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Chapitre 1: Le gliome infiltrant du tronc cérébral, un cancer
pédiatrique

I.  Principales caractéristiques des tumeurs malignes

Malgré le trés grand nombre de recherches menées depuis plus de 50 ans et le
développement rapide des connaissances observé au cours de la derniére décennie, le
cancer reste une maladie mortelle a travers le monde entier. Il est dG soit a des facteurs
internes (mutations héréditaires, conditions hormonales et immunitaires), soit a des facteurs
externes (tabac, alimentation, radiations et organismes infectieux) (Anand et al., 2008).

La caractéristique essentielle des cellules cancéreuses est leur capacité a proliférer
rapidement. En effet, elles peuvent déréguler la libération de signaux favorisant leur
croissance et permettant leur entrée dans un nouveau cycle cellulaire et deviennent ainsi
maitresses de leur propre destin. Une cellule tumorale se caractérise aussi par sa résistance
a la mort cellulaire, I'invasion, I'induction de I'angiogenése, la métastase et I'activation de
I'immortalité réplicative (Figure 1). Douglas Hanahan et Robert Weinberg ont ajouté deux
autres caractéristiques en 2011 qui sont I'’échappement au systeme immunitaire et la

reprogrammation du métabolisme énergétique (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 1).

Maintien des signaux Insensibilité aux
prolifératifs signaux

Reprogrammation du
métabolisme énergétique

Evasion de la destruction par le
systeme immunitaire

Capacité proliférative
non limitée

Evasion de la mort
cellulaire programmée

Inflammation pro-
tumorale

Instabilité génomique et

mutations
Induction de Activation des processus
I'angiogenése invasifs et métastatiques

Figure 1 : Caractéristiques du cancer.

Adapté de (Hanahan and Weinberg, 2011).



Ces caractéristiques des cellules cancéreuses ont pour origine des altérations génétiques et
de nombreux articles ont plus récemment mis en évidence l'importance des processus
épigénétiques, en particulier ceux qui entrainent l'inactivation de génes régulateurs clés,
montrant ainsi que la génétique et I'épigénétique cooperent a tous les stades du
développement du cancer (Jones and Baylin, 2007).

Des changements génétiques se produisent dans le génome des cellules cancéreuses
pendant la tumorigenése, ce qui conduit a une hétérogénéité génomique compliquée par la
nature polyclonale de la plupart des carcinomes. En effet, les populations de cellules
tumorales présentent des altérations génétiques qui different de celles du génome hote et
des autres cellules de la tumeur. Cette hétérogénéité intratumorale peut affecter toutes les
étapes de la prise en charge du cancer allant du diagnostic au traitement (Ellsworth et al.,

2017).

Il. Les cancers pédiatriques

Le cancer de I'enfant est une maladie rare, avec 13 500 cas et environ 1 500 décés par an
dans le monde parmi les enfants agés de 0 a 14 ans. En France, le diagnostic de cancer
pédiatrique est posé chaque année pour 2 500 enfants dont 500 décedent, et le cancer
pédiatrique représente 1 a 2 % de I'ensemble des cancers. Les cancers les plus répandus
chez les enfants sont en premier les leucémies représentant 33 % des cancers pédiatriques,
les tumeurs du systeme nerveux central (24 %), les lymphomes (environ 11 %), les
neuroblastomes (7 %), les cancers des os (ostéosarcome et sarcome d'Ewing) qui
représentent 4 % des cas de cancers pédiatriques (Revue générale des cancers pédatriques -
2019). Les cancers pédiatriques different des cancers de I'adulte et en France ils constituent
la premiére cause de déces par maladie chez les enfants. La rareté et la diversité des cancers
infantiles rendent difficile la détermination de la meilleure stratégie thérapeutique. La survie
apres le diagnostic et le traitement dépend du type du cancer et les meilleures survies
globales a 5 ans (> 85 %) ont été observées pour les rétinoblastomes, les carcinomes, les
néphroblastomes, les neuroblastomes et les hépatoblastomes. La survie globale a 5 ans est
plus basse pour les leucémies myéloides aigués, les tumeurs du SNC et les leucémies
lymphoides montrent (<65 %) (Desandes et al., 2020). Ces pourcentages de survie globale

apres un cancer pédiatrique cachent des disparités entre les pays : il est de plus de 80 %



dans les pays développés a revenu élevé, alors qu’il est beaucoup plus faible dans les pays a

revenu faible ou pauvres (Bhakta et al., 2019).

[ll. Les tumeurs cérébrales pédiatriques

Comme pour les autres types de cancer, il existe des différences entre les tumeurs
cérébrales adultes et pédiatriques. Les gliomes et méningiomes malins prédominent chez les
adultes tandis que les médulloblastomes et les astrocytomes de bas grade sont les tumeurs
cérébrales les plus fréquentes chez les enfants (Reith et al., 2017). Les tumeurs cérébrales
pédiatriques sont les tumeurs solides les plus fréquentes chez I'enfant avec le taux de
mortalité le plus élevé a cause de leur état malin (Tsangaris and Anagnostopoulos, 2018).
Elles sont classées d’aprés des caracteres épigénétiques en médulloblastome,
épendymome , astroctytome, gliome de haut grade, tumeur tératoide / rhabdoide atypique
et tumeurs embryonnaires du SNC. L’astrocytome est le plus fréquent et représente 40 %
des tumeurs cérébrales chez I'adulte et I'enfant. C’est une des tumeurs de bas grade qui
surviennent dans le cerveau, la moelle épiniére et le cervelet. Le médulloblastome est le plus
répandu chez I'enfant (20 % des tumeurs de SNC). Il se développe d’une fagon rapide et
envahissante dans le tronc cérébral et le cervelet. Le médulloblastome est le plus souvent
diagnostiqué avant l'age de 15 ans et a une prédominance masculine. A l'inverse, les
épendymomes sont des tumeurs a progression lente formant 8 a 10 % des tumeurs du SNC,
touchant le systéme ventriculaire et se propageant dans le tronc cérébral (Kumar et al.,

2018; Udaka and Packer, 2018; Wells and Packer, 2015).

Les tumeurs cérébrales sont une des principales causes de décés lié aux cancers infantiles. Le
progres et le développement des traitements et des thérapies chirurgicales ont amélioré la
survie et, pour des enfants atteints de gliome de bas grade et de médulloblastome, le taux
de survie dépasse 75 %, tandis que pour d’autres tumeurs cérébrales comme le gliome
infiltrant du tronc cérébral (DMG, diffuse midline glioma) et le gliome de haut grade (High
Grade Glioma, HGG), le pronostic reste peu favorable et ces tumeurs sont toujours
mortelles. De nos jours, la recherche continue d’explorer les différentes voies de
signalisation ainsi que les molécules clés qui jouent un role dans les tumeurs cérébrales

infantiles (Pollack et al., 2019 ; Khatua et al., 2012).



IV. Le gliome infiltrant du tronc cérébral ou DMG (Diffuse Midline Glioma)

Le gliome infiltrant du tronc cérébral, (appelé auparavant Diffuse Intrinsic Pontine Glioma,
DIPG), appartient aux HGG. Il se développe presque exclusivement chez I’enfant et le jeune
adulte, avec un dge médian de 6 a 9 ans, et la survie moyenne est de 9 mois. En effet, les
DMG sont des gliomes trés agressifs généralement localisés au niveau ventral du pont dans
la région du tronc cérébral (Figure 2). La tumeur peut envabhir et diffuser a travers les tissus
sains environnants. Son caractére infiltrant rend impossible toute chirurgie, et il ne répond
gue transitoirement a la radiothérapie (Coutel, 1959 ; Johung & Monje, 2017). En effet,
aprés la radiothérapie, la plupart des enfants décedent dans les deux ans suivant le

diagnostic.

Depuis une dizaine d’années, de nombreux essais cliniques chez I'enfant combinant
chimiothérapie, radiothérapie et plus récemment de nouvelles stratégies thérapeutiques ont
été inspirés par des protocoles thérapeutiques congus pour I'adulte. A I’heure actuelle, les
principales cibles pour traiter le DMG sont les modulateurs épigénétiques, les récepteurs de
la tyrosine kinase, les cibles de 'immunothérapie (Meel et al., 2019). Des études biologiques
récentes, réalisées surtout a partir de matériel provenant d’autopsies et dont la premiére a
été publiée en 2010 (Zarghooni et al.,, 2010), ont permis de découvrir des anomalies

biologiques qui pourraient aider a mieux redéfinir les traitements a explorer.
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Figure 2 : Coupe du cerveau montrant ses différentes parties dont le tronc cérébral.
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Adapté de https://smart.servier.com/smart_image/brain-14/

1. Epidémiologie
Les tumeurs du systeme nerveux central représentent les tumeurs les plus fréquentes parmi
les tumeurs solides en pédiatrie aprés les cancers hématologiques. 15% affectent le tronc
cérébral et parmi elles, 80% sont des DMG (Rashed et al., 2019). L’age médian du début est 6
ans et demi et la survie est inférieure a 1 an. Les DMG adultes sont moins agressifs et
biologiquement différents de ceux des enfants, avec une durée de survie relativement plus
longue (30 a 40 mois, Grimm & Chamberlain, 2013). Le DMG est généralement diagnostiqué
dans les 3 mois suivant I'apparition des symptomes (Vanan and Eisenstat, 2015). A ce jour,
son incidence n’est pas bien définie dans les registres en I'absence de preuve histologique
(Wolff et al., 2008). Aucune différence entre les sexes n’a été démontrée ni de corrélation
avec |'origine géographique des malades. La France estime qu’il y a entre 40 et 50 nouveaux

cas par an sur son territoire (Veldhuijzen van Zanten et al., 2017).

2. Localisation anatomique des DMG

Les symptdmes du DMG sont en majorité liés a la localisation de la tumeur. En effet il se
développe dans une zone particuliére du tronc cérébral nommée le pont, et notamment
dans sa partie ventrale. Il est donc essentiel de connaitre les fonctions vitales que régule le
tronc cérébral pour interpréter et comprendre les symptomes.

Le tronc cérébral est localisé dans la fosse cranienne postérieure de I'encéphale, sous le
diencéphale, en avant du cervelet et son prolongement caudal est la moelle épiniere (Figure
2). C'est une région centrale qui permet de faire la liaison entre les différents compartiments
du cerveau et qui relie les différents éléments du systéme nerveux : le cerveau, le cervelet et
la moelle épiniere (Angeles Fernandez-Gil et al., 2010) Le tronc cérébral est une zone
d’émergence des différents nerfs craniens.

Le tronc cérébral est aussi une région de passage des voies sensitives et motrices ainsi qu’un
centre de contréle de la douleur. Il est composé de 3 parties : le mésencéphale, le pont et le
bulbe rachidien ou (la moelle allongée). Il est responsable de la régulation de la respiration
et du rythme cardiaque, de la commande des mouvements et des réflexes. Il existe d’autres
roles moteurs tels que la déglutition, la salivation, la mastication, le vomissement, la toux,

I’éternuement mais aussi le mouvement des yeux (Hurley et al., 2010). Le DMG se développe
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au niveau ventral du pont mais il peut aussi envahir le mésencéphale, le thalamus ou le

cervelet (Green and Kieran, 2015).

3. Diagnostic et signes cliniques du DMG

Le diagnostic d'un gliome pontique intrinseque diffus (DMG) chez un enfant reste I'un des
plus difficiles parmi les cancers pédiatriques. Les enfants mourront de leur maladie entre 6
mois et 2 ans a compter du diagnostic initial. Les caractéristiques cliniques les plus classiques
sont de trois types : les déficits des nerfs craniens (diplopie et asymétrie faciale), les signes
cérébelleux (perte de I'équilibre et de la coordination, ataxie, dysmétrie et dysarthrie) et
I'atteinte des voies longues (perte sensorielle ou surtout motrice des extrémités et du tronc)
(Cohen et al., 2017). La paralysie du nerf oculomoteur abducens (nerf cranien VI) est presque
toujours le premier signe clinique et elle est un facteur prédictif trés sensible du DMG. Une
masse engendrée dans le pont se manifeste dans 50 % des cas.

Du fait de cette localisation, d’autres symptomes liés aux déficits des nerfs craniens sont
détectés tels que des problémes oculaires conduisant a des mouvements anormaux des yeux
ainsi que des problemes de mastication ou de déglutition (Schroeder et al., 2014).

Le délai entre les premiers symptomes et le diagnostic est relativement court (inférieur a
deux mois) et ce dernier est complété par les résultats de l'imagerie par résonance
magnétique (IRM) détaillée ci-dessous.

a. Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM)

L'IRM est la modalité d’imagerie médicale de référence pour diagnostiquer le DMG et elle
peut étre considérée comme une méthode précise non invasive. Ces tumeurs sont
hyperintenses et se manifestent par un signal élevé sur les images pondérées en T2 et FLAIR,
et iso-intenses ou hypointenses (un signal faible) sur les images pondérées en T1, (Tisnado et

al., 2016). L'IRM de la Figure 3, montre ce changement de signal (Recinos et al., 2007).
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Figure 3 : Caractéristiques de I'IRM de DMG

a) Coupe sagittale T2 montrant le changement du signal hyperintense (blanc) dans le pont. b)
Image coronale pondérée T1 confirmant [linfiltration hypointense (noir) dans le tronc

cérébral. Adapté de (Recinos et al., 2007)

Afin d’améliorer le diagnostic du DMG, plusieurs recherches sont en cours quant a
l'utilisation de techniques d'imagerie avancées. Une approche par Spectroscopie de
Résonnance Magnétique du proton (MRS) qui permet de mesurer des concentrations de
métabolites dans les tissus peut venir en complément de I'IRM. La MRS fournit des
informations uniques et importantes sur la biochimie dans les tumeurs cérébrales
inopérables et pourrait compléter les données neuropathologiques, le diagnostic (soit haut
ou bas grade), guider les biopsies et améliorer la compréhension des options thérapeutiques
(zarifi and Tzika, 2016).

A titre d’exemple, la mesure du taux de citrate augmente dans les tissus malins en
comparaison des tissus sains. Quelques équipes ont exploré la possibilité de mesurer le
citrate dans les gliomes infiltrant du tronc cérébral pédiatriques (Bliml et al., 2011 ; Sedlacik
et al., 2013 ; Seymour et al., 2008).Une étude récente combine I'imagerie IRM et 'injection
de méthionine radiomarquée au 'C pour diagnostiquer le DMG, et trouve son utilité pour
évaluer I'évolution de la tumeur apres traitement par irradiation. Cette méthode est basée
sur un métabolisme plus actif et donc une absorption supérieure de la !C-methionine par le

tissu tumoral par rapport au cerveau normal (Tinkle et al., 2019). L’espoir est que les
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techniques d’imagerie avancées permettront de mieux diagnostiquer le DMG et notamment

les rechutes apres la radiothérapie.
b. Biopsie

L'absence de progres dans le traitement du DMG malgré des décennies de recherches a mis
en évidence un manque dans la compréhension et la connaissance des aspects biologiques
fondamentaux de cette maladie. Il est alors apparu nécessaire de réaliser des biopsies,
pratique écartée pendant des années parce que le diagnostic était malgré tout relativement
simple a poser.

Aujourd’hui, de plus en plus de biopsies sont réalisées avant traitement afin de comprendre
les caractéristiques moléculaires de la tumeur. Plusieurs centres hospitaliers (Cage et al.,
2013 ; Gupta et al., 2018 ; Hamisch et al., 2017 ; Puget et al., 2015) ont démontré la
faisabilité de la procédure grace a l'utilisation de la chirurgie stéréotaxique, dont les risques
sont minimes, et la biopsie peut étre utile surtout si les résultats radiographiques ne sont
pas clairs (Johung and Monje, 2017).

Une étude de 130 biopsies du tronc cérébral montre qu’il n’y a eu aucun déces da a la
biopsie et moins de 4 % des patients présentaient une morbidité transitoire (Puget et al.,
2015).

Plusieurs autres études ont également été réalisées, et de nouvelles techniques de biopsies
permettent de fournir des tissus non seulement pour le diagnostic mais aussi pour la culture

primaire et I'’étude moléculaire (Vanan and Eisenstat, 2015).

c. Classification

Les tumeurs (gliomes) ont d’abord été classées en fonction de leur histologie. Selon ce
critere, le DMG correspond a un gliome de haut grade avec un mauvais pronostic (Masui et
al., 2016). En 2016, I'organisation mondiale de la santé (OMS) a introduit un changement
fondamental dans la classification des tumeurs du systéme nerveux central en prenant en
compte le génotype pour une large part de ces tumeurs (Wesseling and Capper, 2018). Les
gliomes diffus sont classés comme des astrocytomes diffus, des oligodendrogliomes ou des
tumeurs mixtes astrocytaires et oligodendrogliales et, selon ces sous-groupes, est attribué
un grade/stade de malignité (Il, Il ou IV) (Wesseling and Capper, 2018). L’activité mitotique,
la prolifération microvasculaire et la nécrose sont des caractéristiques aidant a la

classification et I'attribution des grades (Figure 4) (Perry and Wesseling, 2016).
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Actuellement tous les gliomes infiltrants diffus sont regroupés plus précisément en fonction
de mutations dans différents génes (Louis et al., 2016). Les DMG sont des tumeurs survenant
principalement chez les enfants et ont d’abord été caractérisés par la mutation K27M des
histones H3.3 (H3F3A) et, moins fréquemment, H3.1 (HIST1H3B et HIST1H3C) (Khuong-
Quang et al., 2012). C’est une des caractéristiques moléculaires prises en compte depuis
2016 dans la classification. Elle représente 80 % des cas de DMG et elle est toujours associée

a un mauvais pronostic (Nagaraja et al., 2019).

Figure 4 : Evaluation immunohistochimique des différents types de gliomes infiltrants
(coloration a I’hématoxyline et I’éosine)
A) Oligodendrogliome diffus de grade Ill montrant une densité élevée des cellules tumorales avec des
noyaux de structure anormale. B) Astrocytome diffus de grade Il caractérisé par moins de cellule et
une légére diversité du noyau. C) Glioblastome de grade IV avec des cellules tumorales pléomorphes,
mitotiques et un aspect pseudo-palissadique des cellules autour d’un foyer de nécrose. D) Gliome
diffus médian ou DMG, mutant H3K27M, a infiltration diffuse avec prolifération microvasculaire.

Adapté de (Masui et al., 2016).

La systématisation des biopsies a pu conduire a ces différentes classifications basées sur des
criteres moléculaires et histologiques et pas uniquement sur la morphologie (Buczkowicz

and Hawkins, 2015).
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Les DMG ont été classés en trois sous-groupes moléculaires distincts sur la base du niveau
de méthylation des flots CpG : H3K27M, silent et MYCN (Buczkowicz et al., 2014). Le sous-
groupe MYCN ne présente pas de mutation mais est caractérisé par une hyperméthylation,
des remaniements complexes du chromosome 2p conduisant a une activation récurrente de
haut niveau du facteur de transcription MYCN et du régulateur transcriptionnel ID2. Ce
groupe ne présente aucune mutation de I’histone H3 mais I'expression de MYCN et ID2 est
augmentée par rapport aux autres sous-groupes. Le second sous-groupe, silent de bas grade,
est diagnostiqué a un age plus jeune et caractérisé par un taux de mutation plus faible que
les deux autres groupes et une surexpression de la voie Wnt et des génes MDM2, MSP et
ADAM33. 44 % des tumeurs de ce groupe présentent la mutation H3K27M. Le plus
important en nombre est le troisieme groupe, H3K27M, qui se caractérise par la mutation de
I’histone H3.3 ou H3.1 avec des mutations dans divers autres génes tels que PVT-1, PDGFRA,
ACVR1, TP53, ATRX, PI3KCA... (Buczkowicz and Hawkins, 2015). Sont associés a ce groupe
une tres grande instabilité génomique, I'allongement des télomeéres et un enrichissement

des mutations de TP53 (Figure 5).
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Figure 5 : Classification moléculaire du DMG.
Des analyses récentes de I'expression génique, mutationnelle et épigénétique d'échantillons de
patients DMG ont révélé des sous-groupes distincts présents dans la maladie. En 2012, la
classification du DMG a défini 2 sous-groupes : Le premier est défini par un phénotype pro-neural et
une différenciation oligodendrogliale associée a I'amplification du gene PDGFRA et Pax3 et le

deuxieme groupe qui présente un phénotype mésenchymateux. En 2014, une classification plus
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précise a permis de définir trois groupes potentiels selon I'analyse du génome, I’histopathologie et les
données cliniques H3K27M, silent et MYCN. Le groupe MYCN ne présente pas la mutation H3K27M. Le
groupe, H3K27M, qui se caractérise par la mutation de I’histone H3.3 ou H3.1 avec des mutations
dans divers autres génes tels que PDGFRA, ACVR1.,; WT: Wild type. Adapté de (Misuraca et al.,,
2015).

4. Causes du DIPG : la neurogenese post-natale

Les DMG surviennent dans une zone particuliére du tronc cérébral et pendant une période
précoce de l'enfance. Cela suggére la dérégulation d’un processus de neurogenese
postnatal. Des chercheurs ont en effet identifié une population de précurseurs neuraux
exprimant des marqueurs phénotypiques de type « Cellule Souche Neurale » (NSC) dans le
tronc cérébral humain et murin et liés a 'apparition des DMG (Monje et al., 2011). Cette
population de cellules présentes au niveau du pont exprime les 2 marqueurs Nestine et
Vimentine. La moitié de ces cellules expriment aussi le facteur de transcription Olig2 qui est
associé aux précurseurs des cellules oligodendrogliales. Les cellules Nestine+, Vimentine+ et
Olig2+ au niveau du tronc cérébral changent au cours des années. Elles sont d’abord
présentes au niveau ventral du pont avant de décroitre vers I'dge de 2 ans et leur nombre
réaugmente pour atteindre un pic a I'dge de 6 ans, ce qui semble correspondre a I'dge
d'incidence du DMG. De plus, on peut noter également |'implication de la voie de
signalisation Hedgehog (Hh) dans la cancérogenése et sa dérégulation qui entraine une
hypertrophie des ponts (Monje et al., 2011). L'expression d’Olig2 est régulée par I'activité de
la protéine Sonic Hedgehog. La voie Hh est un élément important de développement des
cellules souches précurseurs et dans la physiopathologie du DMG mais elle ne suffit pas a
elle seule a provoquer ce cancer. Différentes études ont été faites pour comprendre les
origines cellulaires et moléculaires du DMG, mais |'étude de sa biologie a cependant été
limitée par le manque de tissu tumoral disponible (Monje et al., 2011). D’autres altérations
génétiques doivent jouer un rble dans le développement de la tumeur. Cependant,

I'altération la plus importante dans les DMG est la mutation de I'histone H3.
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5. Altérations génétiques associées au DMG
a. L’histone H3

Le nucléosome est un octameére constitué de deux copies de chacune des histones de base
H2A, H2B, H3 et H4 autour duquel est enroulé I'ADN sur environ 146 pb. Les histones H2A et
H2B forment deux diméres flanquant un tétramere (H3-H4) (Mendiratta et al., 2019). Les
modifications post-traductionnelles des histones régulent I'expression des génes grace a la
formation de I'hétérochromatine (chromatine condensée) ou I'euchromatine (chromatine

ouverte) (Figure 6).

Chromatine ge  __ Histones

Ca

ADN

Nucléosome

Figure 6 : Schéma représentant la chromatine condensée formée d’ADN enroulé autour du
nucléosome et stabilisée par I’histone H1.

Le nucléosome se compose d'un octamére avec deux copies de chacune des histones de base H2A,

H2B, H3 et H4 autour desquelles est enroulé I'ADN sur environ 146 pb. Les histones H2A et H2B

forment deux diméres flanquant un tétramére (H3-H4).

Le géne H3 est présent dans le génome en de multiples copies organisées en clusters pour
H3.1 (HIST1HA-J) et H3.2 (HIST2H3A, C ou D) et le variant H3.3 est codé par deux génes
distincts (H3F3A et H3F3B). Les modifications de I'histone H3, notamment de la lysine 27,
conduisent soit a l'activation soit a la répression des genes. H3K27 est acétylée par des

histones acétyltransférases (HAT) aux sites de transcription active ce qui permet I’expression
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de genes, tandis que la méthylation (H3K27me) est une modification généralement associée
a la répression des genes et retrouvée aux loci réduits au silence par les protéines du groupe
Polycomb et surtout par le complexe nommé “polycomb repressive complex 2” (PRC2) et
plus précisément par une enzyme, la méthyl-transférase “enhancer of zeste homolog 2”
(EZH2) qui sera détaillée dans le chapitre Il (Figure 7) (Leatham-Jensen et al., 2019 ; Nichol et
al., 2016).

Gene
transcription

Heferbchrdinatin Euchromatin

(. Cross-talk .

Gene
transcription

Gene
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-’ =\

e.g., H3K9, H3K27

Figure 7 : Modification post-traductionnelle de I'expression des génes
En général, l'acétylation des queues N-terminales des histones centrales par les HAT a pour
conséquence la modification de I'état de I’ADN (hétérochromatine en euchromatine) ce qui peut
augmenter l'accessibilité des facteurs de transcription et conduire a une activation ultérieure de la
transcription. A l'inverse, le retour a I'état d’hétérochromatine se fait par les HDAC. La méthylation
des histones module l'activation ou la répression des génes selon le site de modification. La
méthylation est catalysée par les enzymes HMT alors que la déméthylation est catalysée par les HMD.
La méthylation sur les lysines 4 et 36 permet I’activation de la transcription tandis que la méthylation
des lysines 9 et 27 induit sa répression. HMT : méthyltransférase d’histone, HDM : histone

déméthylase , HAT : Histone acétyltransférase, HDAC : désacétylase d’histone (Yao and Li, 2015).
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La mutation H3K27M

Les altérations de H3K27 apparaissent comme I'événement a I'origine de la pathogenese du
DMG. Ce sont des mutations dans les deux variants principaux (H3.1 ainsi que H3.3) de
I'histone H3 qui entrainent deux programmes oncogenes distincts (Castel et al., 2015). La
mutation K27M a également été découverte dans HIST2H3C et une substitution de la lysine
27 en isoleucine (K271) dans H3F3A. La mutation K27M de H3.3 est associée a une plus faible
réponse a la radiothérapie et un plus grand risque de rechute par rapport aux patients pour
lesquels H3.1 est muté (Castel et al., 2015).

Les DMG possédant la mutation H3.3-K27M présentent un phénotype proneural /
oligodendroglial avec activation du gene PDGFRA et mutation de TP53 tandis que les
tumeurs possédant la mutation H3.1-K27M présentent un phénotype mésenchymateux /
astrocytaire associé a une mutation de ACVR1 et de PI3K (Castel et al., 2015). De plus, des
différences de méthylation sont aussi observées dans les variantes de DMG (Buczkowicz et
al., 2014 ; Castel et al., 2018 ; Fontebasso et al., 2014 ; Mackay et al., 2017 ; Sturm et al.,
2012 ; Taylor et al., 2014).

La mutation H3K27M est présente dans seulement 4 a 18 % des histones H3 dans les
tumeurs DMG, ce qui sous-entend qu’environ 90 % des histones H3 sont fonctionnelles. La
méthylation de H3K27 induit I'inactivation du complexe PRC2 (Figure 8) (Lewis et al., 2013).
Les mutations de H3.1 et H3.3 induisent également des caractéristiques cliniques
différentes. Les tumeurs portant la mutation H3.1K27M se produiront a un age plus jeune
(I'age moyen au moment du diagnostic est de 4 a 5 ans), seront plus fréquentes chez les filles
et seront associées a une survie légérement plus longue (15 mois) par rapport aux tumeurs
portant la mutation H3.3K27M (Johung and Monje, 2017).

Une reprogrammation épigénétique significative contribuant au cancer est associée a la
substitution de la lysine 27 par la méthionine. K27M perturbe des modifications post-
traductionnelles et modifie en conséquence I'expression des genes liés au cancer (Lu et al.,
2018 ; Mosaab et al., 2020). Elle diminue la triméthylation de H3K27 (H3K27me3) réactivant
ainsi la transcription dans tout le génome. Il a récemment été montré que H3K27M
augmente l'acétylation de I'histone H4 et la méthylation de la lysine 36 de I'histone H3

(H3K36) (Nagaraja et al., 2019).
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Des études fonctionnelles réalisées in vitro ou in vivo avec des modéles animaux montrent
gue la mutation H3K27M stimule ou accélere la croissance des DMG (Cordero et al., 2017 ;
Larson et al., 2019 ; Pathania et al., 2017). Outre son role dans le maintien du DMG, H3K27M
empéche la différenciation cellulaire et la cellule est ainsi bloquée dans un état
correspondant a un stade épigénétique précoce, se multipliant sans pouvoir se différencier

(Harutyunyan et al., 2019).

PRC2
methyltransferase B K27 methylation

K4 methylation

K27 mutant

Figure 8 : Modéle de réduction globale de la méthylation de H3K27 dans le DMG porteur

de la mutation H3K27M
L'histone H3K27M séquestre la méthyltransférase d'histone, PRC2, et l'inactive fonctionnellement, ce
qui conduit a une réduction globale de la méthylation de H3K27 avec comme conséquence une
structure ouverte de la chromatine qui favorise I'augmentation de la transcription génétique. Adapté

de (Lulla et al., 2016)

ii. Conséquence de la mutation

Dans 95 % des cas, la mutation H3K27M implique des changements épigénétiques. En
général, elle induit une diminution globale de la méthylation de H3K27 et une augmentation

de I'acétylation des histones H3.
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Effet de la méthylation

Le polycomb repressing complex 2 (PRC2) est la seule méthyltransférase de mammifere
connue qui catalyse la mono-, la di- et la triméthylation de H3K27 (H3K27mel / me2 / me3)
(Lee et al., 2019). Ce complexe existe également chez les plantes et la drosophile.

La répression des genes est due a la méthylation de H3K27. Cette réduction au silence
transcriptionnel est liée a la triméthylation de H3K27 (H3K27me3) par des complexes du
groupe Polycomb (Leatham-Jensen et al., 2019) dont la mutation est associée a
I'oncogenese.

Des études biochimiques ont démontré que le mutant H3K27M se liait au site catalytique de
la sous-unité EZH2 du complexe PCR2 et en inhibait son activité enzymatique entrainant
ainsi une hypométhylation des autres histones H3(Lewis et al., 2013 ; Stafford et al., 2018).
H3K27M exerce un effet inhibiteur persistant et durable sur PRC2 mais ce phénomeéne n’est
pas uniforme sur le génome.

Dans le contexte du DMG, les niveaux de H3K27me3 sont considérablement réduits (Fang et
al.), ce qui est censé étre un événement moteur de I'oncogenese du DMG. Cependant, la
facon dont H3K27M réduit le taux de H3K27me3 reste mal comprise. Malgré une perte de
triméthylation, une quantité non négligeable d'activité PRC2 peut encore étre détectée dans
les cellules de DMG possédant la forme mutante H3K27M. Cette activité résiduelle est
requise pour maintenir la prolifération des cellules de DMG (Mohammad et al., 2017).
(Piunti et al., 2017) ont également émis I’hypothése d’un réle clé de la mutation H3K27M
dans la gliomagenése par l'inhibition catalytique de PRC2 et de ses sous-unités EZH2, EED et
SUZ12. Mais ils ont aussi montré que l'inhibition de PRC2 diminuait la croissance tumorale
des cellules DMG ce qui suggére un role important de PRC2 dans le développement du DMG
(Piunti et al., 2017). De méme, la diminution de I'expression des sous-unités de PRC2, SUZ12
et EED, induit une réduction de la croissance cellulaire des DMG (Piunti et al., 2017). De plus,
cette étude a aussi montré que H3K27M augmente les niveaux d’acétylation H3K27 (Figure
9).

Effet de I'acétylation

La lysine K27 de I'histone H3 peut également étre acétylée, et cette modification est
mutuellement exclusive avec la méthylation. La diminution du taux de triméthylation

(H3K327me3) et la perte d’activité de PRC2 entrainent une augmentation de I'acétylation de
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H3K27 (H3K27ac) et la réactivation des genes. Les acétyltransférases catalysent cette
réaction et, par conséquent, antagonisent la méthylation et la répression de la transcription
par le complexe PRC2. Ainsi les acétyltransférases sont-elles essentielles au développement
oncogénique (Pasini et al., 2010). Les mécanismes qui impliquent I’'hyperacétylation ou

I’hyperméthylation de certains loci ne sont pas encore clairement compris (Creasy, 2017).
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Figure 9 : Occupation des mémes sites de ’ADN par H3K27M et H3K27ac et exclusion de
H3K27M des cibles du complexe PRC2.
Sont représentées les régions génomiques enrichies apres immunoprécipitation de la chromatine
(ChiIP) en ciblant les histones, les modifications post-traductionnelles des histones et les protéines du
complexe PRC2 dans une lignée DMG SF8628. “input” : contréle négatif (Piunti et al., 2017) .Chaque
pic représente la présence de la protéine associée a la chromatine. On peut observer la co-localisation

de H3K27Ac, de I’ARN polymérase Il et de I’histone H3.3.

b. Autres altérations génétiques des DMG

D’autres mutations ont été identifiées dans le gliome et les altérations les plus importantes

sont présentées dans le Tableau | ci-apres :
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Tableau 1 : Mutations les plus importantes identifiées dans les DMG.

Adapté de (Lapin et al., 2017).

Mutation Incidence (%) Conséquences Résultats cliniques
Hypométhylation de Survie médiane = 9mois
H3.3 (H3F3A) 60-71 I’histone H3, inhibition de J réponse ala
PRC2, initiation de radiothérapie
I'oncogeneése N métastases
Hypométhylation de Survie médiane = 15mois
H3.1 (HIST1H3B) 1218 I’histone H3, inhibition de J réponse ala
PRC2, initiation de radiothérapie
I'oncogenése N métastases
ACVR1 20-32 Activation de la voie BMP Mutatloh associee a H3.1,
meilleure survie
TP53 muté dans |e cadre Mutation associée a H3.3
TP53 22-40 de I'histone H3.3 permet . o
o . meilleure survie
d'éviter la mort cellulaire
L Mutation associée a H3.3,
PDGFRA 37 Activation en aval des cliniquement
voies PI3K et MAPK .
agressif
Mutation associée a H3.3
PIK3R1/PIK3CA 15 Permet I'angiogenése N angiogeneése
M formation des cellules souches

ACVR1

La substitution H3K27M est associée a une mutation somatique récurrente de gain de
fonction dans ACVR1 (récepteur de l'activine A type 1), le troisieme géne le plus souvent
muté dans le DMG, avec une fréquence de 20 a 32 %. ACVR1 code pour le récepteur de
I'activine A (ALK-2) qui dans le cas ou ACVR1 est muté conduit a une activation aberrante de
la signalisation BMP (protéine morphogénique osseuse). BMP joue un réle important dans le
développement du cerveau et surtout dans la différenciation des astrocytes par la
phosphorylation de SMAD1, aidant a la transcription de génes responsables de la croissance
tumorale. Alors que la mutation somatique ACVR1 est relativement unique a DMG, des
mutations analogues sont connues pour provoquer la fibrodysplasie ossifiante progressive
(FOP), un trouble musculo-squelettique héréditaire. En revanche, peu d’études décrivent le
role de cette mutation dans les tumeurs DMG. Cependant, assez rarement, la mutation
ACVR1 est observée dans les tumeurs en |'absence de H3K27M. |l se peut qu’elle agisse avec

d'autres altérations génétiques ou épigénétiques, mais cette interaction reste
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incompletement comprise. Des études réalisées par Taylor et ses collegues ont mis en
évidence une forte prédominance de filles dans le groupe DMG-ACVR1 mutant par rapport a
la distribution par sexe dans les DMG de facon générale, et une survie globale plus longue
(Buczkowicz et al., 2014 ; Fontebasso et al., 2014 ; Johung & Monje, 2017 ; Taylor et al., 2014
; Valer et al., 2019).

TP53

La mutation H3K27M est aussi associée a des mutations dans le géne suppresseur de tumeur
TP53, et elle est considérée comme la plus courante, avec un taux d’incidence allant de 42 a
77 % dans les DMG. Cette mutation est associée a un mauvais pronostic, mais elle n’est pas
responsable de l'initiation des DMG (Duchatel et al., 2019). H3K27M est également associée
de facon unique a des amplifications ou des mutations de gain de fonction dans le géne du
PDGFRA (récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes de type alpha, un
composant de la voie Ras / PI3K / AKT). La mutation dans PPM1D (Protein phosphatase
magnesium dependent 1 Delta) peut aussi étre associée a la mutation de TP53 (Johung and
Monje, 2017). Il a été montré récemment que l'altération de la voie TP53 dans les cellules
dont H3 est mutée est le moteur principal de la résistance aux radiothérapies (Werbrouck et

al., 2019).

PDGFRA

L"amplification du gene PDGFRA a clairement été identifiée dans le cas des DMG, avec une
fréquence pouvant atteindre 36 % selon les études (Paugh et al., 2013 ; Puget et al., 2012 ;
Zarghooni et al.,, 2010). Cette altération augmente fortement la phosphorylation de
certaines protéines impliquées dans la voie de signalisation PI3K-Akt, RAS/MAPK et Src
kinase qui sont impliquées dans la formation tumorale (Buczkowicz & Hawkins, 2015 ; Paugh
et al., 2013). C'est le géne récepteur a activité tyrosine kinase (RTK) le plus communément
amplifié dans les DMG et des mutations activatrices se produisent dans 10 % de DMG

(Truffaux et al., 2015).

PI3K

Les PI3-Kinases (PI3K) sont une famille d’enzymes qui jouent un rdéle important dans la

transduction des signaux de croissance cellulaire en catalysant la phosphorylation du lipide
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membranaire PIP2 en PIP3. Une étude a révélé que le géne PI3K est le premier oncogene
muté dans des tumeurs DMG avec un taux de 15 % (Duchatel et al., 2019 ; Grill et al., 2012).
De plus, pres de 50 % des DMG présentent des amplifications dans la voie de la protéine
kinase (AKT) /mTOR (mammalian target of rapamycin). La mutation H3K27M est retrouvée
associée a des mutations de p53 et des protéines chaperonnes de |'histone H3, ATRX et
DAXX (Schwartzentruber et al., 2012). L'amplification de genes du cycle cellulaire (CCND2,
CDK4 et CDK6) a également été décrite (Hoeman et al., 2018 ; Lapin et al., 2017).

D’autre part, plusieurs oncogenes dont MYC et MYCN sont altérés dans les DMG. lls sont des
régulateurs transcriptionnels qui permettent I'augmentation de I'expression des génes
impliqués dans la pathologie (Lapin et al., 2017).

Enfin, la mutation H3.3K27M est également associée a la surexpression d’OLIG1 et d’OLIG2,

facteurs de transcription des lignées oligodendrocytiques (Buczkowicz and Hawkins, 2015).

6. Comparaison entre gliome de I'adulte et ceux de I'enfant

Bien que les gliomes malins de l'adulte et de I'enfant partagent des caractéristiques

histologiques, ils présentent également d’importantes différences parmi lesquelles on peut

citer :

= |e gliome adulte est angiogénique et infiltrant contrairement au DMG qui est juste
infiltrant

= dans les DMG, I'amplification de PDGFRA est la plus fréquente tandis que I'amplification
et la mutation du géne EGFR est la plus observée chez I'adulte (Buczkowicz and Hawkins,
2015).

= chez I'adulte, la mutation IDH1/2 a été trés largement décrite dans les gliomes. Elle n’est
cependant que tres rarement retrouvée dans le DMG ou dans 14 % des cas de gliomes
pédiatriques de haut-grade non DMG (Panditharatna et al., 2015).

= |a méthylguanine méthyltransférase (MGMT) est une enzyme importante dans le
processus de réparation des Iésions de I’ADN, et elle est exprimée plus fortement dans
les tumeurs pédiatriques que dans les tumeurs adultes (Chassot et al., 2012 ; Zarghooni
et al.,, 2010).

= |e géne suppresseur de tumeur PTEN est décrit muté dans 15 a 40 % des gliomes malins
de l'adulte (Smith et al.,, 2001) alors que c’est rarement le cas pour les gliomes

pédiatriques.

26



= il existe des différences de profils chromosomiques notables entre les tumeurs
pédiatriques et les tumeurs adultes.

En conclusion, les DMG se définissent par un gain de fonction des protéines codées par les

génes des régions chromosomiques 1q, 8q et 9q et la délétion des régions 14q, 16q, 17p et

20q alors que le gain de fonction de la région 7q est plus caractéristique du glioblastome

adulte (Buczkowicz and Hawkins, 2015).

7. Traitement du DMG

Comme le DMG est un cancer invasif qui infiltre le tronc cérébral contrairement a d’autres
tumeurs du cerveau, la chirurgie peut difficilement étre envisagée. Le seul traitement
standard actuel est donc la radiothérapie.

Historiquement, les DMG étaient traités comme des gliomes adultes mais avec la facilité
croissante du séquencage de I’ADN, I'analyse génétique a mis en évidence les altérations
génétiques pédiatriques qui étaient différentes de celles des adultes (Hoeman et al., 2018).
C’est pourquoi plus de 250 essais cliniques sur le DMG, n’ont jamais démontré un minimum
de bénéfice pour augmenter la survie par rapport au traitement standard par irradiation
(Lapin et al., 2017).

a. Radiothérapie

Le traitement standard le plus utilisé pour les patients atteints de DMG reste la
radiothérapie conventionnelle avec une dose de 54 a 60 grays (GY) sur une période de 6
semaines. Ce traitement améliore la fonction neurologique et la survie (Schroeder et al.,
2014). Auparavant, le traitement se faisait par la radiothérapie hyperfractionnée avec des
doses plus élevées (7560 cGy) deux fois par jour. Elle n’a pas montré de bénéfice sur la survie
(Packer et al., 1994).

La radiothérapie hypofractionnée a permis d’améliorer la qualité de vie des enfants atteints
de DMG. En limitant le rayonnement a 3 GY par jour pendant 3 semaines (en totalité 39 GY),
on peut réduire le temps passé par les enfants a I'h6pital ainsi que la toxicité sans modifier la
survie globale (Janssens et al., 2013).

b. Chimiothérapie

Plusieurs protocoles de chimiothérapie ont été évalués: avant, pendant et apres la

radiothérapie. Malgré tous les efforts, aucune amélioration de la survie globale n'a été
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démontrée. L'échec de la chimiothérapie a été di a la résistance des cellules tumorales et a
la présence de la barriere hémato-encéphalique qui empéche certains médicaments
d’atteindre leur cible (Johung and Monje, 2017). Les traitements utilisant des agents
alkylants de I’ADN, tels que le cisplatine, le témozolomide ou le carboplatine, ont échoué,
gue ce soit seuls ou associés a la radiothérapie. Le témozolomide n’a démontré aucune
efficacité dans ces tumeurs chez I'enfant (Clymer and Kieran, 2018).

En particulier, il n'a pas été démontré que la norme de soins applicable au glioblastome
adulte, et qui comprend la radiothérapie avec du témozolomide concomitant et adjuvant, ait
un effet bénéfique pour les patients DMG nouvellement diagnostiqués (Clymer and Kieran,

2018).

c. Thérapies ciblées

Une thérapie ciblée utilise un médicament anticancéreux qui cible un récepteur ou un
mécanisme précis de la tumorigenése et présente moins d'effets secondaires qu'une
chimiothérapie.

Dans le cas des DMG, les différentes altérations génétiques identifiées ont conduit a la
recherche d’inhibiteurs spécifiques. L’activation aberrante de la voie de signalisation PI3K-
Akt a d’abord été ciblée par le dasatinib qui est un inhibiteur des tyrosines kinases. Il induit
une diminution de la prolifération cellulaire in vitro grace a la diminution de I’activité du
récepteur a tyrosine kinase, le “platelet-derived epidermal growth factor” ou PDGFa
(Truffaux et al., 2015). La combinaison de dasatinib et de cabozantinib, un inhibiteur du MET
(Tyrosine-protein kinase Met) ou HGFR (hepatocyte growth factor receptor) qui est muté ou
amplifiée dans 5 a 10% des cas de DMG, a été explorée pour des effets synergiques
potentiels sur la prolifération et la migration/invasion des lignées cellulaires primaires de
DMG (NEM157, NEM163, NEM165 et NEM168) (Truffaux et al., 2015). L'évérolimus et
I’AZD2014 sont deux inhibiteurs de 'oncogéne mTOR dans les lignées cellulaires tumorales ;
alors que I'évérolimus a montré une efficacité antitumorale minimale, I'AZD2014 s‘est révélé
étre un inhibiteur tumoral plus puissant (Flannery et al., 2018). La thérapie avec le
bevacizumab (inhibiteur du VEGF) n’a pas réussi a améliorer de maniére sensible la survie
des patients atteints de DMG (Clymer and Kieran, 2018).

D’autres agents thérapeutiques sont en cours d’essai comme le ONC201 (un antagoniste des

récepteurs de dopamine) qui a été testé sur une patiente DMG. Le traitement avec ONC201
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a réduit le volume de la tumeur et la patiente était toujours vivante 22 mois apres le
diagnostic, avec une amélioration clinique considérable (Hall et al., 2019).

La mutation H3K27M, fréqguemment rencontrée dans les DMG, conduit a une activation
transcriptionnelle des génes et une élévation de I'activité des désacétylases d’histones. Des
essais cliniques sont en cours pour contourner ce défaut d’inhibition avec des agents tels
que l'acide valproique, l'entinostat et le panobinostat (LHB589) pour le traitement des
enfants atteints de DMG récidivant ou progressif. Alors que les données précliniques pour
les modifications des histones ont été trés encourageantes, les concentrations chez I'homme
ayant un effet inhibiteur sont supérieures aux doses toxiques, ce qui limite leur utilisation
clinique (Clymer and Kieran, 2018).

Une autre étude a associé un inhibiteur de EZH2 (EPZ6438) et un inhibiteur des protéines
BET (JQ1) qui sont impliquées dans I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire (Zhang et al.,
2017). Les deux drogues ont été plus efficaces ensemble qu’individuellement pour inhiber la
croissance cellulaire de cellules de DMG. De la méme fagon, leur combinaison a été plus
efficace pour induire I'apoptose par la régulation épigénétique de plusieurs génes
suppresseurs de tumeurs pour augmenter la survie de souris modéles (Figure 10) (Zhang et

al., 2017).
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Figure 10 : Thérapies épigénétiques potentielles pour traiter le DMG
Les inhibiteurs de I'histone méthylase et de la déméthylase, les inhibiteurs de I'désacétylase d’histone,
les inhibiteurs de protéine BET et les inhibiteurs de méthylation de I'ADN sont tous des inhibiteurs
ciblant des protéines impliquées dans la pathogénése des DMG. Ces inhibiteurs peuvent servir de

cibles potentielles pour traiter le DMG (Long et al., 2017).

d. Immunothérapie

Malgré plus d'une centaine d'essais cliniques, aucune chimiothérapie, seule ou en
association avec la radiothérapie, n'a permis une amélioration de la survie globale des
patients DMG par rapport a la radiothérapie seule. En raison de sa capacité a cibler
spécifiguement les cellules tumorales en utilisant des produits du systéme immunitaire,
I'immunothérapie est une stratégie particulierement attractive pour traiter le DMG. Elle a le
potentiel d'éliminer les cellules tumorales en gardant intactes les autres structures du tronc
cérébral (Lieberman et al., 2019). Mais une inquiétude demeure car cette thérapie souleve le
probleme de I'autoimmunité et de I'inflammation du tronc cérébral entrainant une mortalité
importante (Schuelke et al., 2019).

Chheda et al (Chheda et al., 2018) ont réussi a développer une thérapie efficace a base de

cellules T transduites pour cibler un épitope contenant la mutation H3.3K27M dans les DMG
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et qui produisent un néo-antigene présenté par le HLA-A*02:01 (CMH de classe | dans les
cellules DMG). Il est reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques ce qui aboutit a la
dégradation des cellules tumorales.

Un autre traitement est en phase d’essai clinique, le NCT02960230. Il consiste en une
vaccination des patients avec le peptide correspondant a la mutation H3.3K27M (Scutti,
2018).

D’autres recherches ont utilisé la vaccination sous-cutanée par des antigénes spécifiques du
gliome (EphA2, IL-13Ra2 et survivin). Les patients ont bien toléré la vaccination qui semblait
donc non toxique, mais son efficacité était limitée (Goodwin et al.,, 2016 ; Pollack et al.,
2014).

L’absence de lymphocytes T CD3+, de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires dans
le microenvironnement immunitaire du DMG est a l'origine d’une inertie du systeme
immunitaire (Lin et al., 2018). Une stratégie a donc été développée impliquant I'utilisation de
cellules chimériques du récepteur antigene T (CAR-T) qui reconnaissent les antigénes
associés aux tumeurs. Dans le cas du DMG, les cellules portant la mutation H3-K27M
présentent une expression élevée du disialoganglioside GD2. Mount et al. ont montré dans
un modele murin de DMG que des cellules artificielles CAR T anti-GD2 produisant leurs
propres cytokines et détruisent des cellules tumorales qui produisent des GD2 in vitro et in
vivo (Mount et al., 2018).

Comme les cellules cancéreuses sont capables d’échapper au systeme immunitaire, une
stratégie clinique possible est de produire des anticorps contre les points de controle
immunitaires. Par exemple, dans le cancer des poumons et le mélanome, les cellules
cancéreuses expriment des ligands de la famille B7 (CD80 et CD86) et le ligand PD-L1 qui se
lient aux récepteurs CTLA-4 et PD-1, respectivement. La liaison des récepteurs des
lymphocytes T avec ces ligands induit I'’endormissement du systéme immunitaire et donc
I’échappement des cellules tumorales a la dégradation (Scutti, 2018). Des études
précliniqgues ont permis de montrer que PD-L1 est exprimé dans 80 % des glioblastomes. Le
traitement de ces patients avec des agents ciblant PD-1 permet d’augmenter le taux de
survie. En revanche, dans les DMG, le ligand PD-L1 et PD-1 ne sont pas surexprimés (Lin et
al., 2018).

L’environnement tumoral du DMG est peu inflammatoire et inerte d’un point de vue

immunologique. Lieberman et al. suggerent que les immunothérapies pour traiter le DMG
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doivent viser a recruter des cellules immunitaires au niveau de la tumeur (Lieberman et al.,
2019). En effet, ils ont montré que des cellules NK (Natural Killer) peuvent tuer les cellules de
DMG qui expriment le ligand MICA/B activateur de NKG2D, probablement par I'induction de

la production des cytokines nécessaires a combattre le cancer (Lieberman et al., 2019).

e. Systémes de délivrance au niveau de la barriere hémato-encéphalique

L'un des problemes majeurs du DMG est I'inefficacité des chimiothérapies qui s’explique par
une méconnaissance de la biologie de la tumeur mais aussi par I'imperméabilité de la
barriere hémato-encéphalique (BHE). Cette barriére est importante pour la protection du
cerveau des infections bactériennes et des substances toxiques et certaines protéines du
sang.

Mais la présence de cette barriere est un obstacle aussi important a I'arrivée et I'efficacité
des médicaments. De nouvelles techniques sont en cours d’élaboration pour améliorer la
délivrance des traitements. La délivrance par convection améliorée (CED pour convection-
enhanced delivery) est une technique congue pour délivrer des médicaments a des
concentrations élevées directement dans le cerveau par I'implantation stéréotaxique d’un
cathéter au niveau de la tumeur. En pratique, le médicament est distribué d’une facon
homogene par une pompe a travers le microcathéter.

Dans le cas des DMG, le CED est une méthode attrayante, surtout quand on pense au tronc
cérébral. Quelques essais cliniques de CED au niveau du tronc cérébral sont actuellement en
cours en utilisant des macromolécules ciblées telles que des anticorps et des
immunotoxines. Les développements futurs de cette technique dans le traitement du DMG
doivent considérer plusieurs critéres tels que le choix des bons agents pour la perfusion et
I’'amélioration des instruments pour un ciblage chirurgical plus aisé et précis (Gwak & Park,
2017 ; Zhou et al., 2017).

La techniqgue CED a été utilisée pour administrer IL-13-PE38 a 46 patients atteints de
glioblastome au cours d’'un premier essai. La moitié de ces patients a vu sa survie augmenter
d’une douzaine de semaines. Ces résultats encourageants n’ont pas été retrouvés sur une
cohorte plus importante, ce qui souligne la nécessité de mettre au point le placement des
cathéters, le nombre utilisé, etc. (Zhou et al., 2017).

Plusieurs études visent aujourd’hui a augmenter la perméabilité de la BHE par des composés

tels que la morphine ou la méthamphétamine (Kluiver et al.,, 2020). Une autre nouvelle
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technologie prometteuse, bien qu'elle ne soit pas encore appliquée au DMG, est la
perturbation de la BHE par des ultrasons focalisés en combinaison avec des microbulles

administrées, ce qui perméabilise la BHE de facon transitoire (Kluiver et al., 2020).

8. Modeéles expérimentaux pour étudier le gliome infiltrant
a. Modeles cellulaires

Un obstacle majeur a I'étude du DMG a été le manque de tissu tumoral disponible pour la
recherche. Pour résoudre ce probleme, a été développée une stratégie de récolte de tissus
de patients prélevés aprés déces ou provenant de biopsies de patients atteints de DMG. Les
cellules ainsi prélevées sont cultivées dans des milieux spécifiques (Hashizume et al., 2012 ;
Lin & Monje, 2017 ; Monje et al., 2011 ; Thirant et al., 2011).

Ces modeles peuvent étre utilisés pour étudier les profils génétiques et rechercher des cibles
thérapeutiques pour traiter le DMG.

Pour assurer une propagation in vitro durable, les cellules tumorales ont été modifiées avec
hTERT (transcriptase inverse de la télomérase humaine) et avec un rapporteur de luciférase
pour permettre |I'imagerie par bioluminescence non invasive (Hashizume et al., 2012).

Une nouvelle lignée de DMG nommée BxDMG1 dont I'histone H3 (H3.1) est mutée a été
établie dans notre laboratoire a partir d’'une biopsie prélevée d’une jeune patiente agée de
10 ans le 15/03/2018 au CHU Pellegrin a Bordeaux. C’est une lignée primaire de DMG dont le
caractere tumoral a été montré (ce point est détaillé dans la partie Résultats).

La liste des cellules utilisées dans notre laboratoire et leurs caractéristiques sont décrites

dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques et moléculaires des tumeurs DMG.

Nom des _Age au . . 5G patient | Collecte des
diagnostic | Histone H3 | Grade OMS Traitement pat .
cellules (mois) tissus
(ans)/sexe
NEM 157 5/F H3.3K27M 1] RT + erlotinib 11 Diagnostic
NEM 163 5/H H3.3K27M 1] RT + erlotinib 10 Diagnostic
Chimiothérapie puis . ,
NEM 168 9/F H3.3K27M 1l RT + erlotinib H) Diagnostic
RT + .
SU-DIPG IV 2/F H3.1K27M v e s . o a8 Autopsie
cétuximab/irinotecan
SU-DIPG VI 7/F H3.3K27M 1l RT + vorinostat & Autopsie
SU-DIPG X 6/F H3.3K27M v RT 4 Autopsie
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Ces cellules ont gracieusement été données par le laboratoire du Dr Michelle Monje
(Université de Stanford) et le laboratoire du Dr Jacques Grill (Hopital Necker Enfants

Malades). H : Homme, F : Femme, SG : survie globale, RT : Radiothérapie.

b. Un nouveau modeéle préclinique du DMG chez 'embryon de poulet

La membrane chorioallantoide (CAM) est une membrane richement vascularisée qui se
forme lors du développement de I'embryon de poulet. Il assure les échanges gazeux entre
I'embryon et le milieu extérieur. Depuis quelques années, ce modele est utilisé pour I'étude
de la croissance tumorale, I'administration de médicaments, I'analyse toxicologique des
drogues... La CAM est un modeéle simple et facile a mettre en place, avec un co(t tres faible
et une durée d’expérimentation courte en comparaison des modeles in vivo. Il est
génétiquement proche de 'homme et naturellement immunodéficient. En effet, I'embryon
de poulet peut recevoir des transplantations de différents tissus et especes sans développer
de réponse immunitaire (Balke et al., 2010; Ribatti, 2016; Vargas et al., 2007).

Pour I'étude du glioblastome (GBM), les modeéles existants sont soit I'injection des cellules
tumorales dans les cerveaux des souris, soit la création d’'un modele de souris transgéniques
avec une expression d’une protéine impliquée dans la pathogenése. Néanmoins, ces
modeéles des désavantages parmi lesquels la pénétration qui est insuffisante, une
obstruction pour la collection des échantillons de la tumeur pour des expériences a profil
génétique. De plus, les modeles souris ont besoin d’'un nombre élevé des animaux pour
exploiter les expériences sans négliger la souffrance animale. Pour ces raisons, la création
d’'un modeéle CAM du GBM permettra la validation des nouvelles cibles thérapeutiques en
son rapidité, son reproductibilité et son nombre limité d’animaux (Hagedorn et al., 2005)
Une étude sur le glioblastome en disposant du modéle CAM, la croissance du gliome est
fortement favorisée par une régulation positive de I'angiogenése par le VEGF et le FGF-2, or
en utilisant la métastatine qui est un inhibiteur de I'angiogenése qui a montré une efficacité
en réduisant I'angiogenése (Hagedorn et al., 2002).

Une autre étude faite sur le glioblastome en utilisant le modele CAM apres injection de
cellules tumorales du glioblastome U87 traitées avec la combinaison de I’anti Interleukine 6
et un inhibiteur du facteur de croissance VEGF (Avastin) entraine une plus grande inhibition

de la croissance tumorale et abroge complétement la vascularisation (Saidi et al., 2009).
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Une étude sur le glioblastome en disposant du modele CAM, la croissance du gliome est
fortement favorisée par une régulation positive de I'angiogenese par le VEGF et le FGF-2, or
en utilisant la métastatine qui est un inhibiteur de I'angiogenése qui a montré une efficacité

en réduisant I'angiogenese (Hagedorn et al., 2002).

c. Cellules modifiées et implantées chez les souris

Pour mieux comprendre la biologie sous-jacente des DMG et évaluer de nouvelles thérapies
potentielles, certains groupes de chercheurs ont recours a des modeéles in vivo qui sont des
souris génétiguement modifiées pour créer des altérations qui miment celles décrites dans
le DMG comme, par exemple, la surexpression du PDGFB pour imiter I'amplification de
PDGFRA qui est particulierement observée a l'autopsie (Plessier et al., 2017).

Une autre voie explorée en 2017 consistait en une électroporation en présence de vecteurs
portant le géne H3.3K27M ou l'induction de souris KO pour TP53 par la technique de
CRISPR/Cas9. Ces vecteurs sont injectés au stade embryonnaire dans les cellules
progénitrices neurales des souris. Elles développent alors des tumeurs prolifératives et
diffuses qui ressemblent a des tumeurs de gliome. La surexpression du récepteur PDGFRA
augmente significativement la survenue de la tumeur quand elle est associée a la
surexpression du gene muté H3.3K27M. Les cellules modifiées ont aussi été injectées chez la

souris adulte et utilisées pour un criblage de drogues (Pathania et al., 2017).

d. Xénogreffe orthotopique chez la souris

La mutation de I'histone H3 dans le cas du DMG génére des tumeurs chez les souris
immunodéficientes. Deux modeles de xénogreffe directe et indirecte chez la souris ont été
développés.

Les biopsies prélevées sont soit directement « xénogreffées » dans le thalamus ou les pons
de souris « nude », soit cultivées en paralléle in vitro, marquées puis injectées dans les pons
de souris « nude » (Plessier et al., 2017).

Un autre développement possible est une xénogreffe orthotopique dérivée des cellules
(CDOX pour patient-derived orthotopic xenograft ) et une xénogreffe orthotopique de
cellules dérivées du patient (PDOX pour patient-derived orthotopic xenograft ).

Les modeles CDOX ont été générés par des injections stéréotaxiques de cellules cultivées a
partir d'autopsies DMG (Monje et al., 2011). Plus récemment, a été développé avec succes

un modele PDOX apres injection directe de cellules tumorales DMG provenant d’une
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autopsie (Kambhampati et al., 2015). Le modele PDOX est plus avantageux pour limiter la
pression sélective du milieu exercée sur les cellules (Mathew and Rutka, 2018).

Une autre étude a signalé le développement d’'un modeéle de tumeur orthotopique chez le
rat athymique en introduisant des cellules de gliomes. Diverses drogues ont été testées dans
ce modeéle pour examiner leurs effets thérapeutiques (Aoki et al., 2012 ; Marigil et al., 2017).
Ces modeles orthotopiques présentent I'avantage de respecter le microenvironnement
tumoral contrairement a une étude in vitro. En revanche, l'implantation se limite a
seulement une partie de la tumeur car le DMG est trés hétérogéne. Un autre désavantage
est I'absence de systéme immunitaire chez ces souris, ce qui favorise considérablement le

développement de la tumeur.

e. Souris génétiquement modifiées

Une des premieres souris génétiguement modifiées pour I'induction de tumeurs DMG a été
créée par l'utilisation du systeme RCAS-TVA (“replication-competent avian sarcomaleucosis
virus long terminal repeat with splice acceptor/Tumor Virus A”). Le systéeme RCAS-TVA est un
outil puissant pour modéliser efficacement les tumeurs humaines. Le virus RCAS est utilisé
dans des souris modifiées pour exprimer le récepteur TVA qui est naturellement absent des
cellules de mammiferes. Le gene d’intérét pour I'étude est inséré dans le génome du virus
RCAS qui est injecté dans des cellules en culture pour se répliquer. Le rétrovirus est ensuite
injecté dans les souris modifiées génétiquement et il pénétre juste dans les cellules qui
expriment le récepteur TVA. L'ADN du géne d’intérét s’intégre dans les cellules et I'exprime
(Ahronian and Lewis, 2014).

Dans une étude réalisée en 2017, en utilisant ce systeme RCAS-TVA, les chercheurs ont
développé un modeéle de souris de DMG in vivo incorporant la mutation H3.3K27M et
I'activation du facteur de croissance dérivé des plaguettes-B (PDGFB), avec p53 normal ou
KO. En utilisant la modélisation génétique, ils ont pu montrer que la mutation H3K27M en
coopérant avec le facteur PDGF accélére le développement du DMG (Cordero et al., 2017).
PD-0332991 est l'un des nombreux inhibiteurs de CDK4 et CDK6 actuellement en
développement clinique pour le traitement de divers cancers, mais pas encore utilisé pour le
DMG. En s’appuyant sur la technique des souris modifiées génétiquement, une étude a visé
ce systéme en utilisant 2 modeéles surexprimant PDGF-B et Ink4a-ARF et CDK4/6 avec soit

une mutation de p53, soit une déficience en p53. L'ajout de PD-0332991 a pu montrer un

36



arrét de prolifération des cellules tumorales dans les souris mutées en p53 tandis que celles
déficientes en p53 étaient résistantes au traitement (Barton et al., 2013).

Ce modele d’études possede des avantages dont la capacité de former des tumeurs avec des
altérations génétiques bien définies dans diverses maladies dans un contexte
d’'immunocompétence, qui sera similaire aux maladies humaines. Il sert aussi pour le

criblage de nouveaux agents (Ahronian and Lewis, 2014; Halvorson et al., 2015).

9. Principales difficultés associées a I'étude des DMG

La difficulté la plus fondamentale dans |'étude des DMG est son hétérogénéité
intratumorale, confirmée par diverses études montrant I'existence de sous-clones tumoraux
porteurs de mutations et d’amplifications génétiques différentes (Testa et al., 2018).

La localisation de la tumeur dans le tronc cérébral entraine des risques inacceptables de
mortalité dus a I'ablation chirurgicale. Parallelement a cela, la nature infiltrante de la tumeur
rend impossible une résection compléte. L'absence de tissu primaire provenant de la biopsie
a contribué a la mauvaise compréhension depuis longtemps de la biologie des DMG et a
I'absence de systemes de modeéles expérimentaux représentatifs (Mathew and Rutka, 2018).
Tous ces obstacles rendent I'étude de DMG tres compliquée et explique peut-étre pourquoi
les DMG ont été résistants aux divers traitements et ciblages thérapeutiques proposés

jusqu’a présent.
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Chapitre 2 : La régulation épigénétique des histones dans le DIPG

Nous savons que toutes nos cellules portent la méme information génétique alors gu’elles
n‘ont pas toutes la méme fonction. En effet, les cellules du foie different de celles d’un
neurone, du pancréas, des cellules musculaires... Comment peut-on expliquer cette variété ?
Une cellule souche pluripotente posséde un potentiel de pluripotence nécessaire pour se
différencier en différents types de cellules et pour générer des cellules souches
pluripotentes induites grace a un réseau génétique et une régulation moléculaire élargis par
des facteurs régulateurs de la transcription au cours du développement et par des molécules
transmembranaires impliquées dans la signalisation et I'adhésion cellulaires. Cela favorise le
destin d’une cellule vers un phénotype particulier. Or, une cellule différenciée est
caractérisée par la transcription de génes spécifiques (T. Chen et al., 2017; L. Xu et al., 2014).
Comment |'activation et le « silencage » des génes sont-ils précisément régulés lors du choix
du destin cellulaire ? La découverte d’une clé mystérieuse appelée épigénétique a permis de
répondre, au moins en partie, a cette question. Le mot épigénétique était défini a I'origine
par C.H. Waddington comme étant « les interactions causales entre les génes et leurs
produits, qui donnent naissance au phénotype » (Qin et al., 2016). Cette définition a évolué
au cours du temps grace a la mise en évidence de I'importance de I'épigénétique dans divers
processus biologiques. Elle se définit depuis récemment comme étant I'étude des
changements dans I'expression et |'activité des génes sans modifier la séquence primaire de
I’ADN. Elle controle la différenciation cellulaire en activant ou inhibant I'expression des
genes. Ces processus sont transmissibles et irréversibles. Elle est essentielle au
développement normal et son altération peut entrainer des modifications dans les fonctions
génétiques qui peuvent conduire a diverses pathologies jusqu’au développement d’un
cancer. Des études ont été menées pour caractériser les altérations dans le cancer comme la
méthylation de I'ADN, les modifications des histones, I'hypoacétylation de la chromatine, le
positionnement des nucléosomes et les ARN non codants, en particulier I'expression des
micro ARN (Sharma et al., 2010; Weinberg, 2014).

J'ai déja mentionné que, dans le cas du cancer DMG, I'histone H3 présente une mutation qui
induit une altération de la régulation épigénétique. C'est pourquoi il est important de
connaitre les mécanismes de régulation impliqués dans les modifications post-

traductionnelles des histones et plus particulierement de la lysine 27. L'acétylation et la
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méthylation sont les modifications les plus importantes de I’histone H3K27 et elles seront

plus précisément décrites dans les paragraphes suivants.

|.  Régulation épigénétique des histones : méthylation et acétylation

La méthylation et I'acétylation des histones jouent un réle essentiel dans le développement
du cancer. L'acétylation des histones se produit lorsque I'enzyme acétyltransférase d’histone
(HAT), ajoute un groupe acétyle sur I’histone, alors que la méthylation est catalysée par les
méthyltransférases d’histone (HMT) qui ajoutent un groupe méthyle. Ces modifications sont
réversibles par I'action d’enzymes appelées “erasers” qui sont les déméthylases d’histone

(HDM) et les désacétylases d’histone (HDAC) (Daskalaki et al., 2018; Howie et al., 2019).

1. L'acétylation
a. Meécanisme d’action

La mutation H3K27M des DMG est associée a une hyperacétylation des histones H3. La
modification des histones par acétylation joue un réle clé dans la régulation épigénétique de
I'expression des génes et est controlée par I'équilibre entre les désacétylases d’histone
(HDAC) et les acétyltransférases d’histone (HAT).

L'acétylation neutralise les lysines chargées positivement par I'ajout d’'un groupe acétyle sur
son groupement g-amino en utilisant I'acétylcoenzyme A. Elle affecte les interactions des
histones avec d'autres protéines et/ou avec I'ADN et agit en partie pour « ouvrir » la
chromatine condensée. Cette chromatine « ouverte» est appelée euchromatine.
L'acétylation par les acétyltransférases d’histones (HAT) permet une transcription active des
génes. Inversement, la désacétylation des histones se produit lorsque la désacétylase
d'histone (HDAC) supprime ce groupe acétyle ce qui induit un enroulement de I'ADN,
formant une structure de chromatine condensée et « fermée» (hétérochromatine), qui
permet une inhibition et une répression de I'expression des genes (Baeza et al., 2016; Howie
et al.,, 2019; Sternglanz and Schindelin, 1999). Les facteurs de transcription, les protéines
cytoplasmiques et des protéines impliquées dans des processus cellulaires peuvent

également étre acétylés.
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b. Les histones acétylases (HAT)

Il existe 17 HAT humaines, qui sont divisées en cing familles distinctes selon les similarités de
leur séquence primaire: la famille GNAT (Gcn5-related N-acetyl transferase), la famille
p300/CBP, le groupe MYST (MOZ, YBF2/SAS3, SASS2 et TIP60), le groupe SRC (steroid
coactivator receptors) qui sont des coactivateurs de récepteurs nucléaires et un dernier
groupe dont les membres ne peuvent pas étre rattachés a une des autres familles (Haery et
al., 2015). Les HAT peuvent fonctionner comme des suppresseurs de tumeurs, en contrélant
en partie la prolifération cellulaire, ou comme des oncogénes. En effet, un
dysfonctionnement de I'acétylation peut conduire a I'activation de protéines malignes et
induire ainsi divers cancers comme les cancers du sein, colorectaux ou gastriques... (Di Cerbo
and Schneider, 2013). L'acétylation des histones induit le recrutement de protéines
contenant un bromodomaine (BD). Par exemple, BRD4, qui est un membre de la famille des
protéines a BET (Bromodomain and Extraterminal), lie les histones hyperacétylées avec une
forte affinité, ce qui permet d’augmenter la transcription (initiation et élongation), et joue
un role dans la régulation des génes (Dey et al., 2003). La découverte récente d’inhibiteurs
spécifiques des BD a provoqué un bond en avant dans les recherches oncologiques et ils sont
maintenant en phase d’essai clinique (Filippakopoulos and Knapp, 2014). A titre d’exemple,
I'inhibiteur JQ1 en combinaison avec le panobinostat inhibe dans une certaine mesure la
viabilité du DMG, et la combinaison de JQ1 avec MRKOO3 ('inhibiteur de la F-sécrétase)
inhibent la croissance du DMG et induisent |'apoptose (Nagaraja et al., 2017; Taylor et al.,
2015).

L'utilisation d’inhibiteurs de protéines BET, ciblant les activateurs transcriptionnels BRD2 et
BRD4 dans le DMG, induit une diminution de la prolifération cellulaire in vitro et in vivo en

prolongeant la survie de souris porteuses de DMG (Piunti et al., 2017)

c. Les histones désacétylases (HDAC)

Les désacétylases d’histone (HDAC) sont responsables de I'élimination des groupes acétyle
des résidus de N-e-acétyllysine. 18 HDAC ont été identifiées et regroupées en quatre classes
en fonction de leur structure, la spécificité du substrat, le mécanisme enzymatique et la
localisation subcellulaire : classe | (HDAC 1, 2, 3 et 8), classe Il (HDAC 4, 5, 6, 7, 9 et 10),
classe Il ou Sirtuins (Sirt 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7) et classe IV (HDAC11). L’activité des HDAC des

classes 1, 2 et 4 dépend du Zn?* tandis que celle de la classe 3 dépend du NAD* (Daskalaki et
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al.,, 2018; Haery et al., 2015). Les HDAC peuvent également désacétyler des facteurs de
transcription spécifiques. Une augmentation de I'activité des HDAC a été constatée dans de
nombreux cancers, ce qui en fait des cibles thérapeutiques potentielles et des inhibiteurs
HDAC (HDACI) sont utilisés en clinique pour traiter différents lymphomes (Haery et al.,
2015). Par ailleurs, dans le cas des DMG, le panobinostat, un inhibiteur des désacétylases
d’histone , s’est avéré efficace contre la croissance de cellules tumorales dérivées de
patients (Grasso et al., 2015). De plus, la combinaison de la radiothérapie avec le CDUC-907,
un inhibiteur de la classe | des HDAC et de PI3K, exerce une importante activité cytotoxique
antitumorale contre les cellules de DMG (Pal et al., 2018). L’étude récente en 2019 d’Anastas
et al., dans laquelle est utilisé le Corin, un inhibiteur bifonctionnel des HDAC et de la LSD1
(déméthylase spécifique des lysines 1), a montré une inhibition de la croissance cellulaire
des DMG avec un arrét du cycle cellulaire suivi d’'une augmentation des niveaux
d’acétylation des H3K27 liée a une élévation des niveaux de triméthylation de H3K27
(H3K27me3) conduisant ainsi a une prolongation de la survie des patients atteints de DMG
(Anastas et al., 2019) (Figure 11).

De plus, les travaux de notre équipe ont montré qu’en réponse a un traitement par le
panobinostat, les cellules DMG surexpriment deux protéines d’échafaudage : EBP50 (ERM-
Binding Phosphoprotein 50 ) et IRSp53 (Insulin receptor substrate p53). Notre équipe a
également démontré que l'utilisation de la combinaison d’un inhibiteur de HDAC, le
panobinostat, avec des inhibiteurs des deux protéines d'échafaudage EBP50 et IRSp53
conduit a une réduction plus efficace de la croissance cellulaire in vitro et in vivo comparée

au panobinostat seul (Capdevielle et al., 2020).

2. La méthylation
a. Mécanisme d’action

Les méthylations des histones sont catalysées par les enzymes méthyltransférases d’histone
(HMT), qui sont capables d'ajouter un groupe méthyle provenant de la S-
adénosylméthionine a leur résidu cible, une lysine ou une arginine (Gong and Miller, 2019).
La premieére méthyltransférase d’histone identifiée, SUV39H1, contient un domaine
catalytique SET (Su (var) 3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax), et depuis, plusieurs autres

méthyltransférases ont été découvertes qui contiennent ou non un domaine SET.
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Actuellement, environ 60 HMT ont été identifiées et classées en deux familles selon qu’elles
méthylent une lysine (KMT) ou une arginine (PRMT). Les KMT sont subdivisées en deux sous-
familles selon qu’elles contiennent ou non un domaine SET. Ces dernieres méthylent une
lysine dans le corps globulaire des histones et sont des protéines « DOT1-like » (Disruptor of
telomeric silencing 1-like). Il existe trois états de méthylation de la lysine : mono-, di- et
triméthylée (mel, me2 et me3, respectivement) qui conférent une transcription active ou
répressive en fonction de I'acide aminé modifié et de son état de méthylation. En général,
les méthylations des lysines 4, 36 et K79 de H3 sont associées a une transcription active,
tandis que les méthylations de K9 et K27 de H3 et la méthylation de K20 de H4 sont
associées a une chromatine silencieuse (Gong and Miller, 2019; Jubierre et al., 2018).

Les déméthylases d’histone (HDM) peuvent éliminer des groupes méthyle ajoutés sur les
résidus lysine et arginine des protéines par les HMT (Gong and Miller, 2019). Il en existe deux
familles, la famille des KDM1 qui déméthylent les lysines mel ou me2 et la famille des JHDM
qui déméthylent les lysines me3 (Jubierre et al., 2018). Les plus décrites sont les enzymes
UTX et JMJD3 qui déméthylent H3K27.

En plus des histones qui peuvent étre méthylées, la méthylation de I'ADN se produit
également en position C5 de la cytosine, principalement dans le contexte des dinucléotides
CpG, mais aussi dans les régions non CpG des cellules souches (Castillo-Aguilera et al., 2017).
Cette méthylation conduit a une répression de la transcription stable a long terme. Les 4
ADN méthyltransférases existant chez les mammiféres sont DNMT1, DNMT3a, DNMT3b et
DNMT3L (Jubierre et al., 2018).

De nombreuses études ont montré que la mutation ou la mauvaise régulation de la
méthylation des histones, des méthyltransférases ou des déméthylases est associée a

diverses maladies et cancers (Hyun et al., 2017).
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Figure 11 : L’acétylation et la méthylation des histones.

A) Les protéines de liaison méthyl-CpG recrutent le complexe HDAC pour désacétyler I'histone
pour que les queues d'histone soient adaptées a la méthylation ultérieure par HMT. B) Dans
le domaine de la chromatine ot les histones sont hypoacétylées, les HMT contenant le
domaine MBD peuvent directement se lier et méthyler les histones. C) Les queues d'histones
meéthylées peuvent recruter des DNMT (DNA methyltransferase) pour la méthylation de

I’ADN pour le silencage génique a long terme (Zhang and Reinberg, 2001).

b. La méthylation de la lysine en position 27 de I’histone H3

La lysine 27 de I’histone H3 peut étre mono- (H3K27mel), di- (H3K27me2) ou tri-méthylée
(H3K27me3) ou acétylée (H3K27ac). Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont
responsables de la régulation génomique par le biais des trois états de méthylation de

H3K27. Le Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) catalyse la méthylation de H3K27 et
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réprime ainsi la transcription des genes (Figure 12). Le role de H3K27mel est moins bien
compris, certains rapports suggérant qu’il permettrait 'activation transcriptionnelle (Lowe et
al.,, 2019). La H3K27 méthylée est trés abondante, avec environ 50 % de I'histone H3 di-
méthylée, 15% tri-méthylée et 15% mono-méthylée dans les cellules souches
embryonnaires (Margueron and Reinberg, 2011).

La méthylation de H3K27 est régulée par les méthylases PRC2-EZH2 et par les déméthylases
UTX (KDM6A) et (KDM6B) L'effet de la mutation K27M pourrait étre inversé en inhibant la
déméthylation de H3K27 (Romani et al., 2018).

La méthylation de H3K27 est un médiateur important de la suppression des génes de
transition et contribue a d'importants processus biologiques, notamment l'inactivation du
chromosome X, l'empreinte génomique, le maintien des cellules souches, la structure
corporelle animale, le rythme circadien et le cancer (Van der Meulen et al., 2014). Par
conséquent, la méthylation de la lysine 27 de I'histone H3 a été considérée comme une cible
thérapeutique potentielle, et les essais cliniques de plusieurs inhibiteurs de ce processus ont
montré des résultats prometteurs.

Comme je I'ai déja mentionné, les protéines PcG sont responsables de la méthylation. Elles
sont retrouvées au sein de 2 complexes répressifs, Polycomb 1 et 2 (PRC1 et PRC2). Ces
groupes modulent I'expression des genes liés au développement a un stade précoce grace a
la régulation de la structure de la chromatine (Yan et al., 2019). lls maintiennent la
répression de la transcription des genes homéotiques (genes Hox) intervenant dans I'identité
des différentes parties de I'embryon au niveau de I'axe antéro-postérieur (Margueron and

Reinberg, 2011).
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Répression de la transcription

Dé-Répression de la transcription

Figure 12 : Effet de la mutation H3K27M sur le complexe PRC2
(A) Dans une cellule normale (non mutée) , PRC2 est recruté sur les genes cibles pour effectuer la
triméthylation (vert) de la lysine 27 (jaune) de I’histone H3 (H3K27me3) au niveau du géne réprimé.
(B) Dans une cellule mutée H3K27M, PRC2 se lie plus fortement au peptide muté (bleu) induisant un
défaut de triméthylation et une dé-répression des génes cibles. Adapté de (Morgan and Shilatifard,

2013).

[l. Le complexe PRC2
1. Composition et structure

Le complexe répressif 2 Polycomb (PRC2) est un complexe épigénétique multiprotéique
impliqué dans la régulation de I'expression des genes. Il est formé par un noyau
tétramérique favorisant une activité de méthyltransférase, lui permettant de mono-, di- et
tri-méthyler I'histone H3 sur la lysine 27 (Chammas et al., 2020).

Le complexe comprend les sous-unités de développement embryonnaire d'ectoderme (EED),
le suppresseur de Zeste 12 (SUZ12) et une sous-unité catalytiqgue Enhancer de Zeste
Homolog 1 ou 2 (EZH1 ou EZH2) qui posséde un domaine SET catalytique (Moritz and Trievel,
2018). Ce complexe de base peut s'associer a des sous-unités supplémentaires, dont la

protéine de liaison au rétinoblastome 4 ou 7 (RBBP4/7, également connue sous le nom de
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RBAP48/46), la protéine de liaison a l'activateur d'adipocytes 2 (AEBP2), Jumonji et le
domaine d'interaction riche en AT 2 (JARID2) (Figure 12) (Moritz and Trievel, 2018).

La sous- unité EZH2 : Le composant clé de PCR2, c’est une protéine a domaine SET capable

de triméthyler la lysine 27 de I'histone H3, favorisant ainsi la répression des génes (Cao and
Zhang, 2004).

La sous- unité EED : elle est constituée d’une séquence de 466 acides aminés caractérisée

par son domaine de liaison EBD (EED Binding Domain) qui permet I'interaction de EED avec
EZH2. Elle contient également des régions de répétition WD40 qui sont absolument
nécessaires a cette interaction. Il a été démontré que l'interaction EED-EZH2, ou EBD-EZH2,
avec WDA40 est requise pour l'activité méthyltransférase (Han et al., 2007; Margueron et al.,
2009).

La sous-unité SUZ12 : c’est une protéine de 741 acides aminés contenant un domaine VEFS

qui sert de facteur de stabilisation pour PRC2 par la liaison avec EZH2. Elle posséde
également un domaine delta-VEFS ciblant les autres sous-unités de PRC2 (Chanvivattana et
al.,, 2004; Yamamoto et al., 2004). Cependant, I'altération de VEFS, conduit a une perte de
I'activité méthyltransférase d’histone alors que I'assemblage complet du complexe PRC2 est
maintenu (Ketel et al., 2005).

Ainsi, pour que EZH2 puisse exercer son activité méthyltransférase, la présence physique de
EED ainsi que de SUZ12 est nécessaire et leur absence provoque une auto-inhibition de EZH2
ainsi gu’une inactivation de son domaine SET. EED se lie a H3K27me3 via son domaine WD40
apres la triméthylation de H3K27 par EZH2 et, grace a cette liaison, PRC2 se propage aux
nucléosomes voisins pour induire la triméthylation de H3K27 (Antonysamy et al., 2013;
Mierlo et al., 2019; Wu et al., 2013).

RBBP4 et RBBP7 : ces sous-unités sont nécessaires a la liaison de PRC2 aux nucléosomes non

modifiés et sont considérées comme indispensables a I'activité compléte de la

méthyltransférase (Mierlo et al., 2019) (Figure 13).

46



® H3K27me3

Figure 13 : Structure du complexe PRC2 et ses interactions.
PRC2 est composé de 6 protéines: EED (embryonic Ectoderm Development), SUZ12
(Suppressor of Zeste 12), EZH2 (Enchancer of Zeste 2) qui est responsable de ['activité
catalytique de triméthylation de I’histone H3 sur la lysine 27, Enchancer of Zeste Trithorax, la
protéine RBAP48 (Retinoblastoma binding protein 48), la protéine de liaison a l'activateur

d'adipocytes 2 (AEBP2) et JARID2 (Holoch and Margueron, 2017).

Aprés I'assemblage de PRC2, EZH2 catalyse par l'intermédiaire de son domaine SET le
transfert du groupement méthyl a partir d’'un donneur de méthyl, la S-adénosyl-L-
méthionine (SAM) pour produire la S- adénosyl-L-homocystéine (SAH) (Copeland et al.,
2009). Le domaine SET permet le transfert de 3 méthyls successifs pour former la H3K27me3
(Figure 14). On parle alors de « dépot de marque H3K27me3 ». Le domaine SET contient un
résidu clé, Y641, dont la mutation en histidine (Y641H) diminue I'activité enzymatique et est

associée au développement de tumeurs telles que des lymphomes (Morin et al., 2010).
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Figure 14 : Représentation schématique du mécanisme d'action la triméthylation

OFF

Le domaine SET est le domaine catalytique de la méthyltransférase EZH2. Il catalyse le transfert d'un
groupe méthyle a partir d'un donneur de méthyle universel, la SAM (S-Adénosyl-L-méthionine), sur la
lysine 27 de I’Histone H3 (H3K27) associée a une chromatine plus condensée. Cela conduit a la

répression transcriptionnelle des génes (Gulati et al., 2018).

Un homologue de EZH2 a été découvert, EZH1, dont la séquence en acides aminés est
similaire a 65 % a celle de EZH2. EZH1 est exprimée d’une fagon ubiquitaire tandis que EZH2
est exprimé par les cellules en prolifération. Le complexe PRC2 contient soit EZH1, soit EZH2
(PRC2-EZH2/PRC2-EZH1). Contrairement a EZH2, EZH1 présente une faible activité
méthyltransférase, mais il réprime la transcription des genes en compactant la chromatine

(Margueron et al., 2008).
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2. Roéle de PRC2

PRC2 peut présenter a la fois une activité oncogénique et une activité de suppression
tumorale. Dans certains cancers, PRC2 joue sur la régulation des protéines de contréle en
réprimant la différenciation, la réparation des dommages de I’ADN ainsi que I’adhésion
cellulaire conduisant a une perte de controle et une croissance tumorale accrue (Moritz and
Trievel, 2018).

De plus, PRC2 réprime de nombreux facteurs de transcription régulateurs nécessaires au
développement des cellules souches embryonnaires. Or il est indispensable pour maintenir
une pluripotence cellulaire et son inactivation provoque un silence inefficace et des
complications de développement (Margueron and Reinberg, 2011).

L'épuisement et/ou la mutation des sous-unités du complexe PRC2 peut entrainer des
anomalies graves de développement, voire méme de la létalité. Ces mutations peuvent étre
trouvées dans divers cancers ainsi que dans des maladies génétiques rares comme le
syndrome de Weaver qui se traduit par une prolifération excessive. Ces mutations
aboutissent a des changements dans la transcription des géenes suppresseurs de tumeurs ou

des genes oncogéniques (Chammas et al., 2020).

3. Le complexe PRC1

Le complexe PRC1 contient une ubiquitine ligase E3 qui mono-ubiquitine la lysine 119 de
I'histone H2A (H2AK119ub1l). Il est composé des protéines chromoBox (CBX), qui
reconnaissent la marque H3K27me3, une protéine PCGF (Polycomb group RING finger
protein), des homologues de polyhoméotique (HPhc) et I'enzyme RING responsable de
l'ubiquitination (Blackledge et al., 2020; Cao et al., 2005; Rose et al.). PRC1 se lie a
H3K27me3 en fonction de PRC2 et H2AK119ub1 pourrait stimuler I'activité catalytique de
PRC2.

PRC1 est également nécessaire pour rassembler les extrémités des grands groupes de génes
Hox chez les mammiferes, favorisant la répression des génes (Kundu et al., 2017).

Des études ont montré que la sous-unité RING pourrait jouer un réle dans I’activation de la

transcription des genes (Gil and O’Loghlen, 2014).
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4. Recrutement du complexe PRC2

La répression des genes se fait par la coopération des deux complexes PRC1 et PRC2.
Comment se fait cette suppression de la transcription ? La triméthylation de la lysine 27 de
I’histone H3 est induite par I'incorporation de PRC2 dans la chromatine, puis PRC1, via RING,
catalyse l'ubiquitination de I’histone H2AK119. Le résultat serait une compaction de la
chromatine et une répression génique (Koubi et al., 2017). Cela conduit a I’hypothése d’un
fonctionnement de PRC1 en aval de PRC2 (Margueron and Reinberg, 2011).

En revanche, une autre étude a montré I'enchainement inverse qui débute par un
recrutement de PRC1 qui sera capable de lier la chromatine sans la présence de la
triméthylation, puis d’ubiquitiner I’histone H2AK119 qui sera ensuite reconnue par les deux
protéines AEBP2 et JARID2 de PRC2, permettant une installation de PRC2 sur un site normal
(Blackledge et al., 2014; Holoch and Margueron, 2017) . Les deux complexes sont également
capables d’interagir ensemble, permettant leur fixation sur des génes cibles communs

(Figure 15).

Figure 15 : Modele hiérarchique classique de recrutement complexe PCG.
a) PRC2, en complexe avec JARID2 et AEBP2, est recruté dans des CGl (ilots CpG) non méthylés (ronds
blancs, cytosines non méthylées ; ronds noirs, cytosines méthylées) par un mécanisme mal compris
qui peut impliquer d'autres phénomenes tels que la liaison des protéines a I'ADN (marqué "?") . Le
recrutement de PRC2 conduit a H3K27me3 (cercles rouges). Les sous-unités canoniques CBX de PRC1

peuvent se lier a H3K27me3, conduisant ainsi au recrutement de ce complexe et a une faible quantité
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de mono-ubiquitination de K119 de H2A. (b) Le nouveau modele hiérarchique proposé par Blackledge
et al. (2014) et Cooper et al. (Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014) suggére que les variants de
PRC1 sont recrutés dans les CGl non méthylés, par exemple par KDM2B. Cela conduit a la
monoubiquitination de H2AK119 et au recrutement de PRC2 par un mécanisme inconnu, impliquant
éventuellement des facteurs inconnus (marqués "?"). H2AK119ubl stimule en outre l'activité

catalytique de PRC2. Les barres obliques signifient "ou". (Comet and Helin, 2014)

lll. La protéine EZH2

Un des principaux composants de PRC2 est une protéine de 751 acides aminés appelée EZH2
et dont le gene est situé sur le chromosome 7q35 (Ernst et al., 2010). EZH2 triméthyle
I'histone H3K27 et recruterait également des ADN méthyltransférases, des histones
désacétylases ou d’autres complexes Polycomb pour réduire I'expression génique de genes
spécifiques, contribuant ainsi a la différenciation et la régénération des cellules souches, au
devenir cellulaire, a la régulation du cycle cellulaire, a la sénescence et a la cancérogenese
(Chien et al., 2018; Chou et al., 2015; Li et al., 2017; Shirahata-Adachi et al., 2017).

EZH2 a également des fonctions indépendantes du complexe PRC2.

1. EZH2 en tant qu’activateur transcriptionnel
a. Interactions avec AKT et le récepteur des androgénes

Une autre fonction indépendante de son activité méthyltransférase d’histone est d’agir
comme un activateur transcriptionnel. Cela a été montré dans le cancer de la prostate et
certains cancers de sein. Dans les cancers du sein de type basal et négatifs pour les
récepteurs d’cestrogénes (RE), EZH2 interagit avec le facteur nucléaire kappaB (NF-kB)
permettant son activation constitutive. De plus la fonction oncogéne de EZH2 dans le cancer
de la prostate résistant a la castration (CPRC) est indépendante de son réle de répresseur
transcriptionnel et EZH2 est alors un activateur pour le récepteur des androgenes (RA) (Lee
et al., 2011; Xu et al., 2012). Une autre étude montre que la phosphorylation de EZH2 par la
voie PI3K/AKT inhibe son activité méthyltransférase et bloque la liaison de EZH2 avec H3
diminuant ainsi la triméthylation et perturbant le silencage favorisant I'oncogenése (Cha et

al., 2005).
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b. Interactions avec la voie AKT et JAK/STAT

Dans le glioblastome, la phosphorylation de la sérine 21 de EZH2 (pS21-EZH2) catalysée par
AKT, favorise la méthylation du facteur de transcription STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription 3) ce qui permet son activation et contribue ainsi a la malignité du
glioblastome. STAT3 a son tour est capable d’activer AKT (Kim et al., 2013; Volkel et al.,
2015).

Dans les lymphomes, la phosphorylation de la tyrosine 244 de EZH2 par JAK3 favorise la
dissociation du PRC2 ce qui induit une diminution de I'activité méthyltransférase et des
niveaux globaux de H3K27me3 (Yan et al., 2016). De plus, JAK3 peut phosphoryler la tyrosine
641 de EZH2 provoquant sa dégradation. EZH2 pourrait également étre phosphorylé au
niveau de plusieurs résidus de thréonine. En particulier, les kinases cycline-dépendantes
(CDK1/2) phosphorylent T350 et T492 de EZH2 (Chen et al.,, 2010). Dans ces mémes
lymphomes EZH2 favorise directement la transcription de la cycline D1 stimulant la
prolifération cellulaire et cet effet est indépendant de son activité enzymatique (Yan et al.,
2013).

La surexpression de EZH2 est observée dans le cancer du sein triple négatif qui se lie au
promoteur de NOTCH1 augmentant ainsi I'expression et la signalisation de la transcription
NOTCH1. Cette liaison est indépendante de l'activité catalytique de EZH2 et accélere la
croissance des tumeurs (Gonzalez et al., 2014).

EZH2 active la transcription de c-Myc et de la cycline D1 dans certaines cellules cancéreuses
du sein et interagit avec les composants des voies cestrogéne et Wnt (B-caténine) pour
favoriser la prolifération cellulaire dans ces cellules cancéreuses (Shi et al., 2007).

L’activation de I'axe de signalisation de JAK/STAT et la phosphorylation de EZH2 sont des
étapes potentiellement cruciales dans la génération de cellules souches cancéreuses

(Rojanasakul, 2013).

2. Interactions avec E2F1

Une analyse ultérieure a révélé une interaction entre EZH2 et le facteur de transcription
E2F1 qui controle I'expression des génes impliqués dans le cycle cellulaire et la prolifération.

E2F1 colocalise avec EZH2 sur des sites dépourvus de H3K27me3, permettant I’activation des
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génes nécessaires a la prolifération du cancer, surtout dans les CPRC et dans les lymphomes
(Xu et al., 2016).

Dans le glioblastome, E2F1 est présent et induit la transcription de EZH2, favorisant la
tumorigénicité de ce cancer (Qiu et al., 2013).

Une coopération fonctionnelle entre EZH2 et le facteur de transcription E2F1 est aussi
décrite dans les carcinomes corticosurrénaux humains et leur coopération stimule
I'expression des génes associés a |'agressivité de ce cancer (Tabbal et al., 2019). Toutefois, le

role de I'activité méthyltransférase de EZH2 dans ce contexte n’est pas encore établi.

3. Interactions avec PAF/B-caténine

PAF (PCNA-associated factor) est un facteur impligué dans la synthese d'ADN
translésionnelle (TLS) qui est un processus de réparation de I'ADN. Il est exprimé dans les
cancers ou la voie Wnt/ B-caténine est hyperactive avec pour conséquence |’aggravation de
la situation tumorale. Dans le cancer du cblon, PAF est surexprimé, activant ainsi la voie Wnt
qui régule positivement I'expression de la B-caténine. Ensuite, PAF recrute EZH2 pour former
un complexe avec la B-caténine, améliorant ainsi la transactivation du géne Wnt
indépendamment de l'activité de méthyltransférase de , et induit la tumeur intestinale (Jung

et al.,, 2013).

4. EZH2 en tant que cofacteur

EZH2 est connu pour jouer un role clé dans l'inactivation du chromosome X et le
développement embryonnaire

Une fonction indépendante de l'activité de la méthyltransférase de EZH2 est son implication
dans le point de contréle de la division cellulaire. EZH2 agit avec la protéine du point de
contréle BubR1 qui assure l'assemblage des kinétochores aux microtubules pour la
séparation des chromosomes au cours des divisions cellulaires (mitose et méiose). A I'état
normal, BubR1 inhibe I'anaphase tant que le cytosquelette n’est pas prét. Au moment ou ce
dernier est prét, BubR1l est dégradé et I'anaphase commence. BubR1 est acétylé par
I'acétyltransférase d’histone PCAF ce qui évite sa dégradation. Indépendamment de son

complexe PRC2, EZH2 réagit avec BubR1 et le facteur PCAF pour réguler la mitose et le point
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de contrdle cellulaire. Si EZH2 est dérégulé, la division conduira a des cellules aneuploides
(Figure 16).
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Figure 16 : Activité de EZH2 en tant qu’activateur
L’activité transcriptionnelle de EZH2 peut étre déclenchée par la phosphorylation de la sérine 21 par la
Kinase AKT, suite a I’activation de la voie PI3K-AKT (1), permettant a EZH2 de méthyler le récepteur
aux androgeénes (AR) afin d’activer son activité transcriptionnelle. pS21-EZH2 méthyle également le
facteur de transcription STAT3 (2), induisant son activation. Comme STAT3 est lui-méme capable
d’activer AKT, on peut imaginer que son activation par EZH2 conduit a [lactivation de la
phosphorylation de la sérine 21 de EZH2 par AKT. JAK3 permet normalement l’activation des
protéines STAT via leur phosphorylation. De méme, JAK3 peut phosphoryler EZH2 sur la tyrosine 244
(3) qui va alors s’associer a ’ARN polymérase Il afin de stimuler la transcription de certains génes. Le
facteur de transcription E2F1 stimule I'expression de EZH2 qui peut s’associer en retour a E2F1 afin de
stimuler la transcription de génes (4). Le complexe PAF— B-caténine-EZH2 est recruté au niveau des

promoteurs de genes cibles de la voie Wnt/B-caténine entrainant leur activation (5). BubR1 est un
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point de contréle de I'assemblage des kinétochores lors de la mitose. Afin de ne pas étre dégradé
précocement, il doit étre acétylé par PCAF. Pour cela, EZH2 doit s’associer a ces protéines (6) (Extrait

de (Tabbal, 2018).

En effet, I'inhibition de I'activité méthyltransférase de EZH2 par deux inhibiteurs (DZNep et
GSK343) a entrainé une diminution de l'activité de la méthyltransférase mais n’a pas eu
d’effet sur la migration des chromosomes et la division cellulaire. En revanche si EZH2 est
surexprimé, elle entraine une aneuploidie cellulaire et un désalighement chromosomique, ce
qui suggeére que c’est la présence de EZH2 qui est nécessaire et pas son activité
méthyltransférase.

Une fonction anormale de EZH2 peut provoquer des troubles liés a la reproduction chez les

souris femelles et entrainer une infertilité chez les femmes (Qu et al., 2016).

IV. Role de EZH2 dans la physiopathologie

1. Implications pathologiques dans le cancer

Des études montrant une corrélation positive entre le niveau d'expression de EZH2 et le
grade tumoral dans différents types de cancers (leucémie, lymphome, cancers de la
prostate, du sein, du poumon et du rein). La surexpression de EZH2 a été signalée comme
favorisant la prolifération cellulaire a la fois in vitro et in vivo et peut également stimuler
I'invasion cellulaire et les métastases et compromettre la réparation des dommages a I'ADN,
conduisant alors a un mauvais pronostic (Comet et al., 2016). Cette surexpression conduit a
une accumulation accrue de H3K27me3 au niveau de geénes cibles régulés par les PRC2
normaux, ce qui entraine une répression des génes et surtout des genes suppresseurs de
tumeurs.

Chez des patients atteints de cancer du poumon a petites cellules, des études ont montré
une expression élevée de EZH2 associée a une progression des métastases et une répression
des niveaux de H3K27me3 et des genes suppresseurs de tumeurs comme JUB (Sato et al.,
2013). De méme, EZH2 dans le carcinome épidermoide de la téte et du cou entraine une
condensation de la chromatine ainsi qu'une hyperméthylation en inhibant le géne
suppresseur de tumeur RaplGAP qui est un membre de la sous-famille ras des petites

GTPases impliquées dans les voies de signalisation contrélant la croissance et la
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différenciation cellulaires (Banerjee et al., 2012). La surexpression de EZH2 dans le cancer
pourrait étre liée a un mécanisme intéressant de silencage par la répression de genes
différenciateurs tels que pl16, p19 et E-cadhérine (Deb et al., 2014). Dans le cancer de
I'ovaire, la surexpression de EZH2 provoque I'angiogenése en réduisant I'expression de la
vasohibinel (VASH1) qui est un régulateur négatif spécifique des cellules endothéliales de
I'angiogenése, ce qui provoque une augmentation de la vascularisation et de la prolifération
tumorale (Lu et al., 2010). Dans le cancer du sein, la surexpression de EZH2 provoque une
inhibition de RAD51 qui est un gene de réparation de ’ADN ce qui provoque I'accumulation
de défauts génomiques en dérégulant la signalisation RAF1-ERK-B-caténine (Chang et al.,
2011). De méme, des niveaux élevés de EZH2 entrainent la répression transcriptionnelle de
plusieurs génes suppresseurs de tumeurs tels que FOXC1, RKIP, CDKIC, RUNX3 qui sont
impliqués dans la migration, I'invasion et la croissance des cellules tumorales du sein. De
plus, dans le cancer de la prostate, la surexpression de EZH2 conduit a la désactivation
associée a la méthylation de H3K27 des génes suppresseurs de tumeurs critiques, tels que
DAB2IP, MSMB, SLIT, TIMP-2 et TIMP-3, qui contribuent au phénotype invasif (Deb et al.,
2013).

La dégradation de la matrice extracellulaire est nécessaire a l'initiation des métastases, et
est déterminée par un équilibre entre I'action des MMPs (Matrix metalloproteinases) et de
leurs inhibiteurs, les TIMPs (Tissue Inhibitors of metalloproteinases). La surexpression de
EZH2 favorise la dégradation de la matrice dans le cancer de la prostate en inhibant les TIMP
(Shin and Kim, 2012).

D’autre part, dans le cancer du poumon, I'acétylation de la lysine 348 de EZH2 augmente la
migration et I'invasion des cellules cancéreuses ce qui est associé a un mauvais pronostic
(Wan et al., 2015).

En outre, des études récentes montrent que EZH2 est surexprimée dans le DMG exprimant
le mutant H3K27M, condition requise pour favoriser la croissance des cellules tumorales en
réduisant le niveau de H3K27me3 et en réprimant la protéine p16 qui est un régulateur
critique de la transition de phase GO-G1 a S (Cordero et al., 2017; Tatavosian et al., 2018;
Zhang et al., 2017).

De plus, EZH2 facilite la dégradation dépendant de la méthylation de RORa, inhibant ainsi le

role de suppresseur de tumeur exercé par RORa qui est un récepteur nucléaire orphelin lié a
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I'acide rétinoique a (RORa) qui agit comme un inhibiteur de la croissance du cancer (Lee et
al., 2012).

Ces données mettent en lumiere le role de EZH2, dépendant ou non de PRC2 et de son
activité méthyltransférase, mais EZH2 peut aussi exercer des actions indépendantes de ses
propriétés de méthylation. A titre d’exemple, dans le cancer du sein, le geéne suppresseur de
tumeur BRCA1 est controlé par EZH2, dont la surexpression conduit a I'exportation nucléaire
de BRCA1 et est suffisante pour déclencher une mitose aberrante et des modifications
chromosomiques. Cette exportation nécessite I'activation du signal PI3K/Akt-1 (Gonzalez et

al., 2011).

2. Mutations de EZH2 et développement tumoral

Dans certains types de cancer, on rencontre des mutations gain de fonction de EZH2, surtout
dans les lymphomes, et des mutations perte de fonction dans certaines leucémies.

Les mutations gain de fonction : dans les lymphomes folliculaires et les lymphomes diffus a
cellules B, des mutations somatiques de la Tyr641 de EZH2 peuvent entrainer une
augmentation de ['état triméthylé de I'histone H3K27. Cette augmentation est due a la
coopération de EZH2 de type sauvage (WT) - qui catalyse la méthylation de H3K27mO plus
efficacement que celle de H3K27m1 ou H3K27m2 - et du mutant EZH2, qui a une efficacité
catalytique faible avec H3K27m0 comme substrat mais bien plus élevée que celle de EZH2
WT pour H3K27mel ou 2. Par conséquent, le développement du cancer nécessite deux
formes de EZH2 : WT et mutée. Il s'agit du premier exemple de maladie humaine qui dépend
de I'activité coordonnée de fonctions enzymatiques mutantes et normales (Sneeringer et al.,
2010). Une autre mutation de EZH2 qui remplace I'alanine 677 par une glycine (A677G)
entraine une augmentation du niveau de H3K27me3. Cependant, contrairement aux
mutants Y641, qui perdent leur activité avec le substrat H3K27meO, cette substitution
préserve l'interaction clé dans EZH2 WT, mais « agrandirait » le site de liaison permettant
ainsi a EZH2 mutant d’utiliser aussi H3K27m1 ou H3K27m2 comme substrats de méthylation.
Cette mutation offre une solution inédite pour les cellules pour déréguler la méthylation de
H3K27 sans avoir a coopérer avec EZH2 WT, contrairement aux mutants Y641 de EZH2
(McCabe et al., 2012a).

Les mutations de perte de fonction de EZH2 : elles correspondent a des codons d'arrét

prématurés ou des changements dans le cadre de lecture (Nikoloski et al., 2010). Des
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mutations dans d’autres genes peuvent affecter le niveau de EZH2 ou son activité. A titre
d’exemple, des mutations affectant les protéines splicéosomales telles que le facteur
d’épissage SRSF2 (Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 2) modifieront I'épissage de ,
entrainant une régulation négative continue de I'expression de la protéine EZH2 et donc de
H3K27me3 entier, favorisant ainsi le développement des leucémies (Kim et al., 2015) . Des
mutations de perte de fonction ont également été décrites dans les 2 sous-unités de PRC2,
SUZ12 et EED, dans la tumeur maligne du nerf périphérique (MPNST). On peut ajouter que la
perte de SUZ12 stimule également le développement d'autres types de tumeurs, y compris
le sarcome histiocytaire, le gliome de haut grade, le lymphome et |'angiosarcome, suggérant
une fonction suppressive de tumeur potentielle de SUZ12 dans plusieurs types de tumeurs.
Enfin, les mutations K27M sont décrites dans environ 80 % des gliomes (DMG), G34R dans
30 % des astrocytomes pédiatriques de haut grade, G34W/L dans 90 % des tumeurs a
cellules géantes de I'os et K36M dans 95 % des chondrosarcomes. En ce qui concerne les
DMG, sujets d’études de cette thése, la mutation H3K27M inhibe I'activité de PRC2 et
entraine une diminution globale de I'abondance de H3K27me3 (Wassef and Margueron,
2017).

De plus des mutations inactivantes de EZH2 suggerent une fonction suppressive de EZH2
dans les syndromes myélodysplasiques et myéloprolifératifs, la myélofibrose, la leucémie
myélo-myocytaire chronique (LMC), la leucémie myéloide chronique atypique, olu ces
mutations inactivantes de EZH2 contribuent a la formation et I'aggravation du cancer ainsi
gu’a un mauvais pronostic (Herviou et al., 2015; Iwama, 2017).

Des études récentes suggérent que EZH2 pourrait avoir un double réle dans la pathogenése
des cancers, agissant comme un oncogene ou un suppresseur de tumeur selon le type de
cancer.

Pour conclure, toutes les mutations décrites ci-dessus aboutissent a la progression du cancer

mettant en évidence le réle crucial d’EZH2 ainsi que de PRC2 dans la cancérogenése (Figure
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Figure 17 : Altérations de PRC2 dans les cancers.

Adapté de (Wassef & Margueron, 2017).

3. EZH2, un oncogene ou un suppresseur de la progression tumorale

Diverses études menées sur EZH2 dans plusieurs cancers ont montré son double réle selon le
type ou l'état de la tumeur. De nombreux modeles animaux ont été développés afin de
déterminer si EZH2 est plus impliqué dans la I'activation ou l'inhibition de la progression
tumorale. Dans ces modeéles, la stratégie de I'expérimentateur consiste a supprimer ou
surexprimer EZH2 ou d’autres sous-unités de PRC2.

Des cellules du cancer de la prostate humain exprimant EZH2 ont été injectées dans des
souris. Ces expériences ont mis en évidence le role de EZH2 dans [linitiation et le
déclenchement des métastases par I'inhibition de DAB2IP, conduisant a l'activation de la
voie de signalisation Ras et NF-kB. Ces expériences ont montré le r6le oncogénique de EZH2
(Min et al., 2010).

De méme, l'utilisation d’inhibiteurs de EZH2, par exemple EPZ-6438, a montré que EZH2 est
nécessaire pour la croissance tumorale dans un modele murin de xénogreffe de cellules
cancéreuses du rein (G-401) (Knutson et al.,, 2013). De plus, dans un modele murin de
xénogreffe de myélome, I'injection sous cutanée des cellules cancéreuses aprés I'ajout de
I'inhibiteur de EZH2 UNC1999 a remarquablement inhibé la croissance des cellules de
myélome in vivo (Rizq et al., 2017).

L’inactivation de EZH2 par un ARN interférent in vivo dans des cellules de cancer d’ovaire
humain injectées dans des souris réduit la prolifération et I'angiogenése tumorale (Lu et al.,
2010).

EZH2 est un suppresseur de tumeur dans d’autres contextes de cancer.

La suppression de EZH2 dans le pancréas d’'un modeéle présentant une mutation de KRas
induit la formation des tumeurs pancréatiques et un échec de la régénération pancréatique.
Dans ce cas on peut conclure que, EZH2 a un réle de suppresseur de tumeur (Mallen-St. Clair
et al., 2012).

L'activité suppressive de tumeur de EZH2 a été validée in vivo chez la souris par 'inactivation
conditionnelle de EZH2 ; son absence est corrélée a une diminution notable des niveaux
globaux de H3K27me2/3 et au développement d’une leucémie T-cell (T-ALL) avec

augmentation du volume de la rate et des ganglions lymphatiques (Simon et al., 2012).
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Dans un cas, EZH2 présente une fonction oncogénique alors que dans un autre, il agira plutot
comme un suppresseur de tumeur. Pourtant d’autres données suggerent que les choses sont
bien plus complexes qu’il n’y parait.

Dans le cancer du sein, I'absence de EZH2 ainsi que I'altération de |'activité de PRC2 peut
augmenter la tumorigenése et favoriser l'instabilité transcriptomique dans des modéles
murins (Wassef et al., 2015). On peut dire que EZH2 protege les tissus mammaires. En
revanche, dans un modéle xénogreffe de cellules tumorales, la surexpression de EZH2 est
liége a la progression du cancer et perturbe les protéines de réparation des dommages a
I'ADN ce qui conduit a l'accumulation du gene RAF1 ainsi qu’a I'activation de la p-ERK-B-
caténine (Chang et al., 2011). Dans un méme tissu, le sein, EZH2 posséde donc deux
fonctions différentes. De méme, dans le sang, dans un modéle de souris développant des
leucémies myéloides aiglies, I'inhibition de EZH2 réduit considérablement le développement
du cancer. Dans ce contexte, on peut donc supposer que EZH2 agit comme un oncogéne
(Tanaka et al., 2012).Toutefois, I'invalidation de EZH2 dans la moelle osseuse de souris induit
le développement de leucémies (Simon et al., 2012), suggérant que dans le méme contexte
cellulaire, EZH2 est potentiellement un suppresseur de tumeurs.

En conclusion, pour un tissu donné, la fonction de EZH2 dépend du stade de la tumeur ainsi
gue de son microenvironnement.

Tableau 3 : Role de EZH2 dans différents cancers

EZH2
Oncogene Suppresseur de tumeur
Sein Syndrome myéloprolifératif
et myélodysplasique
Foie Pancréas
Type de cancer Ovaires Leucémie T cell
Prostate
Poumons

Lymphomes diffus a grandes

cellules B

Lymphomes folliculaires

Diffuse midline glioma
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V. Inhibiteurs de EZH2/PRC2
1. Inhibiteurs EZH2

Comme diverses études ont montré l'implication de EZH2 dans le développement de
plusieurs types de cancers, des drogues ciblant cette protéine ont été développées. Parmi
ces inhibiteurs, la 3-désazaneplanocine A (DZNep), un inhibiteur de la S-
adénosylhomocystéine hydrolase, a été utilisée pour traiter plusieurs cancers (Dagdemir et
al., 2016; Sha et al.,, 2015; Tan et al.,, 2007) . Il a été rapporté que DZNep inhibe la
triméthylation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) et la lysine 20 de I'histone H4
(HAK20me3) levant ainsi la répression des génes (Miranda et al., 2009). DZNep n’est
cependant pas spécifique de EZH2.

Des efforts importants ont été déployés au cours des dernieres années pour obtenir des
composés qui soient puissants et hautement sélectifs pour EZH2.

La famille des EPZ (Epizyme) : les mutations de Y641 et A677 qui rendent EZH2 hyperactive

sont retrouvées dans les lymphomes. Plusieurs inhibiteurs compétitifs pour la SAM ont été
testés et parmi eux le composé EPZ005687 qui inhibe I'activité méthyltransférase de EZH2 et
détruit sélectivement les cellules de lymphome en favorisant I'apoptose. EPZ005687 est 500
fois plus spécifique pour EZH2 que pour d’autres méthyltransférases d’histones et 50 fois
plus spécifique de EZH2 que de EZH1 (Knutson et al., 2012). Un autre inhibiteur oral de EZH2,
EPZ6438 (tazémétostat), est actuellement en cours d'évaluation dans un essai clinique de
phase 1/2 chez des patients atteints de lymphomes a cellules B et de tumeurs solides
avancées (Yamagishi and Uchimaru, 2017). DS-3201b est un nouvel inhibiteur double EZH1/2
disponible par voie orale, et il est évalué cliniquement chez les patients atteints de
lymphomes non hodgkiniens (Yamagishi and Uchimaru, 2017).

UNC1999 : c'est le premier inhibiteur biodisponible oralement qui a une activité contre EZH2
trés élevée in vitro. 1l est doublement sélectif de EZH1 et EZH2, réduit fortement les niveaux
de H3K27me3 dans les cellules et induit sélectivement la mort des cellules de lymphome
porteuses de la mutation Y641N (Tan et al., 2014).

La famille des GSK (GlaxoSmithKline) : ces composés de GlaxoSmithKline sont des inhibiteurs

compétitifs de la SAM (Diaz et al., 2012). L'un d’eux, GSK-A, réduit I'abondance de la marque
H3K27me3 dans les cellules cancéreuses du sein. Il est a la base du développement d'autres

inhibiteurs compétitifs du site SAM.
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Un inhibiteur puissant de EZH2 est le GSK126 qui a été utilisé dans différents types de
cancers et a prouvé son efficacité in vitro et in vivo, comme dans les lymphomes et les
gliomes pédiatriques ou il y a entrainé une diminution de la croissance tumorale. Le GSK126
est 1000 fois plus spécifique de EZH2 que d’autres histones méthyltransférases et 150 fois
plus spécifique de EZH2 que de EZH1 qui posséde un domaine SET identique a 96 %. Le
GSK126 est I'un des nombreux composés candidats actuellement en cours d'évaluation dans
des essais précliniques et cliniques (Huang et al.,, 2019 ; McCabe, Ott, et al., 2012). Ses
caractéristiques sont développées plus loin dans mon manuscrit.

Plusieurs autres inhibiteurs dirigés contre EZH2 ont été développés depuis lors, y compris
GSK503, GSK343 et CPI-1205. Les GSK343 et GSK503 sont structurellement apparentés a
GSK126 et inhibent a la fois EZH2 WT et mutant avec une efficacité similaire. CPI-1205 est un
inhibiteur de EZH2 disponible par voie orale avec une sélectivité d'environ 23 fois supérieure

pour EZH2 que pour EZH1 (Lue and Amengual, 2018).

Tableau 4 : Quelques inhibiteurs de EZH2 et leur spécificité.

D’aprés Lue & Amengual (2018).

Spécificité Progres Cliniques ICs0 (NM)
DZNep EZH2 (tres faiblement) -
EPZ005687 EZH2 Phase Préclinique 54
Phase clinique en
EPZ6438 EZH2 54
cours

UC1999 EZH1 et EZH2 Phase Préclinique 10,45
CPI-1205 EZH2 Phase | 2
GSK343 EZH2 Phase Préclinique 4
GSK126 EZH2 et EZH1 Phase | 9,9

2. Inhibiteurs du complexe PRC2

Une autre approche pharmacologique consiste a cibler le complexe PRC2. Cette stratégie
alternative pour le ciblage sélectif de I'activité de la méthyltransférase EZH2 consiste a
perturber |'interaction de EZH2 et EED par une hélice a synthétique mimant EED. Elle permet
I'inhibition de I'activité oncogénique des cellules de leucémie ainsi que la différenciation des

macrophages (Kim et al., 2013). En 2017, Qi et ses collegues ont découvert EED226, un
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inhibiteur puissant et sélectif de PRC2 qui se lie directement a EED. Il empéche la
reconnaissance de la marque H3K27me3 par EED. EED226 induit un changement de
conformation de EED et diminue alors I’activité du complexe PRC2 (Qi et al., 2017). A-395, un
puissant antagoniste de la liaison H3K27me3 de I'EED, inhibe également la liaison de EED a
H3K27me3 et possede une activité antitumorale (He et al., 2017).

Bien que de nombreux types de cancer surexpriment EZH2, les données bibliographiques ci-
dessus montrent qu’ils ne sont pas forcément tous tributaires de EZH2 pour croitre et la
surexpression de EZH2 peut méme étre une stratégie de défense contre le développement
de tumeurs. De plus, EZH2 présente plusieurs modes d'action qui peuvent étre mobilisés
difféeremment selon le type de tumeur ou I'état du processus tumoral. Par conséquent, les
stratégies de traitement par ciblage de EZH2 doivent prendre en compte toutes ces

guestions afin d'offrir une chance de succes.
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Figure 18 : Inhibition de EZH2.
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A) Utilisation de molécules compétitrices de la SAM comme le DZNep, un inhibiteur pour
toutes les histones méthyltransférases. Les molécules de la famille GSK et EPZ sont plus
spécifiques de EZH2. B) Le complexe PRC2 peut étre dissocié par un peptide en hélice a qui
inhibe la liaison de EZH2 avec EED. C) L’inhibition de la reconnaissance de H3K27me3 par EED

permet de diminuer I'abondance de la marque épigénétique (He et al., 2017).

VI. GSK126 — un inhibiteur de EZH2
1. Structure et mode d’action

GSK126 est un inhibiteur de EZH2 qui comporte un groupement pyridone qui est son
principe actif principal car il occupe partiellement le site pour le co-substrat SAM dans la
poche de liaison de I'enzyme. Cela explique pourquoi son mécanisme d'action est compétitif
vis-a-vis de la SAM. |l se compose d’une région dite « téte » de pyridone, une région « cou »
de liaison amide, une région de « corps » et des structures de « bras » et de « queue »
(Figure 19) (Bratkowski et al., 2018; Fioravanti et al., 2018). Le GSK-126 est connu comme un
inhibiteur de I'activité de EZH2 et considéré comme un médicament anti-tumoral potentiel

(Wang et al., 2021).
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Figure 19 : Structure de GSK126.

Comme EZH2 est surexprimé dans divers types de cancers, I'inhibition de son activité par les
inhibiteurs chimiques a été largement utilisée et a montré une efficacité in vitro et in vivo.

GSK126 été utilisé pour traiter le cancer du myélome multiple MM, ou il a révélé son
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efficacité en éliminant les cellules du MM, en induisant leur apoptose. Il inhibe totalement
I’expression de I'histone H3K27me3 in vitro. Son effet anti-tumoral a aussi été prouvé in vivo
avec un modele de souris xénogreffe de myélome multiple (Zeng et al., 2016).

Dans le cancer de la prostate, GSK126 a présenté un effet significatif a partir d’'une dose de
50 uM sur la diminution de la croissance cellulaire et I'induction de I'apoptose. De plus il a
inhibé significativement la migration et I'invasion tumorales et cela était di a son action sur
la transition épithélio-mésenchymateuse (Lin et al., 2016).

Une étude de 2016 menée sur des tumeurs solides (cancer du poumon et cancer gastrique) a
montré que GSK126 inhibe la migration cellulaire pour les deux types de cancers in vitro et in
vivo, bloque I'angiogenese in vitro et in vivo par la réduction de I'expression du facteur de
croissance de I'’endothélium vasculaire VEGF-A. GSK126 peut donc étre un candidat pour
traiter les tumeurs solides (Chen et al., 2016).

ARID1A appartient a la famille SWI / SNF possédant des activités hélicase et ATPase et
censés réguler la transcription de certains genes. Dans |'adénocarcinome ovarien a cellules
claires avec mutation de ARID1A, GSK126 inhibe la prolifération des cellules cancéreuses in
vitro et empéche la formation des tumeurs in vivo aprés injection des cellules
d’adénocarcinome ovarien dans la cavité abdominale des souris. Ainsi GSK126 est considéré
comme une des molécules les plus actives pour traiter ce cancer (TAKEDA et al., 2016).
Récemment, une étude du carcinome épidermoide de la langue a aussi montré |'efficacité de
GSK126 sur I'inhibition de la prolifération et I'induction de I'apoptose (Liu et al., 2020).

Dans le carcinome hépatocellulaire (CHC), I'immunité innée peut jouer un role important
pour limiter la progression de la tumeur grace aux cellules tueuses NK (Natural Killer). Le
nombre de ligands des NK du groupe 2D (NK2D) est régulé a la baisse dans le CHC. Bulgide et
al; (2018) ont montré que EZH2 est un répresseur de I'expression de ces ligands donc
diminue I'éradication des cellules cancéreuses par les NK. Le traitement par des inhibiteurs
de EZH2, dont GSK126, a entrainé une augmentation de la cytotoxicité induite par les
cellules NK envers les cellules de CHC (Bugide et al., 2018).

Chez les patients atteints de mélanome uvéal, la surexpression de EZH2 est associée a un
mauvais pronostic di a l'induction de métastases hépatiques. Or I'inhibition de EZH2 par
GSK126 a été validée comme cible thérapeutique contre la formation de ces métastases et il
a été montré que GSK126 a une action inhibitrice sur les cellules tumorales circulantes (CTC)

(Jin et al., 2020).
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GSK126 est aussi actif dans des processus normaux physiologiques indépendamment d’un
contexte de cancer. En effet, EZH2 joue un rdéle important dans la formation des os, mais son
inhibition qui induit une réduction de la triméthylation peut favoriser une expression des
génes impliqués dans la signalisation osseuse qui étaient bloqués par la triméthylation. La
combinaison de GSK126 et BMP2 (protéine morphogénétique osseuse) augmente la
différenciation des ostéoblastes et améliore la cicatrisation osseuse intramembraneuse in
vivo. BMP2 est utilisé en clinique pour des indications orthopédiques, y compris la guérison
des fractures tibiales et la fusion, mais cette utilisation est limitée a cause de son co(t élevé
et des effets secondaires. Or I'association de BMP2 avec GSK126 a permis de réduire le colt
et les effets secondaires tout en améliorant la différenciation osseuse (Dudakovic et al.,
2020).

De plus, il existe une relation entre I'épigénétique et I'obésité. En effet, I'activité
méthyltransférase de EZH2 est importante pour la différenciation des adipocytes blancs et
bruns. L'utilisation de GSK126 pour inhiber EZH2 peut étre un agent thérapeutique pour
réguler I'obésité. D’apres une étude réalisée en 2018, le traitement de souris par le GSK126
apres un régime riche en graisse a montré une réduction de la graisse corporelle, une
augmentation de la lipolyse et une amélioration de la tolérance au glucose et une inhibition

la différenciation des adipocytes blancs (Wu et al., 2018).

2. Etudes cliniques

Dans une étude déja en cours (NCT02082977), GSK126 est administré 2 fois par semaine par
voie intraveineuse dans deux groupes : dans le premier groupe, les patients sont atteints
d'un lymphome diffus a grandes cellules B récidivant/réfractaire (DLBCL), d'un lymphome
folliculaire transformé, d'autres lymphomes non hodgkiniens (LNH), de tumeurs solides (y
compris un cancer de la prostate résistant a la castration) et d'un myélome multiple (MM) ;
dans le deuxieme groupe, les patients sont atteints de lymphome B diffus a cellules B (EZH2
sauvage) et de lymphome diffus a grandes cellules B et de myélome (EZH2 muté).

La phase | a pour but de déterminer la dose de GSK126 maximale permise, la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie. Pour les patients atteints de lymphomes a
cellules B et des cancers solides, GSK126 est administré (dose entre 50 et 3000 mg) 2 fois par

semaine pendant 3 semaines suivies d’1 semaine de repos (durée de 28 jours). La demi-vie
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d’élimination de la drogue était en moyenne d'environ 27 heures. Les résultats du
traitement ont montré qu’il n’y a pas de changement dans le taux de H3K27me3, et 34 % des
patients ont vu une stabilisation de la maladie, un patient atteint de lymphome a montré
une réponse partielle, 41 % ont vu une progression de la maladie et les réponses de 5
patients n‘ont pas pu étre évaluées. Cette étude a pu montrer qu’une dose de 2400 mg est
la dose maximale de GSK126 qui puisse étre administrée aux patients mais comme GSK126 a
une demi vie courte in vivo, cela limite son utilisation de fagon efficace et peut expliquer la
faible activité anticancéreuse observée (Yap et al., 2019). Face a ces résultats, I'étude a été

arrétée.

VII.Conclusion

La protéine EZH2 joue un réle dans divers cancers, soit un oncogeéne, soit un suppresseur de
tumeur. Dans le cas du gliome infiltrant du tronc cérébral (DMG), nous avons conduit une
analyse du transcriptome de 35 patients atteints de DMG. Cette analyse a mis en évidence
une surexpression de la méthyltransférase EZH2 associée a un mauvais pronostic. Cette
analyse permet de supposer un role de EZH2 dans la pathogénése des DMG et son inhibition
est une cible potentielle pour traiter ce cancer. L'inhibition de EZH2 par l'inhibiteur sélectif
GSK126, a montré une régulation a la hausse des protéines liées a la biosynthese du
cholestérol d’aprés une analyse protéomique que nous effectuée. Nous avons donc émis
I'hypothése que l'inhibition de EZH2 par GSK126 rend les cellules de gliome DMG
dépendantes de la biosynthése du cholestérol, donnant ainsi la possibilité d'explorer
['utilisation de statines ou d'autres médicaments réducteurs de lipides pour traiter cette

pathologie.
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Chapitre 3 : Le cholestérol dans I'homéostasie physiologique et dans
le cancer

Le role du cholestérol dans les maladies cardiovasculaires est établi depuis de nombreuses
années et son exces dans le sang constitue un facteur de risque majeur d’accident
cardiovasculaire (Jia et al., 2019; Soliman, 2019; Wang et al., 2017). De nos jours, le réle du
cholestérol va au-dela des maladies cardiovasculaires et il est reconnu comme étant un
facteur important dans les cancers et les troubles neurodégénératifs.

Le cholestérol (cholest-5-en-33-ol) est considéré comme une molécule de type lipidique et
I'un des composants structurels les plus importants des membranes cellulaires ou son
abondance est variable. Il joue plusieurs réles mécaniques sur la membrane allant de sa
structuration a sa fluidité ainsi qu’un réle métabolique plus complexe. Il est également un
précurseur de la syntheése d’hormones stéroidiennes ainsi que de vitamines (Albuquerque et

al., 2018; Rég et al., 2009)

[. Le cholestérol
1. Structure

Le cholestérol est un composé contenant 27 atomes de carbone et 46 atomes d'hydrogene,
plus un atome d'oxygene (Cz7H460). Il est formé d’un noyau tétracyclique stérol, composé de
qguatre cycles carbonés notés A, B C ou D, d’'une chaine iso-octyl en position 17 et d’une
fonction alcool. Il est considéré comme un composé hydrophobe de base, mais la présence
d’un groupement hydroxyle sur son carbone 3 forme sa téte polaire donc hydrophile et
confere alors au cholestérol son caractere amphiphile (Allen et al., 2007; Ohvo-Rekila et al.,

2002) (Figure 20).

Figure 20 : Structure du cholestérol
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2. Sources

La source du cholestérol est soit endogene, soit exogene. L'apport endogéne est assuré par
le foie qui est I'organe principal ou a lieu la biosynthese du cholestérol alors que I'apport
exogéne provient de l'alimentation. Chez I'homme, I'apport quotidien par la nourriture
serait de 300 a 500 mg alors que la biosynthéese produirait de 600 a 900 mg par jour. Une
partie du cholestérol est dégradée en acides biliaires qui sont ensuite secrétés dans la bile,
puis excrétés dans l'intestin gréle. Le cholestérol est utilisé pour le renouvellement des
membranes cellulaires et la synthése des hormones stéroidiennes. Dans des conditions
physiologiques normales, I'apport en cholestérol et son utilisation maintiennent en équilibre
les niveaux de cholestérol dans le corps (Repa and Mangelsdorf, 2000).

Le cholestérol exogene est capté au niveau de l'intestin, il est distribué aux tissus par les
lipoprotéines de faible densité (LDL) depuis le foie. Les LDL se lient a leurs récepteurs situés
sur la membrane plasmique (LDLR), et sont enrobés dans des endosomes. Les lipides dans
les LDL sont hydrolysés pour donner du cholestérol libre qui est ensuite redistribué dans
toute la cellule. Ce cholestérol libre peut aider a former la structure des membranes
cellulaires, étre estérifié par I'acylCoA Cholestérol Acyl tranférase (ACAT) pour un stockage
sous forme d’esters, aidant ainsi a la constitution du stock de cholestérol dans les cellules. Le
cholestérol est éliminé par les lipoprotéines de haute densité (HDL) qui transportent le
cholestérol vers le foie ou il servira de précurseur pour la synthése des acides biliaires

(Figure 21) (Chang et al., 2006; Rogers et al., 2015).

Cholestérol
Cholestérol
PUERERENE
Acides
biliaires
Excrétion

Figure 21 : Circulation du cholestérol dans le corps.
Le cholestérol provenant de I'alimentation est absorbé au niveau de l'intestin et exporté vers
le foie qui le redistribue aux tissus périphériques dans les lipoprotéines de faible densité (LDL).
Le transport inverse correspond a I’élimination du cholestérol des tissus périphériques vers le
foie dans les particules HDL (lipoprotéines de haute densité) puis le foie le convertit en acides

biliaires déversés au niveau de l'intestin pour leur excrétion.
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ACSS2

3. Biosynthese

La biosynthese du cholestérol se déroule dans I'organisme en plusieurs étapes. C'est un
processus complexe nécessitant I'intervention d’'une grande chaine d’enzymes. La premiére
étape commence par la synthése de mévalonate a partir d'acétate. La condensation de deux
molécules d'acétyl-CoA pour former |'acétoacétyl-CoA est catalysée par la thiolase. Ensuite,
la HMG-CoA synthase catalyse la réaction entre I'acétoacétyl-CoA et une autre molécule
d'acétyl-CoA pour former le HMG-CoA. Enfin la synthése de mévalonate est accomplie par la
HMG-CoA réductase qui est I'étape limitante de la synthése du cholestérol. La prochaine
étape implique la conversion du mévalonate en deux isopréenes activés (isopentanyl-5-
pyrophosphate et diméthylallyl pyrophosphate). La condensation des isoprénes activés
forme le squaléne qui est le précurseur biochimique de tous les stéroides. A son tour, le
squaléne subit une série de changements pour étre converti en lanostérol qui subit a son
tour plusieurs réactions enzymatiques qui aboutissent a la synthése du cholestérol
(Cerqueira et al., 2016) (Figure 22).

La biosynthese du cholestérol se fait en

Acétyl-CoA HMG-CoA plusieurs étapes par I'intermédiaire de
Thiolase * 1 HMG-CoA réductase Statines . . 3
Acétocétyl-CoA ) (Atorvastatine) plusieurs enzymes. Les statines comme
A\ Mévalonate
ATP \*‘ Mévalonate Kinase l/ . ’: st 7
. atorvastatine, I'inhibiteur d’ACSS2 et la
1: HMG-CoA synthase Mévalonate - 5 - phosphate ’
{  Phosphomévalonate Kinase terbinafine sont des inhibiteurs utilisés pour
Mévalonate - 5 - pyrophosphate (PP)
2: Mévalonate -5- cozA 2 inhiber certaines enzymes impliquées dans la
pyrophosphate Isopentényl-5-PP
i ey | Famnesyl- PP synthase synthése du cholestérol. HMIG : 3-Hydroxy-3-
3,3 - Diméthylaliyl . — Géranvl - PP )
PP ~— | Farnésyl— PP synthase Meéthyl-Glutaryl, ACSS2 : acetate-dependent
Farnésyl - PP
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Figure 22 : Etapes de la biosynthése du

cholestérol

70


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/6HMGcoAreductase/1HMGcoAreductase.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/6HMGcoAreductase/1HMGcoAreductase.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/6HMGcoAreductase/1HMGcoAreductase.htm
http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/6HMGcoAreductase/1HMGcoAreductase.htm

4. Roles physiologiques

Le cholestérol joue un role vital dans le bon fonctionnement des cellules. Dans les
membranes cellulaires, il interagit avec les phospholipides et les sphingolipides pour
moduler la rigidité de la bicouche membranaire et diminuer sa perméabilité a I'eau, aux ions
et aux gaz. Cependant, les membranes avec une teneur plus élevée en cholestérol auront
tendance a étre plus rigides et compactées, tandis que celles avec moins de cholestérol
seront plus fluides a 37 °C. De plus, le cholestérol est impliqué dans le processus
d’endocytose. Au niveau de I'organisme, le cholestérol est considéré comme le précurseur
des hormones stéroidiennes produites par les glandes surrénales (cortisol, corticostérone),
des hormones sexuelles, telles que les cestrogénes (cestradiol), les progestagénes
(progéstérone), les androgenes (testostérones), les acides biliaires et de la vitamine D. Cette
vitamine est nécessaire au processus d'ossification pendant et aprés la croissance et de plus
favorise la reproduction (Cerqueira et al., 2016; Cortes et al., 2013, 2014).

Le cholestérol est impliqué dans I'activation de protéines telles que Sonic hedgehog (Shh)
dans la voie Patched qui est essentielle au développement, a la prolifération et au maintien
des cellules souches (Blassberg and Jacob, 2017).

Enfin, plusieurs études ont montré un réle protumoral du cholestérol dans différents types

de cancer tels que le mélanome ou le cancer de la prostate (Kuzu et al., 2016).

5. Homéostasie

L'homéostasie du cholestérol est essentielle a une fonction cellulaire normale. Ainsi, la
perturbation de I'homéostasie du cholestérol est a I'origine de maladies cardiovasculaires
mais aussi de maladies neurodégénératives et observée dans certains cancers. La question
se pose de savoir comment les cellules mesurent le taux de cholestérol et envoient des
signaux pour controéler son apport.

Plusieurs études ont permis de mieux comprendre la régulation du métabolisme du
cholestérol cellulaire qui résulte d’un équilibre entre I'apport extérieur par les LDL, la
synthése de novo (voie du mévalonate) et le stockage sous forme d’esters (Luo et al., 2020).
L’'homéostasie cellulaire du cholestérol est maintenue grace a divers controles par
rétroaction des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels. Ainsi, les protéines
de liaison aux éléments de réponse aux stérols (SREBP) sont les contréleurs majeurs de la

transcription de nombreux genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol, tels que
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HMGCR (Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase) et LDLR (Low Density Lipoprotein
Receptor). SREBP se trouve dans le réticulum endoplasmique (RE) sous 2 isoformes : SREBP-
1c qui est impliqué dans la synthese des acides gras et SREBP-2 qui est dédié a la synthese
du cholestérol et a la régulation de LDLR (Espenshade and Hughes, 2007). Lorsque la
synthése de cholestérol est nécessaire, SREBP est activée dans I'appareil de Golgi par les
protéases S1P et S2P (protéases du site 1 et du site 2). L’activation et le transport de SREBP
vers le noyau se fait par la protéine Scap (protéine activant le clivage des SREBP) qui
contient un domaine de détection des stérols. En absence de stérols, Scap se lie a SREBP, et
favorise son export vers le Golgi en recrutant les protéines du complexe COPII. Lorsque le
taux de cholestérol est suffisant, la protéine activée est alors transportée dans le noyau
pour activer la transcription de génes cibles tels que HMGCR et LDLR (Luo et al., 2020). En
revanche, lorsque les niveaux de cholestérol sont élevés, SCAP interagit physiquement avec
INSIG1 et INSIG2 (genes induits par l'insuline 1 et 2), qui sont situés dans le RE.

D'autres facteurs de transcription sont impliqués dans le controle de la transcription, en
particulier les récepteurs nucléaires LXR (liver oxysterol receptor) qui régulent a la fois le
métabolisme du cholestérol et des acides gras dans plusieurs tissus, y compris le systeme
nerveux (Cermenati et al., 2013a; Courtney and Landreth, 2016a) (Cermenati et al., 2013b;
Courtney and Landreth, 2016b; Wang et al., 2008a). Leur déplétion stimule I'expression de
HMGCR ce qui conduit a une synthéese accrue de cholestérol (Wang et al., 2008b)
L’homéostasie du cholestérol est également régulée par son efflux et son stockage. L'efflux
cellulaire est contrélé par le facteur de transcription LXR qui module, entre autres, le taux
des protéines ABCA1 (ATP Binding Cassette Al) et ABCG1 (ATP Binding Cassette G1) qui
assurent le transport du cholestérol a travers la membrane plasmique des macrophages. Il
est ensuite associé a des lipoprotéines pour étre exporté vers le foie sous forme de
particules HDL(Gelissen et al., 2006; Venkateswaran et al., 2000).

Une partie du cholestérol importé est transportée vers les lysosomes par l'intermédiaire des
protéines de type Niemman Pick 1 et 2 (NPC1 et NPC2) (Pfeffer, 2019). Le stockage sous
forme d’esters d’acides gras dans des gouttelettes lipidiques se fait grace aux deux enzymes
ACAT-1 et ACAT-2 (acyl-CoA cholestérol acyltransférase 1 et 2) (Buhman et al., 2000; Chang
et al., 2000) (Figure 23).
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Figure 23 : Homéostasie du cholestérol.
1- La synthese de novo du cholestérol (en gris) a lieu dans le réticulum endoplasmique et
implique 'enzyme HMGCR. 2- Lorsque le niveau de cholestérol est bas, il est apporté de
I'extérieur par les lipoproteines riches en APOB (en vert). Elles se lient aux récepteurs de LDL
(LDLR) et les complexes APOB/LDLR sont internalisés par endocytose pour étre transportés
vers le lysosome ou ils subissent une dégradation aboutissant a la libération du cholestérol
libre. 3- Comme [l'excés de cholestérol est toxique, il est transporté par les protéines
NPC1/NPC2 vers la membrane plasmique (en violet) pour étre exporté par ABCA1 ou ABCG1,
4- Il peut aussi étre converti en ester par SOAT1 (Sterol O-acyltransferase 1) ce qui conduit a
la formation de gouttelettes lipidiques. NCEH (Neutral cholesterol ester hydrolase 1) peut
convertir le cholestérol estérifié en cholestérol libre (en saumon). 5- En cas de déficit en
cholestérol, ’homéostasie est régulée au niveau transcriptionnel (en bleu): le complexe
SREBP synthetisé dans le noyau est transporté vers I'appareil de Golgi et clivé ce qui permet
sa translocation vers le noyau pour réguler l'expression des génes du métabolisme du

cholestérol. Adapté de (Merscher et al., 2014).
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[I. Cholestérol cérébral

Le cerveau est principalement composé de lipides, dont le cholestérol qui est essentiel a son
bon fonctionnement ainsi qu’a la communication entre les neurones. Il a des fonctions

propres qui sont présentées ci-dessous :

1. Le cholestérol : constituant principal de la myéline

Le cholestérol est un des constituants principaux de la gaine de myéline. Le rapport molaire
cholestérol, phospholipides et glycosphingolipides est d’environ 40 %, 40 %, 20 % alors qu’il
est de l'ordre de 25 %, 65 %, 10 % dans la plupart des membranes (O’brien, 1965). La
conduction rapide de l'influx nerveux nécessite que les axones soient enveloppés d'une
gaine de myéline qui consiste en un empilement de membranes riches en lipides. La myéline
est formée d'oligodendrocytes et de cellules de Schwann sous la forme d'une structure
multicouche riche en lipides. L'abondance en myéline représente ~ 30 % du poids sec du

cerveau humain (Schmitt et al., 2015).

2. Modulation de la fluidité et de la rigidité membranaire par le cholestérol

Les phospholipides, cholestérol et glycolipides représentent 50 a 60 % de la masse des
membranes cérébrales dont ils assurent la stabilité, la fluidité et la perméabilité. Le
maintien de la fluidité membranaire est nécessaire au bon fonctionnement des protéines
membranaires (transporteurs, enzymes, canaux ioniques, récepteurs...) or des variations du
taux du cholestérol cérébral en modifiant les propriétés physicochimiques des membranes
peuvent induire diverses maladies dont des troubles neurodégénératifs (Swapna et al.,

2006; Yip et al., 2001).

3. Régulation des processus neuronaux

Le cholestérol est essentiel pour plusieurs processus cellulaires tels que la croissance des
cellules gliales et des neurites (axones ou dendrites), la stabilité des microtubules et la
synaptogenése. |l joue ainsi un rble trés important dans la régénération nerveuse.
Cependant, chaque dérégulation anormale du métabolisme du cholestérol, est considérée

comme un facteur de risque de troubles cérébraux graves (Hussain et al., 2019).
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[ll. Cholestérol et cancer

Une étude de la relation entre le cholestérol alimentaire (apport exogene) et I'incidence du
cancer a conduit a conclure qu’un taux élevé de cholestérol alimentaire augmente le risque
de survenue de plusieurs cancers tels que ceux du pancréas, poumon, sein, rein, des
lymphomes mais pas des tumeurs cérébrales, tout simplement parce que le cholestérol
exogene ne peut pas traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Ahmad et al., 2019;
Hu et al., 2012).

Une des caractéristiques communes des cancers est I'accumulation du cholestérol dans les
tissus qui joue un réle essentiel dans la progression du cancer (cancer du sein, de la prostate
et colorectal). Des dysfonctionnements dans les voies métaboliques du cholestérol sont
donc liés au développement tumoral (Murai, 2015). Etant des cellules a prolifération rapide,
et sachant que le cholestérol est essentiel pour la biogenése membranaire, les cellules
cancéreuses ont donc besoin de niveaux élevés en cholestérol pour leur croissance et pour
d'autres exigences fonctionnelles.

La biosynthese du cholestérol est importante au maintien des cellules souches cancéreuses
en activant les voies Sonic hedgehog (Shh), Notch et certaines tyrosines kinases. De plus la
voie du mévalonate est considérée comme oncogénique dans divers cancers car elle est
augmentée ce qui favorise la tumorigenése. En outre, I'absorption du cholestérol est
augmentée dans les cellules cancéreuses par rapport a des cellules normales. Bien que le
cholestérol soit une source essentielle a la croissance tumorale, la facon dont les cellules
programment sa biosynthése et son absorption est complexe et mal comprise (Huang et al.,
2020).

De plus, diverses études ont révélé l'importance du cholestérol dans les cellules
immunitaires ou il régule les réponses inflammatoires et I'immunité innée. La relation entre
le cholestérol et les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs est bien documentée. A titre
d’exemple, dans le cancer de poumon, les lymphocytes T CD8* absorbent I'excés de
cholestérol provoquant un stress pour le réticulum endoplasmique (ER) et activant la
protéiné XBP1 (X-box-binding protein 1) ce qui induit I'épuisement en cellules T CD8* (Xu et
al., 2020).
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Le cholestérol est également impliqué dans les voies de transduction du signal qui régulent
la carcinogenése, la résistance aux médicaments et les métastases (Sharma and Agnihotri,
2019).

Une autre aberration métabolique cruciale indispensable a la carcinogenese est la synthese
des acides gras de novo en tant que source d'énergie importante via la B-oxydation ou la
conversion en triglycérides pour le stockage ou en phospholipides pour la production de

membranes (Riscal et al., 2019).

IV. Cholestérol dans les gliomes

Comme je I'ai mentionné plus haut, les gliomes diffus restent parmi les tumeurs malignes
humaines les plus meurtriéres du fait de leur agressivité.

Le cholestérol étant le principal composant de la membrane de myéline, le cholestérol
cérébral représente pres d'un quart du cholestérol total du corps. Cependant, le cholestérol
environnant ne peut pas traverser la BHE et son métabolisme dans le cerveau est
complétement différent des autres organes. Par conséquent, la majeure partie du
cholestérol dans le cerveau est synthétisée de novo par les astrocytes puis délivré aux
cellules voisines, y compris les neurones, sous la forme de particules de lipoprotéines du
type haute densité (HDL) et contenant de |'apolipoprotéine E (ApoE) (Pirmoradi et al., 2019;
Villa et al.,, 2016a). Les besoins métaboliques des cellules de glioblastome sont
principalement satisfaits par le cholestérol exogene car la synthése endogene y est abolie
contrairement aux astrocytes sains. C'est pourquoi les cellules du glioblastome sont moins
sensibles que les astrocytes normaux a un traitement par des statines qui sont des
inhibiteurs de la synthése de novo du cholestérol (Yamamoto et al., 2018)

Les glioblastomes contiennent des niveaux élevés de lipides qui sont nécessaires a leur
survie et activent la voie oncogénique EGFR/PI3K/Akt. Cette voie est impliquée dans la
croissance cellulaire, qui a son tour augmente les lipides intracellulaires et I'expression de
SREBP afin d’induire I'absorption de lipides. Or, une inhibition de SREBP entraine la mort des
cellules de glioblastome (Guo et al., 2013; Pirmoradi et al., 2019)

De plus, les cellules des gliomes augmentent la synthese du cholestérol grace a une
amélioration de I'absorption de I'oxygéne, de la gylcolyse et la voie de synthése des
pentoses phosphate, mais elles dépendent également du cholestérol pour leur survie

(Ahmad et al., 2019)
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Une étude récente a montré que les cellules de gliome peuvent avoir des niveaux de
synthése du cholestérol inférieurs a ceux de cellules cérébrales normales. Etant donné que
la biosynthese du cholestérol est un processus consommateur d’énergie, les cellules du
gliome réduisent sa fabrication a un niveau minimum, et I'’énergie « économisée » par cette
inhibition est utilisée pour synthétiser les acides nucléiques et les protéines nécessaires a la
réplication des cellules cancéreuses (Li et al., 2020).

Dans une autre étude publiée en 2019, apres le traitement de cellules de glioblastome avec
un inhibiteur de la phosphorylation oxydative mitochondriale, I'analyse des ARNm a montré
une corrélation entre le taux élevé de ABCAe et un niveau faible de cholestérol. La
combinaison de l'induction mitotique et de l'inhibition du cholestérol pourrait étre une
meilleure stratégie thérapeutique pour traiter les glioblastomes (Gomez-roman et al., 2019).
Les glioblastomes (GBM) hautement mortels dépendent du cholestérol pour leur survie, ce
qui rend ces tumeurs sensibles a la mort cellulaire qui dépend du LXR. L'utilisation de LXR-
623, un inhibiteur de LXR pouvant traverser la BHE, induit une mort cellulaire substantielle
dans les cellules de GBM. Il inhibe I'absorption des LDL et induit un efflux de cholestérol des
cellules de GBM, ce qui entraine une réduction significative de la teneur en cholestérol
cellulaire. L'insensibilité des cellules cérébrales normales au LXR-623 peut étre due a leur
dépendance vis-a-vis de la syntheése endogéne de cholestérol et a une rétroaction négative
par la synthese d'oxystérols endogenes (Villa et al., 2016b).

Une seule étude a été faite sur I'influence du cholestérol dans le DMG. Elle a montré une
perturbation de I’homéostasie du cholestérol en utilisant un inhibiteur de la ménine MI-2
qui exerce une activité antitumorale en supprimant la synthése du cholestérol et
provoquant la mort cellulaire des cellules de DMG. Les analyses ont montré que la cible

moléculaire directe de MI-2 est la lanostérol synthase (Phillips et al., 2019).

V. Les statines : inhibiteurs de la voie du mévalonate

La HMGR catalyse I’étape limitante de la biosynthése du cholestérol et elle est inhibée par
les statines. Elles sont considérées comme des médicaments efficaces pour traiter
I’"hypercholestérolémie. Outre leur role dans la réduction du taux du cholestérol sérique, ils
jouent un réle dans la stimulation de la formation osseuse, le renforcement de la croissance
des vaisseaux sanguins par I'oxyde nitrique, induisent des effets anti-inflammatoires et

réduisent la protéine C-réactive (Istvan and Deisenhofer, 2001).
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Les statines constituent un groupe de médicaments trés diversifiés (simvastatine,
atorvastatine, pitavastatine...) groupés selon leur degré relatif de lipophilie. lls partagent
tous une partie hydrophobe qui se lie sur le groupement HMG (Faubion et al., 2019a; Istvan

and Deisenhofer, 2001).

1. Mode d’action des statines

Les statines agissent sur la synthese du mévalonate catalysée par HMGCR, ce qui a pour
conséquence une diminution de la teneur en cholestérol et, par conséquence, une
expression importante des LDL récepteurs dans le foie qui captent cholestérol circulant dans

le sang (Sirtori, 2014).

2. Usages des statines

Plusieurs études ont montré l'efficacité des statines dans le traitement des maladies
cardiovasculaires telles que I'athérosclérose (Adhyaru and Jacobson, 2018). De plus, on a pu
montrer I'efficacité des statines dans les maladies neuronales comme la maladie
d'Alzheimer, dont elles ralentissent ou empéchent le développement en réduisant la
production de l'amyloide-B associé a la progression de cette maladie. Dans le cas de
démence, des études ont prouvé que 'utilisation des statines réduit le risque de démence
tandis que d’autres études n’ont pas montré de changement. Cela peut étre di a des
différences d’origine ethnique ou des facteurs culturels qui influencent le développement et
la progression de la démence (Faubion et al., 2019b).

De plus, en bloquant la synthése du cholestérol par les cellules, dont on a déja montré
I'importance pour la croissance tumorale, les statines peuvent influencer la prolifération et
la migration des cellules tumorales par leur action sur la réduction de la disponibilité du
cholestérol. Les statines jouent alors un role dans le traitement des cancers en inhibant les
protéines impliquées dans le cycle cellulaire comme les cyclines, qui provoquent I'apoptose
et déstabilisent la membrane cellulaire (Matusewicz et al., 2015; Nielsen et al., 2012). Dans
le cancer du sein par exemple, I'usage des statines réduit le risque de récidive de ce cancer
mais n’a aucun effet sur I'augmentation du risque d’apparition de ce cancer (Beckwitt et al.,

2018). De méme, chez les patients atteints de cancer de I'ovaire, 'utilisation des statines
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réduit le risque d’incidence de cancer et augmente la survie des patients (Mohammadian-

Hafshejani et al., 2020).

3. Statines et glioblastome

Depuis quelques années, I'utilisation des statines comme médicaments auxiliaires potentiels
est envisagée pour traiter les glioblastomes du fait de leur efficacité a inhiber la croissance
cellulaire tumorale, la migration, I'inflammation, I'angiogenéese et parce qu’elles favorisent
I’'apoptose, comme plusieurs études in vitro et in vivo ont pu le montrer. Malgré cela, les
études cliniques n’ont pas mis en évidence qu’un traitement par les statines puisse aider a
améliorer le taux de survie chez les patients (Afshari et al., 2020) (Figure 24).

Une étude menée sur une cohorte de 1562 patients suggere que l'utilisation de statines
avant le diagnostic de glioblastome pourrait améliorer la survie des patients (Gaist et al.,
2014a). Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence I'importance de la combinaison
des statines avec d’autres drogues pour le traitement du glioblastome. A titre d’exemple, la
combinaison des statines avec les thiazolidinediones (une classe de médicaments qui
peuvent augmenter la sensibilité a l'insuline dans les tissus) montre un effet cytotoxique
envers les cellules du glioblastome (Tapia-Pérez et al., 2011). De plus, la combinaison
statines/pioglitazone (médicament antidiabétique, agoniste du récepteur gamma activé par
les proliférateurs de peroxysomes) réduit la tumeur mais sans aucun impact sur la survie
(Tapia-Pérez et al., 2016a).

Dans les glioblastomes a taux élevé de TGF-B, les statines sont de puissants agents contre le
GBM et la combinaison des statines avec des inhibiteurs de TGF-B pourrait étre encore plus
efficace pour traiter ce cancer (Xiao et al., 2019a).

La combinaison des statines avec les anti-inflammatoires non stéroidiens a réussi a inhiber
la croissance tumorale des gliomes mais elle n’influence pas sur la survie surtout pour les
gliomes de haut grade (Seliger et al., 2018a).

Une autre combinaison étudiée en 2020, statines et témozolomide (TMZ, un médicament
utilisé couramment pour traiter le GMB) a augmenté la mort par apoptotose des cellules
cancéreuses (Dastghaib et al., 2020).

Dans une étude tres récente, une thérapie utilisant la triple combinaison statines,

guétiapine (antagoniste des récepteurs de la dopamine) et radiothérapie s’est avérée
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efficace in vitro et in vivo pour améliorer la survie des souris, et comme ces médicaments
sont réguliéerement prescrits, cette triple combinaison doit entrer en phase d’essai clinique

(Bhat et al., 2021a).
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Figure 24 : Effets potentiels induisant I'apoptose des statines dans le cancer.

Adapté de (Afshari et al., 2020).
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Chapitre 4 : Ciblage thérapeutique
|. Le systeme de vectorisation

Les progres dans la thérapie anticancéreuse pédiatrique ont aidé a augmenter I'espérance
de vie des enfants. Mais, en méme temps, ces traitements et surtout la chimiothérapie ont
des effets toxiques et conduisent a I'apparition de séquelles secondaires telles que des
dysfonctionnement métaboliques, cardio-vasculaires, gastro-intestinaux, musculo-
squelettiques... (Ederhy et al., 2011; Holtta et al., 2005). C’est pour cela qu’une seconde
partie de mes travaux a été consacrée a I'étude d’une thérapie innovante pour la rendre
moins toxique pour traiter les cancers pédiatriques. Ces expériences ont été réalisées dans
le cadre d’une collaboration avec I'équipe de Sébastien Papot (UMR-CNRS 7285, Equipe 5 :
Systémes Moléculaires Programmés, Université de Poitiers), un des grands spécialistes du
ciblage thérapeutique par vectorisation de drogues.
La vectorisation est une technique qui vise a la délivrance d’une substance médicamenteuse
a un endroit précis de I'organisme au moyen d’'un systéme transporteur appelé vecteur.
L'intérét de ce procédé réside également dans I'augmentation de I'activité thérapeutique au
niveau de la tumeur par rapport aux tissus voisins. La localisation du produit actif juste au
niveau des tumeurs limiterait les effets secondaires induits par une chimiothérapie
classique. De plus, la vectorisation permet l'augmentation de la spécificité d’action par
concentration sélective et efficace a I’endroit a traiter et diminue la toxicité pour certains
organes par la modification de la distribution des substances actives (Figure 25).

Vecteur

. oue
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Chimiothérapie classique | |/ | |/ | Chimiothérapic sélective

Figure 25 : Principe de la vectorisation d’une drogue comparée a la chimiothérapie

classique
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La drogue anti-cancéreuse délivrée lors de la chimiothérapie diffuse dans tout I'organisme
ainsi que dans les cellules tumorales, induisant des effets secondaires pour les cellules saines
de I'organisme. Le systéme de vectorisation vise a introduire la drogue dans un vecteur non
toxique qui la protége et qui ne la rendra active qu’une fois que le vecteur aura rencontré les
cellules tumorales (cibles de la drogue) libérant ainsi la substance active qui sera alors

sélective des cellules tumorales.

Il. Etapes de la vectorisation
1. Ciblage du microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est caractérisé par son acidité, son hypoxie (trés faibles
concentrations d’oxygéne), son augmentation en lactate, et par le recrutement de cellules
immunitaires. Le microenvironnement tumoral est marqué par son hétérogénéité, avec des
zones de pH neutre et d’autres de pH tres acide (Boedtkjer and Pedersen, 2020). Ces
caractéristiques pourraient étre utiles pour I'action des vecteurs au sein de la tumeur.
L'activation du promédicament dans le microenvironnement tumoral se fait par I'action
d’enzymes présentes et surexprimées dans la tumeur, telles par exemple I'oxydase
d’aldéhyde, la réductase du cytochrome P450, la B-phosphatase, la B-glucuronidase. Pour
avoir |'effet désiré, le choix d’un substrat spécifique pour chaque enzyme est indispensable
pour permettre la libération du médicament sélectivement dans la zone tumorale
(Rooseboom et al., 2004).

Les deux stratégies de vectorisation les plus répandues sont 1) la PMT (Prodrug
MonoTherapy) qui vise a cibler les enzymes surexprimées dans le microenvironnement
tumoral ; 2) la DEPT (Directed Enzyme Prodrug Therapy) composée de 2 étapes. Dans un
premier temps, une enzyme est sélectionnée puis vectorisée pour augmenter sa
concentration dans le microenvironnement tumoral. Dans un second temps, la drogue est
fournie sous forme de prodrogue inoffensive qui sera convertie en un médicament efficace
spécifiguement par I'enzyme choisie et donc uniqguement dans les zones tumorales

(Schellmann et al., 2010).
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2. Le processus de libération de la drogue

Pour limiter les effets secondaires des traitements classiques anti-cancéreux, la
reconnaissance de la tumeur est trés importante pour libérer le médicament actif juste dans
les zones tumorales. Cette reconnaissance se fait par une activation chimique ou

enzymatique du vecteur.

a. Stratégies d’activation chimique

Les tumeurs possédent un pH plus acide que les cellules saines avec une différence allant de
0,5 a 1 unité. Cet élément peut étre exploité pour activer les vecteurs chimiquement mais ils
doivent cependant rester stables dans les tissus jusqu’a ce qu’ils aient atteint le tissu
tumoral ol ils seront activés (Tannock and Rotin, 1989). Le pH acide du milieu tumoral
permet la libération des molécules actives du vecteur par hydrolyse (Lee et al., 2006).
Comme les tissus tumoraux sont dans des conditions d’hypoxie contrairement aux tissus
sains, des prodrogues ont été congues pour étre sélectivement activées dans des conditions
réductrices par des réductases sensibles a I'oxygene et donc associées a plusieurs types de
composés chimiques tels que les quinones, les composés nitro-aromatiques et les N-oxydes

aliphatique (Denny, 2005).

b. Stratégies d’activation enzymatique

L’activation enzymatique consiste a utiliser des enzymes qui sont généralement présentes a
des concentrations élevées dans le microenvironnement tumoral, ou cette enzyme permet
I'activation de la prodrogue, ou avec des enzymes liées a un support macromoléculaire qui
reconnait les cellules tumorales porteuses d’un antigéne donné. Pour obtenir une libération
rapide et efficace du médicament, aprés I'activation enzymatique, il est évident qu’il faut
ajouter un lien (linker) qui éloigne la drogue du substrat pour qu’il soit toujours reconnu par

I’enzyme (Papot et al., 2002).

3. Les vecteurs glucuronylés

La B-glucuronidase est une enzyme appartenant a la famille des glycosidases et elle est
surexprimée dans plusieurs tumeurs solides telles que le cancer du sein, des poumons, des
ovaires, les mélanomes. Elle est sécrétée par les cellules inflammatoires au niveau des zones

de nécrose alors gu’elle est piégée dans les lysosomes dans les cellules normales. Le ciblage
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de cette enzyme par des promédicaments sensibles a la B-glucuronidase constitue une
importante option de monothérapie ciblée (Tranoy-Opalinski et al., 2014).

A ce jour, de nombreux vecteurs ciblant la B—glucuronidase ont été synthétisés, comme les
vecteurs glucuronylés qui sont moins toxiques et offrent ainsi une diminution de la toxicité
avec une élévation de I'activité anti-tumorale.

A titre d’exemple, des vecteurs glucuronylés ont été synthétisés a base d'auristatine
monométhyle E. L'auristatine E (AE) est un produit utilisé pour traiter les cancers car il
inhibe la polymérisation de la tubuline, et perturbe la vascularisation en endommageant les
vaisseaux sanguins des tumeurs. L’AE est cytotoxique pour diverses lignées cellulaires
cancéreuses. Mais son activité n’était pas sélective, car il agit sur les cellules tumorales aussi
bien que sur les cellules saines. Elle a donc été modifiée en un analogue appelé la
monométhylauristatine E (MMAE) conjuguée a un anticorps ciblant la tumeur via un linker
pour que I’AE ne soit délivrée qu’au niveau des cellules tumorales. Aprés son absorption par
la tumeur, le médicament est libéré donc activé par une hydrolyse au niveau du linker
catalysée par une protéase lysosomale. Plusieurs études ont pu montrer que la MMAE est
un puissant traitement anti-cancéreux qui présente une toxicité plus faible comparée a I'AE
seule (Bajjuri et al., 2011).

Aprés la vectorisation basée sur des conjugués d’anticorps-médicament, une nouvelle
technique a été développée qui utilise I'albumine modifiée de diverses fagons comme un
vecteur polyvalent pour I'administration des médicaments contre le cancer (Chatre et al.,
2020). C'est une nouvelle génération de prodrogues sensibles a la B-glucuronidase et qui
permet la synthése in vivo de conjugués d'albumine a triple charge. Elle repose sur I'ajout au
vecteur de maléimide qui est connu pour sa rapidité a se lier a I'albumine présente dans la
circulation sanguine. Ce conjugué (albumine-vecteur avec le dérivé maléimide) s’accumule
dans les tissus tumoraux, oU il est ensuite activé par la B-glucuronidase extracellulaire
présente a haute concentration dans le microenvironnement tumoral. Cette activation
permet la libération du MMAE spécifiquement dans les cellules tumorales pour les détruire.
Cette approche s’est avérée efficace pour traiter le cancer du sein, du colon et des poumons

chez la souris (Figure 26) (Chatre et al., 2020).
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Figure 26 : Mode d’action du systéme de vectorisation avec la MMAE.
La prodrogue inactive (MMAE), le déclencheur de la glucuronidasee, la maléimide sont
conjugués puis administrés dans la circulation sanguine ol le conjugué se lie spontanément
de facon covalente a I'albumine présente dans le sang, formant ainsi une albumine a « triple
charge ». Cette albumine s’accumule dans le microenvironnement tumoral ol il y a une
suractivation de la 8-glucuronidase, qui les glucuronides et déclenche la libération de la
MMAE dans I'espace extracellulaire de la tumeur qui pénétre ensuite a l'intérieur des cellules

cancéreuses environnantes pour exercer sa cytotoxicité. Adapté de (Chatre et al., 2020).
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Objectifs



Le gliome infiltrant du tronc cérébral (DMG) est 'une des tumeurs pédiatriques cérébrales
les plus agressives et mortelles avec une espérance de vie tres faible et ayant le plus
mauvais pronostic. A ce jour, il n’y a aucun traitement efficace de cette tumeur. En effet, la
chimiothérapie et la radiothérapie ne sont pas des thérapies curatives et les enfants qui
survivent a ces traitements risquent de développer au cours de leur vie un autre cancer tel
gu’une leucémie. Plusieurs essais cliniques ont été réalisés mais aucun n’a pu montrer une
efficacité durable. Ainsi, il est urgent de trouver des nouvelles cibles thérapeutiques pour
améliorer le pronostic de ces enfants. Nous savons que le complexe protéique PRC2 est
impliqué dans la régulation de la transcription des genes. Parmi les sous-unités de PRC2, on
peut citer la protéine EZH2 qui, par son activité méthyltransférase, régule I'expression des
génes en catalysant le transfert d'un groupe méthyle a partir d'un donneur de méthyle
universel sur la lysine 27 de I'Histone H3 (H3K27) associée a une chromatine plus
condensée. Cela conduit a la répression transcriptionnelle des genes. Diverses études ont
montré que EZH2 est surexprimé dans plusieurs types de cancers (dont des tumeurs solides
et des leucémies), entraine des complications graves chez les patients atteints de ces
cancers. De méme, il a été montré par analyse transcriptomique que dans le DMG, EZH2 est
également surexprimé Nous pouvons donc supposer que la méthyltransférase d’histone
EZH2 pourrait jouer un r6le dans le gliome infiltrant du tronc cérébral et serait par
conséquent une cible potentielle pour traiter cette maladie. De ce fait, le but principal de ce
projet était d’évaluer la validité de l'inhibition de EZH2 par différentes approches :
pharmaceutique (chimique) et génétique. L'approche chimique consiste a traiter les cellules
DMG par des inhibiteurs de EZH2, notamment EPZ6438 (Tazémétostat), qui est en phase
d’essai clinique, GSK343 et GSK126. GSK126 est un inhibiteur de I'activité méthyltransférase
de EZH2.

Le premier objectif de ma thése a été de valider I'approche pharmaceutique en testant
I'efficacité de ces 3 inhibiteurs apres traitements de cellules DMG pendant 72h in vitro.
Ensuite, j’ai souhaité confirmer I'effet de lI'inhibition de EZH2 par approche génétique en
regardant l'effet d’ARN interférents ciblant EZH2 sur les lignées cellulaires DMG. En
paralléle, un KO du gene EZH2 dans deux lignées cellulaires DMG a été réalisé grace au
systeme CRISPR/Cas9. Puis, j'ai validé I'approche chimique en utilisant le GSK126 ce qui a
résulté en une diminution de la croissance tumorale et une induction de I'apoptose. Nous

avons alors souhaité caractériser les protéines dérégulées apres 48 heures de traitement
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par ce composé. Enfin, I'analyse protéomique de lignées DMG traitées ou non par le GSK126
et réalisée au début de ma thése, a mis en évidence une augmentation de I'expression de
protéines impliquées dans la voie de synthése du cholestérol.

Le second objectif de ma these a été de déterminer la relation entre le traitement des
cellules par GSK126 et I'élévation du taux de cholestérol et le role de celui-ci dans la
tumorigenese des cellules DMG. Ces travaux ont nécessité des analyses cellulaires in vitro
afin d’étudier la prolifération et la migration cellulaire tumorale suite au traitement des
cellules soit par des inhibiteurs des enzymes impliquées dans la biosynthése du cholestérol
— tels que les statines (atorvastatine), la terbinafine et I'inhibiteur d’ACSS2 - soit par le
GSK126 seul et enfin par la combinaison des deux traitements.

Apres la validation de I'efficacité d’un traitement combinant un inhibiteur de la voie de
synthése du cholestérol et le GSK126 in vitro, le troisieme objectif de ma these a été
d’étudier leur action sur un modele de culture cellulaire en 3 dimensions c’est-a-dire des
sphéroides de cellules DMG. La culture cellulaire en 3 dimensions (culture 3D) permet de
recréer les conditions du microenvironnement rencontrées dans I'organisme. Le but de la
culture 3D est de fournir aux cellules un environnement leur permettant de former des
structures appelés sphéroides dans lesquels les cellules peuvent interagir entre elles
mimant ainsi I'état physiologique au sein des patients.

Dans un dernier temps, pour valider les résultats in vitro, le quatrieme objectif a été de
vérifier |'efficacité du traitement combiné sur un nouveau modele préclinique du DMG (déja
établi au laboratoire) a I'aide de la membrane chorioallantoide d’embryon de poulet (CAM)
pour étudier le développement tumoral. La CAM est une membrane fortement vascularisée
qui entoure I'embryon de poulet et qui assure les échanges gazeux entre I'embryon et le
milieu extérieur. Elle est non innervée, ce qui en fait un substrat idéal pour I'étude de
I'angiogeneése et de la croissance tumorale. Ce modeéle présente I'avantage d’étre peu
colteux, plus facile a mettre en place et d’avoir une durée d’expérimentation courte en
comparaison du modele souris. Ce modele CAM est fortement reproductible, rentable et ne
demande pas d’approbation par les comités d’éthique, comme c’est le cas pour de
nombreux autres modeles animaux in vivo. Génétiqguement assez proche de 'lhomme (60 %
de génes voisins), le modéle CAM permet donc de reproduire le microenvironnement

tumoral que nécessite la tumeur pour se développer.
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Un schéma explicatif du modele d’implantation de la CAM est représenté dans la Figure 27.
L'implantation de la tumeur est suivie par stéréomicroscopie pendant 7 jours afin de
confirmer la croissance tumorale ainsi que la vascularisation de la tumeur. Ce modele est
utilisé en cancérologie pour I'étude de la vascularisation, de I'invasion, de la croissance
tumorale et de I'efficacité ou la toxicité des traitements (Balke et al., 2010; Hagedorn et al.,

2005; Quemener et al., 2016; Saidi et al., 2009; Vargas et al., 2007) .
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Figure 27 : Chronologie du modele de I'embryon de poulet et principales étapes des

expérimentations.

La découverte et la validation de nouveaux traitements des tumeurs du tronc cérébral
permettront de faire un pas important pour soigner les enfants souffrant de ce cancer.

Le cinquieme objectif de ma thése a été de valider I'efficacité des traitements envisagés
dans un modele orthotopique (injection tumorale directe dans le tronc cérébral) ainsi que
sur un autre modeéle de souris sous cutané. En effet, pour aller plus loin dans nos études et
étre le plus proche possible de I'état des patients atteints de DMG, il est également
nécessaire d’utiliser un modéle orthotopique chez des souriceaux (agés de deux jours) afin
de pouvoir modéliser la croissance des tumeurs dans un cerveau en développement. Cette
technique présente l'avantage d’une mise en oeuvre aisée ne nécessitant pas d’acte
chirurgical et d’un suivi longitudinal simple (mesure de la croissance au pied a coulisse) qui
évite des manipulations engendrant douleur ou stress importants de I'animal. Elle permet

de répondre aux questions scientifiques posées, qu’il s'agisse de I’évaluation de drogues ou
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d’approches de génétique inverse. A partir de ce modele, le cinquiéme objectif de ma thése
a été de valider l'efficacité des traitements envisagés dans un modele orthotopique
(injection tumorale directe dans le tronc cérébral) ainsi que sur un autre modele de souris

sous cutané.
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Abstract

Background

Diffuse Midline Glioma, H3K27M-mutant (DMG, formerly DIPG) is a rare, highly
aggressive pediatric tumor affecting the brainstem, and is one of the deadliest cancers.
Currently available treatment options such as chemotherapy and radiotherapy do only

modestly prolong survival. In this pathology, H3K27 mutations deregulate Polycomb
Repressive Complex 2 (PRC2), including enzymatic activity of EZH2, which is therefore under

investigation as a therapeutic target.

Methods
We used a chemical EZH2 inhibitor, GSK126, small interfering RNAs and a
CRISPR/Cas9 knockout approach in a series of DMG tumor cell lines to investigate

metabolic treatment responses by proteomic analysis. A combination strategy was
elaborated and studied in primary and established DMG cells, spheroid 3D cultures and in
vivo in a chick chorio-allantoic membrane DMG assay and an orthotopic intracranial DMG
mouse model.
Results

GSK126 shows significant (p<0.05-0.001) inhibitory effects in in vitro cell
proliferation assays and induces apoptosis. Chemical targeting of EZH2 induced expression of
proteins implicated in cholesterol metabolism. Low-dose GSK126 treatment together with
statins revealed strong growth inhibition in combinatorial treatments, but not in single
treatments, both in DMG cells in vitro, in DMG spheroid cultures and in chick and mouse in

vivo models (p<0.05). All statistical tests were two-sided.
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Conclusion

Our results reveal an unexpected GSK126-inducible sensitivity to cholesterol
biosynthesis inhibitors in highly aggressive pediatric glioma that warrants further evaluation
as treatment strategy. This combinatorial therapy should have few side effects because of

the low doses used to achieve significant anti-tumor activity.

95



Identifying novel treatment concepts for incurable cancers remains a major
challenge in medicine. Cancer-type specific drugs or so called ‘precision medicine’ are very
costly and are available only for some adult cancers. Research for therapies tailored for
specific pediatric tumors is still rare [1], therefore therapy options are often limited to
chemotherapy and radiotherapy with severe side effects.

Drugs targeting proteins regulating epigenetic processes (epi-drugs) have gained
increasing attention as treatment for hematological and solid malignancies, including DMG
[2-4].

One key element in organization of the genome are histones and several histone
mutations have been discovered which deeply influence transcriptional activity [5]. For
example, reduction of histone methylation by Lysine to Methionine mutations at specific
histones (K-to-M at H3K36, H3F3A or HIST1H3B) has profound effects on cell growth
through transcriptional modifications, a phenomenon conserved in all living systems, from
plants [6] to eukaryotic cell, including cancer cells [7]. Histone mutations alter functioning of
effector protein complexes such as PRC2, which includes the methyltransferase EZH2.

Analyzing reaction to treatment on a cellular level using high throughput approaches
such as microarrays and proteomics combined with diverse artificial intelligence techniques
has widely broadened our general understanding of drug mechanisms of action [8] and can
give information on novel potential targets of existing drugs [9].

Cholesterol biosynthesis related proteins are significantly upregulated in DMG cells
by GSK126 treatment. We therefore hypothesized that EZH2 inhibition by GSK126 renders
DMG glioma cells dependent on cholesterol biosynthesis, thus giving the possibility to

explore statins or other lipid reducing drugs as treatment option in this pathology. Drug
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repurposing has already provided novel perspectives for various diseases, including cancer
[10, 11].

In this paper, we provide evidence that simultaneous use of low micromolar doses of
GSK126 together with statins, especially Atorvastatin, has significant anti-tumor effects in
highly malignant glioma in vitro and in vivo, thereby opening a novel treatment perspective

for this disease with dismal prognosis.
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Methods

Microarray analysis

The GSE50021 expression profile (35 DMG samples, 10 normal brain samples), was
extracted from the Gene Expression Omnibus database. Raw reads were quantile
normalized and log2 transformed. Expression values identified by ILMN_1652913 probe for

EZH2 were extracted and analyzed using GraphPad Prism.

DMG cell lines and primary BXdmg1 cells

DMG cell lines used in this study were NEM157i, NEM157i-VEGF, NEM163i, SU-DIPG-IVi, SU-
DIPG-IVi-Luc and primary cells BXdmgl. Origin and lentiviral modification procedures
(including immortalization) as well as culture conditions have been described elsewhere [4]

and in Supplementary data.

Chemical inhibitors
EZH2 inhibitor GSK126, Atorvastatin, ACSS2 inhibitor and Terbinafine have been used

(Selleckchemicals, Houston, USA).

Western blots

Blots were performed using standard techniques. Details are in the Supplementary

Methods section.
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Histone Extraction
Histone extraction was performed according to manufacturer’s instructions (Histone

Extraction Kit - ab113476, Abcam, Paris, France).

Proliferation assays

Cell growth was measured with the In vitro Toxicology Assay kit (Sulforhodamine B, Sigma
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) according to manufacturer’s instructions. Cells were
plated at a density of 2000 cells per well in 96-well plates in triplicates. Absorbance was
measured at 565 nm using the CLARIOstar multiplate reader (BMG Labtech, Champigny-sur-

Marne, France) at indicated time points.

Apoptosis assays
After exposure to drugs at indicated concentrations and times, cells were labeled with
Annexin V-PE (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and 7-AminoActinomycin D (7-AAD)

(BD Bioscience) and analyzed using Flow Cytometry as described [4].

siRNA and CRISPR/Cas9-mediated EZH2 targeting
Small interfering RNAs (siRNAs) targeting EZH2 were purchased from Eurofins (Ebersberg,
Germany). Transfection protocol is detailed in Supplementary Methods.

For CRISPR/Cas9 mediated EZH2 KO, details are described in the Supplementary Methods.

Label-free quantitative proteomics

Three independent biological replicates of NEM157i, NEM163i and SU-DIPG-IVi cell lines

were performed to compare the following conditions: biological effects of GSK126 versus
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control and siRNA-EZH2 versus siRNA control. The steps of sample preparation and protein
digestion by trypsin were performed as previously described [4] and in the Supplementary

data section.

Migration assays
2x10% cells/well were placed in a 96-well and incubated for 24h. An IncuCyte WoundMaker

(96-pin woundmaking tool) was used to make scratches (Supplementary Methods).

DMBG spheroid cultures
Standard culture methods for spheroid cultures were used. Details are in the

Supplementary Methods section.

DMG in vivo models

Animal procedures were carried out in agreement with the European (directive
2010/63/UE) and French (decree 2013-118) guidelines. Mouse experiments have been
authorized by local ethic commission and validated by the French Minister of Higher
Education, Research and Innovation (APAFIS #13466-2019032112211281, authorization

number B33063916).

The DMG NEM157i/NEM157i-VEGF CAM model has been described before [4].
A murine orthotopic model (SU-DIPG-IVi-Luc in NOD/LtSz-scid IL2R gamma mice) was
developed based on the work of Mohammed et al. [3]. Additional details are in the

Supplementary methods.

Statistical analysis
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Statistical analyses were standard procedures and are detailed in Supplementary data.
All tests were two-sided.

Results

EZH2 gene and protein expression in DMG samples and cell lines

Transcripts of EZH2 are significantly over expressed in DMG samples compared to
normal brain (Figure 1A; [12]). Similar results have been found in other solid malignancies
ranging from prostate, lung, hepatocellular, colorectal, breast to pancreatic cancer (for
review see [13]). Mean EZH2 over expression was not very elevated compared to controls
due to high expression variability between the two groups, but a core set of samples
regrouped around the median EZH2 expression and differences are still significant (Figure
1A, left plot, boxed frame). Cell lines used in this study show all expression of EZH2 protein
as revealed by Western Blot (Figure 1B).

Significant growth inhibition of GSK126 was observed at doses above 6uM and was
total at higher doses above 25uM (Figure 1C). Growth inhibition was accompanied by an
increase in tumor cell apoptosis, at similar doses when cell proliferation was strongly

reduced (Figure 1D).

Inhibition of EZH2 expression by siRNA and CRISPR/Cas9 and growth consequences in
DMG cell lines

To get a more complete understanding of EZH2 role in DMG cell growth we reasoned
that knock down or genetic deletion of EZH2 could produce similar results. However, use of
a very efficient siRNA which reduced EZH2 protein levels almost to nothing in two DMG cell

lines (Figure 2A), produced no effects on DMG cell growth 3 or 4 days after transfection
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(Figure 2B). Cell lines devoid of EZH2 (Figure 2C) continued to proliferated normally (Figure
2D), thereby confirming that EZH2 is not required for DMG cell proliferation.

Growth inhibition of GSK126 was observed after 24h or 48h in EZH2 KO cells, with
IC50s comparable to normal cells controls (under 10uM, Supplementary Figure 1A-C).
Growth promoting or inhibiting roles of EZH2 have already been a debate in other type of

cancers and may be due to compensation effects of EZH1 [14].

Proteomic analysis of EZH2 impairment by GSK126 or siRNA

Volcano plot expression comparison of the two EZH2 inhibition approaches already
revealed profound differences (Supplementary Figure 2). Whereas chemical inhibition up
regulated 55 proteins in at least two out of three cell lines (Figure 3A, left panel), only one
protein was up regulated in the same cells after EZH2 knock down (Figure 3A, right panel).
These data point to profound biological differences caused by these two methods which
cannot be explained by simple EZH2 function interference.

We submitted 55 up regulated proteins to gene ontology tools (PANTHER) to identify
biological processes enriched in GSK126 treated cells. Importantly, a very significant
enrichment (up to >100 times) of genes involved in the cholesterol biosynthesis pathway
was evidenced (Supplementary Table 1). In fact, 11 out of the 55 proteins up regulated by
the treatment play key roles in lipid metabolic processes (Figure 3B). These results suggest

that profound metabolic changes have occurred in GSK126-treated DMG cells.

Effects of ACSS2 inhibitor, Atorvastatin and Terbinafine on DMG cells alone or in

combination with GSK126

102



In order to interpret these changes, we hypothesized that several key enzymes
involved in the biosynthesis of cholesterol became important to GSK126-treated DMG cells.
These enzymes are known for a long time to be implicated in diseases related to lipid
metabolisms [15]. For each cholesterol biosynthesis inhibitor tested, no effects have been
observed on two different tumor cell lines alone (Supplementary Figure 3).

However, when co-treated with low doses of GSK126 (4uM) which do not affect
DMG cell growth (Figure 1C, Figure 5D), significant growth inhibition occurs for all three

inhibitors at doses from 1 to 5uM (Figure 4, A-C).

Validation of DMG cell line data on freshly isolated DMG cells

Cell lines which are immortalized or cultured for a certain time can behave
differently as the original cells. We therefore isolated cells from a DMG biopsy for functional
analysis. Bright field (BF) microscopy shows a homogenous, spindle-formed cell population
(Figure 5A, and insert). H&E staining of BXdmg1 cells revealed atypical eosinophilic cells
with irregular anisocaryotic cell nuclei with very high mitotic activity, almost all tumor cells
express the Ki-67 antigen (Figure 5 A). Tumor cells were also strongly positive for the
H3K27M mutation and negative for H3K27me3 trimethylation ([3], Figure 5 A). Cellular,
molecular and genetic characterization of the biopsy where BXdmgl cells originated from
are summarized in Supplementary Table 2, notably confirming the c83A>T; pK28M
mutation in histone H3F3A, leading to the driver oncogenic event, which is conserved in
BXdmg1 cells.

GSK126 treatment reduced H3K27me3 trimethylation in a dose-dependent manner
as revealed by Western blots of histone-purified protein extracts (Figure 5A, lower right

panel). BXdmg1 cells are sensible to growth inhibition by GSK126 (Figure 5B) with an IC50
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around 10uM (Figure 5C), comparable to the other DMG lines. BXdmg1 cell growth is not
affected by three cholesterol biosynthesis inhibitors, up to 10uM (Figure 5D). Combining
GSK126 and Atorvastatin showed significant growth inhibition at low doses of 3 and 5uM for
each inhibitor, this effect was masked, as expected, at higher doses because of already

established cytotoxicity of GSK126 alone (Figure 5E).

Effects of Atorvastatin, GSK126 and combination on cell migration

We also investigated the influence of the drugs on DMG cell migration using an
automated cell scratcher with Incucyte. Cell movement was measured from 24h to 48h after
confluence and initiation of wound. Initial denuded area is very clean and marked by a
frame of the same size for illustration in all conditions (Figure 6A-C). Percent of denuded
area covered by migrating DMG cells NEM157i, NEM163i and primary BXdmg1 cells after
24h was reported by the Incucyte software and is displayed per condition in the right graphs
(Figure 6A-C). For all cells tested, a significant inhibition of migration activity (approximately
2-times) was observed for the combo treatment (p<0.001) compared to single treatments or
solvent control. In NEM163i and BXdmg1 cells, migration was also slowed by Atorvastatin
compared to DMSO (p<0.05 and p<0.001), but cells exposed to combo treatment still had
fewer area covered by migrating cells compared to Atorvastatin alone (p<0.001). This anti-
migratory effect of Atorvastatin is in line with previous results obtained in adult glioma cells

[16].

Inhibition of tumor cell spheroid formation by Atorvastatin/GSK126 combination
In an attempt to further investigate cell movements and adhesion phenomena in our

cells, we used a protocol which allows spheroid formation of DMG cells and analyzed cell
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movements and aggregation with an InCellis imaging system. Tumor spheroids are
considered as a more realistic culture system than classical 2D models, adding 3D
complexity closer to in vivo growth conditions [17]. Using three different DMG cell lines,
including our primary BXdmg1 cells, we could reliably generate tumor neurospheres with all
lines (Figure 7A, B, D). Round-shaped spheres formed rapidly within 24h, albeit with slightly
different sizes and sometimes differences in border shape (clear delimitated vs. irregular).
However, cells exposed to combo-treatment almost never formed spheroids
compared to single GSK126 treatment (p<0.001, for all cells, Figure 7C, E, Supplementary
Figure 6). In some GSK126-treated cultures, spheroid formation was affected, especially in

the primary cells (Figure 7D, E).

GSK126 effects on orthotopic SU-DIPG-IVi-Luc implanted tumor cells in NOD/LtSz-scid IL2R
gamma (NSG) mice

We developed an ortothopic brainstem glioma model in newborn immunocompromised
mice based on the work of Grasso et al. [18]. SU-DIPG-IVi-Luc cells where generated using
lentiviral transfection procedures, as described ([4] and Supplementary Methods). In a first
experiment, we tested efficacy of GSK126 treatment in this model and found significant
growth reduction at an i.p. dose of 10mg/kg evidenced by bioluminescence (p=0.009) in
treated mice (n=23) compared to solvent controls (n=18, Figure 8A).

For the Atorvastatin/GSK126 combo treatment experiment, we reduced GSK126 dose to
6mg/kg to avoid growth inhibition. After four treatments, a significantly greater tumor
growth inhibition of the combo occurred (n=13) compared to Atorvastatin (n=13), GSK126

(n=17) (p<0.05) as well as to DMSO controls (p<0.01, n=13, Figure 8B). No significant
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differences have been found between controls or single treatments. All bioluminescence
images of animals used in this study are shown (Figure 8A, B).

Atorvastatin/GSK126 combo treatment also exhibits better anti-tumor effects in a
chick CAM DMG model we recently developed [4]. In this short-term model, based on a
previously established adult glioma CAM model [19], drugs can be directly applied on the
tumor and growth monitored by biomicroscopy. Phenotypic characterization of drug action
can be made by classifying the degree of tumor vascularization into high or low/moderate
(Figure 8C, right panel). Degree of vascularization should be interpreted as capacity of
tumor cells to interact with the host tissue, an indirect indicator of tumor cell
aggressiveness. Combo treated experimental tumors showed reduced vascularization
compared to Atorvastatin (p=0.036), GSK126 (p=0.0248) and DMSO controls (p=0.03, Figure

8C, left graph).

106



Discussion

EZH2 is under investigation as a potential target in cancer [20]. However, EZH2
implication in DMG pathogenesis is still controversial. Mohammed et al. have shown EZH2
dependency of DMG cells in vitro and in vivo [3], whereas Wiese et al. could not evidence
growth inhibition of DMG cells using two chemical EZH2 inhibitors [21].

Our results suggest that EZH2 protein is not required for DMG cell growth. Neither a
very efficient siRNA against EZH2 nor CRISPR/Cas9-mediated EZH2 KO in DMG cells
(NEM157i and SU-DIPG-IVi) shows different proliferation patterns compared to empty
control vectors (Figure 2). Intriguingly, both knock-down and KO cells still remained highly
sensitive to the EZH2 inhibitor GSK126, with an IC50 comparable to wild-type DMG cells
(Supplementary Figure 1). These results strongly suggest that GSK126 affects a yet
unknown growth promoting target (or targets) in DMG cells.

In an attempt to shed light on the molecular changes occurring in DMG cells treated
with GSK126, we undertook a systemic proteomic approach using three different cell lines.
55 proteins were induced by GSK126 treatment with a significant enrichment of lipid and
cholesterol synthesis proteins (Figure 3, Supplementary Table 1).

Enzymes implicated in cholesterol synthesis have been described as potential targets
in adult glioma [22] and especially Atorvastatin has been shown to be cytotoxic in A172
human glioma cells [16]. Recently, lanosterol synthase has been identified as a target of the
menin inhibitor MI-2. Blocking this enzyme impaired biosynthesis of cholesterol in DMG,
leading to glioma cell death [23].

Atorvastatin also has anti-angiogenic and anti-invasive activity [24, 25] which is in
line with our CAM experiment where Atovarstatin/GSK126-treated tumors appear less

vascularized and our migration and spheroid experiments which reveal significant reduction
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of cell motility (Figure 6, 7 and Supplementary Figure 6). These biological effects have also
been shown for GSK126 in other solid tumors [26].

We did not observe any growth inhibition of Atorvastatin alone, up to 10 mM,
whereas in combination with 4 mM GSK126 (which has no inhibitory effect at that dose)
significant inhibition was achieved between 1-5 mM. Similar results have been obtained
with ACSS2 inhibitor and Terbinafine (Figure 4, Supplementary Table 2).

Combinatorial therapies are generally more effective than single treatments in
complex malignant disease such as adult or pediatric high-grade glioma [2, 4, 27-29].

In adult glioma, combined treatment with a dopamine receptor antagonist, quetiapine, and
radiotherapy, also induces genes in the cholesterin biosynthesis pathway thereby rendering
glioma cells vulnerable to atorvastatin [27].

The combination of a statin and GSK126 seems to be a promising approach, affecting
biological processes critical for tumor progression [30] at micromolar doses at which either
drug alone does not alter cell growth.

Even though significant tumor growth inhibition by GSK126 alone, and importantly,
at lower doses in combination with Atorvastatin, could be evidenced in our mouse model, a
more complex situation may be present in human patients. EZH2 inhibitors are prone to be
excluded from penetration to the brain through specific transport efflux mechanisms
implicating glycoprotein (P-gp/ABCB1) and breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2)
[31], but these inhibitors can achieve therapeutic concentrations in the brainstem when CED
(Convection-enhanced delivery) is applied [32]. Atorvastatin crosses the Blood-brain barrier
(BBB), even though at lower levels compared to other statins such as simvastatin [33]. Given

our results with ACSS2 inhibitor and Terbinafine (Figure 4) which have not been tested in
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vivo, it is likely that brain-penetrating cholesterol biosynthesis inhibitors can be identified
which can achieve therapeutic brainstem levels together with GSK126 applied by CED.

Our results did not answer all questions regarding the unexpected efficacy of the
combinatory therapy, notably on cell migration and adhesion. Both processes affect
cytoskeleton modifications, for example Atorvastatin has been shown to negatively regulate
cell adhesion in patients with myocardial injury [34] and other statins have anti-migratory
and anti-adhesive effects in vitro in melanoma cells through suppression of Rho/ROCK
signaling [35].

Epi-drugs work best in combination with other inhibitors, including chemotherapy,
underlining their potential to sensitize cells to combo therapies [36]. Atorvastatin (Lipitor®)
is well tolerated in children from 6 years on [37] and EZH2 inhibitors are currently being
evaluated in clinical trials, including pediatric malignancies. Given the consistent and
encouraging results presented in this paper for experimental DMG treatment, further
investigation using this combination therapy should be performed, hopefully leading to

clinical trials to eventually ameliorate prognosis of this dismal disease.
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Figure legends

Figure 1

A) EZH2 transcripts are significantly overexpressed in a series of DMG biopsies (N=35)
compared to normal brain (N=10), microarray data retrieved from GSE50021 [12]. Dashed
square delimits samples regrouped around median expression. B) Patient-derived cell lines
express EZH2 protein detected by Western Blot. C) GSK126 strongly inhibits proliferation of
NEM157i and SU-DIPG-IVi DMG cells and induces tumor cell death (D). E) H3k27me3
trimethylation is reduced in GSK126 treated cell lines in a dose-dependent manner. ** =

p<0.01, ***p<0.001.

Figure 2

A) Knock down of EZH2 using siRNA (siRNA EZH2-1) completely blocks EZH2 protein
expression, siRNA siEZH2-2 showed no effect. B) NEM157i and SU-DIPG-1Vi cell growth over
72h to 96h did not differ between control siRNA and EZH2-1 siRNA. C) Lentiviral CRISPR-
Cas9 mediated knockout of EZH2 validated by Western Blot. D) Indicated DMG cell lines
without EZH2 did not proliferate differently compared to empty vector control cells

(Supplementary Figure 1).

Figure 3

A) Proteomic analysis of GSK126 and EZH2 siRNA effects on three different DMG cell lines.
Diagrams indicating number of upregulated proteins by EZH2 chemical inhibition or genetic
reduction of protein in three DMG cell lines, numbers in circles indicate significantly

upregulated proteins and intersections indicate number of identical proteins upregulated in
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at least two or three out of three cell lines (B). Bioinformatics analysis of shared upregulated
genes in indicated cell lines which belong to cholesterol biosynthesis metabolic processes
significantly over represented in GSK126 treated cells (indicated by grey circles,

Supplementary Table 1).

Figure 4

A-C) Cell growth assays of NEM157i and SU-DIPG-1Vi cells exposed to GSK126 which has no
growth inhibitory effects at this dose (open circles) and increasing doses of ACSS2 inhibitor,
Atorvastatin and Terbinafine. Combo treatment shows significant proliferation inhibition
starting at low micro molar doses of statins which show no effects alone (Supplementary

Figure 3).

Figure 5

A) BXdmgl primary cell characterization. Upper left panel: bright field microscopy (BF)
showing cell morphology of early passage BXdmgl primary cells. Bar = 200um. Upper
middle panel: H&E staining of Cytoblock preparation of cells revealing nuclear irregularities.
Upper right panel: Proliferation status using Ki-67 staining. Lower left panel: Demonstration
of presence of H3K27M mutation in BXdmg1 cells. Lower middle panel: Status of H3K27me
trimethylation in BXdmg1 cells. Lower right panel: Western blot on histone protein isolation
demonstrating typical reduction of H3K27me after exposure to GSK126. B, C) BXdmgl
proliferation is inhibited by GSK126, with an IC50 of 10.36uM, comparable sensitivity to the
other DMG cells. D) BXdmg1 cells are not sensitive to exposure to cholesterol biosynthesis
inhibitors. E) Combo treatment of GSK126 and Atorvastatin (Ator) shows stronger growth

inhibition as GSK126 alone. Combo effect is visible at low doses and is lost at higher doses of
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GSK126 because of its toxicity alone at these concentrations. Further information about

molecular features of BXdmg1 biopsy are presented in Supplementary Table 2.

Figure 6
A-C) Cell migration impairment in the combo treatment revealed by a wound scratch assay

in the NEM157i and NEM163i cell lines and the BXdmg1 primary cells.

Figure 7

A, B, D) Phase contrast micrographs of representative spheroids derived from DMG glioma
cell lines after exposure to indicated inhibitors. C, E) Statistical analysis of treatment effects
on spheroid formation. Phenotypic criterions were spheroid formed or not formed
(dispersed cells). Fisher’ Exact test was used to compare relevant treatments and the
combination (combo). GSK126 dose was 20uM for NEM157i and 15uM for the others. Time-

lapse videos of inhibitor effects are demonstrated in Supplementary Figure 6.

Figure 8

A) Orthotopic tumor growth inhibition of SU-DIPG-IVi-Luc cells implanted in the brainstem
of NOD/LtSz-scid IL2R gamma (NSG) mice after GSK126 i.p. treatments. Tumor growth
inhibition is demonstrated for all mice by bioluminescence live imaging and statistical
analysis after the four treatments. Color bar indicates level of expression, blue values equal
low and red values high expression. B) The same approach is performed at a lower dose of
GSK126 in combination with Atorvastatin at a non-toxic dose. The combination shows
significant growth inhibitory effects, whereas single treatments are not effective. Bars

indicate median plus range. C) Similar tumor growth inhibitory results were obtained using a
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chick CAM DMG model where a less angiogenic phenotype of implanted tumors was

observed in the combo treatment.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

A BXdmg?1 cell line characterization
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Figure 6

DMG cell migration in a wound healing scratch assay
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Figure 8

A SU-DIPG-IVi-Luc murine DMG tumor model
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Supplementary Data

Supplementary Figure 1

A) GSK126 treatment effects in NEM157i non-transformed cells. As expected,
growth inhibition occurred with an IC50 of 7.9 uM. All curves represent two independent
experiments. B) Growth of lentiviral transfected NEM157i cells with empty vector also was

affected by GSK treatment with an IC50 of 8.2uM. C). Unexpectedly, proliferation of EZH2

KO cells also was blocked in a similar manner as controls (IC50 =7.5uM).

Supplementary Figure 2

Volcano plots of raw fold-change expression data of indicated comparisons. For each
plot, on the left field, in green, protein expression is reduced, on the right in red,
overexpressed proteins. Chemical GSK126 inhibition and genetic EZH2 blockade are

compared (left vs. right graphs) and reveal profound differences in general expression data.

Supplementary Figure 3

Three different chemical inhibitors of different enzymes implicated in the cholesterol
biosynthesis pathway and induced by GSK126 (Atorvastatin: HMGSC1, Terbinafine: SQLE,
ACSS2 inhibitor: AcetylCoA) have no effect on DMG cell proliferation up to 30uM,

suggesting insensibility of the cells to these inhibitors in the absence of GSK126.
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Supplementary Figure 4
Detection of H3F3A gene mutation, ¢.83A>T , p.K28M at codon K28 (AAG>ATG;

Lys28Met), in patient tumor biopsy and derived cell line BXdmg].

Supplementary Figure 5
Lack of 1p36 and 19q13 deletions in patient tumour biopsy and derived BXdmgl

primary cells.

Supplementary Figure 6
Incucyte videos over 24h illustrating combo effects of indicated cells disposed in 96-

well.

Supplementary Table 1

55 proteins common to at least two out of three cell lines were converted to gene
symbols and submitted to Panther overrepresentation test. Only significantly enriched
pathways with more than 10-fold enrichment are shown. Highlighted rows indicate enriched

pathways implicated in cholesterol biosynthesis.
Supplementary Table 2

Molecular, cellular and genetic characterization of the initial biopsy confirming a
classical DMG diagnosis.

Supplementary methods

Chemical inhibitors
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GSK126 is a highly selective EZH2 methyltransferase inhibitor with an IC50 of 9.9
nM, (>1000-fold selective for EZH2 over 20 other human methyltransferases). GSK126
(SelleckChem) was dissolved with DMSO (Dimethyl sulfoxide) and stored at -20°C. Three
inhibitors of the cholesterol synthesis pathway have been used: Atorvastatin, an inhibitor of
HMG-CoA reductase, ACSS2 inhibitor which targets acetate-dependent acetyl-CoA
synthetase 2 (ACSS2) and Terbinafine (squalene epoxidase inhibitor). All inhibitors were
purchased at Selleckchemicals (Houston, USA). All inhibitors were aliquoted in DMSO and

stored at -20°C.

Primary cell isolation, culture and characterization

All cell lines were tested regularly for the presence of mycoplasma and have been
successfully STR profiled for authentication in April 2021 (LGC, Molsheim, France).
Patients (or their guardians) enrolled for therapy at the University Hospital in Bordeaux gave
written consent that biological probes can be used for research purposes in an anonymized
manner, according to French national guidelines.

A DMG biopsy was received in the laboratory and dissociated using GentleMACs cell
separator (Miltenyi Biotech, Paris, France) within 24h using MACSBrain Tumor
Dissociation Kit (Miltenyi Biotech, Paris, France) and the standard GentleMACs brain tissue
separation program. Cells yielded were cultivated in Amniomax C100SUP plus Amniomax
C100 basal medium (Gibco, ThermoFisher, Illkirch Cedex, France). Molecular and cellular
analysis of the biopsy are detailed in Supplementary Figure 6.

For characterization of biopsy-derived cells (BXdmgl) immunohistochemistry was
used. Cells were harvested and included in CytoBlocks prior to sectioning and staining
(Figure 5A). Automated staining was performed on an Omnis Dako® stainer after heat

antigen retrieval in citrate buffer, Flex amplification treatment and incubation with following
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antibodies: Ki-67 (Dako, clone MIB1, 1/100), H3-K27M (Diagomics, clone RM192, 1/5000)
and H3-K27me3 (ABcam, clone 8290, 1/100). Revelation was done using diaminobenzidine
(Dako). The cells were regularly passaged and displayed a homogeneous morphological

phenotype, they have been termed BXdmg1.

Western Blots

Cell lysates were prepared by scraping cells using RIPA buffer (Sigma Aldrich) plus
proteinase inhibitors (Sigma Aldrich) and centrifuged at 13000g for 15 min at 4°C. Protein
concentrations were measured using PierceTM BCATM Protein Assays (ThermoFisher) and
equal amounts of cell extracts were loaded for western blot analysis in 4-15 % precasted
polyacrylamide gel (Bio-Rad). Proteins were blotted on a nitrocellulose membrane
(Transblot® Turbo midi-size, Bio Rad), blocked with the Odyssey blocking buffer (LI-COR
Biosciences, ScienceTec, Les Ulis, France) or with BSA diluted in Tris-buffered saline with
0.1% Tween 20 (TBST) and probed with primary antibodies overnight at 4°C. Primary
antibodies used were: rabbit polyclonal anti-EZH2 (1:1000 dilution, #5246S, Ozyme/Cells
signaling, Saint Cyr 1'Ecole, France), rabbit anti-GAPDH (1:15000, BLE649203,
Ozyme/Cells signaling), rabbit monoclonal H3K27me3 (1:1000, 9733S, Ozyme/Cells
signaling), mouse monoclonal histone H3 (1:500, sc-517576, Santa-Cruz, Heidelberg,
Germany), mouse monoclonal actin (C-2) (1:500, sc-8432, Santa-Cruz), diluted in blocking
buffer or 5% BSA. After washing with TBST, the membranes were incubated with
corresponding goat anti mouse IgG (H+L)-HRP conjugate (1:3000, 170-6516, Biorad,
Marnes-la-Coquette, France) or anti-rabbit I[gG-HRP (1:3000, A0545, Sigma Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France). After washing with TBST (twice for 10 minutes), membranes
were revealed with Fusion FX (Vilber Lourmat). Quantification was performed using ImageJ

(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
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siRNA transfections

siRNAs were 5-GAGGGAAAGUGUAUGAUAA[ATAT]-3" (siEZH2-1) and 5'-
UUCAUGCAACACCCAACACU [dTdT]-3’ (siEZH2-2) and were diluted in the 1x siMAX
dilution buffer (30mM HEPES, 100mM KCI, ImM MgCI2, pH=7.3 (Eurofins, Ebersberg,
Germany). DMG cell lines were transfected independently with each EZH2 siRNA or control
siRNA (AllStars Negative Control siRNA, Qiagen, Courtaboeuf, France). Briefly, 10nM of
siRNA was transfected with RNAIMAX transfection reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions for reverse and forward transfections. Prior to transfection,
Lipofectamine RNAIMAX (ThermoFischer) was diluted 1 / 100th in transfection medium

(OptiMEM, Gibco, ThermoFisher, Illkirch Cedex, France).

CRISPR/Cas9 system to create a EZH2 KO

EZH2 RNA guide sequence (sgRNA) was cloned into the lentiviral vector
LentiCRISPR-Cas9 521. The guide sequence was selected using the Chopchop website
(https://chopchop.cbu.uib.no). Following sense (5 'CACCG
ACCCCACCAAAACGTCCAGG 3") and antisense (3'CTGGGGTGGTTTTGCAGGTCC
CAAA 5'") sequences were used.

Oligo-nucleotide sequences were phosphorylated and hybridized then inserted into the
linearized vector 521, by ligation using T4 ligase (NEB) at room temperature and transferred
into electro-competent bacteria STBL2 (Invitrogen, Thermofisher) by electroporation then,
were spread on a Petri dish containing the culture medium: LB (lysogenic broth) - agar +
Ampicillin (100mg / mL). After an overnight incubation at 37°C, two clones were cultured in
LB-Ampicillin and the recombinant plasmid DNA was extracted by Miniprep (Kit Plasmid

DNA purification - Nucleospin plasmid [No lid], Macherey-Nagel).
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The extracted DNA was digested with the restriction enzymes Kpnl (NEB) and EcoRI
(NEB) and deposited on 1% agarose gel in order to confirm the integrity of the restriction
profile of the vector. Sequencing was then carried out to validate the insertion of the entire
EZH?2 guide RNA sequence into the vector 521 (Mix2Seq kit, Eurofins). The sequencing was
done using the U6 primer GACTATCATATGCTTACCGT (Eurogentec). The recombinant
DNA obtained by Miniprep was transformed into the XL10 gold bacteria by electroporation
to amplify the recombinant DNA. After spreading the bacteria on a Petri dish, a colony was
transplanted into the culture medium (LB + Ampicillin). The amplified DNA was extracted
and purified by Midiprep (Kit Plasmid DNA purification - NucleoBond Xtra Midi,
Macherey-Nagel).

After the production of the lentiviral vectors by transient transfection was done by the
vectorology platform (Vect’UB, INSERM U1035) cell lines NEM157i and SU-DIPG-IVi
were transduced with lentiviruses with different MOIs (Multiplicity of Infection). An MOI of
5 was chosen to verify the effect of the EZH2 gene deletion. The cells were then sorted by
FACS in order to keep only the fluorescent cells which have integrated the recombinant

vector (Cytometry platform, UB’Facsility).

Label-free quantitative proteomics

10ug of proteins were loaded on a 10% acrylamide SDS-PAGE gel and proteins were
visualized by Colloidal Blue staining. Migration was stopped when samples had just entered
the resolving gel and the unresolved region of the gel was cut into only one segment.
NanoLC-MS/MS analysis were performed using an Ultimate 3000 RSLC Nano-UPHLC
system (Thermo Scientific, USA) coupled to a nanospray Orbitrap Fusion™ Lumos™
Tribrid™ Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, California, USA). Each peptide

extracts were loaded on a 300pm ID x 5 mm PepMap Cis precolumn (Thermo Scientific,
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USA) at a flow rate of 10 uL/min. After a 3 min desalting step, peptides were separated on a
50 cm EasySpray column (75pum ID, 2um C18 beads, 100 A pore size, ES803, Thermo
Fisher Scientific) with a 4-40% linear gradient of solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN)
in 48 min. The separation flow rate was set at 300 nL/min.

The mass spectrometer operated in positive ion mode at a 2.0 kV needle voltage. Data
was acquired using Xcalibur 4.1 software in a data-dependent mode. MS scans (m/z 375-
1500) were recorded at a resolution of R = 120000 (@ m/z 200) and an AGC target of 4x10°
ions collected within 50 ms, followed by a top speed duty cycle of up to 3 seconds for
MS/MS acquisition. Precursor ions (2 to 7 charge states) were isolated in the quadrupole with
a mass window of 1.6 Th and fragmented with HCD@30% normalized collision energy.
MS/MS data was acquired in the ion trap with rapid scan mode, AGC target of 3x10° ions and
a maximum injection time of 300 ms. Selected precursors were excluded for 60 seconds.

Protein identification and Label-Free Quantification (LFQ) were done in Proteome
Discoverer 2.3. MS Amanda 2.0, Sequest HT and Mascot 2.4 algorithms were used for
protein identification in batch mode by searching against a Uniprot Homo sapiens database
(74 489 entries, release May 16, 2019). Two missed enzyme cleavages were allowed for the
trypsin. Mass tolerances in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 0.6 Da. Oxidation (M),
acetylation (K) and deamidation (N, Q) were searched as dynamic modifications and
carbamidomethylation (C) as static modification. Peptide validation was performed using
Percolator algorithm [1] and only “high confidence” peptides were retained corresponding to
a 1% false discovery rate at peptide level. Minora feature detector node (LFQ) was used
along with the feature mapper and precursor ions quantifier. The normalization parameters
were selected as follows: (1) Unique peptides (2) Precursor abundance based on intensity (3)
Normalization mode: total peptide amount (4) Protein abundance calculation : summed

abundances (5) Protein ratio calculation : pairwise ratio based and (6) Hypothesis test : t-test
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(background based). Quantitative data were considered for master proteins, quantified by a
minimum of 2 unique peptides, a fold changes above 2 and a statistical p-value lower than
0.05. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange

Consortium via the PRIDE [2] partner repository with the dataset identifier PXDO017525.

1. Kéll L, Canterbury JD, Weston J, et al. Semi-supervised learning for peptide
identification from shotgun proteomics datasets. Nat Methods 2007;4(11):923-5.

2. Perez-Riverol Y, Csordas A, Bai J, et al. The PRIDE database and related tools and
resources in 2019: improving support for quantification data. Nucleic Acids Res

2019;47(D1):D442-d450.

Cell migration assays and spheroid cultures

Migration was monitored by IncuCyte S3 live-cell analysis system (Essen BioScience,
Ltd, Royston Hertfordshire, United Kingdom). The original unmodified Incucyte images
were used for statistical analysis but for demonstration of the effects images have been
transformed using Adobe Photoshop CS4 (San Jose, USA). Following functions have been
used to optimize visibility of the cells: greyscale mode, bichrome mode, negative,

contrast/luminosity, exposition/gamma, negative.

For spheroid formation assays, 10%cells were used per well in a 96-well plate. Volume
of methylcellulose/medium/cells and inhibitors (10, 15 or 20 uM) mixture per well was 100
pL with a final concentration of methylcellulose at 0.5%. After rapid and gentle
homogenization, the mixture was placed on a round-bottom cell culture microplate (U-
shaped) treated to limit cell adhesion. After, spheroids were incubated in an incubator at 37°C

and 5% CO2 for 24 hours. Photos and films of spheroids were taken by an InCellis cell
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imager (Bertin instrumetns, Montigny-le-Bretonneux, France). Since no dose-dependent

effect was observed at the doses tested, all doses were pooled for statistical analysis.
DMG chick and mouse models

For the chick CAM assay DMG model, 1x10° NEM157i/NEM157i-VEGF (50:50)
cells were mixed with Matrigel including inhibitors at indicated concentrations and 40 pl
were put directly on the CAM. Tumor growth was monitored using a stereomicroscope (DS-
Fi2, Nikon/SMZ745T) every two or three days. Tumors were fixed with PFA 4% and

proceeded for photo documentation.

For the mouse model, the immortalized SU-DIPG-IV line was used. SU-DIPG-1Vi is
transduced by a luciferase vector (Luc) with a MOI of 10. Two days after birth, 10> SU-
DIPG-IVi-Luc cells in 2 pl were injected directly into the brainstem through the neck to a
depth of 3 mm using a 2 pl NeuroSyringe (Hamilton Neuros, Dutscher, Bruxelles, Belgium)
under anesthesia with 2% isoflurane and 50% oxygen enrichment. Treatment begun after 8
days, 3-times a week with solvent control (DMSO) or GSK126 (6 or 10 mg/kg), Atorvastatin
(10mg/kg) or combo (statin and GSK126 together). Tumor growth was evaluated non-
invasively with anesthetized mice on a Biospace imager (Biospace Lab, Nesles la Vallée,

France) 1-2 days after each treatment.

Prior to treatments, mice are micro-tattooed (Aramis kit, BiosebLab, France). Animals
are weighed and then receive an 1.p. injection in the lower right quadrant following ITACUC
recommendations. A 1 ml tuberculin syringe and a 26 gauge needle were used with an
injection volume of 200ul for a 30g mouse (3 mg / ml), adjusted to actual weight each week.
Treatment was done 3 times a week, starting at day 8. Tumor growth is evaluated non-
invasively on a Biospace imager (Biospace Lab, Nesles la Vallée, France). The entire

procedure is carried out on a heating mat at 37°C. The animals are shaved and anesthetized in
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sterile condition (under PSM-2) in boxes dedicated to imaging. Prior to imaging, animals
receive an i.p. injection of 150mg/kg of D-Luc (Promega, E264X) diluted in PBS (50 to
100ul), depending on the weight of the animal. The box is then placed on a heating mat at
37°C in the photo imager in which 2% isoflurane with 50% oxygen is maintained. Imaging is
done twice a week. Anesthesia time was around 15 minutes since only immobility is desired
and awakening of the animals is almost instantaneous. At day 21, animals were killed by

cervical dislocation.

Statistical methods

Statistical analyzes were performed with GraphPad Prism 5 software (GraphPad
Software, Inc. San Diego, USA). For quantitative comparisons of more than two samples,
One-way ANOVA test was used followed by Bonferroni post-test. If data distribution was
not normal, Kruskal-Wallis test was used following Dunn’s post-test of selected relevant
conditions. For the comparisons of two small independent samples, unpaired t-test was used.
For experiments analyzed by phenotypic evaluation using a semi-quantitative approach,
Fisher’s Exact test was used. All experiments (except in vivo experiments) were carried out,
independently, at least 3 times, n=independent experiments. A p-value of <0.05 was
considered to be statistically significant. For all data in figures, *: p< 0.05, **: p< 0.01, ***:

p <0.001 or exact p-values where indicated.
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Supplementary Figure 1

E5K126 effects on DMG cells in the

absence of EZHZ protein (CRISPR-Casf9 mediated KO)
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Supplementary Figure 2

Volcano plots of protein fold-changes

NEM157i - DMSO vs GEK126

NEM157i1 - siControl vs siEZHZ
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Mem157i ACSS2

DIPG4i ACSS2

Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 4

H3F3A (Histone H3.3A) gene mutation analysis:
Partial H3F3A exon 2 sequence encompassing codon p.K28

C CGC TCGQAAG|IAGTGC GCCCT
A
\

Normal DNA
Wild type codon p.K28 (AAG)

g C CGC T CG(Q AGTGCGCCCT
2

5

[}

£

2

&

2

®

o

CCGCTCGCAZG AGTGCGCCCT
.

o

£

3 v

T

2

o

a

139



Supplementary Figure 5

Analysis of 1p36 and 19g13 deletions by FISH

Probe 1p36 Probe 19q13

Normal cells

Patient tumour biopsy

Derived cell line BXdmg1
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Supplementary Figure 6

Live video sequences of indicated cells and treatments over 24h

NEM157i SU-DIPG-IVi

Ga

GSK 126

Atorvastatine Combo Atorvastatine Combo

DMSO GSK 126

Atorvastatine Combo
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Supplementary Table 1
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Supplementary Table 2

Molecular and immunohistochemical analysis of the
original BXdmg1 biopsy

High Resolution Melt (HRM)

No mutations Codons OK
IDH1 (exon 4, NM_005986.2) R132

IDHZ (exon 4, NM_002168.2) R140 + R172

Sanger sequencing

Exon 2 H3F3A (NM_002107.4) cB3A=t; pK2BM
Exon 1 HIST1H3B

(NM_003537.3) Normal K28 normal

Fish probe 1p36/1g25 and 19g13/19p13
1p36

95% negative nuclei

5% positive nuclei

19913

95% negative nuclei

5% positive nuclei

Immunohistochemistry
GFAP: 50-60%

Clig2: 80%
IDH1-R132H: 0%
ATRX: 70%

F53: =50%

P5100: 0%
Synaptophysine: 0%
FLAF: 0%

SALL4: 0%
Proliferatin index (Mib1). 70%
EGFR not amplified
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Autres
resultats et
discussion



|. Effet de I'inhibition de EZH2 sur la croissance des cellules de DMG

Les études transcriptomiques réalisées par (Buczkowicz et al., 2014) ont montré une
surexpression du transcrit EZH2 dans les cellules du DMG par rapport aux cellules cérébrales
non tumorales, ce qui est potentiellement une conséquence de la mutation H3K27M. Nous
pouvons supposer qu’un mécanisme de compensation peut étre mis en place par les
cellules afin de contrer I’"hypométhylation des histones et limiter I'expression de certains
geénes. Ainsi EZH2 posséde un réle oncogénique dans le gliome infiltrant du tronc cérébral et
I'inhibition de EZH2 peut étre considérée comme une approche thérapeutique.

Pour cela, dans un premier temps, notre but était d’inhiber I'action de EZH2 par une
approche pharmacologique en utilisant différents inhibiteurs de I'activité méthyltransférase
de EZH2. Nous avons testé 3 inhibiteurs, EPZ6438, GSK343 et GSK126, sur les 3 lignées de
DMG utilisées au laboratoire, SU-DMG-IVi, NEM157i et NEM163i. On a pu observer que ces 3
inhibiteurs se comportent différemment. EPZ6438 n’a pas d’effet anti-prolifératif sur ces
lignées (Figure 28) ce qui est en accord avec les études de Wiese et al. (2016) mais en
contradiction avec celles de Mohammad et al. (2017) qui ont observé que EPZ6438 est
efficace sur des lignées DMG autres que celles que nous utilisons (Mohammad et al., 2017).
Nous avons pu montrer que GSK343 n’est actif qu’a des concentrations élevées (50 uM)
(Figure 28) tandis que GSK126 est anti-prolifératif et pro-apoptotique sur nos lignées DMG

(résultats présentés dans I’article Figure 1C et D, page 118).

NEM157i - EPZ6438 - 72h NEM157i - GSK343 - 72h

Absorbance (565 nm)

Absorbance (565 nm)
.
&

O

N,
“ I,

o
<
“4,
%,

Figure 28 : Effet de I'inhibition de EZH2 sur la prolifération cellulaire.
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Les cellules NEM157i ont été traitées avec différentes concentrations d’inhibiteurs de EZH2
ou par le solvant correspondant. La prolifération cellulaire a été observée aprés 72 h de
traitement et évaluée par la Sulforhodamine B. L’absorbance de la Sulforhodamine B est
mesurée a 565 nm. Les résultats sont représentés sous forme d’histogramme (moyenne +
écart-type). DMSO : solvant de EPZ6438, DMF : solvant de GSK343. Ces données ont été
soumises au test ANOVA a 1 facteur (n=3, ou n=5). NT: Non — traité, CTR : Contréle, *** :

P<0.00

L’inhibition chimique par le GSK126 diminue la prolifération tumorale, mais cette inhibition
n‘est pas un blocage total de la protéine, car si I'activité enzymatique est inhibée, la
protéine EZH2 est toujours présente. Pour mieux comprendre le role de EZH2 dans le DMG,
nous nous sommes orientés vers une approche génétique pour obtenir une inhibition plus
stable. Des ARN interférants contre EZH2 (siEZH2) ont permis d’inhiber I'expression de EZH2
apres 48 et 72 heures, mais cela n’a pas eu d’influence sur la prolifération tumorale des
deux lignées SU-DIPG-IVi et NEM157i, méme pour des temps plus longs (jusqu’a 6 jours).
Pour corroborer ces résultats, nous avons créé des cellules KO pour EZH2 par le systeme
CRISPR/Cas9. Bien que les cellules KO EZH2 ne produisent plus de EZH2, elles continuent a
croitre normalement, ce qui confirmerait que EZH2 ne joue aucun role dans la prolifération
tumorale des cellules de DMG. Mais d’autres hypothéses peuvent étre envisagées. Ainsi,
I'inactivation d’un gene induit parfois des systéemes de compensation ou I'activation d’autres
voies de régulation physiologiques qui rendront la mutation inefficace. Une derniere
hypothése est la redondance de génes. A titre d’exemple, on peut citer la famille des
pannexines les (Panx1, Panx2, Panx3), protéines membranaires qui jouent un role dans le
développement et la perception sensorielle du systéme nerveux central. Suite a
I'invalidation de Panxl par KO, afin d’étudier son rble dans les systémes sensoriels, les
chercheurs ont montré que la perte de Panxl est corrélée a une régulation positive de
I'expression de Panx3. Ces résultats ont conduit a I'hypothése d’'une compensation de Ila
perte de Panx1 par Panx3 qui permet de conserver une activité pannexine dans la cellule
(Whyte-Fagundes et al., 2018). Il pourrait en étre de méme pour les génes lroquois
homeobox (Irx) qui sont des régulateurs transcriptionnels impliqués dans le développement.

L'inhibition d’'un des génes de cette famille, par exemple Irx2, n’a aucun effet sur le
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phénotype des souris KO Irx2, ce qui pourrait étre expliqué par le systeme de compensation
fonctionnelle par les autres genes Irx (Lebel et al., 2003).

En ce qui concerne notre protéine d’intérét, EZH2, il existe un homologue, EZH1 (voir page
47 de ce manuscrit). Les deux protéines sont présentes dans des complexes PRC2 et
catalysent la triméthylation de I'histone H3 sur la lysine 27 (Konze et al., 2013). EZH1 et
EZH2 travaillent en association ou en complémentarité au cours du développement et de la
maintenance des cellules souches embryonnaires et la régulation du programme de
différenciation cellulaire. Un trés grand nombre d’études ont révélé la relation entre EZH2
et le cancer mais peu concernent le lien entre EZH1 et cancer. Une étude portant sur les
lymphomes myélodysplasiques/myéloprolifératifs a montré que EZH1 est essentiel pour la
progression tumorale dans un contexte d’inactivation de EZH2. Les deux protéines jouent
donc un role dans I'agressivité de ce cancer, ou I'inhibition simultanée de EZH2 et de EZH1
est plus efficace pour diminuer la croissance tumorale in vitro et in vivo par rapport a
I'inhibition de EZH2 seul (Honma et al., 2017). Les résultas que nous avons obtenus
pourraient étre expliqués par le fait que EZH1 a pris le relais en absence de EZH2 pour

maintenir une activité de méthyltransférase dans les cellules DMG.

Nous avons donc traité les cellules KO EZH2 par GSK126 et obtenu une inhibition de la
prolifération tumorale des cellules DMG avec des IC50 similaires aux cellules non-KO. Ces
résultats suggerent que GSK126 affecte d’autres cibles dans le cas du DMG. Une étude
récente publiée en mai 2021 a montré que GSK126 est un inhibiteur de [I'histone
méthyltransférase ainsi que des histones déméthylases telles que KDM1A (Histone Lysine-
specific Demethylase 1A ou LSD1) (Pasyukova et al.,, 2021). GSK126 pourrait peut-étre
interagir avec LSD1 en absence de EZH2. Des inhibiteurs de LSD1 ont été utilisés dans le
DMG dans une étude en 2020 qui a montré que l'inhibition catalytique de LSD1 induit une
diminution de la progression tumorale in vitro et in vivo et favorise la perfusion des cellules
Natural Killers (NK). Ces résultats permettent de proposer LSD1 comme cible thérapeutique
pour traiter les DMG (Bailey et al., 2020). L'utilisation des inhibiteurs spécifiques de LSD1 sur
nos lignées cellulaires de DMG KO EZH2 nous permettra éventuellement de découvrir une

nouvelle cible de EZH2.
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[I. Analyses de I'étude protéomique

Afin de comprendre la différence entre les deux approches pharmacologique et génétique,
nous avons entrepris une étude protéomique par spectrométrie de masse pour tenter de
faire la lumiere sur les changements moléculaires qui se produisent au sein des cellules de
DMG soit traitées par GSK126, soit transfectées par les siEZH2.

A partir de cette analyse, nous avons identifié 55 protéines communes entre les trois lignées
traitées avec GSK126 (SU-DIPG-1Vi, NEM157i et NEM163i) dont I’expression était dérégulée
(surexprimée) par rapport aux cellules non traitées. Ces 55 protéines étaient pour la plupart
en relation avec le métabolisme de synthése des lipides, dont le cholestérol. Au contraire,
pour les cellules transfectées avec le siEZH2, nous n’avons observé aucun changement dans
la dérégulation des protéines. Ces données confirment nos résultats in vitro et indiquent des
différences biologiques profondes causées par ces deux méthodes, qui ne peuvent pas étre
expliquées par une simple interférence de la fonction de EZH2.

Parmi les 55 protéines dérégulées, 11 étaient enrichies 100 fois et jouent un réle dans la
biosynthése de cholestérol. Nous avons alors suggéré qu’en présence de GSK126, les
cellules développent un mécanisme de résistance en surexprimant des enzymes impliquées
dans le métabolisme du cholestérol. Ces enzymes sont étudiées dans diverses maladies
impliquant des dérégulations du métabolisme des lipides. Nous avons émis I’hypothése
gu’inhiber ces enzymes dans les cellules DMG pourrait ralentir le développement tumoral.
Nous avons choisi des inhibiteurs de la synthese du cholestérol, tels que des statines qui
ciblent la HMG-CoA réductase, la terbinafine, un inhibiteur de la squaléne monooxygenase,
et un inhibiteur de I'acétoacétyl-CoA synthase ou ACSS2. Le traitement des cellules DMG par
ces 3 inhibiteurs seuls n’a pas montré d’effet sur la prolifération tumorale apres 72 heures.
Or certaines statines sont déja connues pour inhiber la croissance cellulaire des gliomes
ainsi que d’autres cancers comme les leucémies (Gaist et al.,, 2014; Zhang et al., 2019).
L’atorvastatine, une statine synthétique a montré son importance dans le traitement des
divers cancers du cerveau (Afshari et al., 2021). Elle a un effet cytotoxique sur les cellules
A172 du gliome adulte, diminue leur viabilité cellulaire et induit leur apoptose (Oliveira et
al., 2018). Cependant l'utilisation des statines chez les patients atteints de GMB est
controversée, certaines études mettant en évidence une efficacité pour traiter les

gliobastomes et d’autres ne montrant aucun effet (Bhavsar et al., 2016; Gaist et al., 2014b;
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Seliger et al., 2018b). Une analyse récente n’a pas confirmé un bénéfice des statines dans le
traitement du glioblastome (Happold et al., 2018).

Pour notre étude, nous avons envisagé une bithérapie en combinant le GSK126 avec un des
3 inhibiteurs de la biosynthése de cholestérol. Les résultats ont souligné un effet additif de
ces deux types de drogues a de trés faibles doses (4 pM de GSK126 avec 1-5 uM
d’atorvastatine, de terbinafine ou d’inhibiteur d’ACSS2). La combinaison des traitements
comme les statines avec d’autres drogues anti-cancéreuses apporte généralement plus
d’efficacité qu’un traitement unique et cela a été observé dans le cas des gliomes adultes et
pédiatriques dans plusieurs études (Bhat et al., 2021b; Seliger et al., 2018b; Tapia-Pérez et
al., 2016b; Xiao et al., 2019b; Zhang et al., 2017). Dans notre étude sur le DMG, la
combinaison d’une statine avec le GSK126 a révélé une efficacité puissante in vitro, tant au
niveau de la suppression de la prolifération tumorale que de I'altération de la formation des
sphéroides ou que du blocage de la migration tumorale. Ces résultats confirment
I’hypotheése d’un role du cholestérol dans le développement du gliome et permettent
d’identifier potentiellement de nouvelles cibles dans cette voie.

Pour préserver le cerveau de l'arrivée de toxines ou d’agents pathogénes, I’'homéostasie du
systéme nerveux central est contrélée précisément par la barriere hémato-encéphalique
(BHE). Cette barriere de vaisseaux sanguins permet de réguler d’'une facon précise les
échanges d’ions, de molécules et de médicaments entre le sang et le cerveau (Daneman and
Prat, 2015). Elle présente un défi pour I'administration de drogues dans le systéme nerveux
central. Plusieurs médicaments efficaces in vitro ont perdu leur efficacité in vivo ou en
clinique car incapables de traverser la BHE pour atteindre leur cible, le cerveau, et exercer
leur action (Begley, 2004).

Les substrats lipophiles pénéetrent facilement dans le systeme nerveux central sans étre
perturbés par la BHE mais il existe d’autres molécules qui ne peuvent pas pénétrer et sont
éliminées du cerveau par des transporteurs d'efflux actifs tels que les transporteurs ATP-
binding cassette (ABC). A titre d’exemple, dans notre étude, les inhibiteurs de EZH2 ne
peuvent pénétrer dans le cerveau a cause de leur grande affinité pour les transporteurs
ABC, Or GSK126 possede une trés mauvaise perméabilité membranaire et une importante
interaction avec les ABC, ce qui le rend incapable de traverser la BHE (Zhang et al., 2015). Au
contraire, les statines peuvent franchir la BHE mais avec des niveaux différents. La

simvastatine est plus efficace que |'atorvastatine pour passer la BHE (Sierra et al., 2011).
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Pour contourner ce probleme, diverses techniques ont été élaborées pour améliorer la
délivrance des traitements, comme par exemple l'injection du médicament directement
dans le cerveau par voie intraventriculaire ou dans le liquide céphalo-rachidien par voie
intrathécale. Une autre stratégie est I'administration des médicaments a des concentrations
élevées directement dans le cerveau par l'implantation stéréotaxique d’'un cathéter au
niveau de la tumeur, pour s’assurer que la drogue atteint sa cible. Cette technique est
appelée la délivrance par convection améliorée ou CED en anglais (Convection Enhanced
Delivery) et est actuellement utilisée dans le traitement de diverses maladies telles que la
maladie de Parkinson, Alzheimer et les gliomes. Dans le cas du DMG, le CED est une
méthode attrayante, surtout quand on pense au tronc cérébral. Actuellement, des essais
cliniques au niveau du tronc cérébral sont en cours (Begley, 2004; Mehta et al., 2017; Zhou
et al.,, 2017). Dans une étude récente de 2020, I'application de la technique du CED a
montré son efficacité pour faire pénétrer un inhibiteur de EZH2 (EPZ-6438) dans le tronc
cérébral ou il a été actif contre le DMG (Sasaki et al., 2020).

De nos jours, plusieurs études visent a augmenter la perméabilité de la BHE par des
composés comme la morphine ou la méthamphétamine, ou par des ultrasons (Kluiver et al.,
2020).

Nous n'avons pas testé in vivo l'inhibiteur de ACSS2 et la terbinafine mais il est probable que
nous utiliserons la CED pour faire pénétrer dans le cerveau les inhibiteurs de la biosynthese
du cholestérol en combinaison avec GSK126 pour qu’ils puissent atteindre des niveaux
thérapeutiques dans le tronc cérébral.

Nos résultats n'ont pas répondu a toutes les questions concernant I'efficacité inattendue de
la thérapie combinatoire, notamment la migration cellulaire et I'adhésion. Ces deux
processus affectent le cytosquelette et il a été démontré que l'atorvastatine régule
négativement l'adhésion cellulaire chez les patients présentant une lésion myocardique.
D'autres statines ont des effets anti-migratoires et anti-adhésifs in vitro dans les cellules de
mélanome par suppression de la signalisation Rho/ROCK (Kidera et al., 2010; Patti et al.,

2006).
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[1l. Etudes in vivo

Bien que le modele CAM nous ait permis de valider I'effet des traitements dans un contexte
ex vivo, il est tout de méme important de valider I'effet de ce traitement sur un modele
mammifére. Nous avons utilisé un modele murin déja mis en place dans le laboratoire en
utilisant la lignée SU-DIPG-IVi qui a été la seule capable de développer une masse tumorale
aprés 3 semaines dans le flanc des souris.

Comme nous avions montré |'efficacité de GSK126 in vitro, nous avons voulu évaluer son
action dans des modeéles précliniques in vivo chez la souris afin de valider de nouvelles
stratégies de traitement. Nous avons utilisé deux modeles de souris : implantation sous
cutanée de la tumeur ou implantation orthotopique de cellules tumorales dans le cerveau des
souris, modéle de la maladie Le bénéfice attendu est de pouvoir offrir aux enfants malades un

traitement plus efficace et moins toxique.

La xénogreffe sous cutanée été faite sur des souris adultes de 2 mois et plus. A cet age la taille
de la souris facilite la manipulation expérimentale et I'inoculation des cellules. L'injection sous
cutanée des cellules SU-DIPG-IVi Luc (1 million par souris) chez les souris adultes NOD-SCID a
été réalisé dans 4 groupes de 8 souris traitées par soit le solvant (DMSO), soit I'atorvastatine,
soit le GSK126, soit la combinaison. La croissance tumorale été évaluée en mesurant la
longueur et la largeur des tumeurs. Quand les tumeurs ont atteint 200 mm3, le traitement a
commencé par une injection intrapéritonéale des différents inhibiteurs 3 fois par semaine et
la croissance tumorale été évaluée en mesurant la longueur et la largeur des tumeurs aprés
traitement. La dose de GSK126 utilisée était 6 mg/kg et celle de I'atorvastatine 10 mg/kg. Les
résultats jour par jour ont montré une croissance trés rapide des tumeurs sans aucune
différence entre les conditions, pas d’effet des traitements sur la diminution de la croissance
tumorale (Figure 29). Cela peut étre di au fait que la tumeur de DMG n’a pas été implantée
dans son site naturel et elle était donc faiblement représentative de la maladie humaine. IL se
peut aussi que les doses utilisées aient été trop faibles et qu’elles doivent étre optimisées afin
de permettre un bon traitement des souris et induire la réduction tumorale sans avoir de
toxicité. Une étude menée sur le DMG en utilisant un modeéle sous-cutané et en traitant les
souris par une combinaison des deux drogues, le ZSTK474 qui est un inhibiteur de PI3K, et le
trametinib, qui est un inhibiteur de MEK, n’a pas montré de différence entre les traitements

(R et al., 2019). Cependant, dans le cas de glioblastome adulte, le profil n’est pas toujoursle
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méme et des études ont montré I'efficacité de ce modele dans des essais de traitement.
Ainsi, I'association du 1311-PARP (un inhibiteur de I'enzyme de réparation de I’ADN poly (ADN-
ribose) polymérase 1 (PARP-1)) et la radiothérapie a été efficace pour augmenter la survie
des souris traitées par rapport aux souris contréle recevant le solvant ainsi que pour réduire
la croissance tumorale (Jannetti et al., 2018). Les cellules du glioblastome GBM inhibent
également ['activité des cellules tueuses naturelles NK, qui peuvent étre modifiées
génétiquement pour exprimer des récepteurs d'antigénes chimériques (CAR) qui
reconnaissent les antigénes de surface associés aux tumeurs et lyser les cellules tumorales.
De plus, la protéine ErbB2 est surexprimée dans le GMB et cette surexpression est corrélée a
une diminution de la survie des patients. L’utilisation de CAR NK spécifiques de ErbB2, appelés
NK-92/5.28.z a entrainé in vivo une régression compléte de la tumeur en tuant les cellules de

GMB (Zhang et al., 2016).
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Figure 29 : Evaluation de I'effet des traitements sur les tumeurs SU-DIPG-IV dans un
modele sous-cutané de souris NOD-SCID.
Un million de cellules (SU-DIPG-IV-i,) ont été implantées dans le flanc de souris NOD-SCID. n=15
pour chaque condition. Les différentes tumeurs ont été mesurées a I'aide d’un pied a coulisse.
Les souris ont été traitées par injection intrapéritonéale de GSK126 a une concentration de 3
mg/kg (rouge, n=15), de I'atorvastatine a une concentration de 10mg/kg (jaune, n=15), du
Combo (vert, n=15), ou du solvant, DMSO (bleu, n=15). Combo : Combinaison GSK126 +

atorvastatine
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Les tumeurs cérébrales sont des tumeurs malignes, et difficiles a traiter a cause de leurs
résistances a des nombreux traitements, et la recherche de nouvelles cibles potentielles
thérapeutiques nécessite I'application des modeéles animaux appropriés a cette recherche. Le
modele de souris orthotopique vise a injecter les cellules tumorales humaine dérivées des
patients directement dans I'organe murin correspondant atteint du cancer. Dans le cas du
DMG, il s’agit du pons. Ce type de modele reproduit fidelement I'histologie de l'infiltration
diffuse du DMG.

Comme cela est décrit dans l'article joint a ce manuscrit, nous avons utilisé un modele
orthotopique de souris pour traiter des souriceaux agés de 2 jours dans 4 conditions : DMSO,
GSK126, atorvastatine et la combinaison de GSK126 et d’atorvastatine. Nous avons pu
observer aprés 21 jours de traitement une efficacité de la combinaison GSK126 et
atorvastatine par rapport au GSK126 seul. Une hypothése est que GSK126 sensibilise les
cellules a I'atorvastatine et I'utilisation de la combinaison des deux drogues devrait donc
étre évaluée en tant que nouvelle stratégie de traitement de ce cancer. Cette combinaison
devraitavoir peu d’effets secondaires en raison des faibles doses utilisées pour obtenir une
activité antitumorale significative.

De facon similaire, Mount et al. en 2018 ont utilisé pour leurs études du DMG le modele
orthotopique. lls ont ainsi évalué l'effet de lymphocytes T exprimant le récepteur de
I'antigene chimérique (CAR) dirigé contre disialoganglioside GD2. Ils ont observé qu’ils
agissaient sur I’évolution de ces tumeurs cérébrales et ont ainsi montré leur role actif dans le
DMG. Un groupe de glycosphingolipides normalement présents sur la surface membranaire
des neurones est tres abondant dans les DMG : les disialoganglioside GD2. Des lymphocytes
chimériques T CAR anti-GD2 sécrétant des cytokines pouvant détruire les cellules DMG in
vitro et in vivo, ont été injectés dans des souriceaux nouveaux nés dans lesquels des cellules
DMG avaient été introduites au niveau du pons. Leur efficacité a été démontrée par
I’'observation d’une clairance tumorale compléte par imagerie bioluminescence (Mount et
al., 2018). Une étude récente en 2020 a également utilisé le modeéle orthotopique in vivo,
pour un essai d'administration d’une combinaison d’inhibiteurs de la déméthylase d’histone
LSD1 et de cellules NK. Cela s’est avéré efficace contre les gliomes DMG avec des effets
antitumoraux prometteurs pour lesquels I'action des NK est renforcée par l'inhibition de

LSD1 (Bailey et al., 2020).
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IV. Vectorisation des drogues

L’efficacité du GSK126 a été montrée pour le traitement de divers cancers tels que le cancer
de la prostate, des poumons et le myélome (Huang et al., 2019 ; Sato et al., 2013; Wu et al.,
2015 ; J. Zhou et al.,, 2018) ainsi que pour les cellules DMG. Il reste cependant un
médicament qui peut avoir des effets toxiques et secondaires indésirables. C'est pour cela
gue la technique de la vectorisation des drogues doit étre envisagée pour élaborer une
nouvelle thérapie contre le cancer. Pour minimiser les effets toxiques des traitements
pharmaceutiques classiques (chimiothérapies), nous envisageons de vectoriser les
médicaments actuellement en étude clinique car ils risquent d’étre tres toxiques pour un
organisme en développement comme c’est le cas chez les enfants. Ce concept prometteur
pourrait donc améliorer |'efficacité du traitement et réduire significativement sa toxicité.

Les expériences réalisées dans le cadre du programme financé par la Ligue contre le Cancer
ont validé ce concept in vitro dans deux lignées de tumeurs cérébrales chez I'enfant. Le
premier médicament choisi était la monométhyl auristatine E (MMAE) qui est un agent
antinéoplasique synthétique comme je I'ai déja décrit. En raison de sa toxicité, il ne peut pas
étre utilisé directement comme médicament et doit plutot étre lié a un anticorps
monoclonal (MAB) qui le dirige vers les cellules cancéreuses. C'est un médicament tres
puissant utilisé dans le traitement de divers cancers. C’est un agent antimitotique qui inhibe
la division cellulaire en bloquant la polymérisation de la tubuline. MMAE a été choisie pour
la mise au point avec nos cellules de DMG car déja validé par notre collaborateur Sébastien
Papot a Poitiers sur d’autres cancers solides tres agressifs. Les médicaments couplés avec la
MMAE (pro-drogue) devraient avoir des cytotoxicités tres limitées sur nos lignées cellulaires.
Nous ne prévoyons également aucun effet sur la croissance cellulaire des fractions
chimiques dépourvue de MMAE. L'ajout de béta-glucuronidase au milieu de culture devrait
libérer la MMAE et restaurer sa cytotoxicité sur les lignées DMG. Nous avons traité les 2
lignées de tumeur du tronc cérébral SU-DIPG-IVi et NEM157i soit par la MMAE seule, soit par
la MMAE vectorisée (pro-drogue), soit par la pro-drogue accompagnée de la béta-
glucuronidase sur une gamme de concentrations, pendant 72 h. Les résultats ont montré
une inhibition de la prolifération cellulaire avec la MMAE seule (voir Figure 30, courbes
rouges). La MMAE vectorisée ne montre pas de toxicité entre 1 et 100 nM pour la lignée SU-

DMG-IVi et entre 10 et 100 nM pour la lignée NEM157i (Figure 30, courbes bleues). En
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ajoutant la béta-glucuronidase au milieu de culture cellulaire, on retrouve le méme profil
gu’avec la MMAE seule (Figure 30, courbes vertes), ce qui valide I'efficacité et la faisabilité
du systéme dans les lignées cellulaires des gliomes du tronc cérébral. A partir de ces
résultats encourageants, la création d’un systéme de vectorisation pour le GSK126 sera aussi

importante pour un meilleur traitement des enfants atteints du DMG.
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Figure 30 : Application du systeme de vectorisation du MMAE sur les 2 lignées de DMG.

Les cellules NEM157i et SU-DIPG-IV ont été traitées avec différentes concentrations en
MMAE, MMAE vectorisée seule et MMAE vectorisée avec la 8-glucuronidase. La prolifération
cellulaire a été observée apres 72h de traitement et évaluée par le test de la
sulforhodamine B. L’absorbance de la sulforhodamine B est mesurée a 565 nm. Les
résultats sont représentés sous forme d’histogramme (moyenne #* écart-type). MMAE :
monométhyl auristatine E. Ces données ont été soumises au test ANOVA a un facteur (n=3)

*#%* :P<0.001. NS : non significatif.
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Conclusions et
perspectives



Ce travail de thése a permis de mettre en évidence une sensibilité inductible par le GSK126
aux inhibiteurs de la biosynthese du cholestérol dans le gliome pédiatrique du tronc cérébral
qui justifie une évaluation plus approfondie comme stratégie de traitement. La combinaison
des traitements a été beaucoup étudiée et utilisée pour traiter divers types de cancers, ou
elle a pu montrer une efficacité plus puissante qu’un traitement unique. L'efficacité de la
combinaison de GSK126 (un agent anti-cancéreux) avec une statine a été évaluée dans ce
travail pour traiter les DMG. Les statines sont des médicaments existant sur le marché
depuis longtemps pour traiter I’hypercholestérolémie, et leur utilisation est admise pour les

enfants. Il sera alors utile de tester la combinaison de GSK126 avec d’autres statines.

Il devenu clair que des facteurs génétiques et épigénétiques interviennent dans le
développement du cancer, en impliquant plusieurs changements significatifs dans divers
réseaux moléculaires. Cela rend plus complexe le traitement du cancer et cela nécessite
I'interaction entre facteurs épigénétiques et non épigénétiques pour cibler ainsi plusieurs
systemes. Cela a conduit a I'’émergence d’une nouvelle approche thérapeutique appelée
« epi-drugs » qui est basée sur ['utilisation d’inhibiteurs épigénétiques tels que les
inhibiteurs de HDAC, de I'ADN méthyltransférase (DNMTI), etc., seuls ou en combinaison
avec d’autres drogues pour produire des effets synergiques (Ghasemi, 2020; Tomaselli et al.,
2020). L'approche thérapeutique que nous avons développée dans nos travaux a conduit a
des résultats inattendus et trés encourageants grace a la combinaison d’inhibiteurs

épigénétiques avec des statines.
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Résumé
Caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques contre les gliomes invasifs pédiatriques

Le gliome médian diffus (en anglais DMG pour « Diffuse Midline Glioma ») est un des cancers
cérébraux pédiatriques les plus mortels. Les seuls traitements disponibles sont la chimiothérapie et la
radiothérapie mais ils sont peu efficaces. C'est pourquoi, il est urgent de trouver des traitements
ciblés permettant d’améliorer la prise en charge de ces enfants. Des études génomiques et
épigénomiques ont permis d’identifier une mutation importante qui touche I'histone H3. Le résultat
de la mutation est une substitution de la Lysine 27 en Méthionine (H3K27M) qui est a l'origine de
80% du DMG, et dérégule le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2), y compris I'activité
enzymatique d’EZH2, qui est donc a I'étude en tant que cible thérapeutique. L'inhibition chimique de
EZH2 in vitro par GSK126 induit une diminution de la croissance tumorale des lignées DMG et la mort
cellulaire par apoptose. Pour étudier la réponse des cellules DMG au traitement GSK126, une analyse
protéomique montre l'induction des protéines impliquées dans la synthése du cholestérol. Sur la
base de ces résultats, une stratégie combinée a été élaborée et étudiée in vitro, cultures 3D
(sphéroides) et in vivo dans une membrane chorio-allantoique de I'embryon de poulet et sur un
modele de souris orthotopique. Le traitement GSK126 a faible dose associé a des inhibiteurs des
enzymes impliquées dans la synthése du cholestérol ont révélé une forte inhibition de la croissance
dans les traitements combinés, mais pas dans les traitements uniques, a la fois dans des cellules
DMG in vitro et dans des cultures de sphéroides DMG. Cette efficacité est validée in vivo, sur le
modele préclinique d’embryon de poulet et le modéle souris DMG intracranien orthotopique. Nos
résultats révelent une sensibilité inattendue inductible par le GSK126 aux inhibiteurs de la
biosynthese du cholestérol dans le gliome pédiatrique hautement agressif et justifie une évaluation
plus approfondie comme une nouvelle stratégie de traitement. Cette thérapie combinée devrait
avoir peu d'effets secondaires en raison de la faible dose utilisées pour atteindre une activité
antitumorale significative.

Abstract
Characterisation of new therapeutic targets for invasive paediatric gliomas

Diffuse midline glioma (DMG in English) is one of the most fatal pediatric brain cancers. The only
treatments available are chemotherapy and radiotherapy, but they are not very effective. This is why
it is urgent to find targeted treatments to improve the care of these children. Genomic and
epigenomic studies have identified an important mutation that affects histone H3. The result of the
mutation is a substitution of Lysine 27 for Methionine (H3K27M) which is the source of 80% of DMG,
and deregulates the PRC2 complex (Polycomb Repressive Complex 2), including the enzymatic
activity of EZH2, which is therefore being studied as a therapeutic target. Chemical inhibition of EZH2
in vitro by GSK126 induces a decrease in tumor growth of DMG lines and cell death by apoptosis. To
study the response of DMG cells to GSK126 treatment, proteomic analysis shows the induction of
proteins involved in cholesterol synthesis. Based on these results, a combined strategy was
developed and studied in vitro, 3D cultures (spheroids) and in vivo in a chorioallantoic membrane of
the chick embryo and in an orthotopic mouse model. Low dose GSK126 treatment in combination
with inhibitors of enzymes involved in cholesterol synthesis showed strong growth inhibition in
combination treatments, but not in single treatments, both in DMG cells in vitro and in DMG
spheroid cultures. This efficacy has been validated in vivo, on the preclinical chicken embryo model
and the orthotopic intracranial DMG mouse model. Our results reveal an unexpected sensitivity
inducible by GSK126 to inhibitors of cholesterol biosynthesis in highly aggressive pediatric glioma and
warrants further evaluation as a new treatment strategy. This combination therapy is expected to
have few side effects due to the low dose used to achieve significant anti-tumor activity



