique permet de conclure que JMJD3 est sans doute impliquée
dans la cancérogénese mais son réle est incertain. En effet, on remarque que JMJD3 est souvent
impliquée dans des voies de signalisation qui sont dérégulées dans les cancers mais il est
difficile de catégoriser JIMJD3 en tant que suppresseur de tumeurs ou oncoprotéine (Figure 24).
L’activité de JIMJD3 semble dépendre du tissu dans lequel elle agit et au sein d’'un méme tissu,

le role de JMID3 est dépendant de 1’agressivité de la maladie.
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Figure 24 : Les différents effets oncogéniques et suppresseurs de tumeurs de JIMJD3 sur

les grandes voies impliquées dans la cancérogénése.
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ii.  Ladémethylase UTX

e Complexe protéique et mode d’action sur la marque H3K27me3

Comme précédemment évoqué, la méthylation des lysines a longtemps été considérée
comme irréversible. C’est en 2007 qu’UTX a eté identifié avec JMJD3 [6], comme
démeéthylases de la marque H3K27me2/me3, donnant un statut dynamique a la marque
H3K27me3. C’est son domaine catalytique JmjC qui permet & UTX de déméthyler
H3K27me2/3 en utilisant un ion Fe2+ et de I’a-cétoglutarate. Les premieres recherches sur
UTX ont permis de I’identifier comme un acteur important dans la régulation de geénes
impliqués dans I’inflammation [173] mais surtout dans le développement comme le gene HOX
[174-178]. UTX a deux paralogues : JMJD3 et Ubiquitously Transcribed Tetratricopeptide
Repeat Containing, Y-Linked (UTY). JMJD3 exerce la méme activité qu’UTX, alors qu’UTY,
qui possede 88% d’homologie avec UTX et un domaine Jmjc bien conservé, n’est pas capable
de déméthyler H3K27me2/3 [176]. UTX fait partie du complexe Mixed-Lineage Leukemia 2
(MLL2) qui permet la mono-méthylation activatrice de H3K4. La deméthylation de
H3K27me2/3 par UTX sur le promoteur des genes en association avec le dép6t de la marque
H3K4mel est associé a des genes transcriptionnellement actifs [178,179]. C’est son domaine
de liaison au zinc qui lui permet de reconnaitre I’extrémité N-terminale de H3 alors que le

domaine Jmjc reconnait la partie C-terminale de H3 [180,181].

Les Rb et Retinoblastoma-like protein 2 (Rbl2) ainsi que des protéines de liaisons de Rb
(genes suppresseurs de tumeurs), ont été identifiés comme des geénes cibles d’UTX, qui au
niveau de leur région promotrice, participe a la déméthylation de la marque H3K27me3 afin de
permettre 1I’expression de ces génes [182,183]. Par conseéquent, la dérégulation de I’expression
de la déméthylase peut conduire a un certain nombre de pathologies. D’ailleurs, UTX est
surexprimée dans le cancer du rein [184]. Aussi, la perte de fonction d’UTX a été identifié chez

des patients atteints d'une maladie héréditaire appelée syndrome de Kabuki [185].

e Autres mode d’action

UTX interagit avec les facteurs de transcription T-box qui permettent de définir les lignées
et un complexe de remodelage de la chromatine switch / sucrose non fermentable (SWI/SNF).
L’interaction avec ces différents acteurs permet d’activer la transcription de genes

indépendamment de son activité de deméthylase [186]. Ce rdle indépendant de la
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démethylation de H3K27me3 a également était observé dans le contréle de la différenciation

du mésoderme médiée par UTX [187].

e Les roles de la déméthylase UTX dans le cancer la prostate

A notre connaissance, il existe tres peu de données sur le lien entre UTX et le
développement d’un cancer de la prostate. Toutefois, UTX a été identifié comme un géne
impliqué dans I’initiation et la progression du cancer en 2009 lorsqu’un certain nombre de
mutations somatiques inactivant UTX ont été retrouvées dans plusieurs types de cancer [188].
En 2012, il a été identifié qu’UTX et son complexe MLL2 étaient mutés dans le CRPC [189].
Toujours dans des modeles de CRPC, il a ét¢ mis en évidence que I’inhibition d’UTX avec le
GSK-J4 permettait de maintenir les niveaux de H3K27me3 et de réduire la prolifération
cellulaire [7]. Ces observations ont également étaient faites aprés utilisation de triptolide
comme inhibiteur d’UTX, un triépoxyde diterpénique dérivé d'une plante médicinale, doté

d'une puissante activité anti-tumorale [190].
c. Les épidrogues

De plus en plus de preuves mettent en évidence le lien entre les derégulations
épigénétiques et la cancérogénese. Aprés des traitements par chimiothérapie ou
hormonothérapie, beaucoup de patients atteints d’un cancer développent une tolérance aux
traitements. Les DNMTs, HMTs (EZH2) et les KDMs (JMJD3 et UTX) sont dérégulées dans
une large variété de cancers et font de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes a étudier

dans le but de limiter ou supprimer la progression tumorale.

Les différentes épidrogues ciblant JIMJD3 et particuliéerement 1’action de 1’épidrogue
GSK-J4 dans différents types de cancers, dont celui de la prostate, ont été décrits dans la
publication 1 : « The Functions of JMJD3 in Cancers ». Brievement, il en existe une petite
vingtaine qui sont capables d’inhiber la déméthylase JMJD3 mais malheureusement, a par le
GSK-J1 et le GSK-J4, ces molécules sont tres peu ou pas utilisées en expérimentation car elles
sont nouvellement découvertes. Elles pourraient, dans le future, étre utilisées dans des essais
cliniques. Un probléme persiste souvent : les molécules identifiées comme inhibitrices de
JMJD3 ou UTX peuvent aussi inhiber d’autres déméthylases comme LSD1 [191] ou Jumonji
domain containing 1A (JMJD1A) et F-box and leucine-rich repeat 11 (FBXL11) [192]. Des

molécules peuvent inhiber ’activité de JIMJD3 par fixation compétitive sur son site catalytique
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Jmjc mais n’inhibent pas forcément UTX [192], ou de fagon moindre [193], ce qui n’est pas le
cas de I’inhibiteur chimique GSK-J4 qui inhibe UTX et JIMJD3. Le GSK-J4 semble étre une

molécule intéressante pour lutter contre la progression des cancers.

Les épidrogues d’EZH2 sont beaucoup plus nombreuses. La plus connue est le 3-
Deazaneplanocin  (DZNeP), synthétisée en 1986 comme un inhibiteur de la S-
adénosylhomocystéine (SAH) hydrolase. Cette molécule inhibe donc EZH2 de facon indirecte
car elle entraine 1’augmentation de SAH qui elle-méme agit négativement sur le donneur de
méthyle SAM. DZNeP a un effet sur la quantité de S-adénosyl-L-méthionine, le substrat
endogene qui se lie au domaine SET d’EZH2 pour permettre le transfert d'un groupe méthyle
sur le groupement aminé de la lysine 27 de I’histone H3. (Figure 25) [194]. Le DZNeP a déja
montré son efficacité dans le cancer de la prostate en diminuant la progression tumorale, par
dé-répression de I’expression de facteurs aux fonctions de suppresseurs de tumeur comme
KLF2, IFNGR1, d’inhibiteur de I’invasion tumorale (TIMP) [8,130,142,143,195,196].
L’inhibiteur SAH et la Sinefungin (analogue de SAM), sont capables d’inhiber I’activité
d’EZH2. Toutefois, avec I’inhibiteur DZNeP, ces molécules montrent une faible spécificité
pour la méthyltransférase, par conséquent des molécules compétitives du donneur de méthyle
SAM congues pour étre plus spécifiques d’EZH2 ont été élaborées [197]. L’inhibiteur le plus
prometteur d’EZH2 est le tazemetostat ou EPZ-6438, inhibiteur compétitif de SAM, et fait déja
I’objet d’une vingtaine d’essais cliniques. D’abord en pré-clinique chez les animaux, il a été
démontré que la molécule avait une bonne biodisponibilité orale, et entrainait une diminution
des tumeurs dans les lymphomes non hodgkiniens [198]. Dans un essai clinique de phase I, des
réponses complétes au traitement par le tazemetostat ont été observées chez 38% patients
atteints de lymphome non hodgkinien [199]. Cette molécule est aujourd’hui administrée sous
le nom de Tazvérik™ aux Etats-Unis a des adultes et des adolescents agés de 16 ans et plus,
atteints d'un sarcome épithélioide localement avancé ou métastatique non éligible a une ablation
totale [200]. Selon European Society for Medical Oncology (ESMO), des essais cliniques du
tazemetostat en association avec l'abiratérone et la prednisone ou l'enzalutamide chez des
patients atteints d'un CRPC métastatique sont en cours. La phase Ib démontre que la toxicité
est conforme aux effets indésirables connus de chacune des molécules administrées. En terme
d’efficacité, une réduction du PSA a été enregistrée. La phase II est donc en cours de

recrutement pour le cancer de la prostate.

Outre les inhibiteurs de ’activité d’EZH2, il a éte élaboré des molécules capables de
perturber les interactions du complexe PRC2, notamment celles entre EZH2-EED et EZH2-
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SUZ12. C’est par le développement de peptides stabilisés de 1'hélice oo d’EZH2 (SAH-EZH2)
qui perturbent le complexe EZH2-EED que les niveaux de H3K27me3 et la croissance des
cellules tumorales dépendantes d’EZH2 sont réduits [201]. De plus, la protéine kinase activée
par 'AMP (AMPK) est capable de phosphoryler I'histone méthyltransférase EZH2 pour
perturber Il'interaction entre EZH2 et SUZ12. Une corrélation positive a été mise en évidence
entre EZH2 phosphorylée et la survie chez les patients atteints de cancer ovarien et mammaire
[202].

La dérégulation de ces acteurs dans le cancer fait d’eux de bonnes cibles pour limiter la
progression tumorale et pour le développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.
Toutefois, les molécules pour cibler UTX et JMJD3 manquent, avec toujours aucun essai
clinique ciblant ces protéines. La recherche sur les inhibiteurs d’EZH2 est a I’inverse trés
conséquente. Il faudrait concevoir et amener plus de molécules ciblant a la fois EZH1 et EZH2
en essai clinique. Cette combinaison permettrait d’éviter 1’effet compensatoire d’EZH1 lorsque
seule EZH2 est réprimée. La spécificité envers la protéine ciblée est indispensable pour éviter
les problemes de toxicité lors de I’administration aux patients. De plus, la combinaison de ces
molécules a des traitements déja existants semble étre une tres bonne stratégie pour le

développement de nouveaux traitement anti-cancéreux.
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Figure 25: Composition des sous-unités de PRC2 et les 4 modes d'inhibition.

Inhibiteurs compétitifs de SAM, SAH, DZNeP en tant d’inhibiteur de I’hydrolase SAH, les

inhibiteurs qui cassent la structure du complexe PRC2. Modifiée a partir de [197].
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CHAPITRE Il. OBJECTIFS DU PROJET DE
RECHERCHE

Ces travaux de these se focalisent sur les réles d’EZH2, UTX et JMJD3 dans la régulation
de la marque H3K27me3 sur les genes MGMT, TRA2A, U2AF1, RPS6KA2 dans le cancer de la

prostate. Premierement, nous nous sommes demandés si :

e EZH2, IMJD3 et UTX sont-ils bien responsables de la dérégulation de 1I’expression de
MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans le cancer de la prostate ?

Pour répondre & cette question, nous avons menés trois études in vitro par lesquelles nous avons
évalué le réle des trois acteurs dans la régulation de ces génes. Ces études avaient pour objectifs
de comparer I’enrichissement de la marque sur les génes d’intérét dans des cellules continues
de cancer de la prostate non traitées et traitées par les inhibiteurs chimiques d’EZH2, UTX et
JMJD3. Parallélement, nous avons regardé quel était I’impact de 1’inhibition des trois acteurs

sur I’expression des genes, en utilisant une inhibition chimique et une inhibition par siARNS.

Ensuite, nous nous sommes focalisés sur 1’implication de JMJD3 dans le cancer de la
prostate. En effet, il existe moins de données de littérature sur le réle de JIMJD3 dans le cancer

de la prostate.

Apres avoir examiné quel était le réle de JMJD3 dans la régulation des genes MGMT,
TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans le cancer de la prostate in vitro, il était important de comparer

ces résultats avec des données in vivo. Nous nous sommes alors posés les questions suivantes :

e Quel est ’impact de I’inhibition de JMJD3 sur la croissance tumorale prostatique in vivo
?
e Quel est I'impact de I’inhibition de JIMJID3 in vivo sur le profil d’expression d’un pool

de genes impliqués dans la cancérogénése ?

Pour répondre a ces questions, nous avons mené une étude in vivo, sur des souris males
immunodéprimées. Le but de cette étude était de comparer la progression tumorale entre deux

groupes de souris porteuses de xénogreffes prostatiques traitées et non traitées par le GSK-J4.
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CHAPITRE I1l. RESULTATS

1. Implication de la méthyltransférase EZH2 et des déméthylases JMJD3 et
UTX dans le cancer de la prostate — Approche in vitro — La régulation des

genes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2

a. Mise en evidence d’un role difféerentiel d’EZH2 en fonction du statut en

recepteur aux androgenes

OMICS A Journal of Integrative Biology Letter to the Ed,'tor

Volume 24, Number 0, 2020
© Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/omi.2019.0162

The Inhibition of the Histone Methyltransferase
EZH2 by DZNEP or SiRNA Demonstrates Its Involvement
in MGMT, TRA2A, RPS6KAZ2, and U2AF1 Gene
Regulation in Prostate Cancer

El Ouardi, D.; Idrissou, M.; Sanchez, A.; Penault-LLorca, F.; Guy, L.; Bignon, Y.-J.; Bernard-
Gallon, D. OMICS: A Journal of Integrative Biology 2020, 24, 116-118.

Ces résultats traitent de I’implication d’EZH2 sur la régulation des génes MGMT,
TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2. Pour démontrer I’implication d’EZH2 sur la régulation de
I’expression de ces geénes, nous avons utilisé des lignées continues de cellules de cancer de la
prostate les LNCaP (RA+) et les DU-145, PC-3 (RA-) que nous avons traité avec le DZNeP,
molécule qui inhibe I’activité méthyltransférase d’EZH2. A la suite de cette inhibition nous
avons regardé I’enrichissement de la marque H3K27me3 et d’EZH2 sur les genes d’intérét par
la technique de ChIP-gPCR. L’inhibition d’EZH2 a été comparée a une inhibition plus
spécifique par ’utilisation de siEZH2 dont la dose adéquate a été identifiée par western blot.
Nous avons ensuite regardé 1’expression du panel de genes par RT-qPCR aprés inhibition par

SIEZH?2 et par traitement chimique DZNeP.
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Letter to the Editor

The Inhibition of the Histone Methyltransferase
EZH2 by DZNEP or SIRNA Demonstrates lts Involvement
in MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1 Gene
Regulation in Prostate Cancer

Driss El Ouardi,"> Mouhamed Idrissou,? Anna Sanchez," Frédérique Penault-Llorca?®
Yves-Jean Bignon,? Laurent Guy,>* and Dominique Bernard-Gallon'?

To the Editor:

In France, prostate cancer is the most common cancer in
men (Bray et al., 2018). Previously, our team has reported the
involvement of epigenetic factors in prostate cancer (Ngollo
et al., 2014, 2017). The histone 3 lysine 27 trimethylation
(H3K27me3) is a repressive mark that induces chromatin
compaction and thus gene inactivation. This mark is regu-
lated positively by the methyltransferase EZH2 that found to
be overexpressed in prostate cancer.

Lately, another study with prostate tumor biopsies showed
an overexpression of MGMT, TRA2A, U2AF 1, and RPS6KA2
genes with a colocalization of EZH2 in their promoters
(Daures et al., 2018). These genes are involved in several cell
pathways such as DNA reparation, mRNA splicing, and
MAPK pathways. However, H3K27me3 regulation by me-
thyltransferase EZH2 may become a possible target to detect
prostate cancer.

So, to demonstrate the involvement of EZH2 in the regu-
lation of gene expression (MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and
U2AF1) in DUI145, PC3 and LNCaP prostate cancer cell
lines, chemical or siRNA inhibition of EZH2 were used. The
chemical inhibitor was DZNeP and then chromatin immu-
noprecipitation (ChIP) followed by quantitative polymer-
ase chain reaction (qPCR) allowed to quantify H3K27me3
enrichment on genes by EZH2. In contrast, the siRNA in-
hibition of EZH2 was first validated by Western Blotting
with 0.05 M of siRNA for 72 h (Fig. 1B), secondly quan-
tification of mRNA level for studied genes was determined
by RT-gPCR and was compared with mRNA expression
after DZNEP treatment of these studied prostate cancer cell
lines.

Figure 1A exhibited the ChIP-qPCR results and shows that
H3K27me3 enrichment tended to decrease on control genes
(Myoglobin, GAPDH) and treated genes (MGMT, TRA2A,
U2AF1, and RPS6KA2) in DU145 cells treated with DZNeP
compared with untreated cells. However, EZH2 enrichment
remains unchanged between treated and control cells. For

PC3 cells, the H3K27me3 and EZH2 enrichments on all
genes tended to decrease in treated cells compared with
control cells. On the contrary, in LNCaP cells, the DZNeP
treatment induced an unexpected increase of H3K27me3
enrichment on all genes with significance for Myoglobin,
GAPDH, TRA2A, and U2AF1 genes compared with untreated
cells.

These results indicate that DZNeP can reduce H3K27me3
enrichment on treated genes through EZH2 inhibition in
DU145 and PC3 cell lines, but not in LNCaP cell line.

Then, we performed RT-qPCR to quantify mRNA levels
of studied genes in these cell lines treated with siEZH2 or
DZNeP and in their controls.

For DU14S5 cells, Figure 1C shows a significant increase of
mRNA level of MGMT and RPS6KA?2 in cells treated with a
sIEZH2 compared with control cells. However, DZNeP
treatment tended to increase mRNA levels of all genes
compared with control cells.

Concerning PC3 cells, siEZH2 treatment tended to de-
crease significantly MGMT and TRA2A but increased
RPS6KA2 mRNA levels compared with control cells. How-
ever, DZNeP treatment tended to increase only the U2AF]
mRNA level compared with control cells.

Finally, in LNCaP cells, siEZH2 treatment increased only
U2AFI and tended to increase RPS6KA2 mRNA levels com-
pared with control cells. In contrast, DZNeP treatment tended
to decrease significantly the MGMT and RPS6KA2 mRNA
levels but increases U2AF 1 compared with control cells.

Through this study, we demonstrated that DZNeP can re-
duce H3K27me3 enrichment in DU145 and PC3 cell lines
that do not express the androgen receptor (AR"). This sug-
gests a role of EZH2 in H3K27me3 regulation in these two
cell lines. Since DZNeP only inhibits the EZH2 activity
without affecting its binding capacities on gene promoters,
EZH?2 enrichment has not changed between DZNeP treated
and untreated cells, therefore, validating the efficacy of
DZNeP treatment in these cell lines.

lDepz\rln‘mnl of Oncogenetics, Centre Jean Perrin, CBRV, Clermont-Ferrand, France.
2INSERM—U1240—Molecular Imaging and Theranostic Strategies (IMOST), Clermont-Ferrand, France.
3 Department of Biopathology, Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand, France.

“Department of Urology, Gabriel Montpied Hospital, Clermont-Ferrand, France.
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FIG.1. Effects of EZH2 inhibition on H3K27me3 enrichment and gene expression in prostate cancer cell lines. (A) ChIP-
gqPCR analysis of H3K27me3 enrichment on control genes (Myoglobin, GAPDH) and treated genes (MGMT, TRA2A,
RPS6KA2, and U2AF1) in DU145, PC3, and LNCaP cell lines treated by DZNeP (gray bar) or control cells (black bar).
ChIP was performed using antihuman H3K27me3 polyclonal rabbit antibody (No. C154101956; Diagenode), antihuman
EZH2 polyclonal rabbit antibody (No. C15410039; Diagenode), and the negative control rabbit IgG (No. C15410206;
Diagenode). The results were presented by fold enrichment over IgG. Value=means+SD with three measures. Data were
analyzed by Student’s r-test: *p <0.05; **p<0.01. (B) Western Blotting analysis of EZH2 inhibition by siRNA (AM16706
107418; Ambion) using antihuman EZH2 polyclonal rabbit antibody (No. C15410039; Diagenode) and anti-GAPDH
monoclonal mouse antibody (Sc-47724) as positive control. (C) mRNA level analysis of treated genes in cell lines
transfected with siEZH2 (black bar) or treated by DZNeP (gray bar) and control cells (dotted bar) were determined by RT-
gPCR using comparative 224" method. Fold change was used with reference set to 1. Value =means +SD with three
measures. Data were analyzed by Student’s t-test *p <0.05; *#p <0.01. ChIP, chromatin immunoprecipitation; H3K27me3,
histone 3 lysine 27 tri-methylated; qPCR, quantitative polymerase chain reaction.

Surprisingly, in the LNCaP cell line that expresses the
AR" that is a transcription factor involved in many cell
processes, we observed a reverse effect induced by DZNeP
for H3K27me3 and EZH2 enrichments. A possible expla-
nation, corroborating with other studies, might come from
the involvement of AR in the repression of certain genes
through their collaborations with EZH2 (Chng et al.,

2012; Zhao et al., 2012). Furthermore, a higher level of
H3K27me3 for AR-repressed genes was also observed.
Different genes have been found repressed, notably MGMT
that is enriched with AR (Massie et al., 2011) and TRA2A
(Zhao et al., 2012).

In contrast, gene expression analysis demonstrated that
EZH2 inhibition by siRNA had not increased gene
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expressions, except for MGMT and U2AF1 in DU145 and
U2AFI in LNCaP cells. This result indicates that siEZH2
efficacy depends on genes and cell lines. Likewise, authors
reported that EZH2 knockdown by siEZH2 differentially
regulates genes in LNCaP cells (Zhao etal., 2012). It suggests
that other mechanisms could be involved in the regulation of
these genes.

As for DZNeP treatment, the comparison of gene expres-
sion profiles and H3K27me3 enrichment shows a corrobo-
ration in the DU145 and PC3 cell lines. Indeed, by decreasing
H3K27me3 enrichment, DZNeP tended to increase gene
expression in these two cell lines. For LNCaP cell line, the
low level of mMRNAs of MGMT and RPS6KA2 genes confirms
the hypermethylated profile of these genes.

In conclusion, this study confirms the involvement of
EZH2 in gene regulation through H3K27me3, and its inhi-
bition by DZNeP or siEZH2 could be effective depending on
the cell line and gene concerned. In the future, it would be
interesting to study the effects of EZH2 inhibition on tumor
growth in vivo.
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Aprés inhibition d’EZH2 par le traitement DZNeP, nous avons observé une nette
différence de comportement entre les cellules RA- (PC-3 et DU-145) et RA+ (LNCaP). En ce
qui concerne la marque H3K27me3, on note une diminution de 1’accumulation de la marque
sur les génes d’intérét dans les cellules RA- tandis qu’une augmentation a été relevée dans la
lignée LNCaP RA+. Aussi, le comportement d’EZH2 aprés inhibition n’était pas le méme :
Dans les cellules PC-3, une tendance a la diminution de 1’accumulation d’EZH2 sur les génes
d’intérét a été observée aprés traitement DZNeP alors qu’aucune différence n’a été noté dans
la lignée DU-145. En revanche, le traitement des cellules LNCaP par le DZNeP a conduit a une
forte augmentation de 1’accumulation d’EZH2, en adéquation avec 1I’augmentation de la marque

H3K27me3, sur ces mémes génes.

L’analyse de I’expression des génes aprés traitement chimique et par SIEZH2 est
résumée dans le tableau ci-aprés (Tableau 5). Globalement, la diminution de H3K27me3 sur
les génes apres traitement dans les cellules RA- a entrainé une plus ou moins forte augmentation
de ’expression des génes en adéquation avec le profil répressif de la marque. Les résultats de
la RT-gPCR pour les LNCaP sont disparates en fonction des génes: La diminution de
I’expression de MGMT et RPS6KA2 concorde avec le fort enrichissement de la marque sur ces
génes aprés traitement chimique. En revanche, le géne TRA2A ne montre pas de grande
variation d’expression apres les différents traitements alors que de fagon surprenante, le géne
U2AF1, enrichie en H3K27me3 apres traitement est surexprimé. De plus, les résultats entre les
deux traitements different dans les lignées PC-3 pour les genes MGMT, TRA2A et U2AF1 ; pour
le géne RPS6KA2 dans la lignée LNCaP et pour le géne U2AF1 dans la lignée DU-145.

Les résultats de cette lettre a I’éditeur suggere qu’il y a un lien entre la régulation de la
marque H3K27me3, EZH2 et le RA. EZH2 est impliquée dans la régulation de ces genes
puisque son inhibition entraine des variations de leur expression. Toutefois, 1’efficacité de

I’inhibition d’EZH2 semble dépendre du contexte cellulaire.
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Traitements
Geénes

siEZH2 DZNeP siEZH2  DZNeP

wy AR - -

Tableau 5 : Récapitulatif de I'effet des traitements DZNeP et SIEZH2 sur I'expression
des génes d'intérét MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans les différentes lignées

continues de cellules cancéreuses de la prostate PC-3, DU-145 et LNCaP.

*Significativité ; + Surexpression ; - Sous-expression ; =+ Tendance a 1’augmentation ; =-
Tendance a la diminution. Les cases sont rouges lorsqu’il y a un effet inverse entre les deux

types de traitement.
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b. L’inhibition chimique avec le GSK-J4 ou des siARNs de JMJD3 entraine
une régulation négative des genes d’intéerét MGMT, TRA2A, U2AF1,
RPS6KA?2

OMICS A Journal of Integrative Biology 1
Volume 24, Number 0, 2020 Letter to the Ed"tor
© Mary Ann Lieber, Inc.

DOI: 10.1089/0mi.2020.0054

Role of JMJD3 Demethylase and Its Inhibitor GSK-J4
in Regulation of MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1
Genes in Prostate Cancer Cell Lines

Sanchez, A.; El Ouardi, D.; Houfaf Khoufaf, F.Z.; Idrissou, M.; Boisnier, T.; Penault-Llorca,
F.; Bignon, Y.-J.; Guy, L.; Bernard-Gallon, D. OMICS: A Journal of Integrative Biology 2020,
24, 505-507.

Dans la méme optique que pour 1’étude de la régulation des génes MGMT, TRAZ2A,
U2AF1 et RPS6KA2 par la méthyltransférase EZH2, nous avons regardé ’effet de deux types
d’inhibition sur JIMJD3, chimique par le GSK-J4 ou par des siJMJD3, sur la régulation de ces
génes dans le cancer de la prostate. Les mémes lignées continues de cellules cancéreuses
prostatiques ont été utilisées. Nous avons ainsi regardé, aprés traitement GSK-J4, I’effet sur
I’enrichissement des génes en H3K27me3 par ChIP-gPCR. Puis apres inhibition chimique et
par siJMJD3, I’effet sur I’expression des génes d’intérét par RT-gPCR.

78



Downloaded by UPPSALA UNIVERSITETSBIBLIOTEK from www.liebertpub.com at 06/16/20. For personal use only.

RESULTATS

OMICS A J | of Integrative Biol i
Volume 24, %Jﬁ)eor o?zegzrg M Leuer to the Edltor

© Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/0mi.2020.0054

Role of JMJD3 Demethylase and lts Inhibitor GSK-J4
in Regulation of MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1
Genes in Prostate Cancer Cell Lines

Anna Sanchez,'? Driss El Ouardi,'? Fatma Zohra Houfaf Khoufaf,? Mouhamed Idrissou,'2
Tiphanie Boisnier,'? Frédérique Penault-Llorca?® Yves-Jean Bignon,'?
Laurent Guy,>* and Dominique Bernard-Gallon'

To the Editor: Thus, to provide further evidence on the involvement of
Today more and more studies are illustrating the involve- JMJD3 demethylase in prostate tumor progression, and par-
ment of epigenetic alterations in cancer biology and thera- ticularly on MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1 candidate
peutics (Dzobo, 2019). Previously, it has been shown that the  gene expressions, an analysis of the H3K27me3 enrichment
increased expression of Jumonji domain-containing protein 3 was performed by chromatin immunoprecipitation (ChIP)-
(JMJD3) demethylase was able to remove histone 3 lysine 27  quantitative polymerase chain reaction (qPCR) after inhibi-
trimethylated (H3K27me3) methylation in prostate cancer cell  tion of JMJID3 by GSK-J4 in prostate cancer cell lines. Sub-
lines and human tumor biopsies (Daures et al., 2016). Asaresult  sequently, a reverse transcription (RT)-qPCR was conducted
of the latter research, four candidate genes (MGMT, TRA2A,  after inhibition of JMJD3 by small interfering RNA (siRNA)
RPS6KA2, and U2AF1) have been identified as a putative bio-  or GSK-J4 inhibitor to demonstrate its demethylase activity
signature for prostate cancer. These genes are involved in different  on the expression of studied genes. In addition, the inhibition
cellular processes such as DNA damage repair, mRNA splicing, of JMJD3 by siRNA was validated by Western blotting.
or in the mitogen-activated protein kinase 6 (MAPK) regulatory The analysis of H3K27me3 (Fig. 1A) showed an increase in
pathway, thus having biological plausibility as potential markers. H3K27me3 on the MYOGLOBIN and GAPDH control genes
In addition, after determination of the half maximal in- after treatment with GSK-J4 for the DU-145 and LNCaP cell
hibitory concentration (ICs), it was shown that the inhibitor of  lines, but no variation was observed in PC-3 cell line. In contrast,
IMID3, ethyl 3-((6-(4,5-dihydro- 1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-  the enrichment of the marker on the genes of interest (MGMT,
2-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4-yl)amino)propanoate (GSK-J4), was  TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1) tended to increase in different
able to modulate the expression of these candidate genes inthe  cell lines. Also, the accumulation of JMJD3 on target genes did
DU-145, PC-3, and LNCaP cell lines (Daures et al., 2018). not vary for DU-145 and PC-3 cell lines, but there was an in-

A .
>

FIG. 1. Effects of IMID3 inhibition on H3K27me3 enrichment and gene expression in prostate cancer cell lines. (A) ChIP-
qPCR analysis of H3K27me3 enrichment on control genes (Myoglobin, GAPDH) and candidate genes (MGMT, TRA2A,
U2AF1, and RPS6KA2) in DU-145, PC-3, and LNCaP cell lines treated by GSK-J4 (gray bar) or control cells (black bar). Cell
lines were treated at ICs, concentration for GSK-J4 (DU-145: 22.87 uM, PC-3: 3.53 uM and LNCaP: 3.93 uM). ChIP was
performed using antihuman H3K27me3 polyclonal rabbit antibody (no. C154101956; Diagenode), antthuman JMJD3 poly-
clonal rabbit antibody (ab169197; Abcam) and the negative control rabbit IgG (C15410206; Diagenode). Results are presented
by fold enrichment over IgG. Value=means+ SD with three samples. (B) Western blotting analysis of JMJD3 inhibition by
sIRNA (sc-93819; Santa Cruz Biotechnology) using antihuman JMJD3 polyclonal rabbit antibody 1:500 (ab169197; Abcam)
and anti-GAPDH monoclonal mouse antibody (sc-47724; Santa Cruz Biotechnology) as positive control at 1:500 dilution.
Secondary antimouse IgG (Fc), AP conjugate (S3721; Promega) or secondary antirabbit IgG (Fc), AP conjugate (S3731;
Promega) were used at 1:2000 dilution. DU-145 and LNCaP cell lines were treated at 0.05 M siJMJD3 and PC-3 cell line was
treated at 0.15 pM siJMID3. (C) mRNA level analysis of candidate genes in cell lines transfected with siJMJD3 (dotted bar) or
treated by GSK-J4 (black bar) were determined by RT-qPCR using comparative 2" method. Values shown are the average
(means +SD) from three samples and normalized to control without treatment. Data were analyzed by Student’s t-test *p <0.05;
*¥p<0.01. ChIP, chromatin immunoprecipitation; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GSK-J4, ethyl 3-((6-
(4,5-dihydro- 1H-benzo[dJazepin-3(2H)-yl)-2-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4 yl)amino)propanoate; H3K27me3, histone 3 lysine 27
trimethylated; ICs,, half maximal inhibitory concentration; JMJD3, Jumonji domain-containing protein 3; MAPK, mitogen-
activated protein kinase 6; MGMT, O-methylguanine-DNA methyltransferase; RT-qPCR, reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction; RPS6KAZ2, ribosomal protein S6 kinase A2; SD, standard deviation; siRNA, small interfering RNA;
TRAZ2A, transformer 2 alpha homolog; U2AF]1, 2 small nuclear RNA auxiliary factor 1.
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3Depzmmem of Biopathology, Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand, France.
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LETTER TO THE EDITOR

creased trend for LNCaP cell line. These results collectively
suggest that GSK-J4 treatment inhibits the activity of JMJD3
leading to anincrease in the enrichment of H3K27me3 on genes.

Inhibition of JMJD3 by siRNA was chosen to show a de-
crease in JMJID3 protein accumulation after Western blotting
analysis (Fig. 1B). Figure 1C shows gene expression by RT-
qPCR analysis after inhibition of JMJD3 by siRNA and che-
mical inhibition by GSK-J4. Inhibition of JMID3 by GSK-J4
exhibited nonsignificant decrease in JMJID3 expression in the
three cell lines. Conversely, the inhibition of JMJD3 by siRNA
led to a significant decrease of JMID3 expression in DU-145
and PC-3 cell lines. Consecutively, a significant decrease in the
TRA2A gene expression was noted with GSK-J4in DU-145 and
LNCaP cell lines. RPS6KA2 and U2AF 1 exhibited a significant
decrease with JMID3 siRNA in PC-3 cell line.

mRNA analysis confirmed that the enrichment in
H3K27me3 on target genes, shown in Figure 1A, led to an
inhibition of MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1 ex-
pression, affirming H3K27me3 as a repressive marker.

Epigenetic drug mechanisms are increasingly studied to-
day (Dzobo, 2019). Indeed, the low accumulation of JIMID3
on different genes (Fig. 1A) and the slight decrease in the
expression of JMID3 (Fig. 1C) after inhibition by GSK-J4
showed the efficacy of an epigenetic drug approach on the
activity of JMJID3. The use of siJMJD3 resulted in a similar
expression profile of the target genes.

The androgen receptor (AR) status seems to influence the
accumulation of JMJD3 on candidate genes. Indeed, AR- cell
lines (DU-145 and PC-3) showed no increase in JMJD3 after
inhibition, whereas AR+ cell line (LNCaP) showed a ten-
dency to accumulate JMJD3. This result was also demon-
strated at the transcriptional level of JMID3 between AR- and
AR+ cell lines (Daures et al., 2016).

MGMT gene, involved in DNA repair, showed over-
expression after inhibition by GSK-J4 in the LNCaP cell line.
Presumably, this gene expression is dependent on the AR
status. Indeed, a study showed a significant difference in
MGMT gene methylation between AR+ and AR- cells in a
prostate cancer model (Mishra et al., 2010).

Upregulation of genes such as U2AF] and TRA2A that are
involved in splicing pathway appears to be important as
studies are showing the link between splicing and tumor
progression. The decrease in gene expression by inhibition of
JMID3 needs to be highlighted. It has already been shown
that demethylase JMJDI1 is a coactivator of AR in prostate
cancer and that overexpression of a number of factors in-
volved in splicing would lead to a wide variety of gene
functions in carcinogenesis (Takayama, 2019).

Furthermore, inhibition of RPS6KA2 has already been shown
todecrease proliferation in LNCaP and PC-3 cell lines (Yuetal.,
2015). In this context, the inhibition of an upstream actor of
RPS6KA2 could be a new therapeutic target for JIMID3.

In conclusion, these data and analysis emphasize the link
between JMID3 and the regulation of MGMT, TRA2A,
RPS6KA2, and U2AF1 genes in prostate cancer cell lines.
Accumulation of H3K27me3 on specific genes leads to a de-
crease in their expression, making H3K27me3 a repressive
epigenetic marker. JMJD3 is regulated in vitro by siRNA or
GSK-J4, making JMJID3 a potential therapeutic target. In the
future, it would be interesting to see the effect of JMID3 inhi-
bition on MGMT, TRA2A, U2AF1, and RPS6KA2 genes in vivo.
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Ces travaux ont montré une augmentation de 1’enrichissement de la marque sur les génes
d’intérét apres I’inhibition de JMJD3 par le GSK-J4. Parallélement, 1’inhibition par le GSK-J4
et siJMJD3 a entrainé une diminution de I’expression des génes sauf pour le gegne MGMT dans
la lignée cellulaire LNCaP apreés traitement par le GSK-J4 (Tableau 6).

Cette analyse transcriptomique confirme I’effet répressif de la marque H3K27me3 et le role de
JMJD3 dans la régulation des genes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans le cancer de la

prostate.

Toutefois, le statut aux androgénes semble influencer I’accumulation de JMJD3 sur les
geénes d’intérét puisqu’on a systématiquement noté une accumulation de JMJD3 plus importante
dans les cellules RA+ aprés traitement chimique alors que les cellules RA- ne montraient pas

de variation de son accumulation aprés traitement.

Lignées cellulaires | DU-I45

Traitements -- _ _

Genes sijM|D3 GSK-J4 sijMJD3 GSK-J4
JMID3 - ok . _ _
TRAZ2A - - - &
U2AF| Ex - - -

RPS6KA2 e - - -

Tableau 6 : Récapitulatif de I'effet des traitements GSK-J4 et siJMJD3 sur I'expression
des génes d'intérét MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans les différentes lignées

continues de cellules cancéreuses de la prostate PC-3, DU-145 et LNCaP.

*Significativité ; + Surexpression ; - Sous-expression ; =+ Tendance a 1’augmentation ; =-
Tendance a la diminution. Les cases sont rouges lorsqu’il y a un effet inverse entre les deux

types de traitement.
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C. Etude d’une autre déméthylase, UTX, impliquée dans la régulation de
H3K27me3

OMICS A J I of Int tive Biol I
Volume 25, Nuber 0, 2021 " Letter to the Editor

© Mary Ann Liebert, Inc.
DOIl: 10.1089/0mi.2020.0183

Role of UTX Histone Demethylase in Regulation
of MGMT, TRA2A, U2AF1, and RPS6KA2
Genes in Prostate Cancer Cell Lines

Houfaf Khoufaf, F.Z.; Sanchez, A.; Idrissou, M.; Boisnier, T.; Penault-Llorca, F.; Bignon, Y .-
J.; Guy, L.; Bernard-Gallon, D. OMICS 2021, 25, 129-131.

Il existe trés peu de données de littérature examinant le réle d’UTX dans le cancer de la
prostate, pourtant il y a de grandes chances que la déméthylase joue un role clé dans la
cancérogénese prostatique. En effet, il a déja été démontré dans le laboratoire qu’il existe un
enrichissement fort de H3K27me3 chez les patients atteints de cancer de la prostate par rapport
aux patients sains avec une corrélation entre 1I’enrichissement de la marque et 1’agressivité du
cancer. UTX est un des acteurs de la voie de déméthylation de I’histone 3 sur sa lysine 27 mais
son role sur la régulation de ces génes n’a jamais étudié. Nous avons cherché a évaluer 1’effet
de son inhibition par le GSK-J4 et par des siARNs dirigés spécifiguement contre UTX sur
I’expression des génes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 et leur enrichissement en
H3K27me3.
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Role of UTX Histone Demethylase in Regulation
of MGMT, TRA2A, U2AF1, and RPS6KA2
Genes in Prostate Cancer Cell Lines
AU2D AU P Fatma Zohra Houfaf Khoufaf,"? Anna Sanchez,'> Mouhamed Idrissou,"? Tiphanie Boisnier,'?

Frédérique Penault-Llorca>® Yves-Jean Bignon,'? Laurent Guy,>* and Dominique Bemard-Gallon'?

To the Editor: protein kinase 6 (MAPK) pathway, and are considered to be
ROSTATE CANCER IS THE SECOND most common cancer in  tumor suppressor. These promoter genes showed also a
AU3 > men in the world (Bray etal., 2018). This cancer has several ~ colocalization of the histone methyltransferase EZH2 and

risk factors and in particular, genetic and epigenetic determi- demethylase JMJD3 in a ChIP-qPCR analysis. In the same
nants. Prostate cancer epigenetics is a field of intensive research ~ study, a modulation of the transcriptional expression of
(Morozov et al., 2017). A recent study (Ngollo et al., 2017) on  these four genes was carried out by chemical treatments
prostate biopsies showed a histone 3 lysine 27 tri-methylated ethyl 3-((6-(4,5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-3(2H)-yl)-2-
(H3K27me3) enrichment on the promoter of O-methylguanine-  (pyridin-2-yl)pyrimidin-4 yl)amino)propanoate (GSK-J4)
DNA methyltransferase (MGMT), transformer 2 alpha homolog  and DZNeP (respective chemical inhibitors of IMID3/UTX
(TRA2A), 2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 (U2AFI), and  and EZH2) in three prostate cancer cell lines (LNCaP, PC3 and
ribosomal protein S6 kinase A2 (RPS6KA2) genes. The DU-145) (Daures et al., 2018).

marker H3K27me3 is deposited by the methyltransferase We report in this study new evidence on the involvement
EZH2 and removed by the demethylases ubiquitously tran-  of the histone demethylase UTX in regulation of the MGMT,
scribed tetratricopeptide repeat on chromosome X (UTX) 7TRA2A, U2AFI, and RPS6KA2 genes in the three prostate can-
and jumonji domain-containing protein 3 (JMJD3). The four cer cell lines LNCaP, PC3, and DU-145. We studied the impact
genes identified as a putative biosignature for prostate can-  of the inhibition of UTX on the regulation of these four genes.

cer have key roles in different cellular pathways such as DNA Two types of inhibition were carried out: an inhibition
damage repair, mRNA splicing, or the mitogen-activated by anti-UTX small interfering RNA (siRNA) treatment by

»
>

FIG. 1. Effects of UTX inhibition on gene expression and H3K27me3 enrichment in prostate cancer cell lines. (A) mRNA
level analysis of UTX and the targeted genes in cell lines transfected with siUTX (sc_76881; Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) were determined by RTGPCR using the comparative 274 method. Values shown are the average (means + SD) from
three samples and normalized to control without treatment. (B) Western blot analysis of UTX inhibition by siRNA using
antihuman UTX polyclonal rabbit antibody (ab36938; Abcam) 1:500 dilution and anti-GAPDH monoclonal mouse antibody
(sc_47724; Santa Cruz Biotechnology) as positive control at 1:1000 dilution. Secondary antimouse IgG, AP conjugate or
secondary antirabbit IgG (S3731: Promega), AP conjugate were used at 1:2000 dilution. LNCaP and PC3 cells were treated
with 0.15 uM siUTX and DU-145 cell line was treated with 0.05 uM siUTX. (C) mRNA level analysis of UTX and the
targeted genes in the prostate cell lines treated with GSK-J4 were determined by RTqPCR using theé comparative 2744
method. Values shown are the (means+SD) from three samples and normalized to control without treatment. (D) ChIP-
qPCR analysis of H3K27me3 enrichment on control genes (Myoglobin, GAPDH) and targeted genes (MGMT, TRA2A,
U2AFI1, and RPS6KA2) in LNCaP, PC3, and DU-145 cell lines treated by GSK-J4 (gray bars) or untreated cells (black
bars). ChIP was performed using antihuman H3K27me3 polyclonal rabbit antibody (No. C15410039, Diagenode) and the
___mnegative control rabbit IgG (No. C15410206, Diagenode). The results were presented by fold enrichment over I1gG. Values
AUSP» shown are the (means+SD) of three measures. Data were analyzed by ANOVA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
ANOVA, analysis of variance; ChIP, chromatin immunoprecipitation; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase; GSK-J4, ethyl 3-((6-(4,5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-3(2H)-y1)-2-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4 yl)amino)propanoate;
H3K27me3, histone 3 lysine 27 tri-methylated; MGMT, O-methylguanine-DNA methyltransferase;: qPCR, quantitative
polymerase chain reaction; RPS6KA2, ribosomal protein S6 kinase A2; SD, standard deviation; siRNA, small interfering
RNA:; TRA2A, transformer 2 alpha homolog: U2AFI, 2 small nuclear RNA auxiliary factor 1; UTX, ubiquitously tran-
scribed tetratricopeptide repeat on chromosome X.

:Depanmem of Oncogenetics, Centre Jean Perrin, CBRV, Clermont-Ferrand, France.

“INSERM—UMR 1240—Molecular Imaging and Theranostic Strategies (IMOST), Clermont-Ferrand, France.
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transfection of cells with interfering RNAs (siRNAs), and
an inhibition by chemical treatment GSK-J4. After inhibition
of UTX by siRNA and by GSK-J4 treatment, we performed
reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR) to determine the expression of targeted genes. In-
hibition by siRNA was validated by Westem blot and the
analysis of the enrichment of the targeted genes for H3K27me3
by immunoprecipitation of chromatin was followed by a
qPCR (ChIP-qPCR).

The results in the LNCaP and PC3 cell lines show an effect
of the siRNA UTX treatment at 0.15 ¢M. For the DU- 145 cell
line, the treatment was effective at the 0.05 M (Fig. 1A). The
Western blot shows a decrease in the accumulation of UTX
protein for the samples treated with the 0.15 yM dose for the
cell lines LNCaP and PC3 and with the dose 0.05 uM for the
DU-145 cell line compared with their respective controls
(untreated) as well as to the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) positive control (Fig. 1B).

The 27 of the four genes is less than one for LNCaP
and DU-145 cells. For the latter, there is an underexpression
of these genes upon inhibition of UTX by siRNA. For the
PC3 cell line, the results show a 27" of about one for all
four genes. Already found to be overexpressed in a context of
prostate cancer (Daures et al., 2016) are the MGMT, TRA2A,
U2AF1, and RPS6KA2 genes that have shown a low level of
expression after the inhibition of histone demethylase UTX
by siRNA in prostate tumor cells lines.

Within the cell lines treated with GSK-J4, we observed a
decrease in the level of all the genes expression for LNCaP.
Likewise, within the PC3 cell line, overall, the level of ex-
pression decreases for the genes studied (Fig. 1C). Whereas
for the DU-145 cell line, the level of expression of each gene
tends to increase (>1) except for TRA2A (<1). The decrease in
the expression of the genes of interest after GSK-J4 treatment
clearly shows the involvement of histone demethylase activ-
ity in their regulation. The analysis of H3K27me3 (Fig. 1D)
showed an increase in H3K27me3 on the Myoglobin and
GAPDH control genes after treatment with GSK-J4 for the
three cell lines. The enrichment of the marker on the four
targeted genes also tended to increase in the treated cell lines.

In conclusion, these observations suggest that GSK-J4
inhibits the activity of the demethylase UTX leading to an
increase in the enrichment of H3K27me3 on genes. This
study confirms the involvement of UTX and/or its de-
methylase activity in the regulation of the MGMT, TRA2A,
U2AFI1, and RPS6KA2 genes in prostate cancer, the main
hypothesis of this study. These genes involved both in several
cellular mechanisms and in prostate cancer could serve as
potential biomarkers of prostate cancer prognosis. In addi-
tion, histone demethylase UTX could be a new therapeutic
target. In the future, the effect of UTX inhibition on MGMT,
TRA2A, U2AFI, and RPS6KA2 can be studied in vivo to
assess its impact on tumor growth as well.
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Cette lettre a I’éditeur a permis d’éclaircir le role d’UTX sur la régulation des genes
MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2. En effet, I’inhibition par siUTX dans la lignée cellulaire
LNCaP et DU-145 a entrainé une diminution de 1’expression de 1’ensemble des quatre génes
d’intérét. Parallélement, I’analyse de 1’enrichissement de ces mémes genes par ChIP-qPCR a
montré une augmentation de la marque H3K27me3 au niveau de leur promoteur. Ensembles,
ces résultats prouvent qu’UTX est impliquée dans la régulation de ces genes dans la lignée
LNCaP (RA+) et DU-145 (RA-). Toutefois, I’inhibition par siUTX dans la lignée PC-3 n’a pas
montré de différence dans ’activité des genes par rapport aux controles ce qui suggere qu’UTX

n’est pas impliquée dans la régulation de ces génes dans cette lignée cellulaire.

Ces résultats montrent I’implication d’UTX dans la régulation de cette signature génique

du cancer de la prostate, toutefois, cette régulation reste dépendante du type cellulaire.
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2. Mise en évidence d’un possible lien entre JMJD3 et le récepteur aux

androgénes — Approche in vivo

CANCER GENOMICS & PROTEOMICS 19: 339-349 (2022)
doi: 10.21873/cgp 20324

Effects of GSK-J4 on JMJD3 Histone Demethylase
in Mouse Prostate Cancer Xenografts

Sanchez, A.; Penault-Llorca, F.; Bignon, Y.-J.; Guy, L.; Bernard-Gallon, D. Cancer Genomics
Proteomics 2022, 19, 339-349, doi:10.21873/cgp.20324.

Apres ces premiéres approches in vitro, nous avons voulu nous focaliser sur le role de
JMJD3. Nous avions examiné I’effet de I’inhibition de JMJD?3 in vitro sur le panel de génes
d’intérét et nous avons voulu déterminer si ces effets étaient les mémes dans une expérience in
vivo. Cette expérience a été réalisée sur des souris males immunodéprimées porteuses de
xénogreffes issues des lignées de cellules PC-3, DU-145 et LNCaP exprimant la luciférase. Les
souris étaient traitées par le GSK-J4 quotidiennement pendant 10 jours consécutifs au début du
protocole. Nous avons premiérement regardé 1’effet de 1’inhibition de JMJD3 par le GSK-J4
sur la croissance tumorale en évaluant le volume des xénogreffes par pied a coulisse et par
bioluminescence au cours du temps. Puis nous avons prélevé les xénogreffes en fin de protocole
afin d’étudier I’enrichissement des génes en H3K27me3 et I’expression des genes d’intérét
MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 et de génes impliqués dans la tumorigénese entre les

souris contrdles et les souris traitées.
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Effects of GSK-J4 on JMJD3 Histone Demethylase
in Mouse Prostate Cancer Xenografts
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Abstract. Background/Aim: Histone methylation status is
required to control gene expression. H3K27me3 is an
epigenetic tri-methylation modification to histone H3
controlled by the demethylase JMID3. JMJID3 is dysregulated
in a wide range of cancers and has been shown to control the
expression of a specific growth-modulatory gene signature,
making it an interesting candidate to better understand
prostate tumor progression in vivo. This study aimed to
identify the impact of JMJD3 inhibition by its inhibitor,
GSK4, on prostate tumor growth in vivo. Materials and
Methods: Prostate cancer cell lines were implanted into
Balb/c nude male mice. The effects of the selective JMJD3
inhibitor GSK-J4 on tumor growth were analyzed by
bioluminescence assays and H3K27me3-regulated changes in
gene expression were analyzed by ChIP-gPCR and RT-gPCR.
Results: JMID3 inhibition contributed to an increase in
tumor growth in androgen-independent (AR-) xenografts and
a decrease in androgen-dependent (AR+). GSK-J4 treatment
modulated H3K27me3 enrichment on the gene panel in DU-
145-luc xenografts while it had little effect on PC3-luc and
no effect on LNCaP-luc. Effects of JMJD3 inhibition affected
the panel gene expression. Conclusion: JMJD3 has a
differential effect in prostate tumor progression according to
AR status. Our results suggest that JMJD3 is able to play a

Correspondence to: Dominique Bernard-Gallon, Ph.D., Department
of Oncogenetics, Centre Jean Perrin, IMoST, 28 place Henri-
Dunant, 63001, Clermont-Ferrand, France. Tel: +33 473178358,
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Key Words: Prostate cancer, epigenetics, JMJD3, H3K27me3,
epidrugs, GSK-J4, xenografts, AR status.
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role independently of its demethylase function in androgen-
independent prostate cancer. The effects of GSK-J4 on AR+
prostate xenografis led to a decrease in tumor growth.

Prostate cancer (PC) is a heterogeneous disease depending
on the aggressiveness of the cancer. Annual incidence and
mortality in 2020 were 1,414,259 cases and 375,304 deaths.
It is the second most common cancer after lung cancer and
the fourth most deadly among men (1).

PC is a multifactorial disease with risk factors that can be
extrinsic or intrinsic [National Cancer Institute, Bethesda in
Maryland (MD)]. An increasing number of studies highlight the
link between epigenetics and tumor initiation and progression.
Epigenetic processes can be defined as the modification of gene
expression without changes in DNA sequence and are involved
in a large number of cellular events such as cell division,
differentiation, cell survival (2-4). Epigenetic modulation can
be achieved through chromatin compaction by activation or
inhibition of gene expression (5). The deregulation of these
mechanisms can lead to the transformation of healthy cells into
cancerous cells. Our study focuses on one type of epigenetic
modification: post-translational modification (PTM) of histones
and more specifically the tri-methylation of histone 3 at lysine
27 (H3K27me3), a repressive epigenetic mark (6). H3K27
methylation is regulated by Enhancer Zeste Homolog 2
methyltransferase (EZH2) (7-9) and jumonji domain-containing
protein 3 demethylase (JMJD3), also called KDM6B, which is
able to remove the di-tri methylation of H3K27 (10).

The ability of JMJD3 to demethylate H3K27me3 confers
a role in activating transcription (11). JMJD3 acts in many
biological processes such as neuronal differentiation (12),
immunity (13), inflammation (14-16), hematopoiesis (17, 18),
osteogenesis (19-23) and embryonic development (24, 25).
Moreover, JMJD3 has a role in chromatin remodeling (26,
27) and in cell reprogramming (28) independently of its
demethylase activity. JMJD3 is often over or under expressed
in a large variety of cancers including, but no limited to
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nervous system, prostate, blood, colorectal, breast, lung, liver,
ovarian, gastric cancers. This makes the demethylase difficult
to classify as a tumor suppressor or oncoprotein (29).

JMID3 and EZH2 have been previously shown to be
overexpressed in PC (30, 31). JMJID3 expression was
dependent on the aggressiveness of the cancer, as indicated
by an increased Gleason score (32-34). A previous study by
Daures ef al. identified a gene signature on prostate biopsies,
impacted by JMJD3 and EZH2, comprised of; O-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), transformer
2 alpha homolog (TRA2A), 2 small nuclear RNA auxiliary
factor 1 (U2AFI) and ribosomal protein S6 kinase A2
(RPS6KA2). These genes are involved in DNA damage repair,
mRNA splicing and cell differentiation (34). Furthermore, a
link between the androgen receptor (AR), EZH2 (35) and
JMID3 demethylase activity was demonstrated: androgen
status resulted in differential accumulation of JMJD3 at
candidate genes between AR+ and AR- cells (36) and this
was reflected at the transcriptional level (32). JMID3 is
therefore an interesting candidate to study for a better
understanding of prostate tumor progression.

Novel therapeutic strategies that target epigenetic regulatory
factors, such as JMJD3, offer promising new therapeutic
potential to treat aggressive prostate cancer. An increasing
number of molecules inhibiting JMJD3 are currently being
developed, but ethyl 3-((6-(4.5-dihydro-1H-benzo[d]azepin-
3(2H)-yl)-2-(pyridin-2-yl)pyrimidin-4-yl)amino)propanoate
(GSK-J4) remains the most studied in basic research. This
molecule inhibits demethylase by binding to the active site in
a competitive manner with o-ketoglutrate (15).

In this study, we analyzed JMJD3 involvement in tumor
progression in vivo after pharmacological inhibition of JMJD3
using GSK-J4. JMJD3 being a demethylase of chromatin-
bound histone 3 trimethylation, analysis of candidate gene
expression as well as enrichment of these genes for
trimethylation on histone 3 was performed on the collected
xenografts. The study revealed that JMJD3 has a role in tumor
progression and supports the hypothetical link between JMJD3
and AR. Furthermore, we identified a differential effect of the
inhibitor depending on the xenograft hormonal status.

Materials and Methods

Cell culture conditions. PC3-luc (PerkinElmer, Beaconsfield, UK)
and DU-145-luc (JCRB Cell Bank) cells were grown in EMEM
medium (ATCC, VA, USA) and LNCaP-luc (PerkinElmer,
Beaconsfield, UK) were grown in RPMI 1640 medium (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). All cells were
grown at 37°C and 5% CO, in a supplemented medium with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 1% L-glutamine and 0,1% of gentamicin
(Panpharma, Luitré, France) (DU-145-luc and LNCaP-luc) and
0.,1% of puromycin (InvivoGen, Toulouse, France) (PC3-luc). All
cells express firefly luciferase for in vivo bioluminescence imaging.

Table 1. Origins, AR, PTEN and luciferase status of the cell lines (PC-
3, DU-145, LNCaP) used to create xenografts.

Cell lines Origins AR status  PTEN status  Luciferase

PC-3 Bone metastasis - - +

DU-145 Brain metastasis -~ +

LNCaP Lymph node + - +
metastasis

Table I summarizes origins, AR, Phosphatase and tension homolog
(PTEN) and Luciferase status of the cell lines (PC-3, DU-145,
LNCaP) used to create xenografts.

Xenografts studies. Five-week-old male athymic mice (nu/nu
genotype, BALB/c background) were purchased from Janvier
Laboratories (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed under aseptic
conditions. All protocols in this study were approved by the Ethics
Committee (No. 2018122116517595). Mice were anesthetized by
isoflurane and 3x10° cells (PC3-luc and DU-145-luc), 10x106
(LNCaP-luc) in 100 pl of cell culture media resuspended in 100 pl
of matrigel (354248, Corning, NY, USA) were injected
subcutaneously into the right flank of mice. To test the effects of
JMID3 inhibition by GSK-J4, mice were randomly assigned to
vehicle (DMSO) and GSKJ4 treatment groups. The treatment began
one day after cell injection and 50 mg/kg of GSK-J4 were
administered by intraperitoneal injection every day for 10 consecutive
days. Tumor growth and response to therapy were determine once a
week by caliper measurement and twice a week by bioluminescent
imaging. For imaging, mice were anesthetized with isoflurane and
examined for tumor bioluminescence 10 min following intraperitoneal
injection of XenoLight D-Luciferin, Potassium Salt at 150 mg/kg
(122799, PerkinElmer, Beaconsfield, UK). Signal intensities were
quantified within regions of interest, as defined by the Living Image
software. Mice were sacrificed at 31, 50 and 65 days post inoculation
respectively for the PC3-luc, LNCaP-luc and DU-145-luc cell lines.
The protocol was ended upon reaching endpoints determined by the
ethics committee. Tumors were collected and were preserved in liquid
nitrogen. Tumor volumes (mm3) were measured with caliper and
calculated using the formula V=LxLxS/2 where L and S are the
largest and smallest diameters in millimeters. After collection, tumors
were also weighed with a precision balance.

RT-gPCR. Total RNA was extracted from tumor according to the
manufacter’s instruction (Macherey Nagel, Hoerdt, France). The
purity of RNA was determined using the NanoDrop 8000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Massy, France).
RNase-free DNase treatment, (1 U/ul) (Thermo Scientific) was
performed for 1 pg of total RNA was reverse-transcribed using the
High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, CA, USA).
Incubation was at 25°C for 10 min, reverse transcription was at
37°C for 120 min, and inactivation was at 85°C for 5 min.

All genes and control genes studied were amplified in triplicate
using TagMan Gene Expression PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). qPCR was performed on plates
designed by Applied Biosystems (TagMan® Array 96 well Fast
Plate, Custom format 16) using ABI PRISM 7900HT sequence
detection system (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific).
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Table II. Gene list and assay ID for TagMan — RT-gPCR assay.

Gene symbol(s)

Gene name(s)

Assay ID

18s -

MGMT 0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
TRA2A transformer 2 alpha homolog

U2AF1 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 like 5:U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1
RPS6KA2 ribosomal protein S6 kinase A2

PTEN phosphatase and tensin homolog

KDM6B lysine demethylase 6B

TP53 tumor protein p53

CDKNIA cyclin dependent kinase inhibitor 1A

AKTI1 AKT serine/threonine kinase 1

AR androgen receptor

NFKBI nuclear factor kappa B subunit 1

EZH2 enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit
HIFIA hypoxia inducible factor 1 alpha subunit

ACTB actin beta

Hs99999901 _s1
Hs01037698_m1
Hs01110203_m]1
Hs00733884_ml1
Hs00179731_ml

Hs02621230_s1

Hs00996325_¢g1
Hs01034249_m1
Hs00355782_m1
Hs00178289_ml
Hs00171172_m1
Hs00765730_m1
Hs00544830_m]1
Hs00153153_ml
Hs99999903_m1

Table III. Primers and probes used for ChIP-gPCR assay.

Gene symbol(s) Sequence primers MGB probes
MGMT F: AAAGGTACGGGCCATTTGG TAAGGCACAGAGCCTC
R: GGCGCCTTCCCAGCTT

TRA2A F: CTTCGTGAAGTATGTTCTTGATATGGA CTTTGAATGGTGCCAATG
R: GCCCAGTTTGCTGGTTGTAAA

U2AF1 F: GAGCATGTCGTCATGGAGACA TGCTCTCGGTTGCACAA
R: GGTCTGGCTAAACGTCGGTTT

RPS6KA2 F: GGAGATAGACATCAGCCATCATGT AAGGAGGGCTTTGAGAAG

R: AGCTCAAACTGGGAAGGATCTG

Data were collected after 50°C during 2 min, 95°C for 10 min,
95°C for 15 s and 60°C for 1 min and the two latest steps were
repeated in 40 cycles. The analysis was conducted on 13 genes
(Table II). Genes were considered significantly expressed and their
transcript measurable if their corresponding cycle threshold (CT)
value was less than 35. The relative quantification method
2-AACT was used to calculate the relative gene expression. Paired
t-tests were used to compare gene expression levels. Control of the
false discovery rate due to multiple testing was done according to
the Holm-Sidak method.

Chromatin extraction and sonication. A total of 30-40 mg of
xenografts were disrupted with gentleMACS Dissociator (Miltenyie
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) in cold PBS/PIC (Protease
Inhibitor Cocktail) (Diagenode, Seraing, Belgium). Protein-DNA
binding was done using 1% formaldehyde (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France) for 8 min at room temperature. Cross-
linking was stopped with 0.125 M glycine for 5 min at room
temperature followed by two washes (5 min, 900 g). The cell lysis
step was performed according to the manufacturer’s instructions
(iDeal ChIP-seq Kit for Histones, Diagenode, Seraing, Belgium).
Samples were next sonicated in shearing buffer+PIC in Bioruptor™
sonicator (Diagenode) for 10 min (10 cycles, 30 s ON/30 s OFF) at
4°C. Lysates were clarified by centrifugation (10 min at 14,000 g,
4°C), and supernatants were transferred to new tubes.

Chromatin immunoprecipitation assay. ChIP was performed using an
iDeal ChIP-seq Kit for Histones (Diagenode) according to the
manufacturer’s protocol on an SX-8G IP-Star® Compact Automated
System (Diagenode). ChIP used 200 uL of sonicated chromatin and
3 pg of antibodies: anti-H3K27me3 (#C15410069, Diagenode) and
anti-IgG for negative control (#C15410206, Diagenode). Antibody
coating reaction with protein A-coated magnetic beads lasted 3 h, and
the immunoprecipitation reaction 13 h at 4°C. Reverse cross-linking
was carried out for 4 h at 65°C with 5 M NaCl. Immunoprecipitated
DNA (IP) and total DNA (input) were purified by MicroChIP DiaPure
columns (#C03040001, Diagenode) according to the manufacturer’s
instructions, and analyzed by real-time PCR.

gPCR. DNA (5 pl) was analyzed by qPCR (ABI PRISM 7900HT,
Applied Biosystems) in triplicate in a 25 pl reaction volume
containing TagMan Gene Expression PCR Master Mix (Applied
Biosystems) with the forward and reverse primers (400 nM) and
probes (250 nM) (Table III): MGMT, RPS6KA2, TRA2A, U2AFI.
To calculate the relative amount of immunoprecipitated DNA
compared to the INPUT DNA, the formula used was:

Y%recovery = 2l(ctinput-Log2(x9%))-Ctsample] 100%

Where: log2(x) accounts for the INPUT dilution.
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Ethical disclosure. For in vivo xenograft models, the authors state
that they have obtained appropriate institutional review board
approval (APAFIS#18214-2018122116517595 V2).

Results

Effects of JMID3 inhibition differed depending on xenograft
type. To determine the role of JMJD3 in PC tumor growth, 5-
week-old male athymic mice (nu/nu genotype, BALB/c
background) were subcutaneously implanted with PC3-luc,

Figure 1. Continued

DU-145-luc and LNCaP-luc cells to form xenografts and
were treated with JMJD3 inhibitor (GSK-J4). The treatment
began one day after cell injection and 50 mg of GSK-J4 were
administered intraperitoneally every day for 10 consecutive
days. As can be seen in Figure 1a, GSK-J4 treatment induced
higher xenograft growth over time for AR- cells (PC3-luc and
DU-145-1uc) compared to controls. The growth is reflected
by the bioluminescence intensity of the xenografts. Treated
AR+ xenografts (LNCaP-luc) grew less rapidly than control
xenografts during the 10 days of treatment. A strong rebound

342
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Figure 1. Effects of GSK-J4 treatment on tumor growth in vivo. (a) Images of measuring bioluminescence intensity of the region of interest (ROI)
in p/seciem2/sr of PC3-luc, DU-145-luc and LNCaP-luc xenografts on the last day of the protocol (days 31, 65, 50 respectively). (b) Measurement
of tumor growth by bioluminescence, tumor volume (c) and tumor weight (d) after inoculation of PC3-luc, DU-145-luc and LNCaP-luc cells in
male balb/c nude mice controls or treated with GSK-J4. PC3-luc xenografts n=9, DU-145-luc xenografts n=8 and LNCaP-luc xenografts n=5. Data
are expressed as means for each group, and error bars indicate the 95% confidence interval of the mean value. Data were analyzed by paired=TRUE
Student’s t-test (*p<0.05; **p<0.01) for PC3-luc and DU-145-luc xenografts and data were analyzed by a non-parametric test, the Mann-Whitney

test (p<0.05) for LNCaP-luc xenografts.

in bioluminescence was noted at D16 (week after the end of
treatment) in treated mice and then as early as D22 and at
D50, less bioluminescence was observed in treated mice
compared to control mice. These results could be matched
with the measurement of tumor volume over time (Figure 1b)
for the AR- xenografts (PC3-luc and DU-145-luc). Indeed, it
was noted that tumor volume was larger in the treated group
compared to the control group. In contrast, the difference in
bioluminescence of LNCaP-luc xenografts between the
control and treated groups noted in Figure 1a does not reflect
what was measured in volume (mm3) for the first 37 days in
Figure 1b where no difference in volume was observed
between the control and treated groups. In agreement with the
bioluminescence results, the xenografts showed a difference
in volume from D37 until the end of the protocol. Finally, the
xenografts were weighed at the end of the protocol, after mice
were sacrificed. Figure ¢ shows that the treated PC3-luc and
DU-145-luc xenografts were heavier than the control

xenografts. The treated LNCaP-luc xenografts were lighter
than the control xenografts. The difference in tumor growth
between the control and treated groups in the different
categories of xenografts suggests that the treatment was
successful and that JMJD3 and H3K27me3 are in part
involved in PC tumor growth. The difference in results
between AR- and AR+ xenografts suggests that AR status
may also play a role, in association with JMJD3.

Three different profiles in H3K27me3 enrichment on MGMT,
TRA2A, U2AF1, RPS6KA2 genes. To ascertain the impact of
JMJD3 inhibition on H3K27me3 enrichment on the candidate
gene promoters identified in vitro (34), we performed ChIP-
qPCR on collected xenografts. ChIP undertaken on treated
PC3-luc xenografts (Figure 2a) showed that H3K27me3 was
found more enriched in the promoter of the control genes
(Myoglobin and GAPDH) compared to the control groups. In
contrast, GSK-J4 treatment on these same xenografts had no
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Figure 2. Effects of GSK-J4 treatment on enrichment of MGMT, TRA2A, U2AF1, RPS6KA2 genes in vivo. (a) PC3-luc, (b) DU-145-luc and (c)

LNCaP-luc xenografts treated with GSK-J4 (green bar) and untreated (black bar) were subjected to ChIP gPCR analys

of H3K27me3 enrichment

on control genes (Myoglobin and GAPDH ) and candidate genes (MGMT, TRA2A, U2AF1, RPS6KA2). Results are represented as fold enrichment
over IgG. Values=mean+SD and data were analyzed by unpaired non-parametric test, the Mann-Whitney t-test (*p<0.05).

effect on the enrichment of H3K27me3 in the promoters of the
four candidate genes (MGMT, TRA2A, U2AF1, RPS6KA2),
even though there was a tendency to increase in the treated
group. While JMJD3 demethylates H3K27me3, its inhibition
by GSK-J4 in DU-145-luc xenografts (Figure 2b) showed an
unexpected decrease of H3K27me3 on the promoters of the
whole set of genes studied with a significant decrease for
U2AF1 and RPS6KA2 genes in the treated group compared to
the control group. Furthermore, GSK-J4 treatment on LNCaP-
luc xenografts (Figure 2¢) had no effect on H3K27me3
enrichment on the promoter of the genes since there was no

difference between the control group and the treated group.
These results suggest that the hormonal and PTEN status of the
different xenografts could influence the treatment and again
highlight a definite role for AR in relation to the treatment
outcomes of LNCaP-luc xenografts. Based on these results, it
appears that GSK-J4 treatment modulated H3K27me3
enrichment on the gene panel in DU-145-luc while it had little
effect on PC3-luc and no effect LNCaP-luc xenografts.

Inhibition of JMJD3 dffects the expression of MGMT, TRA2A,
U2AF1, RPS6KA2 and candidate oncogenes and oncosupressors
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in LNCaP xenografts. In order to better understand the reason
of the difference in tumor growth between treated and untreated
xenografts, MGMT, TRA2A, U2AF1 ,RPS6KA2, PTEN, JMJD3,
TP53, CDKNIA, AKTI, AR, NFKBI, EZH2 and HIFI
expression analysis by RT-qPCR was conducted on PC3-luc,
DU-145-luc and LNCaP-luc xenografts (Figure 3). These
genes were selected after an extensive review of the literature
on the roles of JMJD3 in different cancers. They have shown
particular interest in other types of cancer. In agreement with
gene expression profile of the different tumor types, no AR
expression was found in AR- xenografts (PC-3-luc and DU-
145-luc), nor PTEN expression in PC3-luc (PTEN-/-) was
discovered. In contrast, PTEN expression was notable in
LNCaP xenografts due to the cells harboring one deleted
allele and one mutated allele (37). A slight decrease in gene
expression was observed in PC3-luc and DU-145-luc
xenografts compared to controls with a significant decrease in
RPS6KA2, EZH2, and HIF] expression and no difference in
CDKNIA expression for DU-145-luc xenografts. In AR+
xenografts (LNCaP-luc), a significant decrease in gene
expression (except JMJD3) was demonstrated in the treated
group compared to the control group.
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Figure 3. Effects of GSK-J4 treatment on MGMT, TRA2A, U2AF1,
RPS6KA2 expression and candidate oncogenes and oncosupressor
expression. mRNA level analysis of candidate genes from PC3-luc, DU-
145-luc and LNCaP-luc xenografts were quantified by RT-gPCR using
comparative 2 AACH method. Values are the average (mean#SD) from
n=8 PC3-luc xenografts, n=7 DU-145-luc xenografts, n=4 LNCaP-luc
xenografts and normalized to control xenografts without treatment. Data
were analyzed by unpaired t-test to compare gene expression (*p<0.05).

Discussion

In this study, we demonstrated that JIMJD3 and H3K27me3 have
a role in prostate cancer progression.H3K27me3, whose
demethylation is regulated by JMJD3, was found to be under-
or over-expressed in a wide range of cancers (29). This study
aims to identify the impact of JMJD3 inhibition by its inhibitor,
GSK4, on prostate tumor growth in vive. To evaluate this, we
used three continuous prostate cancer lines representing different
levels of aggressiveness: PC-3, DU-145 and LNCaP. These are
defined as the three standard models for studying prostate cancer.
The PC-3 cell line, isolated from bone metastases, is considered
as the most aggressive of the three with high metastatic potential
compared to the DU-145 and LNCaP cell lines that have
moderate and low metastatic potential respectively. The DU-145
cell line was isolated from brain metastases and the LNCaP cell
line from lymph node metastases. In contrast to the LNCaP cell
line (AR+), the PC-3 and DU-145 cell lines are hormone
insensitive (AR-) and do not exhibit AR at the transcriptional
and protein level (38). The DU-145 cell line expresses PTEN
heterozygously and exhibit a functional protein which is not the
case for the LNCaP and PC-3 cell lines (37).
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We first looked at in vivo the effect of JMJD3 inhibition
by its chemical inhibitor, GSK-J4, on tumor growth. We
demonstrated a difference in behavior between AR- and AR+
xenografts with more pronounced tumor growth for AR-
treated xenografts and less for AR+ treated xenografts
(Figure la-d). This was reflected by bioluminescence assays,
tumor volume measurement and xenograft weight.

JMIJD3 involvement in carcinogenesis remains unclear and
the role of JMJD3 has been described in promoting cancer, but
also as a tumor suppressor. A number of studies have used
GSK-J4 to identify the roles of JMJD3 in carcinogenesis: In
glioma, methylation maintenance by JMJD3 inhibition seems
to be a new therapeutic strategy because it leads to increased
survival and reduced tumor growth (39, 40). In neuroblastoma,
GSK-J4 decreased tumor growth in in vivo xenograft models
(41). The anti-proliferative effects of GSK-J4 were also
demonstrated in acute myeloid leukemia via the protein kinase
A (PKA) pathway by protein down-regulation of BCL2 and
caspase 3 activation (42). In breast cancer, in vivo, chemical
treatment has shown a decrease in tumor growth and
particularly the suppression of self-renewal and expression of
stemness related markers of breast cancer stem cells (43). In
contrast, in colorectal cancer, JIMJD3 was identified to be
positively associated with patient survival. Its inhibition by
GSK-J4 showed a reduction in chemokine expression
(CXCL9 and CXCL10) involved in tumor immunity (44).
These differences in the effect of JMJD3 inhibition on
carcinogenesis suggest that the action of JMJD3 is tissue
dependent. Finally, our study shows that even in cells from the
same tissue, i.e., the prostate, JIMJD3 seems to have a different
action depending on the properties of the cell lines studied.

The results we obtained seem to differ according to the
hormonal status of the xenografts studied: AR- (PC3-luc and
DU-145-luc) and AR+ (LNCaP-luc). A previous study in the
laboratory had already shown that the androgen receptor
status of PC-3, DU-145 (AR-) and LNCaP (AR+) cells
generated opposite gene expression profiles (34).
Increasingly, authors describe a demethylase action
independent of their enzymatic activity, for example by
interaction with transcription factors or protein, by
preventing their degradation by the proteasome. This has
been described in prostate cancer with KDM4B demethylase
being part of the same jumonji domain-containing protein
family as JMJD3. KDM4B activity is necessary to activate
AR at the transcriptional level, and independently to its
enzymatic activity by stabilizing AR to avoid its degradation
by ubiquitination. Conversely, it has been shown that AR
also regulates the activity of KDM4B. Moreover, after
KDM4B inhibition by siRNA, authors demonstrated a
decrease in proliferation in AR+ cell lines whereas there was
no effect on AR- cell lines (45). This suggest that the effects
on proliferation are mediated by AR function. This could
explain the difference in cell growth after treatment between

AR+ and AR- xenografts and in gene expression (Figure 3).
JMID3 could be an AR co-activator and thus there would be
a differential expression of candidate genes depending on the
type of xenograft. It has already been shown, in breast
cancer, that JMJD3 can interact with transcription factors
such as estrogen receptor (ERa). After induction of ERa by
estrogen, JMJD3 is co-recruited on the BCL2 anti-apoptotic
gene promoter to induce an active transcriptional state
according to a genomic pathway this time (46).

Then, to demonstrate the impact of JMJD3 inhibition on
H3K27me3 enrichment on four candidate genes promoters
identified in vitro (34), we performed ChIP-qPCR on collected
xenografts. There was no difference in H3K27me3 enrichment
on the promoter of all candidate genes after treatment in
LNCaP-luc (AR+) xenografts (Figure 2), whereas a difference
in the expression of the same candidate genes (Figure 3) as
well as an effect of treatment on tumor growth (Figure 1) were
demonstrated. H3K27me3 is therefore not involved in the
modulation of gene expression in the LNCaP cell line.
However, this suggests that JMJD3 inhibition in this xenograft
model could allow mediation of androgen-induced transcription
of target genes involved in tumorigenesis or that the genes
whose expression is decreased following JMJD3 inhibitory
treatment could come from another type of repressive
expression modification. It would be interesting to use cells
transfected with shJMJD3 to form xenografts. This would
allow us to examine if the physical absence of JMJID3 could
have another effect than inhibition of its demethylase activity.

Surprisingly, treatment with GSK-J4 resulted in overall
decrease in H3K27me3 gene enrichment in DU-145-luc
xenografts, an opposite effect to what was expected. This
cell line differs from PC-3 and LNCaP by its PTEN+ status,
which confers an ability to negatively regulate AKT that is
not shared by the other two cell lines (37). PTEN is a known
tumor suppressor (47), homozygous PTEN deletion in a
prostate cancer model leads to an increase in progenitor/stem
cells and thus to tumor initiation (48). Although the decrease
in EZH2 expression in DU-145-luc treated xenografts
(Figure 3) could explain in part the loss of H3K27me3 and
perhaps there is a link between JMJD3 demethylase and
PTEN that could explain these results. Two previous studies
in monocytic cells and renal fibrosis have made comparable
observations that support this hypothesis (49, 50). We noted
an effect of JMJD3 inhibition on PTEN expression with a
slight decrease, but there was no impact on AKT expression
between control and treated mice (Figure 3). Moreover,
Gong et al. found that PTEN C-terminal portion is able to
maintain the heterochromatin status by interacting and
stabilizing the HP1a protein (51). There may be a dynamic
interaction between HPI protein stabilization and the
repressive H3K27me3 mark. Some studies have found that
the balance of H3K27me3 at the genome level can be
impacted by other PTMs like DNA methylation or other
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histone PTMs and it is well established that epigenetic
modifications are complex and that there is permanent
context- and cellular-dependent crosstalk between epigenetic
marks (52, 53). In this light, this could explain that generally,
treatment resulted in a small decrease in overall gene
expression (except CDKNIA) while genes were weakly
enriched in H3K27me3 in DU-145-luc xenografts.

Our results on gene expression after inhibition by GSK-J4
were consistent with those previously performed in vitro on the
three cell lines. By contrast, the increase in H3K27me3 gene
enrichment after treatment was evident in vitro (36) while
disparities have been demonstrated in vivo. It is certain that the
tumor microenvironment must be taken into consideration, the
tumor stroma, the infiltrating immune cells, and the blood
vessels surrounding the tumor lead to molecular events that do
not exist in vitro. The NF-xB pathway has a major role in
tumor-associated chronic inflammation and HIF1 in the
hypoxic environment. Activation of NF-xB in infiltrating
leukocytes leads to secretion of TNF-o. among others. This
initiates and drives the regulated expression of cytokine genes
responsible for cell proliferation (54). The effects of treatment
on gene expression in AR+ xenografts (Figure 3) showed
decreased expression of NF-kB as well as HIFI. The latter is
widely implicated in tumor survival (55) and overexpressed in
prostate cancer (56). These latter results, together with the
decrease in AKT expression in treated AR+ xenografts, suggest
that JMJD3 has a direct or indirect action on the expression of
these genes and might contribute to the decrease in tumor
growth in an AR+ prostate cancer model (Figure 1).

Conclusion

We identified a role for JMJD3 in prostate tumor progression
in relation to the androgen receptor. There is a difference
between AR+ and AR- xenografts in tumor growth after
JMIJD3 inhibition. The differential expression of the gene
panel of AR- xenografts in comparison with the enrichment
profile of H3K27me3 genes suggests that JMJD3 is able to
play a role independently of its demethylase function in
androgen-independent prostate cancer. Finally, the effects of
GSK-J4 on AR+ prostate xenografts led to a decrease in
tumor growth and could be used as an epidrug and a new
therapeutic strategy.
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RESULTATS

Dans un premier temps, cette étude a permis d’évaluer I’effet de I’inhibition de JMJD3
par son inhibiteur chimique, le GSK-J4, sur la croissance tumorale in vivo. L’utilisation de
cellules cancéreuses bioluminescentes a permis de suivre la progression tumorale au cours du
temps. Cette derniere était différente entre les cellules RA+ et RA-. En effet, le traitement a
entrainé une progression tumorale plus importante dans les cellules RA- par rapport aux
groupes contrdles tandis qu’une croissance tumorale moins importante dans les cellules RA+ a
été relevée apres traitement. De plus, le poids des xénogreffes pesées en fin de protocole
concordait avec ces résultats. Les xénogreffes RA- étaient plus grosses dans les groupes traités

et moins grosses dans les groupes traités RA+.

Avec les profils d’enrichissement des génes en H3K27me3 et en se basant sur nos
résultats, il apparait que le traitement GSK-J4 a modulé I'enrichissement en H3K27me3 sur le
panel de génes dans les xénogreffes DU-145-luc alors qu'il a eu peu d'effet (tendance a
I’augmentation) sur les PC3-luc et aucun effet sur les LNCaP-luc. Ces résultats pourraient
suggérer que les statuts RA et PTEN des xénogreffes influencent le traitement et ceci met a
nouveau en évidence une possible relation du RA et IMJD3 au regard des effets du traitement
sur les xénogreffes LNCaP-luc. Toutefois, ces résultats ne sont pas comparables a ceux faits in
vitro [203].

En ce qui concerne I’expression des genes, une tendance a la diminution a été notée pour
tous les génes (sauf CDKN1A dans la lignée DU-145) dans les lignées cellulaires RA- avec une
diminution significative pour RPS6KA2 et EZH2 dans la lignée DU-145 dans les groupes traités
par le GSK-J4. La lignée LNCaP RA+ exhibait une diminution significative de 1’ensemble du
panel de genes (sauf IMJID3). La diminution de I’expression des génes MGMT, TRA2A, U2AF1
et RPS6KA2 dans les différentes lignées cellulaires apres traitement GSK-J4 était comparable

a celle faite in vitro [203].

Cette étude apporte de nouvelles preuves d’un potentiel lien entre IMJID3 et le RA.
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CHAPITRE IV. DISCUSSION ET
PERSPECTIVES

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez I’homme en France. Bien que
son apparition soit tardive et son évolution lente, il reste tout de méme le troisiéme cancer le
plus mortel aprés le cancer des poumons et le cancer colorectal. Cette maladie est donc un

probleme de santé publique majeur.

Les altérations génétiques et I’instabilité génomique augmentent au cours de la
carcinogénese prostatique. Les altérations épigénétiques sont aussi présentes tout au long de la
progression tumorale et peuvent étre impliquées dans 1’agressivité des tumeurs, la résistance a
la castration ou également servir de biomarqueurs pour la détection de la maladie. C’est
pourquoi la recherche dans ce domaine est importante pour mieux comprendre, diagnostiquer

et traiter le cancer de la prostate.

Des études liant I’épigénétique et le cancer de la prostate ont déja été menées dans notre
laboratoire. Elles portent notamment sur I’implication de la méthyltransférase EZH2 et de la
déméthylase JIMJD3 impliquées dans la tri-méthylation post-traductionnelle de la lysine 27 de
I’histone 3. Une étude a permis d’évaluer I’expression transcriptionnelle d’une vingtaine de
genes dans des tissus prostatiques sains et tumoraux. Une signature génique qui permet de
discriminer les différents groupes clinico-pathologiques (tumeurs de bas grade et de mauvais
pronostic) entre eux mais également avec le groupe de patients sains a été mise en évidence.
Parmi ces genes, six étaient particulierement intéressants : JMJD3, EZH2, MGMT, TRA2A,
RPS6KA2 et U2AF1. Ces génes sont enrichis en H3K27me3 dans les biopsies de la prostate

mais de plus en plus exprimés selon 1’agressivité tumorale [8].

Le sujet de cette these s’inscrit dans les domaines d’études de I’épigénétique et du cancer
de la prostate. Plus particulicrement dans 1’étude de I’implication de la tri-méthylation de
H3K27 et des enzymes EZH2, IMJD3 et UTX qui la modulent, ainsi que dans la régulation des
génes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 qui sont impliqués dans divers processus

cellulaires.

Nous nous sommes d’abord demandé si EZH2, JMJD3 et UTX étaient bien
impliquées dans le dépdt et la suppression de la méthylation de H3K27 au niveau des genes
d’intérét MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 et si H3K27me3 était impliquée dans la
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régulation de leur expression génique. Pour évaluer ceci, nous avons utilisé trois lignées
continues de cancer de la prostate représentant différents niveaux d’agressivité : les PC-3, les
DU-145 et les LNCaP. Elles sont définies comme les trois modéles standards pour étudier le
cancer de la prostate. La lignée PC-3, isolée a partir de métastases osseuses est considéree
comme la plus agressive des trois avec un potentiel métastatique élevé en comparaison avec
ceux des lignées DU-145 et LNCaP qui ont respectivement un potentiel métastatique modéré
et faible. La lignée DU-145 a éte isolée a partir de métastases cérébrales et la lignée LNCaP a
partir de métastases de ganglions lymphatiques. Contrairement a la lignée LNCaP (RA+), les
lignées continues PC-3 et DU-145 sont insensibles aux hormones (RA-) et ne présentent pas de
RA au niveau transcriptionnel et protéique [204]. La lignée DU-145 exprime PTEN de fagon
hétérozygote avec la traduction d’une protéine fonctionnelle ce qui n’est pas le cas des lignées
LNCaP et PC-3. PTEN étant un régulateur négatif de AKT, ces derniéres lignées possedent
ainsi une activation constitutive d’AKT avec un effet positif sur la carcinogénese et pouvant
provoquer une diminution de la réponse aux médicaments chimiothérapeutiques [205]. Ces
trois modéles cellulaires ont été traitées avec le DZNeP, inhibiteur de I’activité d’EZH2, ou le
GSK-J4, inhibiteur de I’activité de IMJID3 et UTX. De plus, nous avons utilisé des siARNs
dirigés spécifiquement contre ces enzymes pour voir I’effet de leur inhibition, lorsqu’elles ne

sont pas traduites, sur 1’expression des geénes d’intérét.

La régulation des génes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans le cancer de

la prostate - Approche in vitro

Nous avons mis en évidence qu’EZH2, IMID3 et UTX étaient impliquées dans la régulation
des genes MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 dans le cancer de la prostate. En effet,
I’utilisation de leurs inhibiteurs chimiques a permis de moduler 1’enrichissement de la marque
au niveau des promoteurs des genes d’intérét. L’utilisation de siARNs et des traitements
chimiques a permis de moduler leur expression apres traitement. Cette partie reprendra ce qui
est connu dans la littérature sur I’implication de ces geénes dans la cancérogénése et plus

particulierement dans le cancer de la prostate.

La protéine MGMT est impliquée dans les mécanismes de réparation de I’ADN. Elle
est régulée a la baisse dans un certain nombre de cancers et sa perte d’expression a été rapportée
dans plusieurs types de tumeurs, notamment dans le gliome. Comme MGMT joue un role

protecteur vis-a-vis des mutations ADN induites par les agents alkylants, il se pourrait que cette
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perte soit un mécanisme pré-tumoral [206]. Ce gene est souvent hyper méthylé dans plusieurs
types de cancer. C’est cet état de méthylation de I’ADN qui est le plus souvent mis en cause
pour expliquer la perte d’expression de MGMT dans le cancer et il existe peu d’études sur le
réle de H3K27me3 dans la régulation du géne MGMT. L’hyper méthylation du promoteur de
MGMT a été mise en évidence dans le cancer de la prostate [207]. Elle peut étre accompagnée
d’une hypo acétylation et d’une hyper méthylation des histones dans le cancer colorectal [208].
Toutefois, une étude sur des tumeurs de prostate ne révele pas d’inhibition de MGMT par la
méthylation [209]. Cette observation a également été faite a partir de prélévements sanguins de
patients atteints d’un cancer de la prostate pour lesquels aucune différence de méthylation des
promoteurs de MGMT entre les patients sains et malades n’a été mise en évidence [210]. Deux
autres études ont montré que MGMT était moins exprimé dans les tumeurs de la prostate
androgéno-sensitive en comparaison avec des tumeurs issues de cancer plus développé, agressif
et résistant a la castration que ce soit au niveau protéique ou par rapport au profil de méthylation
de MGMT [211,212]. D’apres nos résultats, ’expression de MGMT semble étre régulée par
H3K27me3 puisque I’inhibition des acteurs qui régulent le niveau de méthylation de H3K27
entraine une modulation de I’expression de MGMT. Les effets de I’utilisation du DZNeP et du
GSK-J4 sur I’expression de MGMT different en fonction de la lignée continue de cancer de la
prostate avec un effet inverse entre les lignées RA+ et RA-. L’utilisation de siEZH2 dans la
lignée PC-3 a entrainé une diminution de 1’expression de MGMT alors que son inhibition par le
DZNeP entraine une diminution de 1’accumulation de H3K27me3 sur le promoteur de MGMT.
La régulation de MGMT par H3K27me3 pourrait se faire indépendamment de son activité

enzymatique en fonction du type cellulaire, mais par quels mécanismes ?

U2AF1 intervient dans 1’épissage alternatif et notamment dans la formation du
spliceosome. Il a récemment été mis en évidence qu’il contribuait a limiter la progression du
cancer en régulant négativement la traduction des ARNm par fixation directe aux ARNm
matures dans le cytoplasme, indépendamment de son role dans I’épissage. Ce rdle peut étre
altéré par une mutation somatique S34F qui affecte la traduction d’une centaine d’ARNm
impliqués dans le phénoméne de métastase, d’inflammation et de progression tumorale [213].
D’apres cette étude, U2AF1 aurait un role de suppresseur de tumeur. Dans un modéle de cellules
PC-3 (RA-), la sous-expression de U2AF1 est corrélée avec un mauvais pronostic. U2AF1
affecte la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques et agit sur la résistance aux
androgenes. En effet, U2AF1 régule I’épissage de I’androgen receptor variant 7 (ARV7) dans

le cancer de la prostate. U2AF1 est sous-exprimé dans les tumeurs de prostate et entraine une
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expression plus élevée du variant ARV7. Ce variant est connu pour étre fréquemment exprimé
dans les cellules tumorales circulantes et étre impliqué dans la résistance aux traitements anti-
androgenes [214]. Toutefois, ces résultats ne sont pas en adéquation avec ceux précédemment
faits dans le laboratoire qui montraient une surexpression progressive de U2AF1 selon
I’agressivité de la tumeur [8] alors que Cao et al., qui n’ont pas fait de distinction entre
I’agressivité des tumeurs, ont identifié¢ une expression moins importante d’U2AF1 par rapport

au tissu sain adjacent [214].

TRAZ2A joue également un role crucial dans 1’épissage alternatif des pré-ARNmM.
L’expression de ce géne a été retrouvée dérégulée dans plusieurs types de cancer. Dans le cancer
de la prostate androgéno-indépendant, TRA2A se retrouve surexprimée dans les métastases de
la moelle osseuse [117]. Dans le cancer de 1’cesophage, TRA2A est aussi hautement exprimée.
Cette derniére étude a permis de mettre en évidence un lien entre TRA2A, EZH2 et la voie des
ncARN (MALAT1). TRA2A, en se fixant 8 MALATL, active EZH2 ce qui est associé a la
prolifération et la migration des cellules cancéreuses de 1’cesophage [215]. A notre
connaissance, c’est la seule étude qui met en lien EZH2 et TRA2A et aucune n’aborde un
possible lien entre TRA2A et IMJD3 ou UTX. Une forte expression de TRA2A a également été
retrouvée dans les cellules de gliome [216] et est associée a une hypo méthylation dans les
germinomes pédiatriques pinéaux [217]. En plus d’étre impliqué dans I’invasion, la
prolifération et la migration des cellules du cancer du sein, ce gene joue un réle dans la
résistance au traitement Paclitaxel dans le cancer du sein triple négatif [218]. Néanmoins
TRAZ2A s’est trouvé étre un marqueur de pronostic favorable pour I’adénocarcinome canalaire
pancréatique [219]. Par rapport a nos résultats, on ne peut pas dire que nous identifions un lien
entre EZH2 et TRA2A dans les lignées DU-145 et LNCaP puisque les traitements DZNeP et
par siEZH2 des cellules ont entrainé peu de variations de I’expression de TRA2A. Toutefois
nous avons noté une variation de I’enrichissement du promoteur de TRA2A en H3K27me3 aprés
traitement DZNeP. Aussi, I’absence d’EZH2 générée par 1’utilisation de siEZH2 dans la lignée
PC-3 a contribué, de facon trés significative, a diminuer 1’expression de TRA2A alors que les
génes étaient moins enrichis en marque répressive suggérant qu’EZH2 pourrait réguler
I’expression de TRA2A indépendamment de sa fonction enzymatique dans cette lignée cellulaire
[147].

RPS6KA2 (ou RSK3) est une sérine-thréonine kinase appartenant a la famille des
ribosomal S6 kinases (RSK) qui joue un réle dans la voie de signalisation des MAPK/Ras.
RPS6KAZ2 agit en aval de cette voie et joue le role de médiateur dans I’activation des facteurs
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de transcription induits par les mitogenes et le stress, elle régule la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire [220]. Par conséquent, la dérégulation de RPS6KA2 peut aisément
conduire & une exacerbation de ces phénomeénes induisant des phénotypes cancéreux aux
cellules. Peu d’études décrivent le rdle de RPS6K A2 dans le cancer. Dans le laboratoire il avait
été démontré que RPS6KA2 était surexprimée dans le cancer de la prostate selon 1’agressivité
[8]. Une autre étude a été réalisée par Clark et al., dans le cancer de la prostate mais traite du
role de RSK1 et RSK2. Ces deux kinases étaient retrouvées surexprimées au niveau protéique
dans des biopsies de prostate et avec une relation linéaire positive selon 1’agressivité. Les
kinases étaient capables de réguler 1’expression du PSA a travers la transcription médiée par le
RA. RSK n’activerait pas directement le RA en le phosphorylant mais plutdt indirectement en
phosphorylant un co-activateur du RA [221]. Nous avons précédemment décrit que la
phosphorylation d’EZH2 sur sa sérine 21, médiée par la voie PI3K/AKT, peut faire passer la
fonction répressive d’EZH2 a une fonction de co-activateur transcriptionnel du RA [92]. Il
serait particulierement intéressant de regarder sur nos modéles cellulaires de cancer de la
prostate si RPS6KA2 est capable de phosphoryler EZH2 afin de moduler son activité. Ceci ne
serait pas surprenant car il semblerait que ces kinases soient capables d’interagir avec
I’acétyltransférase P300 [221]. Ces faits sont tres intéressants car ils mettent en avant une
potentielle collaboration/activité de ces kinases avec/sur d’autres acteurs impliqués dans les
PTMs comme EZH2 ou JMJD3. La surexpression de RPS6KA?2 a également été décrite dans le
cancer du sein ou elle soutient la prolifération et semble avoir une répercussion sur la résistance
des cellules aux inhibiteurs de la voie PI3K [222]. Aussi, des variants géniques de RPS6KA2
sont associés au cancer du cdlon et du rectum [223]. Néanmoins, le réle de RPS6KA2 semble
dépendre du type de cancer car cette kinase a été décrite comme ayant un rdle suppresseur de

tumeur dans la cancer de I’ovaire [224].

Nous savons que ces génes sont surexprimés dans le cancer de la prostate avec une
corrélation positive selon le Score de Gleason mettant en évidence une signature genique pour
ce type de cancer. Ces génes sont en partis régulés par EZH2, IMJD3 et UTX. Cependant, ce
panel de génes est assez peu étudié dans le cancer de la prostate. Dans cette étude, nous n’avons
pas identifié I’impact de la surexpression du panel de genes sur les parametres typiques relatifs
au développement du cancer tels que la prolifération, la migration ou 1’apoptose. Il serait donc
intéressant de regarder I’effet de leur inactivation sur ces paramétres afin de mettre en évidence

leur pouvoir oncogene ou non sur les cellules de cancer de la prostate.
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Mise en évidence d’un possible lien entre EZH2, JMJD3 et le RA in vitro

L’étude sur EZH2 a permis de mettre en évidence un possible lien entre EZH2 et le RA. En
effet, apres traitement par le DZNeP, nous avons observé une nette différence de comportement
entre les cellules RA- (PC-3 et DU-145) et RA+ (LNCaP). En ce qui concerne la marque
H3K27me3 et apres traitement chimique par le DZNeP, on note une diminution de
I’accumulation de la marque sur les génes d’intérét dans les cellules RA- tandis qu’une
augmentation de H3K27me3 et d’EZH2 est présente dans la lignée LNCaP RA+. Ceci est tres
surprenant car EZH2 est privée de son substrat mais on observe une augmentation de

I’accumulation de la marque méthylée.

Ces résultats laissent supposer qu’il pourrait exister un lien entre EZH2 et le RA. Ceci a
déja été mis en évidence dans plusieurs études. En effet, EZH2 est capable d’interagir
directement avec le RA dans des cellules RA+ de cancer de la prostate et ceci permet de réguler
I’expression des geénes cibles du facteur de transcription. Dans ce cas précis, EZH2 en
interaction avec le RA a un effet co-activateur sur 1’expression des génes PSA et TMPRSS2
[151]. Cette observation a également été faite dans le CRPC. Ce mécanisme est dicté par la
phosphorylation d’EZH2 sur la sérine 21, médiée par la voie PI3K/AKT et peut faire passer sa

fonction de répresseur a celle de co-activateur transcriptionnel du RA [92].

Outre la capacité¢ d’EZH2 et du RA a coopérer ensemble dans le but d’activer I’expression
de certains genes, EZH2 et le RA sont aussi capables de réprimer la transcription de genes cibles
dans les cellules cancéreuses de la prostate LNCaP RA+ et ceci dans un milieu faible en
androgéne. Cette fonction répressive est menée au moins en partie a la tri méthylation de H3
assurée par EZH2. Ces genes, inactivés par 1’action de la marque H3K27me3, peuvent rester
réprimes dans des cellules résistantes a la castration, indépendamment des androgénes [172].
Une autre étude montre que les androgenes suppriment 1’expression d’EZH2 dans les cellules
CRPC alors que dans les cellules LNCaP, les concentrations physiologiques d’androgénes
stimulent I’expression des génes du complexe PRC2 (EZH2, SUZ12 et EED). Cet effet des
androgénes sur I’expression d’EZH2 est indirecte parce qu’elle est médiée par I’ATPase Family
AAA Domain Containing 2 (ATAD2), elle-mé&me induite par les androgénes. Ceci implique le
complexe E2F, I’histone H3K4me3 méthylase MLL1 et le recrutement de la polymérase II
[225]. En opposition avec cette derniere étude de Duan et al., d’autres chercheurs montrent que

I’expression d’EZH2 est réprimée par les androgénes a des concentrations de 1 nm ou plus et
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qu’elle nécessite un RA fonctionnel. Ceci expliquerait la surexpression d’EZH2 dans les cas

des CRPC [171].

Ensembles, tous ces résultats restent assez discordants et nos données ne permettent pas
d’affirmer que ’effet du traitement DZNeP sur 1’enrichissement de H3K27me3 et d’EZH2 sur
les genes est li¢ au RA. Une étude plus approfondie des interactions et roles d’EZH2 et du RA
semble indispensable dans un contexte de cancer de la prostate particulierement affecté par les

androgeénes.

Tout d’abord, il serait intéressant de regarder par chIP-re-chlP si EZH2 et le RA sont co-
localisés sur les genes d’intérét. Ceci permettrait de mettre en évidence s’ils ont une interaction
et de mieux comprendre un potentiel role coopératif entre EZH2 et le RA sur I’enrichissement
de la marque H3K27me3 sur les geénes d’intérét. Ceci pourrait étre réalis€ avec et sans
traitement inhibiteur de ’activité d’EZH2 pour déterminer ensuite si la modulation de 1’activité
des genes est dépendante de I’activité enzymatique d’EZH2 ou de I’interaction d’EZH2 et du

RA sur le promoteur des genes.

Aussi, pour valider ces résultats il faudrait les compléter avec une expérience montrant
I’impact d’une inhibition plus spécifique d’EZH2 sur D’enrichissement de la marque
H3K27me3, en utilisant un inhibiteur spécifique d’EZH2 comme I’EPZ-6438 (tazemetostat).
Ceci permettrait de mieux mettre en évidence le role d’EZH2. L’analyse de I’enrichissement
des génes en H3K27me3 a été réalisée uniquement apres traitement des cellules par le DZNeP.
Comme précédemment développé dans la partie 1.2.c « Les épidrogues » ; le traitement DZNeP
est un inhibiteur de méthyltransférase et n’est pas trés spécifique d’EZH2 [194], nous ne
pouvons pas étre certain que nous ¢€tudions bien le role d’EZH2 et non d’une autre
méthyltransférase. Néanmoins son utilisation a eu un effet sur I’accumulation de la marque
H3K27me3 et la modulation de I’expression des geénes suggérant que ’activité de DZNeP
inhibe au moins en partie EZH2. Aussi, 1’utilisation de siARNs dirigés spécifiquement contre
EZH2 permettrait de mettre en évidence 1’effet de son absence au niveau protéique sur la
régulation du dépbt de H3K27me3 car nous avons uniquement regardé 1’effet des siEZH2 sur

I’expression des genes d’intérét.

De plus, malgre les thérapies de privation aux androgénes, de nombreux patients récidivent
avec des formes de la maladie plus agressives qui ne répondent plus aux traitements anti-
androgénes. Puisque de nombreuses études mettent en avant un lien entre EZH2 et le RA il

serait intéressant de voir quel pourrait étre I’effet de I’utilisation d’un inhibiteur spécifique
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d’EZH2 combiné a un antagoniste du RA sur ’enrichissement des génes d’intérét et sur leur
expression dans les différents modeles cellulaires. Ceci pourrait étre réalisé sur les cellules RA-
(PC-3 et DU-145) considérés comme résistantes a la castration mais insensibles aux androgenes
ainsi qu’une lignée de CRPC sensibles aux androgénes. Cette combinaison thérapeutique s’est
déja révélée prometteuse pour limiter la progression tumorale sur d’autres modeles de cellules

cancéreuses de la prostate [98,226].

Nous avons aussi observé un effet différent de I’inhibiteur de JMJD3 in vitro, le GSK-J4,
en fonction du statut du RA des cellules, bien que ces différences soient moins marquées que
pour 1’étude sur EZH2. Aprés traitement GSK-J4, IMJD3 s’est retrouvée systématiquement
plus enrichie au niveau du promoteur des génes étudiés dans les cellules LNCaP RA+. Nous

suggérons qu’une implication de JMJD3 pourrait mettre en cause le RA.

Une étude a récemment montré que les niveaux d’ARNm de JMJD3 étaient plus élevés dans
la lignée cellulaire LNCaP que dans les lignées cellulaires PC-3 et DU-145 n’exprimant pas le
RA [227]. Ces résultats corroborent une étude précédemment faite dans le laboratoire entre les
lignées PC-3 et LNCaP [136]. Hormis son rdole de déméthylase, JMJD3 est capable d’assurer
des fonctions indépendamment de son activité enzymatique [186,228,229]. Nous supposons
que les cellules traitées par le GSK-J4, en réponse a une diminution de I’activité de JIMJID3 qui
entraine in fine une augmentation de la marque H3K27me3, recruteraient plus fortement IMJD3
au niveau des promoteurs des genes enrichis en H3K27me3. Ce recrutement viserait a
contrebalancer ’exces de dépdt de la marque répressive par fixation de JIMJD3 au niveau des
H3K27 ou H3K27mel restantes, empéchant alors EZH2 d’exercer son activité de
méthyltransférase sur ces résidus. Nous supposons que cette action pourrait étre potentialisée

par le RA. Il serait donc intéressant de :

1. Mettre en évidence la co-localisation de JMJD3 et H3K27 ou H3K27mel sur le

promoteur des génes d’intéreét.

2. Mettre en évidence la co-localisation de JMJD3 et RA sur le promoteur des genes
d’intérét.

3. Mettre en évidence le réle du RA dans la potentialisation d’une fixation protective ou
non de JMJD3 sur la marque H3K27/H3K27mel. Nous pourrions traiter les cellules avec des

SiARNs dirigés contre le RA dans des lignées qui expriment le RA (LNCaP). Nous

comparerions 1’enrichissement de JMJD3 co-localisés sur H3K27mel/H3K27 ainsi que
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I’expression des geénes cibles dans les cellules traitées par siRA a des cellules non traitées par

SiRA.

Ces expériences devront se faire avec le traitement GSK-J4 afin de mettre en évidence un

potentiel réle de IMJID3 indépendant de son activité enzymatique.

UTX et JMJD3 : les différences

Le sujet de cette thése se focalise davantage sur le role d’EZH2 et IMJID3 dans le cancer de
la prostate. Toutefois, comme JMJID3 et UTX possédent la méme capacité a retirer la
di/triméthylation de la lysine 27 de I’histone 3, nous avons voulu voir quel pourrait étre I’impact

de I’inhibition d’UTX sur la régulation de I’expression des genes d’intérét.

Tout d’abord, I’inhibition par le GSK-J4 a entrainé les mémes profils d’expression des
genes mis en évidence dans la publication 3 « Role of IMJD3 Demethylase and Its Inhibitor
GSK-J4 in Regulation of MGMT, TRA2A, RPS6KA2, and U2AF1 Genes in Prostate Cancer Cell
Lines » pour les lignées LNCaP et PC-3. En revanche, de fagon surprenante, aucune variation
de I’expression des génes n’a été notée dans la lignée DU-145 [230]. Les expériences faites
dans le cadre de I’étude du réle de JIMJID3 ont été réalisées a partir de cellules DU-145 avec un
faible nombre de passages alors que les expériences réalisées pour la lettre UTX ont été faites
avec des cellules avec un plus grand nombre de passages. Ce paramétre pourrait en partie
expliquer les différences de résultats pour la lignée DU-145 car a chaque division, des erreurs
peuvent s’intégrer dans le génome des cellules ce qui peut créer des différences au cours du
temps. Pour confirmer cette hypothése il faudrait peut-étre utiliser des cellules avec un nombre

de passages similaire.

En ce qui concerne les résultats sur la déplétion quasiment totale d’UTX par siUTX sur
I’expression des genes d’intérét, nous avons mis en évidence que I’absence d’UTX entraine une
diminution de I’expression des genes dans les lignées LNCaP et DU-145 alors qu’aucune
variation n’a été établie dans la lignée PC-3. Il existe pourtant une variation de 1’enrichissement
des génes en H3K27me3 et de ’expression des genes aprés traitement GSK-J4 ce qui suggere
que c’est JMJD3 qui pourrait réguler H3K27me3 et ’expression du panel de geénes dans la

lignée PC-3, et non UTX.

Comme précédemment évoqué, il serait intéressant de voir I’effet des siARNs d’UTX et de

JMJD3 sur I’enrichissement des génes. De plus, il avait précédemment ét¢ montré que IMJD3
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était localisée avec H3K27me3 sur les promoteurs des génes étudiés mais ceci n’a pas été mis
en évidence pour UTX. Cette expérience nous permettrait par exemple de confirmer qu’UTX
n’est pas impliquée dans la régulation du panel de génes dans la lignée PC-3 et que cette
régulation se fait via JIMJD3.

I serait aussi intéressant de regarder si lorsque 1’'une des deux déméthylases est inhibée, un
effet sur I’activité de 1’autre déméthylase active, avec un phénoméne de rétrocontrdle pour

compenser la perte d’activité de la déméthylase ciblée par les siARNs, pourrait étre observé.

A la suite de ces expérimentations in vitro, nous nous sommes focalises sur le réle de la
déméthylase JMJD3 dans la progression tumorale prostatique. Nous avons voulu regarder
I’effet de I’inhibition de JMJD3 par son inhibiteur le GSK-J4 sur la croissance tumorale
prostatique et sur I’enrichissement des génes d’intérét MGMT, TRA2A, U2AF1 et
RPS6KA2 en H3K27me3 et sur leur profil d’expression. Cette marque épigénétique, dont la
déméthylation est régulée par JMJD3, s’est avérée étre sous- ou surexprimée dans un large
éventail de cancer [231]. A partir des données de la littérature et par rapport au type de cancer
que nous étudions, nous avons sélectionné d’autres génes qui nous semblaient intéressants a
étudier. Nous avons choisi les genes : PTEN, TP53, CDKNIA, AKT1, AR, NFKB1, EZH2 et
HIF1. Cette étude a été réalisée sur des souris Balb/c méales immunodéprimées. Des xénogreffes
ont été implantées en sous-cutanée a partir des différents modeles cellulaires étudiés dans le
laboratoire : PC-3, DU-145, LNCaP. Un groupe de souris a été traité quotidiennement avec le
GSK-J4 pendant 10 jours consecutifs a partir du jour suivant 1’inoculation des cellules en sous-
cutanée. L’autre groupe était un groupe contréle, traité quotidiennement avec le véhicule. Ce
protocole nous a permis d’analyser I’effet du GSK-J4 sur la prise et la croissance tumorale. Les
cellules exprimaient la luciférase de fagon stable ce qui a permis d’étudier la croissance des
xénogreffes par analyse de bioluminescence. La pousse tumorale a également été analysée par
mesure du volume tumoral et pesage des xénogreffes en fin de protocole. L’analyse de
I’enrichissement des génes en H3K27me3 et de leur expression a été réalisée aprés prélévement

des xénogreffes.

Dans cette étude, nous avons montré que JMJD3 et H3K27me3 ont un rdle dans la
progression du cancer de la prostate mais les effets divergent en fonction du statut au RA et de
PTEN. Nos résultats suggerent que JMJD3 est capable de moduler 1’expression des genes
indépendamment de sa fonction déméthylase dans le cancer de la prostate. Les effets du GSK-

J4 sur les xenogreffes de prostate AR+ ont conduit a une diminution de la croissance tumorale.
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Deffet du GSK-J4 sur la progression tumorale prostatique in vivo

Nous avons d'abord examiné in vivo I'effet de I'inhibition de JMJD3 par son inhibiteur
chimique, le GSK-J4, sur la croissance tumorale. Nous avons observé une différence de
comportement entre les xénogreffes RA- et RA+. En effet, une croissance tumorale plus
importante a été observée pour les xenogreffes traitées RA- et moindre pour les xénogreffes
traitées RA+. Ceci s'est traduit par I’analyse de la bioluminescence, la mesure du volume

tumoral et le poids des xénogreffes.

L'implication de JIMJD3 dans la cancérogenese n'est toujours pas claire. Son rdle a été décrit
comme pouvant favoriser I’initiation et la progression du cancer mais aussi comme suppresseur
de tumeur, jouant alors un réle en défaveur de la tumorigénése. Plusieurs études ont utilisé le
GSK-J4 pour identifier les roles de la déméthylase JMJD3 dans la cancérogenése : Dans le
gliome, le maintien de la méthylation, favorisée par I'inhibition de JMJD3, semble étre une
nouvelle stratégie thérapeutique car elle conduit a une augmentation de la survie et a une
réduction de la croissance tumorale [232,233]. Le protocole de traitement GSK-J4 que nous
avons utilisé a d’ailleurs été tiré de 1’étude de Hashizume et al. qui travaillent sur le gliome.
Dans le neuroblastome, le GSK-J4 contribue a diminuer la croissance tumorale dans des
modeles de xénogreffe in vivo [234]. Les effets antiprolifératifs du GSK-J4 ont également été
démontrés dans la leucémie myéloide aigué via la voie de la protéine kinase A par le biais de
la régulation négative de la protéine BCL2 et de I'activation de la caspase 3 [235]. Dans le
cancer du sein, in vivo, le traitement chimique a montré une diminution de la croissance
tumorale et notamment la suppression de I' auto-renouvellement et de I'expression des
marqueurs caractéristiques des cellules souches du cancer du sein [236]. En revanche, dans le
cancer colorectal, IMJD3 a été identifiée comme étant positivement associée a la survie des
patients. Son inhibition par le GSK-J4 a montré une réduction de I'expression des chimiokines
(CXCL9 et CXCL10) impliquées dans I'immunité tumorale [237]. Ces différences dans I'effet
de Il'inhibition de JMJD3 sur la carcinogenése suggerent que l'action de JMJD3 pourrait étre
tissu-dépendante. Enfin, notre étude montre que méme dans les cellules d'un méme tissu, a
savoir la prostate, IMID3 semble avoir une action différente selon les propriétes des lignées

cellulaires étudiées.

Lors de notre étude, le protocole de traitement utilisé pour le GSK-J4 consistait a traiter
les souris une fois par jour pendant 10 jours consécutifs. Nous pourrions regarder 1’effet de

I’utilisation des ciseaux Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats
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CRISPR/Cas9. Cette technique permet I'élimination, la délétion, la correction ou l'ajout de
génes. Dans ce contexte d’étude, CRISPR/Cas9 permettrait d’invalider complétement JMJD3
dans les cellules a inoculer dans le but de former les xénogreffes. La technique CRISPR/Cas9
permettrait de limiter la manipulation des souris qui peut causer un stress quotidien et avoir un
impact sur les résultats. De plus, le GSK-J4 est une poudre diluée dans du DMSO. Nous avons
respecté les doses recommandées pour des injections intrapéritonéales chez la souris [238].
Toutefois, il semblerait que le DMSO puisse étre toxique méme a faible dose parce qu’il induit
notamment une mort cellulaire [239]. La techniqgue CRISPR/Cas9 permettrait également

d’avoir une invalidation compléte et stable dans le temps.

Mise en évidence d’un possible lien entre JMJD3 et le RA in vivo

Ensuite, nous avons également décelé un possible lien avec le RA, tout comme pour les
études faites in vitro (Publication 2 et 3). Les résultats que nous avons obtenus dans la
publication 5, notamment ceux concernant la croissance tumorale, semblent différer en fonction
du statut hormonal des xénogreffes étudiées : RA- (PC3-luc et DU-145-luc) et RA+ (LNCaP-
luc). Ce phénomeéne avait déja été identifié par une analyse transcriptomique in vitro démontrant
une opposition dans I'expression des génes dans les lignées cellulaires RA+ par rapport aux

RA- dans le cancer de la prostate [8].

De plus en plus d'auteurs décrivent une action des déméthylases indépendante de leur
activité enzymatique, par exemple par interaction avec des facteurs de transcription ou des
protéines, en empéchant leur dégradation par le protéasome. Ceci a été décrit dans le cancer de
la prostate pour la déméthylase KDM4B. Elle fait partie de la méme famille que JMJD3 et
contient un domaine jumonji. L'activité de KDM4B est nécessaire pour activer le RA au niveau
transcriptionnel, et indépendamment de son activité enzymatique, KDM4B est capable de
stabiliser le RA pour éviter sa dégradation par ubiquitination. Inversement, il a été montré que
le RA régule également l'activité de KDM4B. Aprés inhibition de KDM4B par siARNSs, les
auteurs ont mis en évidence une diminution de la prolifération dans les lignées cellulaires RA+
alors qu'il n'y avait aucun effet sur les lignées cellulaires RA- [240]. Ceci suggere que les effets
sur la prolifération sont médiés par la fonction du RA et ces résultats pourraient expliquer la
différence de croissance tumorale et d’expression des genes apres traitement entre les
xénogreffes RA+ et RA-. Nous nous demandons donc si JMJD3 pourrait étre une co-activatrice
du RA ce qui pourrait induire une expression différentielle des génes candidats selon le type de
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xenogreffes dans notre étude. Il a déja éte montré dans le cancer du sein que JMJD3 peut
interagir avec des facteurs de transcription tels que le récepteur aux cestrogénes ERa. Apres
induction de ERa par les cestrogénes, JIMJD3 est co-recrutée sur le promoteur du géne anti-
apoptotique BCL2 pour induire un état transcriptionnel actif, cette fois selon une voie

génomique [241].

Ensuite, pour démontrer I'impact de [l'inhibition de JMJD3 sur I'enrichissement en
H3K27me3 sur les promoteurs de quatre génes candidats identifiés in vitro [8], une ChIP-qPCR

a été realisée sur des xenogreffes collectées.

Il n'y avait pas de différence dans I'enrichissement en H3K27me3 des génes contrbles
Myoglobine et GAPDH et de MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2 aprés traitement dans les
xénogreffes LNCaP-luc (RA+) alors qu'une différence dans I'expression des mémes génes
candidats ainsi qu'un effet du traitement sur la croissance tumorale étaient évidents. Ceci
suggere que JMJD3, dans ce modele de xénogreffe, pourrait permettre la médiation de la
transcription induite par les androgenes de genes cibles impliqués dans la tumorigenése et

indépendamment de la marque répressive H3K27me3, comme précédemment évoquée.

Le statut PTEN et son influence sur I’effet du traitement GSK-J4

De maniére surprenante, le traitement par le GSK-J4 a entrainé une diminution globale de
I'enrichissement en genes H3K27me3 dans les xénogreffes DU-145-luc, un effet opposé a celui
qui était attendu. Cette lignée cellulaire différe de la lignée PC-3 et LNCaP par son statut
PTEN+, qui lui confére une capacité a réguler négativement AKT par PTEN, ce qui n'est pas
partagé par les deux autres lignées cellulaires [205,242]. PTEN est un géne suppresseur de
tumeur connu [243], la délétion homozygote de PTEN dans un modele de cancer de la prostate
conduit a une augmentation des cellules pro génitrices/souches et ainsi a l'initiation de la tumeur
[244]. Pour déterminer si nos résultats proviennent en partie de 1’expression de PTEN, nous
pourrions utiliser la transfection d’un vecteur d’expression de PTEN dans une lignée cellulaire
PTEN-.

Bien que la diminution de I'expression d'EZH2 dans les xénogreffes DU-145 traitées par le
GSK-J4 puisse expliquer en partie la perte de H3K27me3, il existe peut-étre un lien entre la
démethylase JIMJD3 et PTEN qui pourrait expliquer ces résultats. Deux études antérieures sur

les cellules monocytaires et la fibrose rénale ont fait des observations qui soutiennent
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I’hypothése d’un lien entre PTEN et la déméthylase JMJD3 et notamment I’implication de
JMJD3 dans la déméthylation de PTEN. Le traitement GSK-J4 induisait dans les deux études
une augmentation de Iactivité d’AKT [245,246]. Nous avons noté un effet de l'inhibition de
JMJD3 sur I'expression de PTEN avec une légere diminution, mais il n'y a pas eu d'impact sur
I'expression d'AKT entre les souris contréles et les souris traitées. PTEN inhibe la
phosphoinositide 3-kinase (P13-K) ce qui présente une opportunité de réguler une voie majeure
de la survie des cellules cancéreuses. En effet, cette kinase contribue a recruter la
sérine/thréonine kinase AKT a proximité de la membrane plasmique, ou elle est alors
phosphorylée et activée par la phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1 (PDK1).
L’oncoprotéine AKT active ensuite plusieurs cibles en aval, notamment mTOR, largement
impliquée dans la tumorigénese [247] (Figure 26). Dans des biopsies de prostate avec un fort
SG, AKT phosphorylée est surexprimée [248]. Des études in vitro pourraient étre réalisées sur
la lignée DU-145 pour identifier : Premierement, si PTEN est un géne cible de la déméthylation
de H3K27me3 médiée par I’activité¢ enzymatique de JMJD3 dans ce mode¢le cellulaire de cancer
de la prostate. Deuxiémement, nous pourrions regarder les taux protéiques d’AKT
phosphorylée en conditions controles et traités avec le GSK-J4 afin de mieux comprendre

I’implication de JMJD3 dans I’activation de cette voie de signalisation.

PI(3,4)P2 PI(3,4,5)P3

Membrane cytoplasmique

PI3K
Apoptose (p53, 4
@ caspases, BCL2)

Cycle cellulaire,
transition G1-$

] Groupement
phosphate

Figure 26: La voie PI3-K/AKT/mTOR

RTK : récepteur a tyrosine-kinase ; PIP2 : phosphatidylinositol 3,4,5-diphosphate PIP3 :
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate; PDK1 et 2 : 3-phosphoinositide dependent tyrosine
kinaselet2; PTEN : phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10; TSC1 :
Tuberous sclerosis complex-1 ; TSC2 : Tuberous sclerosis complex-2 ; PI3K: phosphatidyl
inositol 3-OH-kinase avec une sous-unité régulatrice p85, et une sous-unité catalytique p110;

MTOR : Mammalian Target Of Rapamycine [247].
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Un effet du microenvironnement tumoral ?

Nos résultats sur I'expression des génes apres inhibition par le GSK-J4 étaient cohérents
avec ceux précédemment réalisés in vitro sur les trois lignées cellulaires avec cette tendance a
la diminution de leur expression. En revanche, l'augmentation de I'enrichissement des génes en
H3K27me3 aprés traitement était évidente in vitro [203] alors que des disparités ont été
démontrées in vivo. Le tableau 7 récapitule I'effet des traitements siEZH2, DZNeP, siUTX,
siIMJD3 et GSK-J4 in vitro et in vivo sur lI'expression des génes d'intérét MGMT, TRA2A,
U2AF1 et RPS6KAZ2, leur enrichissement en H3K27me3 et sur la croissance tumorale dans les
différentes lignées continues de cellules cancéreuses de la prostate PC-3, DU-145 et LNCaP.

Il est certain que le microenvironnement tumoral doit étre pris en considération, le
stroma tumoral, les cellules immunitaires infiltrées et les vaisseaux sanguins entourant la
tumeur entrainent des événements moléculaires qui n'existent pas in vitro. La voie NF-xB joue
un role majeur dans Il'inflammation chronique associée a la tumeur et le facteur hypoxia-
inducible factor-1 (HIF1) dans I'environnement hypoxique. L'activation de NF-xB dans les
leucocytes infiltrant conduit a la secrétion de TNF-a entre autres. Ceci initie et conduit a
I'expression régulée de genes de cytokines responsables de la prolifération cellulaire [249]. Le
traitement a agi sur l'expression globale des genes dans les xénogreffes RA+ et a montré une
diminution de I'expression de NF-«B ainsi que de HIF1. Ce dernier est largement impliqué dans
la survie des tumeurs [250] et surexprimé dans le cancer de la prostate [251]. Ces derniers
résultats, ainsi que la diminution de I'expression d'AKT dans les xénogreffes RA+ traitées,
suggerent que JMJD3 pourrait avoir une action sur I'expression de ces génes et contribuer a la
diminution de la croissance tumorale dans un modéle de cancer de la prostate RA+. La mise
au point de sphéroides traitées avec le GSK-J4 ou siJMJD3 et non traitées in vitro nous
permettrait d’étudier plus en détail I’impact de JMJD3 sur ces voies de signalisation dans un
modele plus représentatif du microenvironnement tumoral que le modéle in vitro deux

dimensions.
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Tableau 7 : Récapitulatif de I'effet des traitements siEZH2, DZNeP, siUTX, siJMJD3 et GSK-J4 in vitro et in vivo sur I'expression des
genes d'intérét MGMT, TRA2A, U2AF1 et RPS6KAZ2, leur enrichissement en H3K27me3 et sur la croissance tumorale dans les différentes
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CONCLUSIONS

CONCLUSIONS

A Dinverse des altérations génétiques, les modifications épigénétiques sont des
processus réversibles. Elles peuvent ainsi étre régulées par 1’action pharmacologique de
molécules ciblant les différentes enzymes impliquées dans les PTMs d’histones. Nous avons
montré par |’utilisation des inhibiteurs d’EZH2, JMJD3 et UTX que ces acteurs régulent le
niveau de méthylation H3K27 au niveau des promoteurs des génes MGMT, TRA2A, U2AF1 et
RPS6KA2, genes impliqués dans la cancérogénese. Ceci a conduit & modifier leur expression
génique. L’inhibition d’EZH2 a permis de mettre en évidence une action différente sur
I’enrichissement de la marque H3K27me3 en fonction du statut en récepteur aux androgénes
des cellules suggérant un lien entre EZH2 et le RA. Nous avons également évalué I’implication
de JMJD3 dans la progression tumorale in vivo et mis en évidence un effet régressif du
traitement GSK-J4 sur les xénogreffes androgéno-dépendantes ainsi qu’un possible lien entre

JMJD3 et le récepteur aux androgenes.
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Résumé

Le cancer de la prostate est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez I’homme dans le monde. Les
changements épigénétiques en réponse a des événements externes (alimentation, activités sportives, etc.) et
internes sont de plus en plus impliqués dans I'initiation et la progression des tumeurs. La dérégulation des
mécanismes épigénétiques conduit a une modification de la compaction de la chromatine et par conséquent,
de I’expression de geénes ayant potentiellement un pouvoir oncogeéne ou suppresseur de tumeur. Cette thése
s’intéresse aux modifications post-traductionnelles des histones et, plus particulierement, a la tri méthylation
de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27me3) dans le cancer de la prostate. H3K27me3 est une marque
épigénétique répressive souvent sous- ou surexprimée dans un large éventail de cancers. Trois acteurs
régulent la méthylation de H3K27: La méthyltransférase EZH2 et les déméthylases JIMJID3 et UTX.
Premiérement, grace a I’utilisation d’épidrogues et de siARNSs dirigés spécifiquement contre ces trois acteurs,
nous avons montré in vitro qu’EZH2, IMJD3 et UTX étaient impliquées dans la régulation des génes MGMT,
TRA2A, U2AF1 et RPS6KA2, précédemment établis comme étant une signature génique du cancer de la
prostate. Cette étude in vitro a également permis de mettre en évidence un possible lien entre EZH2, IMJD3
et le récepteur aux androgénes. Ensuite, H3K27me3 et EZH2 étant largement étudiées, notre étude s’est
focalisée sur IMJID3. Aprés inhibition de JMJD3 in vivo par son inhibiteur chimique, GSK-J4, nous avons
obtenu une augmentation de la croissance tumorale dans les xénogreffes RA- et a une diminution dans les
xénogreffes RA+, ajoutant une preuve d’un possible lien entre le récepteur aux androgeénes et JIMJD3. La
caractérisation des altérations épigénétiques comme 1’expression aberrante de H3K27me3 dans le cancer de
la prostate est indispensable pour identifier de nouveaux marqueurs de diagnostic. La compréhension du réle
de H3K27me3, EZH2, IMJD3 et UTX dans la progression tumorale prostatique reste importante en vue de
I’utilisation d’épidrogues qui pourrait prochainement devenir une nouvelle stratégie thérapeutique.

Mots clés: Epigénétique, Cancer de la prostate, IMID3, EZH2, H3K27me3, Epidrogues

Abstract

Prostate cancer is the second most common cancer among men in the world. Epigenetic changes in response
to external (diet, sports activities, etc.) and internal events are increasingly implicated in tumor initiation and
progression. The deregulation of epigenetic mechanisms leads to a modification of chromatin compaction
and, consequently, of gene expression with oncogenic or tumor suppressor potential. In this thesis, we
focused on post-translational changes in histones and, more particularly, the tri methylation of lysine from
histone 3 (H3K27me3) mark, a repressive epigenetic mark often under- or overexpressed in a wide range of
cancers. Three actors regulate H3K27 methylation: EZH2 methyltransferase and JMJD3 and UTX
demethylases. First, using epidrugs and siRNAs specifically directed against these three actors, we showed
in vitro that EZH2, JMJD3 and UTX were involved in the regulation of MGMT, TRA2A, U2AF1 and
RPS6KA2 genes, previously established as a gene signature in prostate cancer. This in vitro study also
revealed a possible link between EZH2, JMJD3 and the androgen receptor. Then, H3K27me3 and EZH2
being widely studied, our study focused on JMJD3. JMJD3 inhibition in vivo contributed to an increase in
tumor growth in AR- xenografts and a decrease in AR+, providing further evidence of a possible link between
the androgen receptor and JMJD3. Characterization of epigenetic alterations such as aberrant H3K27me3
expression in prostate cancer is essential to identify new diagnostic markers. Understanding the role of
H3K27me3, EZH2, IMJD3 and UTX on prostate tumor progression is important because the use of epidrugs
may soon become a new therapeutic strategy.

Keywords: Epigenetics, Prostate cancer IMID3, EZH2, H3K27me3, Epidrugs



