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3/4

2-0OG : 2 Oxoglutarate

a-OGDH : Alpha oxoglutarate dehydrogenase
OGGL1 : 8-oxoguanine DNA glycosylase 1
OH- : Radical hydroxyle

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OPAL1 : Optic atrophy 1

ORF : Open reading frame

OS : Overall survival

OSX : Osterix (ou Sp7)

8-0x0G : 8-ox0-7,8-dihydroguanine
OXPHOS : Oxydative phosphorylation

p : p-value



P1a8:Prélevements 1 a8

p300 : E1A Binding protein P300

pA-MNase : Protein A - micrococcal nuclease
fusion

PARP1 : Poly (ADP-ribose) polymerase-1
PC2 : Polycomb 2 protein

PCAF : p300/ (CREB binding protein) associated
factor

PcG : Polycomb group proteins

PcGF2 : Polycomb group ring finger 2

PCR : Polymerase chain reaction

PDC : Pyruvate dehydrogenase complex

PDH : Pyruvate dehydrogenase

PDK : PDH kinase

PFS : Progression free survival

PGC-1a/1B : Peroxisome proliferator activated
receptor gamma coactivator 1 alpha (PPARy
Coactivator 1) / 1 beta

PGE2 : Prostaglandin E synthase 2

PHD : Proline hydroxylase family

Pi : Phosphate inositol

piARN : Piwi-interacting ribo-nucleic acid

PIC : Pre-initiation complex

PI3K : Phosphatidylinositol-3-kinase
PI3K-mTOR : PI3K-Mammalian target of
rapamycin

PISK-AKT-mTOR : PI3K- protein kinase B-mTOR
PIM-1 : Serin-threonin kinase

PKA/B : Protein kinase A/B

PKM2 : Pyruvate kinase M2 isoform

PNC1 : Mitochondrial pyrimidine nucleotide
carrier 1

PNPase : Polynucleotide phosphorylase
POLP : DNA polymerase-

POLRMT : Mitochondrial ribo-nucleic acid
polymerase

p38 MAP kinase : p38 Mitogen-activated Protein
kinase

PPAR : Peroxisome proliferator-activated
receptor

PPQ : Peptide receptor radionuclide therapy
predictive quotient

PRC : PGC-1 related coactivator (PPRC1 gene)

PRC 1/2 : Polycomb repressive complexe 1/2
PRMT : Protein arginine methyltransferase
PRT-K : Programme de recherche
translationnelle en cancérologie

Pro : Proline

PRRT : Peptide receptor radionucleide therapy
PSC : Pluripotent stem cell

PTGS : Prostaglandine-endoperoxyde synthase
PTM : Post-translational modification

PVDF : Polyvinylidene fluoride membrane
pVHL : Von Hippel-Lindau protein

PWWP : Pro-Trp-Trp-Pro

gRT-PCR : Quantitative real time-PCR

RAG2 : Recombination activating gene 2
RanBP2 : RAN-binding protein 2

RB : Retinoblastoma tumor suppressor

RCP : Réunion de concertation pluridisciplinaire
Reader : Lecteur

RECIST : Response evaluation criteria in solid
tumors

Redox : Oxydo-réduction

Remodeller : Remodeleur

RENATEN : Réseau national de référence de
prise en charge des tumeurs neuroendocrines
malignes sporadiques et héréditaires

RINGL1 : Ring finger protein 1

RIP140 : Receptor-interacting protein 140
RIPK : RIP kinase

RISC : Ribo-nucleic acid-induced silencing
complex

RIV : Radiothérapie interne vectorisée

ROS : Reactive oxygen species

RNA : Ribo-Nucleic Acid

RNS : Reactive Nitrogen Species

RNUG6-1 : RNA, U6 small nuclear 1

rRNA : Ribosomal RNA

RSV : Resveratrol

RT : Reverse transcription

RTK : Récepteur a tyrosine kinase

RT-gPCR : RT quantitative PCR

RUNXS : Runt related transcription factor 3
RXR : Retinoid X receptor

SAE : Serious adverse events



SAH : S-adenosyl homocysteine

SAM : S-adenosyl methionine

SCF : Stem cell factor

SDF-1 : Stromal cell-derived factor 1

SDHA : Succinate dehydrogenase complex
flavoprotein subunit A

SDHAF1/2 : Succinate dehydrogenase complex
assembly factor 1/2

SEER : Surveillance, epidemiology, and end
results program

Ser : Sérine

SERCAZ2 : Sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase

SETDB1 : SET domain bifurcated protein 1
shRNA : Short hairpin RNA

siRNA : Small interfering RNA

SIR1 : Silent information regulator protein 1
SIRT : Sirtuin histone deacetylase

SIRT1 : Sirutin 1

SMD : Syndrdme myélo-dysplasique

SMUGL : Single-strand-specific monofunctional
uracil DNA glycosylase

SNFGE : Société nationale frangaise de gastro-
entérologie

SNP : Single nucleotide polymorphism

SNPH : Syntaphiline

SOD : Superoxyde dismutase

SOD2 : SOD 2

SOX2 : SRY-box transcription factor 2

SP1 : Specificity protein 1

SR : Motif sérine/arginine

SRC1 : Steroid receptor coactivator-1

SSC : Skin stem cells

SST : Somatostatine

SSTR : Récepteur a la SST
SST1a5:RécepteuralaSSTdetypelabs
Staging : Stade

STAT3 : Signal transducer and activator of
transcription 3

Succinyl CoA : Succinyl CoA

SUV39H1 : Histone-lysine N-methyltransferase
SUZ12 : Suppressor of zeste 12

SVF : Sérum de veau foetal

SWI/SNF : SWitch/sucrose non-fermentable
TAF3 : TATA-box binding protein associated
factor 3

TALEN : Transcription activator-like effector
nucleases

TBP : Protein binding TATA box

TBS : Tris buffered saline

TCA : Tri-carboxylic acid cycle

TCL1 : T cell leukemia/lymphoma protein 1
TCL1B1: TCL1 subunit B

TDG : Thymine DNA glycosylase

TDM : Tomodensitométrie

TE : Transposable element

TEMP : Tomographie par émission mono-
photonique

TENgen : Réseau national d'expertise pour le
diagnostic génétique des néoplasies neuro-
endocrines

TENpath : Réseau national d'expertise pour le
diagnostic anatomopathologique des néoplasies
neuro-endocrines

TEP : Tomographie par émission de positons
TET : Ten-eleven translocation DNA demethylase
TFAM : Mitochondrial transcription factor A
TFB : Mitochondrial transcription factor B
TFB1M/B2M : Mitochondrial transcription factor
B1/B2

TGF-B1 : Transforming growth factor-betal
TG-SDS : Tris glycine - sodium dodecyl sulfate
Th : Lymphocyte T helper

Thr : Thréonine

TIM : Translocase of the inner membrane
TIP60 : Tat-interactiveprotein, 60 kDa

TMRM : Tetramethylrhodamine methyl ester
TNCD : Thésaurus national de cancérologie
digestive

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha

TNFR : TNF receptor

TNM : Tumor-nodes-metastasis

TOMM : Translocase of the outer mitochondrial
membrane

TRADD : Tumor necrosis factor receptor type 1-

associated death domain protein



TRAKZ1 : Trafficking kinesin protein 1
Transwell : Plaque a puits multiples avec inserts
en membrane de polyester perméable

TRAP complex : SMCC, DRIP, ARC, and NAT
tRNA : Transfert RNA

Trp : Tryptophane

TrxG : Trithorax group proteins

Tumor score : Score de tumeur

Tyr : Tyrosyl

U20S : Human bone osteosarcoma Epithelial
Cells

Ub : Ubiquitination

UCP 1/2 : Uncoupling protein 1/2

UHZ2B : Ubiquityl histone 2B lysine120
UHRF1 : Ubiquitin-like containing PHD and RING
finger domains 1

UICC : Union for international cancer control
UNG : Uracil-N glycosylase

3’-UTR : 3-U-translated region

V : Visite

VDAC : Voltage-dependant anion chanel
VEGF : Vascular endothelial growth factor
VG : Ventricule gauche

VIP : Vasoactive intestinal peptide

WAT : White adipose tissue

WDA40 : Beta-transducin repeats

Writer : Ecriveur

XPC : Xeroderma pigmentosum C

XRCC1 : X-ray repair cross-complementing
group 1

YY1 :YinYang 1

ZFN : Zinc-finger nuclease

Zn?* : jon zinc
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE

EPIDEMIOLOGIE DE L'INSUFFISANCE CARDIAQUE

Les maladies cardiovasculaires (CVD) restent la principale cause de mortalité et de
morbidité a travers le monde selon les derniéres données de I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) (Virani et al. 2020).

Elles regroupent un ensemble de pathologies touchant le cceur et les vaisseaux
sanguins tels que I'athérosclérose aortique, I'hypertension artérielle ou l'insuffisance

cardiaque (Azevedo et al. 2016).

En 2019, TOMS a recensé 17,9 millions de décés dus aux CVD, soit 32% de la

mortalité totale.

L’insuffisance cardiaque touche 64 millions de personnes dans le monde (Savarese et

al. 2023), dont 1,5 millions en France.

Elle survient a la suite d’'une perte importante de cellules myocardiques fonctionnelles
en lien avec I'’hypertension, les cardiopathies ischémiques ou encore le diabéte et se
caractérise principalement par une perturbation de la fonction contractile du cceur liée

a la fibrose et conduisant a I'’hypertrophie cardiaque suite a un défaut de perfusion.

Cette pathologie conduit dans 50% des cas au déces du patient dans les cing ans

suivant 'apparition de la pathologie (Azevedo et al. 2016; Mudd et Kass 2008).

Environ la moitié de tous les déces liés aux maladies cardiovasculaires sont causés
par une cardiopathie ischémique, qui entraine une perte de cardiomyocytes dans le
myocarde, entrainant un dysfonctionnement ventriculaire et une insuffisance

cardiaque (IC).

De nombreuses pharmacothérapies, dispositifs implantables et techniques
chirurgicales ont été mis au point au cours des cing derniéres décennies pour

préserver le myocarde et prévenir le remodelage pathologique, améliorant ainsi
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considérablement les résultats et la qualité de vie des patients aprés le développement
de I'IC (Virani et al. 2020; Jones et al. 2019).

Cependant, les taux de mortalité liés a I'lC ont commencé a plafonner (Roth et al.
2017), probablement parce que les interventions existantes ne font que ralentir la

progression de la maladie mais sont incapables de l'inverser.

Cela découle du fait que les coeurs de mammiféres adultes présentent une capacité
de régénération minimale en raison de l'incapacité relative des cardiomyocytes dans
le coeur adulte a réintégrer le cycle cellulaire et de l'absence apparente d'une
population de cellules souches capable de repeupler tous les types de cellules dans

le cceur aprés une blessure (Sadek et Olson 2020).

PHYSIOPATHOLOGIE ET MECANISMES

COMPENSATOIRES

Le compartiment stromal est majoritaire dans le cceur normal (environs 80% des

cellules) et est composé de différents types cellulaires :

Cellules immuno- inflammatoires,
Cellules endothéliales,
Cellules musculaires lisses,

Fibroblastes,

YV V VYV V V

Cellules stromales mésenchymateuses (MSC).

Ce stroma cardiaque, bien plus qu’un élément de soutien architectural, participe au
maintien d’'une fonction cardiague normale et a la réparation de Iésions éventuelles. Il
est désormais admis que le coeur est un organe capable d’auto-renouvélement

(Bergmann et al. 2009).

Les MSC adultes sont des cellules résidentes, censées soutenir I'homéostasie

tissulaire et le renouvellement apres une lésion (Wagers et Weissman 2004).
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Dans les tissus sains, ces cellules vivent dans un état « latent » de quiescence au sein
de niches hypoxiques mais conservent leur capacité a réintégrer le cycle cellulaire et

a proliférer en réponse a des stimuli environnementaux (Shyh-Chang et Ng 2017).

Elles ont démontré une capacité a se différencier en cellules endothéliales et cellules
musculaires lisses (Gambini et al. 2011; A. P. Beltrami et al. 2003). Le maintien de

I’'hnoméostasie cardiaque via cette différenciation est donc primordial.

En condition ischémique, les cardiomyocytes présentent une capacité limitée a
proliférer et le tissu fibreux non contractile s’étend, entrainant une altération

fonctionnelle progressant vers l'insuffisance cardiaque.

Dans le cadre d’un stress cardiaque aigu comme l'infarctus du myocarde, le traitement
précoce rétablit I'apport sanguin du myocarde ischémique et diminue le risque de

mortalité.

Cependant, lorsque l'apport sanguin myocardique interrompu est rétabli dans un
certain laps de temps, cela provoque des dommages plus graves au myocarde

ischémique d'origine.

Pendant l'ischémie/reperfusion myocardique (MIR), lischémie et la reperfusion
provogueraient toutes deux des Iésions du myocarde ischémique. C'est ce que I'on

appelle une lésion d'ischémie/reperfusion myocardique (MIRI) (He et al. 2022).
Les mécanismes physiopathologiques conduisant a une MIRI sont associés :

Au stress oxydatif,

A la surcharge calcique intracellulaire,
Aux troubles du métabolisme énergétique,
A l'apoptose,

Au stress du réticulum endoplasmique,

A l'autophagie,

A la pyroptose,

A la nécroptose,

V V V V V V VYV VYV V

A la ferroptose.
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Ceux-ci interagissent les uns avec les autres et conduisent directement ou

indirectement a une aggravation de I'effet.

Par conséquent, la reperfusion myocardique peut majorer la mort des cardiomyocytes
ischémiques chez les patients présentant un infarctus du myocarde (Hausenloy et
Yellon 2013).

Cette MIRI provoque quatre types de lésions (He et al. 2022):

» L'étourdissement myocardique,
» Le phénomeéne de non-reflux,
» L’arythmie de reperfusion,

» Les lésions mortelles de reperfusion.

Les deux premiéres formes sont réversibles tandis que les autres sont irréversibles.

Cliniguement, lintervention coronarienne percutanée (ICP) et la thérapie
antiplaquettaire et anticoagulante sont principalement utilisées chez les patients
exposés a ces deux derniers types de Iésions afin de maintenir la perméabilité de

['artére coronaire.

Pendant la reperfusion myocardique, une restauration rapide et efficace du flux

sanguin ne peut pas prévenir efficacement la MIRI.

Au cours de l'ischémie, les cardiomyocytes subissent un métabolisme anaérobie, ce
qui entraine une diminution des niveaux d'adénosine triphosphate (ATP) et du pH, ce

qui augmente les niveaux de sodium (Na*) et de (Ca?*) intracellulaires.

La reperfusion entraine une augmentation supplémentaire du Ca?* intracellulaire et

des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), qui provoquent la MIRI (Figure 1).
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Figure 1 Physiopathologie de la MIRI (He et al. 2022)

Les principales voies de signalisation de l'apoptose sont les voies intrinseque

(mitochondriale) et extrinseque (récepteur de mort cellulaire).

La voie intrinséque est induite par la libération de cytochrome C (CytC), qui est régulée
par les protéines de la famille B-cell ymphoma 2 (Bcl-2) ; quant a la voie extrinséque,
elle est déclenchée par des récepteurs de mort tels que le tumor necrosis factor

receptor (TNFR) qui activent la caspase-8.

Au cours de l'ischémie et de la reperfusion précoce, l'acidose cellulaire, l'instabilité
environnementale interne et d'autres facteurs favorisent la libération d'ions ferrivalents
ou ferreux par les enzymes, activant ainsi la réaction de Fenton et entrainant par
conséquent une augmentation des ROS, ce qui conduit a la ferroptose des
cardiomyocytes (He et al. 2022).
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Ainsi, des mécanismes compensatoires tels que l'augmentation de la fréquence
cardiaque ou encore le rétrécissement des vaisseaux sanguins permettent de pallier

au défaut d’approvisionnement en maintenant une tension artérielle élevée.

Sur le long terme, ces mécanismes ne sont pas suffisants et il se produit un
remodelage cardiaque entrainant 'apoptose des cardiomyocytes, I'’hypertrophie et la
fibrose cardiaque ayant pour conséquence la diminution de la fraction d’éjection

ventriculaire.

Ce remodelage est consécutif a la mise en place d’'une inflammation chronique et d’'un
stress oxydant générant la production de ROS liées a la dysfonction mitochondriale &
I'origine de la mort cellulaire, notamment par la création de dommages a l'acide

désoxyribonucléigue (ADN).

Il a en effet été démontré que la production de ROS était a I'origine de I'activation de
kinases, de facteurs de transcription hypertrophiant et de métalloprotéases de la
matrice extracellulaire (MEC), mais sont aussi stimulant de la prolifération des
fibroblastes cardiaques (Tsutsui, Kinugawa, et Matsushima 2011) et de la synthése de
collagéne (Mudd et Kass 2008).

Ces modifications génerent une hypertrophie et une fibrose cardiague conduisant a

I'installation d’une insuffisance cardiaque.

Lors d’'un stress cardiaque chronique lié au vieillissement, la diminution des
cardiomyocytes n’est pas compensée et s’accompagne d’une modification du contenu
stromal avec une accumulation d’adipocytes ainsi qu’une fibrose importante, ce qui
engendre une fonction contractile moins efficace (Benjamin et al. 2019; Keller et
Howlett 2016).

Le développement de I'approche de médecine régénérative et la thérapie cellulaire
sont les pistes thérapeutiques prometteuses dans le traitement de linsuffisance
cardiaque (Chien et al. 2019).

En effet, les mécanismes endogenes de régénération ne sont pas suffisants pour
assurer la réparation de myocardes massivement endommagés, et cette constatation
a amené de nombreuses équipes a tenter des approches de médecine régénérative,

visant a repeupler ou revitaliser par des cellules des zones myocardiques lésées.
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CELLULES SOUCHES

Les cellules souches sont des cellules non spécialisées du corps humain, capables de
se différencier en n'importe quelle cellule d’'un organisme et ayant la capacité de

s’auto-renouveler.

La classification traditionnelle des cellules souches est basée sur leur plasticité ou leur

versatilité développementale.

Ainsi il existe différents types de cellules souches et plusieurs étapes de spécialisation

avec une potentialisation de développement réduite a chaque étape :

» Les cellules souches totipotentes
Ces cellules sont capables de se diviser et de se différencier en cellules de tout
l'organisme.
La totipotence posséde le potentiel de différenciation le plus élevé et permet
aux cellules de former a la fois des structures embryonnaires et extra-
embryonnaires.

Un exemple de cellule totipotente est le zygote.

» Les cellules souches pluripotentes (PSC)

Ces cellules forment des cellules de toutes les couches germinales mais pas
de structures extra-embryonnaires comme le placenta.

Les cellules souches embryonnaires (ESC) ou encore les cellules souches
pluripotentes induites (iPSC), dérivées de la couche épiblastique des embryons
implantés en sont un exemple.

Leur pluripotence est un continuum, partant de cellules compléetement
pluripotentes telles que les ESC et les IPSC et se terminant par des

représentants moins puissants : cellules multi-, oligo- ou unipotentes.

» Les cellules souches multipotentes
Ces derniéres possedent un spectre de différenciation plus étroit que les PSC,
mais elles peuvent se spécialiser dans des cellules de lignées cellulaires

spécifiques.
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Ainsi, les cellules souches mésenchymateuses (MSC) stromales peuvent se
développer en différents types de cellulaires tels que les adipocytes, les cellules
endothéliales ou encore les ostéoblastes.

Apres différenciation, une MSC devient une cellule oligopotente, ses capacités

de différenciation sont alors restreintes aux cellules de sa lignée.

» Les cellules souches oligopotentes
Ces cellules peuvent se différencier en plusieurs types cellulaires.
Une cellule souche myéloide est un exemple qui peut se diviser en globules

blancs mais pas en globules rouges.

» Les cellules souches unipotentes
Elles se caractérisent par les capacités de différenciation les plus étroites et par
la propriété particuliere a se diviser de maniere répétée.
Leur derniére caractéristique en fait un candidat prometteur pour une utilisation

thérapeutiqgue en médecine régénérative.

Les cellules souches peuvent également étre classées selon leur origine :

» Embryologique (ESC),
» Adulte (ASC).

Les ESC humaines sont dérivées de la masse cellulaire interne. Au cours du
processus d'embryogenése, les cellules forment des agrégats appelés couches
germinales : endoderme, mésoderme et ectoderme, chacune donnant finalement
naissance a des cellules et tissus différenciés du foetus et, plus tard, de I'organisme
adulte (Sukoyan et al. 1993).

Une fois que les ESC humaines se sont différenciées en 'une des couches germinales,
elles deviennent des cellules souches multipotentes, dont la puissance est limitée aux

seules cellules de la couche germinale.

Apres cela, les cellules souches pluripotentes sont présentes dans tout I'organisme

sous forme de cellules indifférenciées, et leurs capacités clés sont la prolifération par
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la formation de la génération suivante de cellules souches et la différenciation en

cellules spécialisées dans certaines conditions physiologiques.

Les cellules souches somatiques ou adultes (ASC) sont indifférenciées et se

retrouvent parmi les cellules différenciées de tout le corps apres leur développement.

La fonction de ces cellules est de permettre la guérison, la croissance et le
remplacement des cellules perdues chaque jour; elles disposent d’'une gamme

restreinte d’options de différenciation.

Parmi de nombreux types, on distingue les suivants :

» Les cellules souches mésenchymateuses qui sont présentes dans de
nombreux tissus.
Dans la moelle osseuse, ces cellules se différencient principalement en cellules
osseuses, cartilagineuses et adipeuses.
En tant que cellules souches, elles constituent une exception car elles agissent
de maniére pluripotente et peuvent se spécialiser dans les cellules de n'importe
quelle couche germinale.

» Les cellules neurales donnent naissance aux cellules nerveuses et a leurs
cellules de soutien : les oligodendrocytes et les astrocytes.

» Les cellules souches hématopoiétiques forment toutes sortes de cellules
sanguines : rouges, blanches et plaquettes.

» Les cellules souches cutanées forment, par exemple, les kératinocytes.

Il est possible de reprogrammer les cellules souches adultes vers leur état pluripotent
(Zakrzewski et al. 2019).

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées avec un potentiel élevé de
différenciation, tandis que les cellules stromales sont des cellules différenciées
présentes dans le tissu conjonctif, jouant un réle de soutien et ayant un potentiel de

différenciation plus restreint.

Au fur et a mesure de leur développement, ces cellules pluripotentes se transforment

en cellules multipotentes, telles que les MSC.
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Ces MSC ont une plasticité limitée, donnant naissance a des lignées cellulaires

spécifiques, telles que les adipocytes, les cellules endothéliales et les ostéoblastes.

Cependant, elles conservent leur capacité a se spécialiser dans plusieurs types
cellulaires connexes, tout en présentant des restrictions quant a leur différenciation,

comme l'incapacité a générer des cellules cardiaques.

Comprendre cette transition cellulaire et la régulation précise des genes impliqués
dans la différenciation offre des perspectives prometteuses pour exploiter le potentiel
thérapeutique des cellules souches dans le traitement de diverses affections et Iésions

tissulaires.

THERAPIES CELLULAIRE ET GENIQUE

THERAPIES CELLULAIRES BASEES SUR LES CELLULES
SOUCHES

Le tournant dans la thérapie par cellules souches est apparu en 2006, lorsque les
scientifiques Shinya Yamanaka et Kazutoshi Takahashi ont découvert qu'il était
possible de reprogrammer des cellules souches adultes multipotentes vers I'état

pluripotent (Takahashi et Yamanaka 2013).

La transduction médiée par les rétrovirus de fibroblastes de souris avec quatre facteurs
de transcription nommés les facteurs Yamanaka (Sommer et Mostoslavsky 2010),

principalement exprimés dans les cellules souches embryonnaires :

» Octamer-binding transcription factor (OCT-3/4),
» SRY-box transcription factor 2 (SOX2),

» Kruppel Like Factor 4 (KLF4),

» Cellular myelocytomatose oncogene (c-MYC),

Pourrait inciter les fibroblastes a devenir pluripotents et ainsi améliorer les phénotypes

cellulaires et physiologiques des souris vieillissant prématurément, notamment la perte
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de cellules souches adultes, conduisant a une prolongation de la durée de vie ; cette

nouvelle forme de cellules souches a été nommée iPSC.

Un an plus tard, I'expérience réussit également avec des cellules humaines (D. Shi et
al. 2007).

Aprés ce succes, la méthode a ouvert un nouveau champ de recherche sur les cellules
souches avec une génération de lignées IPSC personnalisables et biocompatibles

avec le patient.

Récemment, des études se sont concentrées sur la réduction de la cancérogenése et

'amélioration du systéme de conduction nerveuse ou cardiaque.

La thérapie cellulaire fait référence au transfert de matériel cellulaire autologue ou
allogénigue chez un patient & des fins médicales, elle vise a remplacer les tissus

fibrosés par des équivalents possédant des propriétés d’élasticité et participant a :

Restreindre le remodelage,

Restaurer une contractilité myocardique,

Augmenter 'angiogenese,

Améliorer les conditions de survie des cellules localement présentes,

Moduler les réponses inflammatoires,

YV V V V V V¥V

Recruter des cellules progénitrices locales ou circulantes.

La thérapie cellulaire combine des thérapies unicellulaires ou multicellulaires basées
sur des cellules souches et non-souches ; elle utilise généralement des cellules
autologues ou allogéniques, peut impliquer du génie génétique ou des manipulations
dans la formulation et peut étre administrée par voie topique ou sous forme de produits
injectables, de perfusions, de bio échafaudages ou de systémes sans échafaudage
(Mount et al. 2015).

Les cellules souches utilisées ou ciblées par la thérapie cellulaire peuvent étre

regroupées en trois catégories :

12|Page



» Les cellules souches pluripotentes (PSC)

Les PSC donnent naissance a tous les types de cellules, a l'exception des

cellules placentaires extra-embryonnaires.
Elles incluent :

o Les ESC, trouvées dans la masse cellulaire interne des blastocystes des
embryons préimplantatoires,

o Les cellules souches épiblastiques (EpiSC)

o Les cellules germinales embryonnaires (EGC), trouvées dans les
embryons post implantatoires,

o Les cellules iPSC, dérivées de la reprogrammation directe de cellules

somatiques postnatales/adultes in vitro (Chu et al. 2020).

En général, I'utilisation clinique des PSC manque de preuves thérapeutiques et
se limite a la médecine régénérative expérimentale, avec pour justification la
différenciation cellulaire/la réparation des tissus dans différentes maladies,
notamment la dégénérescence maculaire et l'infarctus du myocarde (Poulos
2018).

» Les cellules souches adultes (ASC)

Les cellules somatiques ou ASC sont des cellules rares et indifférenciées
réparties parmi les cellules différenciées ou spécialisées dans les organes d'un

organisme développé (Chagastelles et Nardi 2011).

Avec des potentiels d'auto-renouvellement et de différenciation plus limités que
les PSC, les ASC reconstituent les cellules perdues ou contribuent a la guérison
ou a la croissance des cellules en donnant naissance a des cellules précurseurs

ou progénitrices et finalement a des cellules différenciées.
Les ASC comprennent (Gurusamy et al. 2018) :

o Les cellules souches hématopoiétiques (HSC),

o Les cellules souches cutanées (SSC),

o Les cellules souches neurales (NSC),

o Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) :
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Les MSC sont d'origine mésodermique non hématopoiétique et sont
présentes dans plusieurs tissus, notamment la moélle osseuse, le tissu
adipeux, le sang périphérigue et le placenta (Shammaa et al. 2020).
Elles peuvent se différencier en cellules osseuses, cartilagineuses et
adipeuses, ainsi qu'en cellules de filiation ectodermique ou
endodermique (Wei et al. 2013).

Au niveau moléculaire, les MSC devraient systématiquement exprimer
un ensemble de marqueurs de surface (CD) sur leur membrane cellulaire
composeée de CD73, CD90 et CD105, qui ont été définis par la Société
Internationale pour la Thérapie Cellulaire (ISCT) comme les marqueurs
minimaux standard requis pour les MSC (Bourin et al. 2013).

En revanche, les MSC ne devraient pas exprimer les antigénes
hématopoiétiques CD45, CD34, CD14 et CD19, qui les distinguent des
HSC, souvent trouvées dans la méme région.

De surcroit, ils sont négatifs pour CD11b, CD79a et HLA-DR (Karantalis
et Hare 2015).

Ces criteres ne sont cependant pas propres au MSC et des recherches
continues sont nécessaires pour identifier les marqueurs de surface qui

sont plus spécifiques a ce type de cellule stromale (Lv et al. 2014).

Les MSC ont des capacités de différenciation établies, qui ont suscité
des études trés avancées de leur potentiel régénératif (Mazo et al. 2008;
Nagaya et al. 2005).

Elles sont également étudiées et utilisées pour leurs propriétés

immunomodaulatrices.

Enfin, lorsqu’elles ne se différencient pas de maniére terminale, elles
participent au soutien stromal, en sécrétant des facteurs trophigues de
différentes natures : cytokines, protéines, acides ribonucléigues (ARN),

solubles ou contenus dans des microvésicules (Karantalis et Hare 2015).

Contrairement aux ESC, qui sont principalement définies par leur origine dans
les embryons a l'aide d'analyses moléculaires et fonctionnelles, les ASC ont des

criteres de définition variés, la morphologie cellulaire et les marqueurs de
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surface étant les criteres de référence dans la plupart des évaluations
expérimentales ; cependant, la morphologie et les marqueurs de surface des

ACS sont généralement impossibles a distinguer de ceux des cellules matures.

Par conséquent, les ASC ne peuvent pas étre facilement isolées des tissus,
mais enrichies a divers degrés de pureté dans des extraits de tissus
(Chagastelles et Nardi 2011).

L'utilisation des ASC est principalement observée avec les HSC ou les MSC et

englobe plusieurs domaines cliniques.

Ainsi, les MSC et les HSC sont largement utilisées dans des contextes de
régénération, respectivement en tant que modalités expérimentales et établies
dans le but de repeupler les cellules endommagées ou de réinitialiser

'homéostasie des tissus (Comella et al. 2016).

Dans les troubles du systeme immunitaire, les HSC et les MSC ont
généralement été utilisées comme agents expérimentaux pour atténuer
I'activité de la maladie grace a leurs vastes mécanismes d’action, et ont montré

des taux de réussite variables selon le type de maladie (Aly 2020).

Dans le cancer, les HSC constituent depuis longtemps le traitement standard
des hémopathies malignes en raison de leur potentiel régénératif (Sharkis et al.
2012).

Les MSC ont également été étudiées dans le domaine du cancer en raison de
leurs propriétés anti-tumorigénes (Shammaa et al. 2020), mais n'ont eu que des
succes limités (Ruano et al. 2020; C.-L. Zhang et al. 2017).

Les cellules souches cancéreuses (CSC)

Les CSC, ou cellules initiatrices de tumeurs, se trouvent dans les tumeurs
solides et sanguines et proviennent de cellules souches normales ou de cellules
progeénitrices par plusieurs mécanismes proposes, tels que les mutations, le
transfert de genes, les altérations épigénétiqgues et les facteurs micro

environnementaux (Codd et al. 2018; Soltanian et Matin 2011).

Les CSC possedent des propriétés d'auto-renouvellement, de différenciation,

de métastases et immunosuppressives et jouent un réle important dans la
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croissance du cancer, les métastases, les rechutes et la résistance a la

chimiothérapie et a la radiothérapie (Atashzar et al. 2020).

Les criteres d'identification des CSC comprennent généralement des
marqueurs protéiques de surface (CD133, CD44, antigenes assocCi€s aux
tumeurs) et des proprietés métaboliques/fonctionnelles (par exemple un
métabolisme élevé ou encore une division cellulaire lente). Cependant, ils
pourraient chevaucher ceux des cellules somatiques/germinales normales ou

d’autres cellules souches (Chu et al. 2020).

Généralement, l'utilisation clinique des CSC se fait dans les contextes de cancer
et implique le ciblage des CSC par différents agents interférant avec la voie de
signalisation qui empéchent ensuite la croissance et la rechute du cancer
(Lathia, Liu, et Matei 2020).

THERAPIES CELLULAIRES NON BASEES SUR LES CELLULES

SOUCHES

Ces thérapies cellulaires non basées sur les cellules souches impliquent généralement
des cellules somatiques isolées du corps humain, propagées, développées,
sélectionnées puis administrées aux patients a des fins curatives, préventives ou

diagnostiques (Golchin et Farahany 2019).

Les thérapies cellulaires non basées sur les cellules souches comprennent les
fibroblastes, les chondrocytes, les kératinocytes, les hépatocytes, les cellules des ilots
pancréatiques et les cellules immunitaires, telles que les cellules T, les cellules
dendritiques (DC), les cellules tueuses naturelles (NK) et les macrophages (El-Kadiry,
Rafei, et Shammaa 2021).
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MODE D’ADMINISTRATION

A Torigine, la thérapie cellulaire est autologue, les cellules sont prélevées chez le
patient lui-méme, éventuellement triées ou expandues in vitro, puis réinjectées a
distance, ceci permettant de s’affranchir de toutes considérations immunologiques

guant a un éventuel rejet.

Néanmoins la thérapie cellulaire autologue présente au moins deux inconvénients

majeurs :

» La présence d’'un délai entre le prélevement des cellules et leur injection (2 a 3
semaines pour les MSC), empéchant toute possibilité de traitement en phase
précoce en post-infarctus.

» La variabilité inter-individuelle des thérapeutiques recues par chaque patient et
donc leur efficacité (S. Jiang et al. 2008).

Chague production est considérée comme un lot indépendant, qui doit étre qualifié

individuellement, et dont la qualité intrinseque dépend de chaque donneur.
Les risques sont augmentés, ainsi que les difficultés logistiques et les codts.

L’approche autologue est intéressante dans le cas ou les cellules sont administrées
plusieurs fois, justifiant la production en grandes quantités et générant des économies

d’échelle.

Le concept de thérapie cellulaire allogénique a été introduit pour lever certaines limites
selon les applications désirées.

Ce changement de stratégie a été facilité par la mise en évidence du caractéere
immuno- privilégié de certaines populations cellulaires, notamment les MSC, ceci lié &

leurs propriétés immunomodulatrices (Malliaras, Kreke, et Marban 2011).

Ainsi des études utilisant la thérapie cellulaire allogénigue ont été mises en route chez
'Homme, avec pour espoir de gagner en reproductibilité des traitements administrés
et en disponibilité, les cellules étant produites a grande échelle et constituant un lot

unique faisant I'objet des contrbles de qualité (Hare et al. 2012).
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Cependant, les cellules allogéniques sont, par définition, immunogénes pour le
receveur, qui devra recevoir une immunosuppression codteuse et contraignante pour

en éviter le rejet.

Le développement d’une sensibilisation immunitaire du receveur, lors de la premiére
injection, empéche les possibilités de ré-administration ultérieure des mémes cellules

allogéniques.

Outre les questions biologiques, la thérapie cellulaire se heurte a des questions de

délivrance des cellules.

La technique de transfert de cellules la plus utilisée jusqu’a présent repose sur des
injections en des sites multiples directement dans une zone ciblée plus ou moins

étendue mais il existe différents modes d’administration (Figure 2) :

» L’injection par voie intra-coronaire réalisée en salle de cathétérisme cardiaque,

» L’injection intra-myocardique par voie trans-endocardique apres cartographie
du ventricule gauche,

» Les injections disséminées dans ou autour de la zone a traiter au cours d’une
chirurgie thoracique,

» L’injection intra-veineuse périphérique ou intra-veineuse cardiaque.

Intraveineux
(sinus coronaire)

Intramyocardique

Figure 2 Modalités de délivrance des cellules (Vilquin et Etienne 2016)
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L’utilisation de biomatériaux s’impose progressivement en adjonction de cellules nues
(Menasché 2016) en « habillant » les cellules ; ces derniers peuvent protéger les

cellules contre les effets de flux a l'injection.

lls augmentent la survie et la rétention précoce en fonction de leurs paramétres
physico-chimiques et peuvent mimer un environnement 3D de type niche, et certains

peuvent étre fonctionnalisés par des facteurs de croissance.

Enfin ces biomatériaux peuvent renforcer la structure méme des parois ou du

myocarde en fonction de leurs propriétés physiques.

Les différents types de biomatériaux sont les polyméres naturels, les polymeres
synthétiques, les tissus dé-cellularisés, voire les feuillets cellulaires (simples ou
multiples) ou les cellules se soutiennent mutuellement et se completent

fonctionnellement (Jackman et al. 2015).

L’utilisation de biomatériaux chez l'animal, peut améliorer la survie, la rétention et
I'efficacité des cellules, et méme certains biomatériaux sans cellules peuvent se

révéler efficaces (Bushkalova et al. 2019).

Les concepts liés aux mécanismes d’action des cellules proposées ont évolué, avec

les mesures de leur efficacité, de leur survie et de leur capacité d’intégration.

Initialement, ces cellules étaient supposées apporter un bénéfice structural,
contractile, et dans certains cas une différenciation directe en cardiomyocytes intégrés

au tissu cardiaque était espérée.

Il est connu que les modifications du microenvironnement cardiaque ont un impact sur
la fonction des cellules parenchymateuses et contribuent a l'incidence de nombreuses

maladies cardiaques.

Or il a été montré que le vieillissement entrainait des effets négatifs, exercés par le
stroma, sur I'homéostasie cardiaque soulignant le fait que ces bénéfices étaient
vraisemblablement liés a des effets de sécrétions paracrines (Martini et al. 2019).

La production de cytokines, de facteurs de croissance, d’exosomes et de
microparticules stimule I'angiogenése locale diminue I'apoptose, l'inflammation, la
fibrose et le remodelage, mais la formation de nombreux cardiomyocytes « vrais » n’a

été obtenue qu’a partir ’ESC engageées.
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La plupart des types cellulaires envisagés joue donc essentiellement un role trophique

et de soutien (Silvestre et Menasché 2015).

Les exosomes et microvésicules contiennent quant & elles des protéines, des lipides,
du matériel génétique, différents microARN (miARN), capables d’interagir ensemble
ou de se compléter, et qui sont probablement a l'origine de tout, ou partie, des
bénéfices observés et sont libérés par de nombreux types cellulaires incluant les ESC,
les iPS, les MSC, les myoblastes, et ce, notamment aprés activation.

Captés par les cellules, ils leur apportent des informations, et font ainsi partie d’'un

réseau de communications intercellulaires.

Des études ont montré que ces vésicules amélioraient a elles seules la fonction
cardiaque, I'angiogenése locale et la survie des cellules, ces effets étant médiés en
partie par des miARN (Nikfarjam et al. 2020 ; Bobis-Wozowicz et al. 2015).

L’effet bénéfique de l'injection des cellules persiste en dépit du faible nombre de
cellules survivantes, en dépit de leur disparition ou de leur absence d’intégration.
Cependant, les cellules qui présentent un réel phénotype cardiaque, une réelle

capacité d’intégration, sont plus performantes.

Plusieurs essais cliniques ont établi l'innocuité de la thérapie par des MSC et ont
montré des résultats prometteurs dans le cadre des maladies cardiovasculaires au
cours des derniéres décennies comme I'étude MESAMI menée par le Pr Roncalli au
CHU de Toulouse (Razeghian-Jahromi et al. 2021; Guijarro et al. 2016).

Les données de la littérature ont montré une réduction de la charge cicatricielle, de la
fiborose myocardique et de la taille de linfarctus, une inversion du remodelage
ventriculaire gauche et une amélioration de la fonction cardiaque aprés traitement par
MSC (Guijarro et al. 2016).

THERAPIE GENIQUE

La thérapie génique consiste a modifier génétiguement certaines cellules du patient,

ce qui implique d’identifier le géne et le réle de la protéine qu’il encode.
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Dans le domaine cardiovasculaire, les chercheurs développent la thérapie génique
pour favoriser la régénération des tissus vasculaires en cas d’ischémie artérielle ou
pour lutter contre la resténose survenant aprés de I'implantation d’un stent, a l'aide de

génes codant pour des protéines qui freinent ou au contraire stimulent ces processus.

Le suivi des patients traités, sur plusieurs années, permettra d’en savoir plus sur la

sécurité et I'efficacité de ces médicaments.

Reste également a poursuivre le développement de nouveaux vecteurs pour
contourner le probleme de la réponse immunitaire qui peut se développer chez des
patients, en particulier avec les vecteurs adeno-associated virus (AAV), et

I'impossibilité de réinjecter le traitement une seconde fois.

La bio production de produits vivants (virus, vecteurs, cellules autologues) a échelle
industrielle reste par ailleurs un obstacle majeur pour le développement des

médicaments de thérapie génique innovants.

Les procédés sont issus de la recherche académique et ne sont pas toujours adaptés
pour étre déployés a grande échelle selon les bonnes pratiques de fabrication

appliguées dans les usines de production pharmaceutiques.

Des innovations technologiques et industrielles sont encore nécessaires pour
améliorer les rendements de production, d’autant que les doses nécessaires au
traitement d’un patient ne permettent parfois la réalisation d’essais cliniques que sur

un petit nombre de personnes.

Le prix de ces médicaments est également un nouveau sujet de réflexion en santé

publique.

Le transfert d'acides nucléiques avec des nanoparticules et des exosomes a
dégradation lente est devenu une approche thérapeutique potentielle, et de nouveaux
genes thérapeutiques, tels que S100Al, et des vecteurs présentant un meilleur
tropisme cardiaque sont en cours de développement pour le traitement de
I'insuffisance cardiaque (C. Beltrami et al. 2017; Henri et al. 2016; Ishikawa et al.
2014).

Le meilleur scénario serait évidemment un traitement précoce et efficace de l'infarctus
du myocarde afin de prévenir le remodelage et la progression vers linsuffisance

cardiaque.
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Améliorer le flux sanguin vers le myocarde récupérable et provoquer la prolifération
des cardiomyocytes apres un infarctus aigu du myocarde pourrait étre utile a cet égard
(Yl&-Herttuala et Baker 2017).

Enfin le passage de la thérapie de remplacement génique a la thérapie d’édition
génique constitue un développement révolutionnaire dans l'histoire de la thérapie
génigue (G. Cao et al. 2021).

L’édition génétique offre non seulement une alternative aux maladies
cardiovasculaires conventionnelles, mais constitue également le seul reméde potentiel

aux maladies cardiovasculaires héréditaires graves.

L’édition somatique de génes résout définitivement le probléeme de la production

insuffisante de molécules fonctionnelles et de I'excés de produits mutagénes.

Dans le méme temps, /heritable human genome editing (HHGE) a le potentiel
d’empécher la transmission de variants pathogénes a la génération suivante, ce qui

réduit efficacement la proportion d’alléles pathogénes dans la population totale.

Actuellement, la thérapie d'édition génique en est encore au stade préclinique et les
défauts qui limitent son application clinique sont une faible efficacité d'édition, un effet
hors cible évident, une toxicité €levée et une faible spécificité tissulaire du systéeme
d'administration, ainsi qu'une reconnaissance insuffisante des genes pathogénes dans

les maladies cardiovasculaires.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

|. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES

I.1.  DEFINITION ET CARACTERISTIQUES

Les MSC représentent une population trés étudiée compte tenu de leurs propriétés

biologiques uniques.

Ce sont des cellules indifférenciées, multipotentes et auto-renouvelables, reconnues
pour leur potentiel de différenciation et leur activité paracrine (Razeghian-Jahromi et
al. 2021).

Les MSC ont la capacité de se différencier en différentes lignées (Margiana et al.
2022) :

» Mésodermiques (adipocytes, ostéocytes et chondrocytes),
» Ectodermiques (neurocytes),

» Endodermiques (hépatocytes).

Dans le tissu cardiaque, les MSC cardiaques (cMSC) peuvent principalement se
différencier en (Figure 3) (Gambini et al. 2020) :

> Cellules endothéliales,
» Adipocytes,
> Fibroblastes
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Ectoderm

Bone Bone marrow

Mesoderm

Endoderm

Figure 3 Différenciation des MSC (Bhaskar et al. 2014)

Aujourd’hui, les MSC sont définies selon les criteres suivants (Alvites et al. 2022; Yin,
Zhu, et Ankrum 2019) :

» L’adhérence au plastique lorsqu'elles sont maintenues dans des conditions
de culture standard,

» L’expression de marqueurs membranaires CD105+, CD73+ et CD90+,
associée a I'absence d’expression des marqueurs CD45-, CD34-, CD14- ou
CD11b-, CD79a- ou CD19- et HLA-DR-,

» Leur capacité a la différenciation notamment en ostéoblastes, adipocytes et

chondroblastes in vitro (Dominici et al. 2006).

Les MSC sont présentes dans tous les organes humains, mais généralement isolées

des trois sources principales (Razeghian-Jahromi et al. 2021) :

> Cordon ombilical,
» Tissu adipeux,
> Moélle osseuse.
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|.2. MECANISMES D’ACTION

Les MSC interagissent avec d’autres types cellulaires selon différentes voies (Alvites
et al. 2022; Karantalis et Hare 2015) :

> Paracrine,
> Autocrine,
> Effets directs, cellules a cellules.

Lorsqu’elles ne se différencient pas de maniére terminale, elles participent au soutien

stromal, en sécrétant des facteurs trophiques de natures différentes :

» Cytokines,
» Protéines,

» ARN solubles ou contenus dans des microvésicules.

Une fois activées apres contact avec des cytokines inflammatoires et des interleukines
présentes dans I'environnement inflammatoire ou elles sont intégrées, les MSC
produisent et sécrétent une myriade de molécules solubles qui vont agir en retour
selon différents processus et engendrer un effet (Figure 4) (Alvites et al. 2022;
Jimenez-Puerta et al. 2020; Peltzer, Lund, et Lataillade 2015; Khubutiya et al. 2014) :

Anti-fibrotique,
Anti-inflammatoire,
Régénératif,
Prolifératif,

Immunomodulateur,

vV V.V V V VY

Angiogénique.
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Figure 4 Activité paracrine des MSC (Jimenez-Puerta et al. 2020)

Plusieurs études ont montré que seule une petite proportion de MSC transplantées
survit et s'integre dans les tissus de I'héte (De Becker et Riet 2016) ; par conséquent,
les effets thérapeutiques des MSC ne semblent pas dépendre uniquement de

I'interaction directe de cellule a cellule.

Le mode d’action paracrine des MSC entraine un effet bénéfique sur les cellules de
'environnement lésionnel plutét que d’engendrer une différenciation cellulaire

permettant de remplacer des cellules |ésées (Maacha et al. 2020).

Les MSC sont également capables de garantir la survie et la prolifération cellulaire, et

de moduler la réponse immunitaire via cette signalisation paracrine.

Cette activité paracrine comprend la sécrétion de petites molécules telles que des
facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines et la libération de veésicules
extracellulaires (EV) contenant un large éventail de molécules telles que 'ARNm, les
peptides/protéines et les miIARN (W. S. Park et al. 2018).

Bien qu’il ait été admis que l'activité homéostatique et immunomodulatrice des MSC

dépendait du nombre de MSC, il a été constaté qu'elle dépendait davantage des
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facteurs paracrines sécrétés par ces cellules, également appelés « sécrétome », qui

sont produits une fois les MSC activées (Jimenez-Puerta et al. 2020).

|.2.1 SECRETOME

Le sécrétome correspond a I'ensemble des facteurs solubles sécrétés par une cellule

stimulée sous certaines conditions environnementales ; la liste des facteurs produits

et sécrétés par les MSC est longue et n'est pas encore entierement décrite, mais

comprend des éléments tels que :

>

YV V V V V

L’indoleamin 2,3 di oxygenases (IDO),

Le stromal cell derived Factor 1 (SDF-1),

La prostaglandin E2 (PGE2),

L’interleukine 6 (IL-6),

Le transforming growth factor-beta (TGF-3),

Divers facteurs de croissance et des ligands de chimiokines.

Cet ensemble de facteurs peut moduler la réponse inflammatoire dans différentes

directions, stimuler la différenciation et la prolifération des cellules progénitrices

locales, favoriser I'angiogenese et augmenter l'activité endothéliale et fibroblastique
(Alvites et al. 2022; Y. Wang et al. 2014).

>

Les facteurs immunomodulateurs

En 2002, il a été montré que les MSC avaient des capacités
immunomodulatrices in vitro dans des réactions lymphocytaires mixtes
(Bartholomew et al. 2002).

En réalisant des réactions lymphocytaires mixtes avec des MSC soit en contact
direct soit via des transwells, il a été mis en relief que cette capacité
immunosuppressive était en partie due a des facteurs solubles (Di Nicola et al.
2002).

En effet, linhibition de la prolifération lymphocytaire était partiellement
restaurée par I'ajout d’anticorps neutralisants anti-TGF-B1 ou anti-hepatocyte
growth factor (HGF), suggérant I'implication de ces deux cytokines dans I'action

médiée par les MSC.
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Les principaux mécanismes par lesquels les MSC peuvent influencer

positivement le processus auto-immun comprennent (C. Yang et al. 2021) :

L'inhibition des cellules B et T,

o

o La diminution des ratios les lymphocytes T helper Th1/Th2, Th17/Treg
et M1/M2,

o La régulation a la baisse des cytokines inflammatoires et des facteurs
tels que I'lL-1, IL-6, IL-17, le tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
I'interféron gamma (IFN-y),

o Larégulation a la hausse d'autres facteurs comme IL-4, IL-10 et TGF-(3.

> Les facteurs pro-angiogéniques

Les MSC sont capables de produire du vascular endothelial growth factor
(VEGF), mais aussi du HGF, du monocyte chemotactic protein 1 (MCP1) et du

SDF1, facteurs clés du remodelage vasculaire.

Une étude a montré que des milieux conditionnés de MSC contenant tous les
facteurs décrits précédemment ainsi que du basic fibroblast Growth Factor beta
(BFGF) et du placental growth factor (PIGF), pouvaient favoriser la prolifération
des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses.

Or I'addition d’anti-VEGF et anti-BFGF inhibe partiellement ces effets (Kinnaird
et al. 2004).

Beaucoup d’études in vivo sur des modéles d’ischémie, indiquent un effet des
MSC sur l'augmentation de la densité capillaire ou une amélioration de la
perfusion des zones ischémiques méme si les mécanismes restent a définir
(Khubutiya et al. 2014).

> Les facteurs anti-apoptotiques

Les MSC synthétisent des protéines inhibitrices de I'apoptose telles que la
protéine BCL-2, la survivin (IAP), et la protéine serine/thréonine kinase family 1
(AKT).

Dans un modéle d’insuffisance rénale aigué, il a été montré que des milieux
conditionnés de MSC contenant du VEGF, de 'HGF, et de /'nsulin-like growth
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factor 1 (IGF-1) pouvaient favoriser in vitro la croissance et la survie des cellules
endothéliales (Togel et al. 2007).

Ces travaux suggerent que les MSC, en plus de la production de facteurs
directement anti-apoptotiques produisent des molécules qui participent a

l'inhibition de I'apoptose comme le VEGF.

Les facteurs chimio-attractifs

Les MSC sont capables de sécréter un grand nombre de chimiokines
permettant d’attirer les monocytes, les lymphocytes T, B, NK, les cellules
dendritiques mais aussi les progéniteurs hématopoiétiqgues et endothéliaux
(da Silva Meirelles et al. 2009).

Les facteurs anti-fibrotiques

Des études indiquent une action anti-fibrotique des MSC, dont I'injection serait
efficace si les MSC étaient administrés avant linstallation d'une fibrose

myocardique majeure (da Silva Meirelles et al. 2009).

Cet effet anti-fibrotique serait médié€, chez la souris, par la sécrétion de BFGF
et d’'HGF dans un modéle de fibrose du tissu adipeux induit par

ischémie/reperfusion (Suga et al. 2009).

Les facteurs de support et croissance

Le role stromacytaire des MSC dans ’homéostasie de la niche hématopoiétique
est connu et les cocultures in vitro de MSC/CSH de moélle osseuse ont permis
de mettre en évidence que cette capacité trophique des MSC était liée a la
sécrétion de facteurs comme le stem cell factor (SCF), le leukemia inhibitor
factor (LIF), I'lL6 et le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF).

In vivo, il a également été montré que le maintien du pool de CSH était en partie

lié & la sécrétion de SDF-1 par les MSC (Sugiyama et al. 2006).
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[.2.2 MICROVESICULES

Les microvésicules (MV) ou ectosomes, particules dont la taille varie de 100 a 2000nm
et exosomes, particules dont la taille varie de 40 a 100nm, sont des microparticules

dérivées des cellules qui prennent forme a travers la membrane plasmique.

Alors que les ectosomes se constituent a partir de la membrane cytoplasmique dans
des situations principalement physiologiques ou physiopathologiques, les exosomes
proviennent de corps multivésiculaires sécrétés par exocytose apres fusion avec la
membrane cellulaire, parfois suite a un stress du réticulum endoplasmique (Kao et
Papoutsakis 2019).

Des études récentes autour des MV des MSC ont révélé que leur cargaison vésiculaire
comprenait difféerents types d'ARN : ARNm, ARN de transfert (ARNt), miARN, de
protéines et de peptides, d'enzymes, de facteurs immunomodulateurs, de facteurs de
croissance ou encore de lipides capables de médiation de la communication de cellule

a cellule.

Ainsi, ces vésicules jouent un rble trés important dans les communications
intercellulaires et peuvent influencer thérapeutiquement les tissus Iésés, atténuant
I'activation des cellules inflammatoires et diminuant le niveau d'apoptose et de stress
oxydatif (W. Chen et al. 2016; Bruno et al. 2009).

Il a aussi été démontré que les exosomes dérivés de MSC possédaient des propriétés
immunologiques semblables a celles des cellules dont ils sont issus (B. Zhang et al.
2014).

L’efficacité des MSC serait également liée au phénomene dit de « domiciliation
lésionnelle » leur permettant, apres injection, de se diriger vers les sites de Iésions
(Wise et al. 2014).

Alternativement, les MV, en particulier les exosomes, peuvent également agir comme
des transfert d'/ARN entre les cellules, régulant ainsi l'expression des genes et
influencant indirectement et thérapeutiquement différents scénarii cliniques (Figure 5)

(Jimenez-Puerta et al. 2020) :
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Figure 5 Role des exosomes excrétés par les MSC dans la communication cellule/cellule et effets thérapeutiques
(Jimenez-Puerta et al. 2020)

Sur le plan thérapeutique, les miARN ont des effets bénéfiques sur la régénération de
différents tissus, avec par exemple les miR27a, miR196a et miR206 accélérant la
régénération osseuse (Ogata et al. 2018) ou encore miR133 stimulant le remodelage
tissulaire neuronal aprés un AVC (Xin et al. 2013) et miR125b-5p ayant des effets anti-

apoptotique en cas d’infarctus du myocarde (Zhu et al. 2018).
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lI. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES

ET THERAPEUTIQUE

La néovascularisation, la cardioprotection, I'angiogenese, l'inhibition de I'apoptose des
cardiomyocytes, I'amélioration de la réparation du myocarde et le remplacement des
cardiomyocytes morts sont les cibles majeures de la thérapie utilisant les MSC dans
le cadre de linfarctus du myocarde (Razeghian-Jahromi et al. 2021; Yin, Zhu, et
Ankrum 2019; Karantalis et Hare 2015).

Les thérapies cellulaires ont été développées comme une stratégie alternative pour

soutenir la génération endogene de nouveaux cardiomyocytes fonctionnels.

A ce jour, différentes sources de cellules telles que les MSC issues de moelle osseuse
(bmMSC), les cellules progénitrices cardiaques ou des cardiomyocytes dérivés de
cellules souches embryonnaires ont été évalués afin d'identifier le type de cellule le

plus approprié pour la réparation cardiaque.

Il a été démontré que ces types de cellules conféraient des avantages thérapeutiques
a la réparation cardiaque ou généraient directement de nouveaux cardiomyocytes
(Eschenhagen et al. 2017); cependant, le degré de formation de nouveaux
cardiomyocytes dépend de la survie et du maintien de ces cellules souches dans le

coeur.

La principale raison des difficultés rencontrées dans ces thérapies cellulaires
humaines étant la faible survie et l'intégration minime des cellules greffées au sein du

tissu hote (Eschenhagen et al. 2017).

Les thérapies cellulaires reposent sur I'expansion ex vivo de cellules sous oxygene
ambiant et en présence de niveaux élevés de glucose qui favorisent la respiration

mitochondriale pour la production d'énergie (Keisuke Ito et Suda 2014).

Lors de la transplantation, les cellules souches sont exposées a un milieu cardiaque
ischémique composé de cytokines inflammatoires et de ROS, qui alterent le

métabolisme.
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Alors que le changement métabolique vers la phosphorylation oxydative peut stimuler
la différenciation des cellules, il peut également entrainer une libération accrue de
ROS, un sous-produit de I'activité mitochondriale qui conduit ensuite & des dommages
cellulaires et a la sénescence (Keisuke Ito et Suda 2014).

Le métabolisme énergétique est au coeur des processus de différenciation, de

conservation de I'état indifférencié ou encore de la prolifération.

La compréhension du métabolisme et des caractéristiques métaboliques des cellules
souches au cours de I'expansion, de la prolifération et de la survie post-transplantation
ex vivo pourrait permettre de jouer sur l'efficacité thérapeutique pour la réparation

cardiaque.

Le réle du métabolisme dans la régulation de la fonction des cellules stromales a
ouvert de nouvelles perspectives pour améliorer I'efficacité de la thérapie cellulaire

cardiaque.

Les stratégies visant a atténuer le choc métabolique subi par les cellules souches
aprés la transplantation, ainsi qu'a améliorer leur adaptation a un nouvel
environnement ischémique peuvent potentiellement atténuer la mort cellulaire et

améliorer le succes de la thérapie (Figure 6) (Rigaud et al. 2020) :
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Figure 6 Thérapies cellulaires et intéréts de la reprogrammation métabolique (Rigaud et al

. 2020)
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L'une des premiéres études visant a modifier le métabolisme des cellules souches
pour améliorer la fonction cardiaque apres une blessure a été publiée en 2003 par
Mangi et al. (Mangi et al. 2003).

Dans cette étude, les auteurs ont transplanté des MSC génétiquement modifiées
surexprimant Akt dans un myocarde ischémique, entrainant une amélioration de la
fonction cardiaque et une diminution de [linflammation, de la fibrose et de

I'hypertrophie, associées a une survie et une rétention plus élevée des MSC.

On sait que AKT régule la glycolyse dans les cellules souches or il a également été
démontré que les MSC surexprimant Akt augmentaient leur métabolisme glycolytique
(Noiseux et al. 2006).

Ainsi, la surexpression d’Akt peut pousser les cellules a présenter un état glycolytique

accru, ameéliorant ainsi la survie dans le myocarde ischémique.

En aval de Akt, le proto-oncogene serine/threonine kinase (Pim-1) régule le
métabolisme énergétique et la croissance cellulaire en augmentant les niveaux des
protéines de 'oncogene c-Myc et du peroxisome proliferator activated receptor gamma
coactivator 1 alpha (PGC-1a) (Beharry et al. 2011).

Il est intéressant de noter qu'une surexpression de Pim-1 a été observée dans les
bmMSC c-Kit+ isolées de patients souffrant d'insuffisance cardiaque (Kulandavelu et
al. 2016). Pim-1 améliore la réparation cardiaque dans les modéles d'infarctus du

myocarde chez les rongeurs et les porcs.

Dans chaque cas, la surexpression de Pim-1 a entrainé une augmentation significative
de la survie et de la prolifération cellulaire, conduisant a une amélioration de la fonction
cardiaque aprés transplantation dans le coeur ayant subi un infarctus ; cet effet
salutaire de la surexpression de Pim-1 étant liée a une amélioration progressive de

I'activité métabolique (Rigaud et al. 2020).

Les thérapies cellulaires reposent généralement sur l'isolement de cellules stromales
hautement glycolytiques provenant des niches hypoxiques, suivi d'une expansion ex-
Vivo sous des niveaux €éleves d'oxygene et de glucose, ce qui déplace le métabolisme

energétique vers un état plus oxydatif.
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Lors de la transplantation cardiaque, les cellules souches cultivées sont a nouveau
exposées a un milieu ischémique caractérisé par une privation intense d'oxygene et

de glucose, essentiels a I'activité mitochondriale.

Cette transition brutale de lin-vitro a lin-vivo conduit a un stress métabolique
engendrant I'apoptose des cellules, d’ou I'intérét de reconditionner le métabolisme des
cellules souches pour promouvoir la flexibilité métabolique et améliorer la survie des

cellules et par voie de fait I'efficacité thérapeutique (Rigaud et al. 2020).

L'hypoxie et 'augmentation de la concentration en radicaux libres dans le contexte de
l'infarctus du myocarde générent un microenvironnement néfaste pour les MCS

transplantées.

Ainsi, le pré-conditionnement des MSC en utilisant I'hypoxie ou des agents
pharmacologiques ou chimiques en plus de nouvelles stratégies, telles que les MSC
médiées par les exosomes, génétiguement modifiées ou encore sur des patchs

cardiaques, permettraient d’améliorer I'efficacité globale de la transplantation de MSC.

Toutes ces techniques favorisent la survie des MSC et leur capacité a former un
environnement régénérateur et prolifératif (Figure 7) (Matta et al. 2022; Razeghian-
Jahromi et al. 2021).

En outre, différents agents pharmacologiques et chimiques comme le Iénalidomide, la
vitamine E, le sévoflurane, I'acide valproique, l'astragaloside 1V, I'extrait de pomme,
l'icariside 1, la génistéine, l'ocytocine, la déféroxamine, l'atorvastatine, le 2,4-
dinitrophénol, I'angiotensine I, les bloqueurs des récepteurs de l'angiotensine, le
lipopolysaccharide a faible dose, la mélatonine, la rapamycine, l'acide tout-trans
rétinoique et I'acide polyribocytidylique ont été utilisés pour traiter les MSC et agissent
de maniére spécifiques (Hu et Li 2018).

Par ailleurs, les exosomes, produits et libérés en continu par diverses cellules
interférant dans les voies d'interaction cellule/cellule sont impliqués dans différents
modeles physiologiques et pathologiques et sont principalement isolés pour une
application thérapeutique, soit par des méthodes basées sur [l'ultrafiltration ou

l'ultracentrifugation (Nikfarjam et al. 2020).
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Figure 7 Nouvelles approches de pré-conditionnement des MSC et leurs principaux impacts (Matta et al. 2022)

Des modeles animaux expérimentaux précliniques ont démontré les avantages
thérapeutiqgues des exosomes dérivées de MSC dans le cadre de linfarctus du
myocarde (Zhu et al. 2018).

La modification génétique des MSC consiste, quant a elle, a charger un vecteur
génétique construit dans les MSC afin de produire ou de surexprimer des genes
spécifiques visant a améliorer leur migration, leur adhésion, leur survie et a réduire la

sénescence prématureée.

Enfin, la technologie des patchs cardiaques représente une révolution dans la thérapie

par cellules souches pour les maladies cardiovasculaires, mais le process de
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fabrication des matrices doit encore étre amelioré pour passer en clinique (Matta et al.
2022).

A titre d’exemple, I'essai MESAMI est une étude de thérapie cellulaire, pilote bi
centriqgue, menée par le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Toulouse sous la
direction du Professeur Jérébme Roncalli entre 2009 et 2014 pour les phases 1 et 2 et

conduite selon le protocole suivant (Figure 8) :

Bone-marrow aspiration
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dispensing

NOGA mapping and
MSC injection
Follow-up visits

Figure 8 Organigramme essai MESAMI | (Guijarro et al. 2016)

Elle a été congue pour tester la faisabilité et I'innocuité des MSC autologues injectées

par voie intra myocardique pour le traitement de la cardiomyopathie ischémique.

L'étude a inclus dix patients présentant une ischémie myocardique chronique, des
fractions d'éjection (FE) du ventricule gauche (VG) < 35% et des défauts de perfusion
réversibles qui suivaient un traitement médical optimal stable et n'étaient pas candidats

a la revascularisation.

Des MSC (environ 61,5x10° cellules/patient) ont été injectées dans dix a seize sites
viables au bord de la cicatrice du VG via un cathéter guidé par NOGA.

Les deux critéres d'évaluation principaux, la faisabilité (récolte réussie, expansion et

injection de MSC autologues) et l'innocuité (absence d'événements indésirables
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graves (EIG)) ont été atteints chez les dix patients au moment du suivi a 1 mois, et
aucun des EIG signalés au cours de la période de suivi compléte a 2 ans n’étaient

imputables a I'essai (Guijarro et al. 2016).

Les résultats de I'essai suggérent que les MSC autologues peuvent étre prélevées,
expansees et injectées par voie trans-endocardique en toute sécurité dans le coeur de
patients atteints d'ischémie myocardique sévére, chronique et réversible et d'une
fonction cardiaque altérée, et que cette approche thérapeutique peut étre associée a
des améliorations de la performance myocardique et de I'état fonctionnel du patient
(Guijarro et al. 2016).

La sécurité de linjection de MSC chez les patients atteints de cardiomyopathie
ischémique chronique est également étayée par les résultats de l'essai TAC-HFT,
étude randomisée et contrélée qui comprenait dix-neuf patients traités avec des MSC
injectés et dix qui ont recu des injections de placebo (Heldman et al. 2014).

L’essai MESAMI 1 a été mené avec un tres petit nombre de patients (n=10) et n'incluait
pas de groupe placebo ; les résultats ont d( étre interprétés avec prudence et ont été

utilisés principalement pour le développement de nouveaux essais.

Cet essai correspondait a la phase de faisabilité et de sécurité du programme MESAMI
afin d’établir I'utilisation des MSC en tant que médicament de thérapie innovante (MTI)
et obtenir l'autorisation de mise sur le marché des MSC dans I'Union européenne via
la premiere Plateforme Européenne de Thérapie Cellulaire (Cell For Cure, Les Ullis,
France) avec l'utilisation de processus de production conformes aux directives des

bonnes pratiques de fabrication (BPF).

L'efficacité du processus de production actuel est actuellement testée sur une plus
grande population de patients via une étude clinique randomisée, en double aveugle,
multicentrique et contrdélée par placebo (groupe placebo absent sur la phase primaire)
(Guijarro et al. 2016).

L’'objectif de cette étude étant de démontrer une amélioration fonctionnelle, en

mesurant la VO2max a 3 mois dans les groupes placebo et thérapie cellulaire.
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[Il. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES

ET METABOLISME

[I1.1. CHAINE RESPIRATOIRE

Les mitochondries sont des petits organites cellulaires situés dans le cytoplasme des
cellules, elles peuvent modifier leurs interactions, leur morphologie (Y. Liu et al. 2017)
et leur localisation cellulaire afin de répondre a la demande métabolique ou a un stress

cellulaire (Kubli et Sussman 2017).

Au niveau de la membrane interne mitochondriale se trouve la chaine respiratoire
composée de cing complexes (Kubli et Sussman 2017) et représentant le systeme
d’oxydation phosphorylante (OXPHOS) enchassé dans la membrane mitochondriale
interne (Figure 9) (Dudkina et al. 2010) :
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Figure 9 Représentation schématique du systeme OXPHOS (Dudkina et al. 2010)

» Complexe | : NADH Déshydrogénase

Il est la voie d’acces principale du glucose a la chaine de transport des électrons
et catalyse le transfert d’'une paire d’électrons du NADH, H* vers I'ubiquinone

qui, réduite, forme l'ubiquinol.

Cette réaction est couplée a la translocation de quatre protons vers I'espace

intermembranaire depuis la matrice.
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Chez 'Homme, avec quarante-six sous-unités, il constitue le plus gros des
complexes (1MDa) ; sept de ses sous-unités sont codées par le génome
mitochondrial, les NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 1 & 6 (ND1a ND6)
et NDI1L, ce sont des polypeptides hydrophobes transmembranaires

homologues de polypeptides bactériens.

En s’intégrant a la membrane interne, le complexe | prend la forme d’un « L »,

avec deux bras perpendiculaires.

Le premier bras, hydrophobe et comprenant les sous-unités d’origine
mitochondriale, s’enchasse dans la membrane et va constituer le site
catalytique de I'enzyme, tandis que le second, hydrophile, est présenté a la

matrice (Papa et al. 2012; Fernandez-Vizarra, Tiranti, et Zeviani 2009).

Le complexe | est également un site de production de ROS notamment d’ions

superoxyde (02).

Complexe Il : Succinate Déshydrogénase

Il est constitué de plusieurs polypeptides formant un complexe lié a la
membrane et impliqué a la fois dans la chaine respiratoire mais aussi

indispensable au cycle de Krebs.

Il représente une voie alternative d’entrée d’électrons dans la chaine
respiratoire, permettant la livraison de ces derniers du Succinate a I'ubiquinone

via le FADH2 issu majoritairement de la béta-oxydation des acides-gras.

Le complexe Il se compose de quatre sous-unités (A a D) ; les sous-unités A et
B forment la partie hydrophile et catalytique tandis que les sous-unités C et D,

hydrophobes, permettent I'intégration a la membrane.

La flavination de la sous-unité A est un processus indispensable a la formation
et a la fonction du complexe Il (Hao et al. 2009), et est liée a I'expression du
gene de la succinate dehydrogenase complex assembly factor 2 (Sdhaf2)

codant pour une protéine mitochondriale.

Les protéines SDHAF 1 a 4 ont un rble essentiel dans I'assemblage du
complexe Il en participant a la biosynthése mitochondriale des centres fer-
souffre du complexe (Na et al. 2014; Van Vranken et al. 2014; Baysal 2013).
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» Complexe lll : Ubiquinol-cytochrome ¢ oxydoréductase

Il catalyse le transfert des électrons de ['ubiquinol au cytochrome c, un

transporteur d’électrons mobiles dans la membrane mitochondriale.

Comme pour le complexe |, pour chaque paire d’électrons, ce transfert est
couplé a une translocation de quatre protons depuis la matrice vers I'espace

intermembranaire.

Chez 'Homme, ce complexe est un homodimére, dont chaque monomére est
constitué de onze sous-unités; trois de ces derniéres contiennent des

groupements oxydo-réducteurs, acteurs du transfert d’électrons :

o Le cytochrome bl avec deux groupements heme différents,
o Le cytochrome c1,

o La protéine fer-soufre Rieske.

» Complexe IV : Cytochrome c oxydase

La derniére étape du transport d’électrons dans la mitochondrie est le transfert
successif d’électrons du cytochrome c réduit a un oxygéne moléculaire, qui sera

par la suite réduit en H20.

Le complexe IV est un assemblage de treize sous-unités polypeptidiques

désigné comme la cytochrome oxydase.

Les trois sous-unités les plus grosses sont codées par TADN mitochondrial
(ADNmt) des cytochromes c oxydases (COX) | & lll, et contiennent les hemes a

et a3 ainsi que les centres cuivre CuA et CuB.

Les dix sous-unités restantes (COX IV a Xlll) sont codées par 'ADN nucléaire
et contribuent a la régulation de I'activité catalytique ainsi qu’a I'assemblage et
la stabilisation du complexe (Stiburek et al. 2006; Fernandez-Vizarra, Tiranti, et
Zeviani 2009; Papa et al. 2012).

» ComplexeV : ATP Synthase

L’ATP synthase fonctionne comme une enzyme réversible capable, d’'une part

de synthétiser de 'ATP en utilisant la force protomotrice générée par le
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pompage de protons de la chaine respiratoire, et d’autre part de pomper des
protons depuis la matrice en cas d’absence de gradient (comme la pompe H*

ATPase des lysosomes).

Chez 'Homme, il s’agit d’'un complexe protéique constitué de multiples sous-
unités (Figure 10), dont deux codées par TADNmt (ATP6 et ATP8), 'ensemble

formant deux domaines fonctionnels (H. Wang et Oster 1998) :

Figure 10 Transduction de I'énergie au niveau de la sous-unité motrice F1 de I’ATP synthase (H. Wang et
Oster 1998)

L’ATP synthase est donc constituée de deux parties : I'une polaire enchassée
dans la membrane apolaire, FO, I'autre globulaire, au contact de la matrice

mitochondriale, F1.

La sphére F1 est la partie catalytique de 'enzyme, présentée a la matrice, tandis

gue la partie FO forme la fraction basale, enrobée dans la membrane interne.

Les portions F1 des ATP synthases bactériennes et eucaryotes possedent les
mémes structures a savoir cinq polypeptides différents avec une stoechiométrie

a3B30ye, dont les unités a et B alternent au sein de la téte F1.

Chez les eucaryotes, la portion FO est plus complexe que celle des bactéries et

se compose de trois polypeptides différents avec une stoechiométrie ab2c12.
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En présence du gradient de protons établi entre les deux faces de la membrane
mitochondriale interne et en absence de concentrations élevées d'ATP dans la
matrice, 'ATP synthase laisse passer les protons au niveau du domaine
membranaire FO ce qui entraine la production d'ATP par le domaine F1 (douze
H* pour trois ATP).

C'est le potentiel de membrane et le passage des protons qui en résulte, qui
permet I'expulsion de I'ATP vers I'espace matriciel au cours d'un mouvement de

rotation de la sous-unité y dans le domaine F1.

La place de I'ATP est immédiatement prise par un nouvel ADP + Pi. (H. Wang
et Oster 1998). Plus la chaine de transfert des électrons fonctionne plus le

potentiel de membrane mitochondriale est élevé (Shyh-Chang et Ng 2017).

Parmi toutes les protéines composant ces complexes, treize seulement (sur soixante-
dix-sept) sont codées par ’ADN mitochondrial et les autres sont codées par le génome
nucléaire ; ceci nécessite une coordination étroite de I'expression des sous unités de
la chaine respiratoire codées par le génome nucléaire et celles codées par le génome

mitochondrial (Scarpulla 2008).

L’'OXPHOS (Figure 11) est la principale source endogéne de ROS, sous-produits

toxiques de la respiration :

» Anion superoxyde (O2),
» Peroxyde d’hydrogéne (H202),
» Radical hydroxyle (OH").

En effet, lorsque la chaine de transport d’électrons (ETC) est inhibée, les électrons
s'accumulent dans les premiers stades de 'ETC : complexe | et coenzyme Q10 (CoQ),

ou ils peuvent étre donnés directement a I'O2 moléculaire pour donner Oz".

L'anion superoxyde est détoxifié par la SOD manganese (MnSOD) pour donner H202,
et ce dernier est converti en H20 par le glutathion peroxydase (GPx).

L’H202, en présence de métaux de transition sous formes réduites, peut également

étre converti en OH hautement réactif selon la réaction de Fenton (Wallace 1999).
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Figure 11 Schéma d’'une mitochondrie et des divers intéractions entre OXPHOS, la production d’ATP et la
génération de ROS (Wallace 1999)

L'exposition chronique aux ROS peut entrainer des dommages oxydatifs aux protéines
mitochondriales et cellulaires, aux lipides et aux acides nucléiques, et une exposition
aigué aux ROS peut inactiver les centres fer-soufre (Fe-S) des complexes I, Il et 1l et
de l'aconitase du cycle de I'acide tricarboxylique (TCA), entrainant en arrét de la

production d'énergie produite par la mitochondrie (Wallace 1999).

Les mitochondries constituent également un interrupteur majeur de linitiation de
'apoptose a travers I'ouverture d’'un canal membranaire interne mitochondrial non

spécifique, le pore de transition de perméabilité mitochondriale (MtPTP).

En effet, un stress oxydatif accru et une diminution des niveaux d’énergie pourraient

activer le mtPTP, conduisant a I'apoptose (Wallace 1999).
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I11.2. METABOLISME ENERGETIQUE

Dans le cceur sain, les substrats métaboliques sont principalement les acides gras

(60%) mais aussi les lactates (18%) et le glucose (16%).

L'épicarde et le sous-épicarde ont été identifies comme une niche hypoxique abritant
une population progénitrice résistante a I'nypoxie, qui utilise préférentiellement le
métabolisme glycolytique comme source énergétique.

Cette niche est tres importante dans le maintien du caractere « souche » des MSC
(Kyoko Ito et Ito 2016; Keisuke Ito et Suda 2014).

Les cMSC utilisent la dégradation du glucose via la glycolyse anaérobie cytosolique
comme principale source de production d’énergie (Kyoko Ito et Ito 2016; Vannini et al.
2016).

Les cellules souches cardiaques hypoxiques c-kit+ et les CSH sont connues pour la
réduction de leur nombre de mitochondries, de leur potentiel de membrane
mitochondriale, du taux de consommation d'oxygéne et des niveaux d'ATP

intracellulaire (Bellio et al. 2016).

Cet état métabolique semble s'accompagner de changements dans I'expression de
génes métaboliqgues clés tels que la glucose transportase 1 (Glutl), la lactate
dehydrogenase alpha (Ldha) et la pyruvate dehydrogenase kinase 1 (Pdkl),
contribuant a l'augmentation de l'absorption du glucose et de la transformation du

pyruvate en lactate.

Le caractére glycolytique des MSC est également démontré par la grande quantité de
lactate qu’elles produisent en lien avec la nécessité de régénération de la forme
oxydée du coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) pour que la glycolyse

se poursuive (Rehman 2010).

La glycolyse représente un des mécanismes majeurs de production d’ATP pour les
MSC ; en absence d’oxygéne, les MSC peu différenciées dégradent le glucose par

voie anaérobie jusqu’au stade pyruvate (Foretz et al. 2006).
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Dans une moindre mesure, les MSC peuvent dégrader le glucose selon une voie
aérobie OXPHOS avec production par le cycle de Krebs mitochondrial d’équivalents
réduits tels que le NADH, H+ et le flavine adénine dinucléotide (FADH2), qui seront
consommeés par la chaine respiratoire ; les substrats sont ainsi oxydés par les

complexes | et Il de la chaine respiratoire.

Le métabolisme mitochondrial est initié par I'oxydation du pyruvate, produit de la

glycolyse.

Le pyruvate pénétre alors dans les mitochondries via un transporteur de pyruvate ou
il est ensuite utilisé par le cycle de Krebs dans une série de réactions qui générent du
NADH, H+ et du FADH.

Cependant, le pyruvate n'est pas la seule molécule capable d'alimenter le métabolisme
mitochondrial, les acides gras et différents acides aminés peuvent alimenter le cycle
de Krebs a travers la génération d'acétyl-CoA ou d'autres intermédiaires du cycle de
Krebs.

Par exemple, l'oxydation des acides gras peut générer de l'acétyl-CoA, tandis que la
glutamine peut étre convertie en glutamate puis en a-cétoglutarate (Khacho et Slack
2017).

Néanmoins, le cycle de Krebs généere suffisamment de NADH, H* et de FADH:
pouvant produire des électrons utilisés par la chaine de transport des électrons (ETC).
Les électrons (e) donnés par le NADH, H* et le FADH2 cheminent le long des
complexes I, II, lll et IV de la chaine respiratoire jusqu’a I'accepteur final qui est le
dioxygene (O2), engendrant un potentiel oxydatif électrochimique progressivement

croissant.

La direction du flux d’électrons est déterminée par la faculté des différents complexes
a capter ou a perdre des électrons, selon leur potentiel redox. Ainsi chaque complexe
a une affinité plus importante pour les électrons que son prédécesseur, jusqu’a 'Oz,
un trés bon agent oxydant capable de capter avidement les électrons des autres

molécules (Figure 12) :
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Figure 12 Représentation du métabolisme mitochondrial (Khacho et Slack 2017)

Au cours de ces transferts, de I'énergie va étre libérée et permettre la translocation
des protons (H*) depuis la matrice mitochondriale (MM) vers [I'espace

intermembranaire (EIM) au travers des complexes I, Ill et IV.

Ce processus créé un gradient protonique de part et d’autre de la membrane, et
également un potentiel de membrane de par la différence de potentiel (négatif pour

matrice et positif dans I'espace intermembranaire).

Ce gradient électrochimique ainsi généré est utilisé pour la phosphorylation
d’adénosine diphosphate (ADP) en ATP par 'ATP synthase ou complexe V (Nath
2017).

La membrane interne mitochondriale contient également des protéines découplantes
(UCP) qui permettent de dissiper le flux de protons de I'EIM vers la MM sans
production d’ATP mais production de chaleur ; c’est un systéeme de régulation de la

production d’ATP selon les besoins de la cellule.

Le flux d’électrons, en présence d’oxygene produit des ROS au niveau des complexes
| et lll, d’ou la présence, au niveau de la cellule, de systémes de controle de cette
production au niveau mitochondrial via la superoxyde dismutase 2 (SOD2) ou

cytoplasmique via SOD1 et la catalase (Figure 13) :
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Figure 13 Génération du flux d’électrons et de protons au niveau de 'ETC (R.-Z. Zhao et al. 2019)

Tout déreglement de la qualité de la fonction mitochondriale peut induire un stress
oxydatif.

Dans les MSC, il a été mis en évidence (Rehman 2010) une augmentation des
enzymes antioxydantes telles que les SOD 1 et 2 ainsi que la catalase au cours de la
différentiation, afin de palier a la formation des ROS et au stress oxydatif qui serait

induit par la respiration cellulaire.

Cette méme étude a démontré une augmentation importante de I'expression d’un
régulateur clé de la biogenése mitochondriale, PGC-1a, ainsi qu’une augmentation de

la masse mitochondriale et de la consommation d’oxygene, lors de la différenciation.

Par ailleurs, la voie des phosphatidylinositol-3-kinase—AKT-mammalian target of
rapamycin (PISK-AKT-mTOR) favorise la production de ROS en réprimant le facteur

de transcription forkhead box transcription factors subgroup O (FOXO).

De plus, le complexe liver kinase B1 (LKB1) /adenosine mono-phosphate-activated

protein kinase (AMPK) régule la fonction des cellules stromales.

La synthase de la voie des acides-gras, effectue la condensation d’Acétyl-CoA et de
malonyl-CoA pour produire le palmitate d'acide gras saturé et d'autres acides gras a

longue chaine (Figure 14) (Kyoko Ito et Ito 2016) :
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Figure 14 Métabolisme des cellules souches (Kyoko Ito et [to 2016)

En dehors des niches hypoxiques, les cMSC perdent leur capacité d’auto-
renouvellement et «commutent» vers un meétabolisme oxydatif; les niveaux
d'oxygéne commencent a s’élever, augmentant les niveaux dOXPHOS et de ROS,

qui stimulent la différenciation cellulaire.

Pendant la prolifération, les cellules stromales dépendent principalement de la
glycolyse tout en maintenant de faibles niveaux d'OXPHOS pour alimenter les cellules

avec des intermédiaires biosynthétiques importants pour la croissance cellulaire.

La différenciation des cellules stromales en cardiomyocytes est soumise a un
changement métabolique de la glycolyse vers 'TOXPHOS d'une maniere dépendante
des ROS (Rigaud et al. 2020).

Cela leur permet de consommer le glucose jusqu’au stade CO: et H20 et de produire
beaucoup plus de molécules d’ATP a partir d'une mole de glucose, soit trente-six
contre deux ATP pour la glycolyse anaérobie, ceci afin de répondre a la demande
energétique éleveée des fonctions associées a la differenciation (Kubli et Sussman
2017).
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Le métabolisme oxydatif nécessite un apport en acides gras et en pyruvate produit par
la glycolyse cytosolique ; ces éléments sont transportés spécifiquement au travers des

membranes mitochondriales vers la matrice ou leur dégradation libére de I'acétyl-CoA.

Ce dernier est ensuite pris en charge par le cycle de I'acide citrique afin de générer
des équivalents réduits sous forme de coenzymes NADH, H*, FADH: et ubiquinone
permettant a la chaine respiratoire de générer la force protonique nécessaire a la
synthese d’ATP.

111.3. BIOGENESE MITOCHONDRIALE

La biogénése mitochondriale, définie comme la croissance et la division de
mitochondries déja existantes, est influencée par des facteurs environnementaux, tels
que l'effort physique, le jeline, les basses températures, le stress oxydatif et la division

cellulaire (Jornayvaz et Shulman 2010).
Cette biogénése implique plusieurs processus tels que :

» La formation de la double membrane,

» L’importation de protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire,

» La synthése d’'une minorité de protéines (treize), mais néanmoins essentielles,
codées par TADNmt et la réplication du génome mitochondrial (Shutt et al.
2010).

La biogénése mitochondriale nécessite donc une expression coordonnée des deux
génomes, régulée par des facteurs de transcription nucléaires agissant de maniére

trés hiérarchisée.

Le premier niveau de régulation de la biogenése mitochondriale est assuré par des
facteurs de transcription nucléaires qui gouvernent I'expression coordonnée des génes

impliqués dans la biogénese mitochondriale dont :

» Nrf-1 et 2,
» L’estrogen-related receptor alpha (Erra),

» Le cAMP response - elements binding protein (Creb),
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» Les peroxysomes proliferator-activated receptors gamma et teta (Ppar y et
Ppard),

» YinYang 1 (Yyl),

» c-Myc,

» La specificity protein 1 (Spl).

Les niveaux d’expression et d’activité de ces corégulateurs sont des déterminants

majeurs de la biogenese mitochondriale.

Plusieurs boucles d’autorégulation ou de rétrocontrdle contrélent I'activité de ce réseau
(Figure 15) (Hock et Kralli 2009) :
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Figure 15 Réseau transcriptionnel influengant le métabolisme mitochondrial (Hock et Kralli 2009)

[11.3.1. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION NUCLEAIRES

> NRF

En plus d’étre au centre de la régulation de la chaine respiratoire (Scarpulla
2002), Nrf-1 participe a la coordination de I'expression des génomes

mitochondriaux et nucléaires au travers de I'expression de régulateurs de la
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transcription mitochondriale, les mitochondrial transcription factors A, B1 et B2
(TFAM, TF1BM, TF2BM), de celui de I'ARN polymérase mitochondriale
(POLRMT) (Gleyzer, Vercauteren, et Scarpulla 2005), mais aussi celle des
transporteurs mitochondriaux ou bien encore celle des protéines ribosomales

mitochondriales (Scarpulla 2008).

NRF-1 active la transcription du gene TOMM20, sous-unité clée du récepteur
translocase of the outer mitochondrial membrane (TOMM), complexe récepteur
multi-sous-unités de la membrane externe, impliquée dans l'interaction initiale
avec les protéines précurseurs et nécessaire a l'importation de milliers de

protéines qui contribuent a diverses fonctions mitochondriales.

NRF-1 et son coactivateur PGC-1 sont régulés positivement lors de la réponse

adaptative du muscle squelettique a I'entrainement physique (Scarpulla 2008).

NRF-2 a également été identifié (Virbasius, Virbasius, et Scarpulla 1993)
comme étant un activateur du promoteur de la sous-unité 1V de la cytochrome
oxydase ; ce dernier agit sous forme d’hétérodimeére ou d’hétérotétramére, avec
une sous-unité a assurant la liaison a I’ADN qui va s’associer a des sous-unités

possédant un domaine d’activation de la transcription (1, B2, y1, y2).

Les séquences cibles de Nrf-2 ont été identifiées sur les promoteurs de
nombreux genes mitochondriaux, incluant des composants de la chaine
respiratoire, des protéines d’importation mitochondriale et les facteurs de

transcriptions mitochondriaux (Scarpulla 2008; Hock et Kralli 2009).

Les NRF contribuent donc a la fois directement et indirectement a I'expression
de nombreux genes nécessaires au maintien et au fonctionnement de l'appareil

respiratoire mitochondrial (Figure 16) :
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Figure 16 Contrble des fonctions mitochondriales par NRF-1 et NRF-2 (Scarpulla 2008)

» PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor)

Les PPAR sont des récepteurs nucléaires impliqués dans le transport et le
métabolisme des lipides ; PPARa et PPAR®S régulent principalement 'oxydation

lipidique, tandis que PPARYy contrdle la synthése et le stockage.

Ces trois récepteurs ont une distribution tissulaire et des fonctions
physiologiques bien distinctes, PPARa se retrouve fortement dans le foie, le
cceur et le tissu brun, PPARD dans le muscle squelettique et le cceur et PPARY

dans le tissu adipeux (Reilly et Lee 2008; Evans, Barish, et Wang 2004).

Ces récepteurs forment des hétérodimeres avec le récepteur X des rétinoides
(RXR) pour contréler I'expression d’un grand nombre de génes impliqués dans

le métabolisme lipidique et 'oxydation des acides gras.

lls permettent I'adaptation des mitochondries aux besoins énergétiques et
métaboliques (Hock et Kralli 2009) et sont directement intégrés a la régulation
de la biogénese et des fonctions mitochondriales via les coactivateurs de la
famille PGC-1, avec lesquels ils interagissent physiquement pour induire leur

activité transcriptionnelle (Vega, Huss, et Kelly 2000).
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> ERR

Les récepteurs ERRa, ERRB et ERRy appartiennent a la super famille des

récepteurs nucléaires orphelins.

Ces facteurs présentent des similarités avec les séquences des récepteurs aux

cestrogeénes, surtout au niveau des domaines de liaison a ’ADN.

Malgré cela, ils ne sont pas activés par les cestrogénes et leur activation se fait
sans ligand spécifique (Kallen et al. 2004) mais plutdt au travers de
coactivateurs de la famille du récepteur aux stéroides (SRC), de PGC-1 (Villena
et Kralli 2008) ou des corépresseurs, comme la protéine RIP140 (Giguére 2008;
Villena et Kralli 2008).

Associé aux coactivateurs de la famille PGC-1, ERRa devient un puissant
facteur de transcription (Mirebeau-Prunier et al. 2010), mais associé a RIP140,

il réprime la transcription (Villena et Kralli 2008).

Les ERR, sont aussi régulés par la phosphorylation et la sumoylation, ce qui
affecte la liaison a ’'ADN, la dimérisation et I'interaction avec les coactivateurs
(Giguére 2008).

Les ERR se lient sous forme de monomeéres, d’homodiméres ou
d’hétérodiméres en se liant a 'ADN au niveau des éléments de réponse aux
ERR (ERRE), présents au niveau des promoteurs de nombreux génes
impliqués dans le systtme OXPHOS ou régulés par PGC-1a, et souvent
associés aux sites cibles de NRF-1 et NRF-2 (Mootha et al. 2004; Huss et al.
2004).

Parmi ces cibles, on retrouve des protéines impliquées dans la B-oxydation des
acides gras, le cycle de 'acide citrique, la fonction OXPHOS et I'expression du

génome mitochondriale (Giguere 2008).

> CREB

La protéine CREB régule I'expression du géne codant pour le cytochrome c.
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L’augmentation du signal de 'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) est
associée a des changements de la demande en énergie, et CREB contribue a

la fonction mitochondriale en agissant :

o De facon directe sur I'expression de génes cibles mitochondriaux,
o De facon indirecte en induisant I'expression de PGC-1a (Herzig et al.
2001).

C-MYC

De nombreuses d’études rapportent l'influence du facteur c-MYC comme un

régulateur de I'expression des génes mitochondriaux (Scarpulla 2008).

Ce facteur possede de nombreux sites cibles dans la région promotrice du géne
codant pour NRF-1 induisant I'expression du cytochrome c et indirectement

celle de génes cibles de NRF-1.

Récemment, il a été montré que Pprcl et c-Myc étaient coexprimés en cas
d’apoptose induite (Gleyzer et Scarpulla 2013), suggérant une potentielle
régulation fonctionnelle entre ces deux facteurs dans la médiation de la réponse

au stress cellulaire.

Enfin, c-Myc semble affecter la biogenese mitochondriale via sa capacité a
activer I'expression de PGC-13 (H. Zhang et al. 2007).

YY1

YY1 a été identifié comme régulateur de I'expression de génes Cox de facon

positive et négative (Scarpulla 2008).

Associé a PGC-1a, YY1 augmente I'expression des génes mitochondriaux et

de la respiration cellulaire (Cunningham et al. 2007).

Cette interaction nécessite I'activité de mTOR, suggérant que ce facteur intégre
les informations de deux voies de signalisation (Gerhart-Hines et al. 2007; Jager
et al. 2007) :

o PGC-1a, qui relaie les signaux de I'état énergétique de la cellule,

o mTOR, qui favorise la croissance cellulaire.
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» SP1

Ce facteur de transcription est impliqué dans le contrdle de la biogénése
mitochondriale et de la fonction OXPHOS (Kraft et al. 2006; Freyssenet et al.
2004).

[11.3.2. LES COREGULATEURS TRANSCRIPTIONNELS

» PGC-1 alphaet beta

Les corégulateurs forment de gros complexes multiprotéiques, au travers
desquels ils vont présenter les récepteurs nucléaires aux facteurs de

transcription et ainsi moduler leur potentiel transcriptionnel.

Cette modulation se fait via les interactions requises pour induire ou réprimer
'expression d’'un géne, celles-ci incluent des modifications allostériques des
liaisons a 'ADN par les récepteurs nucléaires et les facteurs de transcription,
des remodelages de la chromatine et l'initiation de la transcription (O’Malley et
Kumar 2009).

Trois coactivateurs ont été identifiés dans cette famille : PGC-1a, PGC-18 et
PPRCL1.

PGC-1a est le premier de cette famille de coactivateurs transcriptionnels, ses
nombreuses similarités structurelles avec PGC-13 ont été attribuées a un

éventail de fonctions biologiques proches voire similaires.

Il ne posséde pas d’activité propre de remodelage des histones, mais, par
l'intermédiaire d’'un puissant domaine d’activation en position N-terminale, il va

interagir avec des cofacteurs liés au remodelage de la chromatine.

D’autres domaines fonctionnels ont été référencés (Scarpulla 2008), comme le
motif LXXLL, adjacent au domaine d’activation reconnu par certains récepteurs
nucléaires tels que PPARa ou le récepteur B aux hormones thyroidiennes, un
domaine en position C-terminale riche en sérines et en arginines ainsi qu’un
domaine de liaison a 'ARN qui permettrait I'épissage de 'ARN pré-messager
(Monsalve et al. 2000).
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PGC-1a posséde de nombreuses cibles d’interactions parmi lesquelles des
facteurs de transcription et des récepteurs nucléaires aux hormones, certains
étant directement impliqués dans la régulation de la fonction mitochondriale
(NRF-1, ERRa, YY1 ou PPARQ).

L’expression de PGC-1a peut étre régulée par plusieurs voies de signalisation
(Scarpulla 2011) parmi laquelle, la voie dépendante de I'AMPc, l'une des
nombreuses voies qui dirigent l'induction de la PGC-1 dans un certain nombre

de tissus.

PGC-1a est donc un coactivateur capable d’intégrer les activités de nombreux
facteurs de transcription responsable de la fonction oxydative et de la biogenése

mitochondriale (Figure 17) :
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Figure 17 Voies médiées par PGC-1a médiant la biogéneése et les fonctions mitochondriales

Par ailleurs, il a été montré que chez la souris transgénique (Lehman et al.
2000), une surexpression spécifique cardiaque entrainait une élévation

importante du contenu mitochondrial des cardiomyocytes.
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PGC-1B est un homologue de PGC-1a avec lequel il partage de nhombreuses
similarités de séquences (Kressler et al. 2002; Lin et al. 2002), comme le
domaine d’activation N-terminal, le motif LXXLL et le domaine de
reconnaissance de 'ARN C-terminal ; cependant, il est dénué du domaine riche

en arginines et sérines associé a I'épissage de ’TARNm (Monsalve et al. 2000).

Ces deux coactivateurs sont enrichis dans les tissus présentant un nombre
important de mitochondries tel le cceur, le muscle squelettique ou encore le tissu
adipeux brun, méme si dans ce dernier cas, la transcription de PGC-1f3 n’est
pas induite par I'exposition au froid (Kressler et al. 2002; Lin et al. 2002) ; PGC-
1B entraine un meilleur couplage de la respiration que PGC-1a, du fait d’'une

moindre fuite de protons (St-Pierre et al. 2003).

PRC (PGC-related coactivator)

Un autre membre de la famille PGC-1 serait capable de répondre a des signaux
alternatifs de régulation tout en étant d’expression ubiquitaire ; une étude des
similarités avec PGC-1a a mis en évidence le domaine riche en sérines et
arginines en position C-terminale et le motif de reconnaissance a ’'ARN (Figure
18) (Andersson et Scarpulla 2001) :
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Figure 18 Arrangement des domaines conservés des coactivateurs PGC-7a/8 et PRC (Scarpulla 2011)

La protéine issue de I'expression de cet ADNc, PRC, présente des similitudes
dans sa liaison a des facteurs de transcription nucléaire associés a la régulation

des fonctions mitochondriales tels NRF-1, CREB et ERRa (Vercauteren,
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Gleyzer, et Scarpulla 2008; Vercauteren et al. 2006) ; malgré ces similarités,
PRC posséde d’'importantes différences ciblant des fonctions biologiques bien

distinctes.

Ainsi, I'expression de TARNm de PGC-1a est également induite dans le tissu
adipeux brun aprés exposition au froid et liée a son role dans la thermogénese,
alors que celle de TARNm de PRC n’est que légerement induite dans ces

conditions (Andersson et Scarpulla 2001).

De ce fait, PRC, seul coactivateur ubiquitaire de la famille PGC1 régulant la
croissance cellulaire et mitochondriale, permet d’intégrer I'expression des
genes de la chaine respiratoire selon les phases du cycle cellulaire (Figure 19)
(Savagner et al. 2003; Scarpulla 2011) :
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factors I__. contact inhibition

Mitochondrial functions Cell growth
Electron transport/ OXPHOS Chromosome
Translation maintenance
Protein import/assembly Gl —S

Figure 19 Modele d’intégration des fonctions mitochondriales et de régulation de la croissance par PRC
(Scarpulla 2011)

RIP140

Le récepteur nucléaire corépresseur RIP140 fonctionne comme I'antithése des
coactivateurs PGC-1 et agit comme un frein transcriptionnel a la biogenese

mitochondriale.
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Comme PGC-1a/B, RIP140 interagit avec un large éventail de récepteurs
nucléaires, y compris les ERR et PPAR, via une série de motifs LXXLL (White
et al. 2008).

Cependant, I'amarrage de RIP140 aux récepteurs nucléaires recrute des
corépresseurs supplémentaires, tels que la C-terminal binding protein (CtBP) et
les histones désacétylases (HDAC), et conduit a la suppression de la

transcription des genes.

Les études in vitro et in vivo confirment le réle de RIP140 dans la régulation de

la fonction mitochondriale.

La mise sous silence de RIP140 dans les cellules 3T3L1, lignée de fibroblastes
de souris sous-clonée a partir de cellules 3T3-Swiss Albino sur la base de leur
capacité d'accumulation de lipides, conduit & une expression accrue de
nombreux genes impliqués dans le cycle de Krebs, TOXPHOS, I'oxydation des

acides-gras et la biogenése des organites (Powelka et al. 2006).

Comme PGC-1a, RIP140 est régulé par modification des protéines.
Sumoylation (Rytinki et Palvimo 2008) et acétylation (Ho et al. 2008) ont tous

deux étés proposés pour améliorer la capacité répressive de RIP140.

111.4. DYNAMIQUE MITOCHONDRIALE

Le processus de vieillissement implique une multitude de phénomenes biologiques

complexes.

Une baisse du renouvellement mitochondrial causée par une biogenese
mitochondriale réduite et/ou une dégradation mitochondriale inefficace semble étre un
facteur particulierement crucial (Terman et al. 2010).

Dans les cellules saines, la fusion mitochondriale fournit un réseau synchronisé pour
la translocation des métabolites et le mélange intra-mitochondrial pendant la
biogenése, tandis que la division mitochondriale facilite la distribution égale des

mitochondries dans les cellules filles pendant la mitose et permet la dégradation
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sélective des mitochondries endommageées par autophagie (Hsiuchen Chen et Chan
2009).

Cependant, il est devenu de plus en plus clair que ces mécanismes de protection
étaient nettement altérés dans le vieillissement et qu'une dynamique mitochondriale
défectueuse pouvait étre impliquée dans le processus de vieillissement (H. Y. Chung
et al. 2009; J. H. Chung et al. 2008).

L'accumulation de mutations et de délétions associées au vieillissement au niveau de
’ADNmt semble altérer la fonction de la chaine respiratoire et augmenter la production
de ROS (Harman 1972; Chomyn et Attardi 2003).

L'augmentation de la production de ROS engendre une augmentation exponentielle
des niveaux de dommages a I'ADNmt et de stress oxydatif dans la cellule (Hiona et
Leeuwenburgh 2008; Kujoth, Leeuwenburgh, et Prolla 2006).

Les attaques oxydatives envers les mitochondries altérent en retour les fonctions

vitales de l'organite :

» Transduction d'énergie,
» Biogenése des métabolites,
» Homéostasie du Ca?*,

» Régulation du processus redox.

Cela aboutit finalement a la mort cellulaire et au vieillissement (Figure 20) (Seo et al.
2010) :
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Figure 20 Dysfonctionnements mitochondriaux provoqués par le vieillissement (Seo et al. 2010)

La régulation dynamique de la fusion et de la fission mitochondriale s'est avérée étre
un mécanisme important de modulation du statut redox cellulaire, de l'intégrité de
I'ADNmt, de la fonction organellaire et de la mort cellulaire (Liesa, Palacin, et Zorzano
2009).

Les mitochondries sont des organites complexes et dynamiques qui peuvent modifier
leur organisation, leur forme et leur taille en fonction de signaux intracellulaires et
extracellulaires (Rube et van der Bliek 2004; Bereiter-Hahn et Voth 1994).

Les mitochondries subissent un cycle continu de fusion et de fission, et I'équilibre entre
ces évenements opposeés détermine la morphologie de l'organite (Hsiuchen Chen et
Chan 2004).
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Alors qu'une diminution de la fusion peut entrainer une fragmentation mitochondriale
en raison d'une fission excessive, une diminution de la fission peut générer des

mitochondries longues et hautement interconnectée (Sesaki et Jensen 1999).

Les protéines de fusion mitofusin 1 et 2 (MFN1 et 2), orthologues mammifére des
protéines de fusion de la levure fuzzy onion 1 (FZO1P), contiennent quatre répétitions
heptades, un domaine Guanosine tri-phosphatase (GTPase) et deux domaines

transmembranaires.

La protéine optic atrophy 1 (OPA1), orthologue mammifere de celle de la levure, une
GTPase liée a la dynamin (MGM1P) est une autre protéine de fusion, située au niveau

de la membrane interne mitochondriale (MIM) et de I'espace intermembranaire.
Le processus de fusion nécessite trois étapes :

» L'amarrage,
» La fusion de la membrane externe mitochondriale (MEM),
» La fusion de la MIM.

On pense que MFN1 et MFN2 jouent un role important dans I'amarrage et la fusion de
la MEM.

OPAL est quant a lui impliqué dans la formation des jonctions de crétes ainsi que dans
la fusion de la MIM, qui se produit de maniére GTP-dépendante (Seo et al. 2010).

Les protéines MFN1 et MFN2 ont une similarité de séquence supérieure a 70% et

partagent une grande partie de leur organisation fonctionnelle (H. Zhang et al. 2007).

Malgré certaines redondances dans leur fonction, les deux protéines possédent des
propriétés distinctes, suggérant qu'elles remplissent des roles différents dans la fusion
(de Brito et Scorrano 2008).

Les deux protéines sont largement exprimées mais MFN2 est trés abondant dans le
coeur et les muscles squelettiques et serait exprimée a de faibles niveaux dans de

divers autres tissus humains (Bach et al. 2003).

La régulation de la fission mitochondriale chez 'Homme est contrdlée par deux

protéines clés :
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» La protéine 1 liée a la dynamine (DRP1), orthologue mammiféere de celle de
la levure, une GTPase liée a la dynamine (DNM1P),

» La protéine de fission 1 (FIS1), orthologue mammifére de celle de la levure
FISP.

DRP1 contient un domaine GTPase N-terminal, un domaine effecteur GTPase (GED)
C-terminal ainsi qu’une région hydrophile au milieu. Or elle s'auto-oligomérise et

assemble une machinerie de scission autour du MEM.

FIS1, est une protéine du MEM qui recrute DRP1 dans la MEM au moyen de protéines
adaptatrices (Seo et al. 2010; Sauvanet et al. 2010).

Le r6le de FIS1 dans la fission mitochondriale est principalement d'agir comme une

protéine d'ancrage pour DRP1 (Wasilewski et Scorrano 2009).

Chez I'Homme, la fission nécessite également plusieurs protéines accessoires,

notamment :

» La protéine mitochondriale de 18kDa (MTP18) (Tondera et al. 2005),

» L'endophilin B1 (BIF-1) (Karbowski, Jeong, et Youle 2004),

» La protéine 1 associée a la différenciation induite par les gangliosides (GDAP1)
(Niemann et al. 2005),

» La death associated protein 3 (DAP3) (Mukamel et Kimchi 2004).

Le renouvellement constant des mitochondries est crucial pour maintenir des
mitochondries saines avec I'age ; un renouvellement organellaire précis nécessite la
coordination de deux processus cellulaires clés : la biogenése mitochondriale et

l'autophagie.

De facon intéressante, les tissus qui ont un métabolisme majoritairement aérobie, tels
que les muscles squelettiques et le coeur, ont des réseaux mitochondriaux importants

ainsi qu’une grande capacité de biogenése mitochondriale (Hood 2001).

PGC-1a et son produit cible ERRa, stimulent I'expression de Mfn2 (Soriano et al.
2006).
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La répression de Mfn2 dans les cellules diminue la consommation d'oxygene,
l'oxydation du glucose, le potentiel membranaire mitochondrial et I'expression des
protéines OXPHOS (Hsiuchen Chen, Chomyn, et Chan 2005; Bach et al. 2003).

Ces adaptations mitochondriales semblent donc étre pilotées par une voie de
régulation impliqguant PGC-1a, ERRa et MFN2, et activées par plusieurs stimuli

physiologiques, notamment I'exercice et la restriction calorique.

La dynamique mitochondriale est également importante pour le bon renouvellement

des organites en ce sens qu'elle affecte les voies de dégradation mitochondriale.

Le lien entre les protéines de fission et le renouvellement mitochondrial est illustré
dans les cellules neuronales, dans lesquelles Fisl s'est avéré activer l'autophagie et

la dégradation sélective des mitochondries dépolarisées (Twig et al. 2008).

Il a également été décrit que l'autophagie des mitochondries se produisait apres
I'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale et la dépolarisation de

la membrane mitochondriale.

Ceci suggérant que l'autophagie joue un réle protecteur en empéchant les dommages
cellulaires causés par l'activation des voies pro-apoptotiques (I. Kim, Rodriguez-

Enriquez, et Lemasters 2007; Elmore et al. 2001).

Cette idée est corroborée par les résultats d'une étude démontrant que l'autophagie
est négativement corrélée aux dommages oxydatifs et a I'apoptose dans le muscle
squelettique de rongeurs agés (Wohlgemuth et al. 2010).

Les mitochondries étant des organelles qui jouent un réle crucial dans la vie et la mort

cellulaire, leur localisation doit étre finement régulée et dirigée.

Le transport mitochondrial s’effectue majoritairement avec le support du réseau de
microtubules surtout pour amener I'énergie aux extrémités de la cellule ; ce transport
est orchestré essentiellement par deux protéines dites motrices que sont la dynéine et

la kinésine qui polarisent cette dynamique (Schwarz 2013) (Figure 21) :
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Figure 21 Mécanismes moléculaires impliqués dans le transport mitochondrial (Morin, Moindjie, et Nahmias 2022)

La polarisation en extrémité + et - (centrosome) des fibres de microtubules permet ce
transport mitochondrial dirigé par la dynéine vers I'extrémité - (transport rétrograde) et

par la kinésine vers I'extrémité + (transport antérograde) (Melkov et al. 2016).

Les kinésines de la famille kinésine-1 (KIF5), dont il existe trois isoformes (KIF5A, B,
C), permettent notamment un transport antérograde des mitochondries le long des

microtubules.

En condition d’hypoxie le transport rétrograde des mitochondries implique les
protéines Mirol et dynéine (Al-Mehdi et al. 2012) ; cette interaction est permise grace
a des protéines dites adaptatrices comme les protéines Miro et Milton (deux

orthologues chez ’'Homme, huMilt 1 et 2) qui sont le plus communément étudiées.

Les protéines Miro appartenant a une sous-famille des Ras- GTPase, situées sur la
membrane externe mitochondriale contiennent deux sites de liaisons au Ca?* afin de
pouvoir se lier aux domaines moteurs des protéines motrices (Koutsopoulos et al.
2010), son réle dans la ségrégation mitochondriale durant la mitose semble essentiel
(Yong et Tang 2018).
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Quant & la protéine Milton (encore appelée Trak), son rdle n’est pas totalement élucidé
mais plusieurs études s’accordent a dire que cette protéine interagirait avec la protéine

Miro pour assurer la liaison avec une protéine motrice (Melkov et al. 2016).
Le mouvement des mitochondries peut étre intra mais aussi intercellulaire.

Les protéines impliquées dans ce transport mitochondrial sont capables d’induire la
formation de nanotubes permettant le transfert de mitochondries d’'une cellule saine

vers une cellule |ésée.

Un modeéle de KO de Mirol dans des cellules MSC a montré une diminution de leur
efficacité thérapeutique par inhibition du transfert intercellulaire de mitochondries
(Ahmad et al. 2014).

[11.5. REGULATION ET SWITCH METABOLIQUE DES

CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES

Les cellules souches quiescentes ont comme principale source de production

d’énergie la dégradation du glucose via la glycolyse anaérobie cytosolique.

Les cMSC favorisent cette voie métabolique du fait de cette organisation en niche
hypoxique dans le stroma cardiaque (Vannini et al. 2016). Or ces niches permettent le
maintien de I'état indifférencié des cMSC (Kyoko Ito et Ito 2016) via la stabilisation de

I'activité transcriptionnelle des hypoxia induiced factors (HIF).

Lorsqu’elles poursuivent leur différentiation ou leur prolifération, les cellules sortent
des niches hypoxiques, perdent leur capacité d’autorenouvelement et commutent leur

métabolisme vers la phosphorylation oxydative.

Ainsi elles produisent beaucoup plus de molécules d’ATP a partir de glucose, cela pour
répondre a la demande énergétique elevée des fonctions associées a la différenciation
(Kubli et Sussman 2017).

Le switch métabolique observé s’effectue dés les premiéres étapes de la
différenciation et sa cinétique joue un réle majeur dans l'orientation des cellules vers

différents phénotypes (Figure 22) (Kubli et Sussman 2017) :
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Figure 22 Métabolisme et différenciation (Kubli et Sussman 2017)

L'expression précoce des facteurs ERRa et ERRB, PGC-1a et PGC-1B précéde une
explosion métabolique conduisant les cellules a un état hyper-énergétique qui est suivi
d'une augmentation progressive de la glycolyse et d'une diminution de la fonction
OXPHOS (Figure 23) (Rigaud et al. 2020) :
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Figure 23 Reprogrammation des cellules liée au switch métabolique (Rigaud et al. 2020)

[11.5.1. FACTEUR DE REGULATION HIF

Des études récentes présentent HIF-1a comme un régulateur principal de la glycolyse

et de la respiration mitochondriale (Kocabas et al. 2012; J. Kim et al. 2006).

Les HIF sont les facteurs centraux qui interviennent dans I'expression des génes en

aval en réponse au stress hypoxique (Figure 24) :
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Figure 24 Modulation dynamique du métabolisme des cellules souches (Rigaud et al. 2020)

La famille HIF contient deux sous-unités différentes, alpha et beta ; la partie alpha est
composée de HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a et la partie beta contient une protéine HIF-1p.

Les complexes HIF-1 sont présents dans tous les tissus, tandis que HIF-2 est limité a

certains types de cellules (J. Zhao et al. 2015) :

Les cellules endothéliales,
Les cellules gliales,

Les pneumocytes de type Il,
Les cardiomyocytes,

Les fibroblastes rénaux,

Les cellules interstitielles,

V V V V V V VY

Les hépatocytes.

HIF-3 quant a lui est exprimé dans les cellules épithéliales des reins et des poumons
(S.-L. Yang et al. 2015).

La protéine sous-unité alpha est régulée par les niveaux d'oxygene cellulaire, tandis

gue la sous-unité beta est exprimée de maniére constitutive.
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Dans des conditions de normoxie, les protéines HIF-a subissent une ubiquitination
rapide et une dégradation ultérieure par le protéasome par hydroxylation des résidus
-prolyle ; elles contiennent un domaine de dégradation dépendant de I'oxygene avec
deux sites proline hydroxylés par la famille des prolines hydroxylases (PHD)
dépendant de l'oxygene, notamment PHD1, PHD2 et PHD3.

Cette activité enzymatique d’oxydoréduction nécessite de l'oxygene, du fer, et du 2-
oxo-glutarate (2-OG), soit un intermédiaire du cycle de Krebs ; aprés hydroxylation,
HIF-a interagit avec la protéine suppresseur de tumeur de von Hippel — Lindau (pVHL)

et favorise ensuite la dégradation de 'ubiquitine-protéasome de HIF-a.

A noter cependant que, sous conditions hypoxiques, l'activité enzymatique des PHD
est inhibée, ce qui prévient I'hydroxylation et la dégradation du protéasome médiée
par l'ubiquitine de HIF-a (Z. Luo et al. 2022; Taylor et Colgan 2017).

Par la suite, la sous-unité HIF-a interagit avec HIF-13 pour former un complexe
transcriptionnel, puis pénetre dans le noyau et se combine avec des éléments
sensibles a I'nypoxie (HRE), induisant I'expression de nombreux génes en aval
(Figure 25) (Bao et al. 2021) :
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Figure 25 Mécanisme d’action de HIF sous normoxie et hypoxie (Z. Luo et al. 2022)
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Quant a HIF-3a, ce dernier exerce un rble opposé dans I'induction de I'expression des
genes liés a I'hypoxie ; son expression abondante réduisant 'angiogenése et freinant

la prolifération cellulaire (Z. Luo et al. 2022).

HIF-1a est donc le principal contréleur de I'hypoxie physiologique et pathologique et
est largement exprimé dans les maladies cardiovasculaires (Taylor et Colgan 2017;
Tirpe et al. 2019).

Les différents niveaux d’expression de HIF-1a dans le systéme cellulaire
cardiovasculaire affectent de maniere significative le fonctionnement de ces cellules et
jouent un réle dans des maladies telles que I'athérosclérose, I'hypertension
pulmonaire, la cardiomyopathie, I'arythmie et les cardiopathies congénitales (Z. Luo et
al. 2022)

Presque tous les genes liés a I'hypoxie, y compris Glut, Vegf, les enzymes
glycolytiques, les facteurs de survie cellulaire et les récepteurs de surface cellulaire,
sont régulés directement ou indirectement par HIF-1 (Mylonis, Simos, et Paraskeva
2019).

Lors d'une réponse au stress oxydatif, les ROS favorisent I'expression de HIF-1a pour
activer la transcription de plusieurs géenes, comme l'endothéline-1 (ET-1) et une série
de genes pro-fibrotiques codant le collagéne I, Ill, IV et la lysyl oxydase, conduisant a
dont I'expression contribue aux maladies cardiovasculaires et a la fibrose (Belaidi et
al. 2016; Halberg et al. 2009).

Il convient de noter que le recours a la glycolyse anaérobie et a la réduction de
phosphorylation oxydative serait également, au moins en partie, nécessaire pour
maintenir la quiescence en protégeant les cellules progénitrices cardiaques c-Kit+ et
les CSH des ROS, un dénominateur connu du vieillissement et de la sénescence
(Korski et al. 2019).

Par ailleurs, il a été montré qu'une explosion précoce d'OXPHOS augmentait les
niveaux de ROS, conduisant & une activation de HIF1-a et favorisant par la suite un
déplacement glycolytique et une redistribution du glucose a travers la voie des
pentoses phosphates dans un processus, au moins en partie, contrélé par Kelch-like
ECH-associated protein 1 (KEAP1) et NRF-2 (Hawkins et al. 2016).
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[11.5.2. AUTRES FACTEURS DE REGULATION

De nombreuses études ont montré que les cellules souches pluripotentes avaient des

mécanismes actifs impliqués dans I'adaptation métabolique (Figure 26) :

» Des niveaux élevés de protéine de découplage UCP2 qui empéche I'oxydation
du glucose au niveau des mitochondries (Jin Zhang et al. 2011).

» Le facteur inhibiteur de I'ATPase (IF1) qui réprime l'activité de I'ATP synthase
(Sanchez-Arago et al. 2013).

» La pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) qui supprime la conversion du
pyruvate en acétyl-CoA par la PDH (Takubo et al. 2013).

» Des niveaux élevés de lactate (induction de lactate deshydrogenase LDH) dans
I'activation des cellules souches du follicule pileux (HFSC) (Flores et al. 2017).

» L’expression de la protéine mitochondriale Mitochondrial carrier homologue 2
(MTCHZ2), qui inhibe le métabolisme mitochondrial, (Maryanovich et al. 2015).

» Une faible expression du transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC) ou une
inhibition pharmacologique de son activité pour le maintien I'expression de

marqueurs de caractére « souche » (Khacho et Slack 2017; Schell et al. 2017).
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Figure 26 Mécanismes de suppression de l'activité mitochondriale et activation de I'OXPHOS lors de la
différenciation (Khacho et Slack 2017)
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Par ailleurs, ce changement métabolique peut étre induit par certains facteurs clés de
reprogrammation tels que c-MYC et la protéine de liaison a 'ARN Lin28 (LIN28), qui
sont des régulateurs connus du métabolisme énergétique et pour lesquels il a été
démontré qu'ils amélioraient la glycolyse et inhibaient le métabolisme oxydatif (Jin
Zhang et al. 2016).

La fonction de c-MYC dans l'induction de la pluripotence peut étre remplacée par la
surexpression d'enzymes impliquées dans la glycolyse telles que LDHA et PKM2, ce
qui suggéere que l'un des réles principaux des facteurs de reprogrammation est de

favoriser la glycolyse (Y. Cao et al. 2015).

La biologie des mitochondries qui régule le métabolisme cellulaire joue également un

role fondamental dans la reprogrammation.

Parallelement a une réduction du métabolisme oxydatif, la masse mitochondriale
diminue progressivement au cours de la reprogrammation (Hansson et al. 2012) avec
des mitochondries qui reviennent a un phénotype plus proche de celui de cellule
stromale, passant d'une forme tubulaire allongée avec des crétes bien développées a
une forme plus petite et sphérique avec des crétes peu développées (Bobis-Wozowicz
et al. 2015).

La distribution cellulaire des mitochondries passe d'un réseau complexe de
mitochondries distribuées dans le cytoplasme a une localisation principalement

périnucléaire.

Au cours du vieillissement, les cellules souches perdent de leur capacité régénérative
(Kubli et Sussman 2017; Nakamura et al. 2016) , le nombre de MSC diminue et celles-
ci perdent de leur capacités d’auto-renouveélement et de différenciation (Shyh-Chang
et Ng 2017).

Le vieillissement induit un stress oxydant physiologique dans les cellules (Oh, Lee, et
Wagers 2014; Z. Liu et al. 2017) et augmente certains marqueurs de senescence
(Nakamura et al. 2016) ; il s'Taccompagne d’une diminution des capacités des voies de
deétoxification des ROS qui entraine une augmentation des risques de dommages

cellulaires (Denu et Hematti 2016).
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Les MSC sont normalement plus sensibles aux ROS que les cellules différenciées. Or
il a été demontré que les ROS régulaient la prolifération et la différenciation dans

plusieurs modeles de cellules souches.

Une forte corrélation existe entre les niveaux de ROS et I'état métabolique des cellules,
ou de faibles niveaux de ROS sont trouves dans les cellules souches alors que des

niveaux plus élevés sont présents dans les cellules en différenciation.

En outre, la génération de ROS par les complexes | et Ill de la chaine respiratoire,
active un programme de transcription nucléaire impliqué dans la différenciation
(Khacho et al. 2016).

Lors de la différenciation des cellules souches, les genes impliqués dans un type
cellulaire spécifigue sont régulés positivement et les genes associés a I'état

indifférencié sont réprimes.

La détermination du destin cellulaire nécessite un état d’équilibre complexe entre
contrbles génétiques et épigénétiques or les intermédiaires du cycle de Krebs sont

impliqués dans la détermination du devenir des cellules souches.

Ainsi, l'alpha-cétoglutarate (a-CG) comme cofacteur d’enzymes clés du contrdle
épigénétique est connu pour avoir la capacité d'induire la déméthylation de I'ADN et
des histones ; de la méme facon, I'acétyl-CoA peut favoriser l'acétylation des histones
(Kaelin et McKnight 2013; Wellen et al. 2009).

Grace a ces intermédiaires métaboliques, il est possible de réguler le devenir des

cellules souches au niveau épigénétique.

Des études ont véritablement mis en évidence le réle de différents métabolites dans
la médiation des décisions relatives au devenir des cellules souches et a leur
différenciation (Figure 27) (Khacho et Slack 2017; Khacho et al. 2016) :
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Figure 27 Signalisation mitochondriale et devenir des cellules souches via la modulation de I'expression des genes
et des phénoménes épigénétiques (Khacho et Slack 2017)

Ces études ont montré que le rapport NAD*/NADH, H* était impliqué dans le switch

métabolique des cellules souches.

Le niveau de NAD®* pouvant ainsi affecter l'activité des enzymes désacétylases

dépendantes du NAD™* et en patrticulier la sirtuine 1 (SIRT1) (Imai et Guarente 2014).

La production d'ATP mitochondriale nécessite la présence du cofacteur essentiel le
NAD* or dans les mitochondries, ce cofacteur est réduit en NADH par le cycle de
Krebs, qui est ensuite utilisé par le complexe | de la chaine de transport des électrons

comme donneur d'électrons pour alimenter la phosphorylation oxydative.

Selon I'état métaboliqgue des cellules, la glycolyse et la phosphorylation oxydative
affecteront le rapport NAD*/NADH, H+.

Plusieurs voies métaboliques, dont la biosynthese de novo du NAD* a partir du
tryptophane et 'augmentation de la voie de récupération du NAD", influencent I'activité
enzymatique de SIRT1 (Figure 28) (Rodgers et al. 2008) :
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Figure 28 Régulation de l'activité enzymatique de SIRT1 (Rodgers et al. 2008)

Trois kinases ont été identifiées comme phosphorylant directement Pgc-71a :

» Lap38 mitogen-activated protein kinase (p38MAP kinase), activée par le stress,

phosphoryle PGC-1a au niveau de trois résidus : thréonine 262 (Thr262), sérine
265 (Ser265), Thr298, dans le domaine de répression 200-400 et est en

corrélation avec une protéine plus active et stable (Puigserver et al. 2001).

» L'AMPK phosphoryle directement PGC-1a au niveau des résidus Thr177 et

Ser538, ce qui engendre une protéine plus active (Jager et al. 2007).

» Le complexe Serine/Thréonine kinase — Protéine Kinase B (Akt/PKB)

phosphoryle PGC-1a au niveau de Ser570 dans le domaine SR mais cela

conduit a une protéine plus instable avec une activité plus faible (Xinghai Li et

al. 2007).

Les conditions de privation d'énergie percue, telles que le jeline, la restriction calorique
(CR) et l'exercice, augmentent le rapport AMP/ATP et activent TAMPK (Figure 29)

(Haigis et Sinclair 2010) :
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Figure 29 Axe de régulation SIRT1/AMPK (Haigis et Sinclair 2010)

La privation d'énergie augmente également les niveaux de NAD* et l'activité
désacétylase dépendante du NAD* de SIRT1 ; AMPK activé et SIRT1 convergent en
activant PGC-1a via la phosphorylation et la désacétylation, pour induire

respectivement la biogenese mitochondriale et I'oxydation des acides gras.

La combinaison et I'équilibre des besoins métaboliques intrinséques et des conditions
métaboliques extrinséques nécessaires a la quiescence, ainsi que l'inclinaison de
I'équilibre nécessaire pour initier la prolifération, peuvent constituer un mécanisme de

régulation de I'homéostasie des cellules souches adultes (Shyh-Chang et Ng 2017).

Le métabolisme énergétique apparait comme plus qu’une simple conséquence, mais
comme un moteur essentiel de la reprogrammation des cellules somatiques

notamment en iPSC.

Au-dela de l'alimentation des cellules en ATP, le métabolisme énergétique est devenu
un processus clé pour soutenir la fonction et 'engagement des cellules souches, jouant

un rdle important a la fois dans I'acquisition et le maintien de la souche.

77|Page



L'équilibre entre le métabolisme glycolytique et oxydatif implique une régulation de
réseau complexe qui relie le noyau, le cytoplasme et les mitochondries et fournit un
large arsenal de molécules qui peuvent étre manipulées pour aider les cellules

souches a survivre a lI'environnement ischémique.

Ainsi, la reprogrammation du métabolisme des cellules souches représente une
nouvelle frontiere pour améliorer la thérapie par cellules souches pour la réparation

cardiaque (Rigaud et al. 2020).
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V. REGULATION EPIGENETIQUE DES CELLULES

STROMALES MESENCHYMATEUSES

La régulation épigénétique des genes fait généralement référence a un processus
héréditaire et durable par lequel I'expression des genes est gérée au niveau de la
chromatine sans altération de la séquence d'ADN.

L'épigénétique est considérée comme un pont entre le génotype et le phénotype et
fournit un cadre pour réguler les caractéristiques biologiques clés telles que la
différenciation cellulaire, le développement et la régénération tissulaire (Im et Shin
2015; Reik 2007).

Le paysage épigénétique reflete la structure dynamique de la chromatine qui est a la

fois restreint mais autorise I'accés de I'appareil transcriptionnel aux géenes.

L'euchromatine est la forme de chromatine la moins condensée et la plus accessible

associée a la transcription des genes.

L'hétérochromatine est la chromatine « empaquetée » qui restreint physiquement
l'accés des facteurs de transcription ; il y existe deux régions génomiques distinctes

de I'nétérochromatine : facultatives et constitutives.

Les régions facultatives d'hétérochromatine contiennent des genes qui sont exprimeés
différentiellement et deviennent ensuite réduits au silence lors de la différenciation et
du développement, alors que les régions constitutives de I'nétérochromatine telles que
les centromeéres et les téloméres contiennent des génes inhibés en permanence (Im
et Shin 2015).

La méthylation de I'ADN est une modification chimique universelle par laquelle des
groupes méthyle (Me) sont ajoutés a la molécule d'ADN ; elle se produit généralement

sur les ilots CpG.

Les histones subissent plusieurs modifications post-traductionnelles différentes,
notamment l'acétylation (Ac), la Méthylation (Me), I'ajout de groupements phosphate
et l'ubiquitination (Ub).
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Cette méthylation au niveau de I'hétérochromatine sert de site de liaison pour les
protéines a domaine de liaison méthyl (MBD) qui peuvent s'associer de maniere stable

aux HDAC, conduisant a condenser la structure de la chromatine (Figure 30) :
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HAT HDAC

© DNA methylation

Heterochroamtin

Figure 30 Structuration de la chromatine (Im et Shin 2015)

La conversion entre les états euchromatine et hétérochromatine est contrdlé par

quatre processus épigénétiques fondamentaux (Figure 31) :

» Les modifications covalentes (méthylation) de ’'ADN,
» Les modifications covalentes des histones,
» Leremodelage de la chromatine :
o Le glissement des nucléosomes vers une nouvelle position sur I'ADN
génomique,
o Les changements conformationnels dans les interactions histone / ADN,
o Les perte/gain dynamiques d'histones par désassemblage et
réassemblage.

» Latranscription et les ARNnc.
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Figure 31 Marqueurs épigénétiques régulant la structure de la chromatine (Ozkul et Galderisi 2016)

Les MSC possedent des capacités d'auto-renouvellement et de différenciation, et
modulent également puissamment la niche environnante composée de facteurs

solubles, de MEC et de plusieurs types de cellules.

Il est important de noter que les MSC apparaissent comme des contributeurs de
’homéostasie tissulaire, car elles interviennent de maniére cruciale dans le

développement des tissus (Figure 32) :

» Au cours du développement,

» Dans le maintien des tissus a I'age adulte,

» Dans la réparation des tissus en cas de blessure,

» Dans la régénération des tissus dans les applications thérapeutiques (Sui et al.
2020).
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Figure 32 Régulation épigénétique des MSC dans I'hnoméostasie tissulaire (Sui et al. 2020)

I\VV.1. METHYLATION DE L’AD

N

La méthylation de I'ADN est associée a la mise sous silence de la transcription ; il en

résulte l'ajout d'un groupe méthyle a la cytosine dans le dinucléotide cytosine

phosphate guanine (CpG) ou ilots CpG (Ma et Kang 2019).

Des études ont révélé plusieurs formes de méthylation de I'ADN, notamment en :

» 5-methylcytosine (5-mC), la modification épigénétique courante du génome

humain,
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» 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC),
» 5-formylcytosine (5-fC),
» 5-carboxylcytosine (5-caC) (Maiti et Drohat 2011).

Les ADN methyltransferases (DNMT) sont responsables de la méthylation de I'ADN,
qui transfere un groupe méthyle de la S-adenosyl methionine (SAM) au site 5’ du cycle

cytosine dans I'ADN.

Dans le génome humain, cing DNMT ont été identifies, dont DNMT1, DNMT2,
DNMT3a, DNMT3B8 et DNMT3L or bien que DNMT2 et DNMT3L aient une
conservation de séquence avec les trois autres DNMT, ils ne possédent pas d'activité
catalytique (Lyko 2018).

Par ailleurs, les DNMT peuvent étre divisées en deux groupes : les DNMT de novo et
les DNMT de maintenance (Han et Yoon 2012).

Ainsi, DNMT1 maintient, lors de la réplication, la méthylation établie tandis que les
DNMT3a et DNMT3B modifient 'ADN natif non méthylé (S. Liu et al. 2015).

A linverse, les protéines de la famille ten-eleven translocation (TET) convertissent le
5-mC en 5-hmC, ce qui favorise la déméthylation de I'ADN et la transcription des genes
(R. Yang et al. 2018; Ozkul et Galderisi 2016) ; ces protéines TET sont des enzymes

dont l'activité est dépendante de I'oxygéne et de I'alpha-cétoglutarate.

La méthylation de I'ADN est impliqguée dans plusieurs processus biologiques, tels que
'empreinte génomique, la régulation de l'expression des génes épigénétiques, la

stabilité du génome et I'extinction des transposons (Nishiyama et Nakanishi 2021).

Les DNMT, a savoir DNMT1, DNMT3A et DNMT3B, ajoutent des groupes -méthyle
aux nucléotides, entrainant l'inactivation des génes, or I'expression de Dnmt1 diminue

avec I'age, entrainant une réduction du niveau de méthylation de I'ADN.

En revanche, I'expression de Dnmt3A et Dnmt3B augmente avec I'age et contribue
ainsi a la méthylation d'flots CpG de novo dans les cellules de mammiferes (K. Wang
et al. 2022).

Chez des patients ages, les mutations de Tet2 ou Dnmt3a augmentent I'expression de
cytokines pro-inflammatoires et entraine une inflammation chronique, associée aux

maladies cardiovasculaires conventionnelles (Bick et al. 2020).
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Le vieillissement est souvent marqué par une hypo méthylation globale de I'ADN, mais

une hyper méthylation se produit également au niveau d'illots CpG sélectifs.

La méthylation de I'ADN au niveau du promoteur d'un gene conduit souvent a la

désactivation de ce géne (K. Wang et al. 2022).

IV.2. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES

HISTONES

Avec leur constitution en octameére, les histones subissent différentes modifications

post-traductionnelles (Figure 33) (J. Park et al. 2022), telles que :
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Figure 33 Sites et modifications des Histones (Im et Shin 2015)
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Les modifications des histones suppriment ou ajoutent des sites de liaison dans des
complexes protéiques spécifigues, mais affectent également les interactions

histone/ADN ou de diverses histones, régulant ainsi I'expression des genes.

Ces modifications post-traductionnelles (PTM) affectent la structure de la chromatine
et jouent un réle clé dans l'activation/inactivation transcriptionnelle, la réparation de

I'ADN ou des chromosomes.

Un nombre particulierement important de PTM a été découvert au niveau des

extrémités terminales des histones, librement accessibles aux enzymes.

Les mécanismes par lesquels les PTM des histones affectent la structure et la

dynamique de la chromatine peuvent généralement étre divisés en deux catégories :

» Les premiers peuvent influencer directement les interactions histone/ADN et
histone/histone,

» Les second peuvent étre ciblés par des effecteurs protéiques ou domaines de
liaison aux histones appelés lecteurs de PTM (Figure 34) (Musselman et al.

2012) ou « readers » s’assurant notamment de la conformité de la modification
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Figure 34 Lecteurs de PTM au niveau des Histones (Musselman et al. 2012)

Voici les principales modifications de histones regroupées dans ce tableau (Figure
35):
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Type Major member Modification/identification site Function
Wiriters
Histone acetylation GCNS H3K9, H3K14, H3K18, H3K36, H4K8 Transcriptional activation
p300/CBP H2AKS Transcriptional activation
H3K18, H3K27
HAKS, HAK12
Tip6e0 H2AKS Transcriptional activation
H3K14
HAKS, HAK8, HAK12, HAK16
Histone methylation SUV39h1 H3K9 [ranscriptional silencing
SUV39h2
GY%a H3K9 Transcriptional repression
SETDBI1 H3K9 Transcriptional repression
EZH2 H3K27 Transcriptional silencing
SETD2 H3K36 Transcriptional elongation
CARMI H3R1/, H3R26, H3R42 [ranscriptional activation
Histone phosphorylation Aurora B H3510, H3528 Transcriptional activation
Histone ubiquitylation Ring1B H2A Transcriptional repression
Rad6 H2B Transcriptional elongation
Frasers
Histone methylation LSD1 H3K4, H3K9 [ranscriptional activation/repression
KDM4B H3K9 Iranscriptional activation
KDMoEB H3K27 Iranscriptional activation
JMIDIC H3K9 Transcriptional activation
Histone acetylation HDAC1 H2A, H2B, H3, H4 Transcriptional repression
HOACA H2A, HZB, H3, H4 Transcriptional repression
HDACE H2A, H2B, H3, H4 [ranscriptional repression
HDACS H2A, H2B, H3, H4 Transcriptional repression
Histone phosphorylation PP1 H3510, H3528 Transcriptional repression
Histone ubiquitylation Ubp8 H2B Transcriptional activation
Readers
AcetylHlysine binding domains BRD2 Acetylated lysine Chromatin remodeling
Methyl-lysine binding domains Brpf1 Methylated lysine
HP1
L3MBTL1

Figure 35 Principales modifications des Histones et leurs effets (J. Ren et al. 2020)

Parmi ces modifications, la méthylation et I'acétylation des résidus lysine sont les plus

étudiées et sont connues pour affecter le processus de vieillissement.

Des études in vivo et in vitro rapportent des changements globaux dans les niveaux
de H3K9me3, H4K20me3, H3K27me3 et H3K9ac au cours du vieillissement (Crouch
et al. 2022), cela conduisant a la réactivation de séquences répétitives et a une
expression génique dérégulée en raison d’'une accessibilité aberrante a la chromatine
(Figure 36) :
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Figure 36 Remodelage structurel de la chromatine au cours du vieillissement (K. Wang et al. 2022)

IV.2.1. ACETYLATION DES HISTONES

Elle se produit principalement a I'extrémité N-terminale des histones H3 et H4 de la
lysine ; or il existe plus de quarante sites de lysine différents modifiés par acétylation
(Yingming Zhao et Garcia 2015).

L’acétylation résulte de l'interaction entre les histones acétyltransférase (HAT) et les
HDAC qui ajoutent ou suppriment respectivement le groupement fonctionnel acétyle

au niveau des résidus lysine des queues N-terminales des histones.

Les HAT favorisent I'acétylation des histones en catalysant le transfert d'un groupe

acétyle vers un site lysine et sont principalement divisées en trois familles :

» Le complexe CREB,

» Lafamille MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 et Tip60 (MYST),

» La N-acétyltransférase liée a GCN5 (GNAT),

» La famille GNAT comprend HAT1l, GCN5 et p300/CREB binding protein
associated factor (PCAF) (Marmorstein et Zhou 2014).

87|Page



Quant aux HDAC, elles inhibent I'acétylation des histones en catalysant I'élimination

du groupe acétyle et ont été classées en quatre classes :

» La classe | comprend quatre HDAC, notamment HDAC1, HDAC2, HDACS et
HDACS, qui sont des protéines de type RPD3, orthologue de levure de HDAC1
et largement distribuées dans le noyau des lignées cellulaires et des tissus
humains.

» Laclasse Il comprend deux sous-classes dans les HDAC avec une expression
tissulaire spécifigue, HDAC4, HDAC5, HDAC7 et HDAC9 appartiennent a la
classe lla, tandis que la classe llb comprend HDACG6 et HDAC10.

» Laclasse lll est dépendante du NAD* et comprend les SIRT1 & 7.

» Laclasse IV ne comprend que HDAC11 (G. Li, Tian, et Zhu 2020).

L'acétylation des histones facilite I'activation de la transcription en relachant la
structure de la chromatine (Ozkul et Galderisi 2016; Jing et al. 2018; Wu et al. 2023).

IV.2.2. METHYLATION DES HISTONES

Elle se produit principalement aux extrémités N-terminales des Histones H3 et H4 des
résidus lysine et arginine (Gong et Miller 2019) et se retrouve dans la région de
I'hétérochromatine et notamment au niveau du promoteur de genes inactifs (Young et
al. 2011).

La méthylation des histones sur la lysine est régulée par les histones
méthyltransférases (HMT) et effacée par les histones déméthylases (HDM), tandis que
les protéines arginine méthyltransférases (PRMT) catalysent la méthylation de

I'histone au niveau de 'arginine (Wu et al. 2023).

Il existe une mono-, di- ou tri-méthylation des résidus lysine alors que les résidus
arginine ne peuvent étre que mono-méthylé ou asymétriquement ou symétriquement
diméthylés (Figure 37) (Gong et Miller 2019) :
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Figure 37 Processus de méthylation des Histones (Gong et Miller 2019)

Les histones méthylées peuvent étre reconnues par des protéines contenant divers

domaines de lecture de liaison aux groupements méthyl, tels que (Figure 38) :

La séquence a motifs tres conservés Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP),

Le chromo-domaine (Chromo),

L’homéo-domaine a motif Cys4-His-Cys3 découvert chez les végétaux,
Le domaine conservé Tudor,

La répétition B-transducine (WD40) (Gong et Miller 2019) :

YV V. V VYV V

Figure 38 Domaines de lecture des Méthylations (Gong et Miller 2019)

Selon le site de méthylation, les effets sont différents ; ainsi, H3K4me3 se trouvent
dans le promoteur de génes actifs au sein de l'euchromatine, mais pas dans les

régions silencieuses de I'hétérochromatine (R. Schneider et al. 2004).

La méthylation des histones H3K9 et H3K27 sont présents dans les promoteurs de

genes inactifs dans les régions d'hétérochromatine (Young et al. 2011).
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Or l'activité d'un « reader » a travers une modification particuliere peut étre influencée

par les PTM voisins.

Ainsi, de nombreux « readers » s’associent a un prolongement de I'extrémité terminale
des histones, permettant la détection de plusieurs marqueurs ; les PTM voisins

pouvant améliorer ou empécher l'interaction avec le PTM cible (Figure 39) :

Combinatorial readout in cis

Effect of multiple PTMs
Reader |Reader

Reader

i ()

\

S

Combinatorial readout in trans

Reader Reader‘ Reader| ' Reader

Intranucleosomal Internucleosomal

Multisubunit
complex

Figure 39 Lecture combinatoire des PTM (Musselman et al. 2012)

Contrairement a l'acétylation des histones, leur méthylation ne modifie pas la charge
de la protéine affaiblissant l'interaction avec les ADN mais recrute des protéines de
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liaison spécifiques telles que les protéines PcG et les protéines HP1, ce qui affecte la

structure de la chromatine.

L'état hétérochromatique silencieux est associé a de faibles niveaux d'acétylation et a
des niveaux éleves de certains sites méthylés (H3K9, H3K27 et H4K20).

IV.3. REMODELAGE DE LA CHROMATINE

Les nucléosomes sont constitués d'octameres de protéines histones enveloppés par
de I'ADN (Parmar et Padinhateeri 2020).

En tant que répresseur général de genes, un nucléosome inhibe linitiation de la

transcription.

Les complexes de remodelage de la chromatine peuvent réguler l'expression des
géenes en utilisant I'énergie de I'hydrolyse de '’ATP pour modifier I'état d'empaquetage
de la chromatine en déplacant, en glissant, en perturbant ou en restructurant le

nucléosome.
Le processus de remodelage comprend plusieurs étapes clés :

» La dissociation de I'ADN génomique a la périphérie du nucléosome avec
formation de protubérances d'ADN a la surface de I'octamére d'histone,

» La propagation ondulée de lI'anneau d'ADN a la surface du nucléosome,

> Le repositionnement de 'ADN sans modification du nombre total de contacts
histone-ADN (Wu et al. 2023).

Il existe quatre familles de complexes de remodelage de la chromatine :

» La famille de re-modeleurs SWiltch/Sucrose non-fermentable SWI/SNF (Cenik
et Shilatifard 2021),

» La famille imitation SWitch (ISWI) (Yanan Li et al. 2021),

Le chromo-domaine hélicase de liaison a 'ADN (CHD) (C. Liu et al. 2021),

» La famille inositol requiring 80 (INO80) (Willhoft et Wigley 2020).

v
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Par ailleurs, les re-modeleurs de chromatine, protéines du groupe PcG et les protéines
du groupe Trithorax (TrxG) sont essentielles a la différenciation des cellules stromales

et au développement précoce (Figure 40) (Im et Shin 2015) :

Active chromatin

(%?ﬁ&(?m/\_"{mm @

© H3K27me3

Poised chromatin

Figure 40 Structure bivalente de la chromatine régulée a travers les complexes PcG et TrxG (Im et Shin 2015)

Elles fonctionnent pour maintenir les motifs d’expression spécifiques de genes et
conserver l'identité de chaque type cellulaire au cours de la différenciation des cellules
souches (Stribbe et al. 2011).

Au cours du développement, les protéines PcG maintiennent un état réprimé
d'expression génique, alors que les protéines TrxG neutralisent la mise sous silence

maintenant ainsi des états actifs.

Les protéines PcG travaillent ensemble a la modification des histones dans le but de
réguler la structure de la chromatine et de modifier de fagon dynamique I'expression

des génes au cours de la différenciation.

Elles forment des complexes multiprotéiques ou polycomb repressive complexes

(PRC) qui sont au nombre de deux :

o PRC1
Elles sont constituées de la ring finger protein 1 (Ringl), de la protéine Bmil,
de la polycomb group ring finger2 (PCGF2) et des protéines de la famille des

chromobox ring1l.
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Elle posséde une activité ubiquitine ligase E3 qui mono-ubiquitine I'histone H2A
a la lysine 119.

o PRC2
Il est constitué de l'enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), de |I'embryonic
development protein (EED) et de la protéine suppressor of zestel2 (SUZ12).
EZH2 a quant a lui une activité enzymatique pour H3K27me3, qui sert de signal
de liaison des protéines PRC1 (Ku et al. 2008).

Cartographier a I'échelle du génome des profils de méthylation des histones de ESC
a permis de mettre en évidence des modeles de chromatine uniques appelés
« domaines bivalents », qui détiennent a la fois une marque de géne actif H3K4me3
dans les petites régions et un marqueur H3K27me3 répressif dans les grandes régions

du génome.

La fonction des domaines bivalents est a la fois de garder sous silence les génes du
développement dans les ESC et les garder par ailleurs prétes a étre activées lors de

la différenciation (Bernstein et al. 2006).

IV.4. ARNNC

De nombreux ARNNc ont été découverts grace aux progres marqués de la technologie

de séquencage.

Seulement 2% du génome humain peut étre traduit en protéines, le reste étant transcrit

en ARNNc de tailles et de fonctions diverses.

Selon leur longueur, les ARNNc sont principalement classés (St Laurent, Wahlestedt,

et Kapranov 2015) en :

» Petits ARN non codants (ARNsnc), dont la taille est comprise entre 18 et 200
nucléotides et pouvant étre subdivisés en :
o mIARN,
o Petits ARN nucléaires (SnARN),
o Piwi-interacting ARN (piARN).

» ARNNc dont la taille est supérieure a 200 nucléotides,
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» ARN circulaires (ARNCcirc).

Les ARN non codants, y compris les miARN et les ARNInc, représentent un autre

mécanisme épigenétique crucial pour réguler la fonction in vivo des MSC.

Bien que divers miARN et ARNInc soient reconnus comme régulateurs de la
régénération tissulaire ectopique médiée par les MSC, seuls quelques ARN candidats
non codants ont une signification fonctionnelle dans les MSC résidentes (Sui et al.
2020).

Les ARNnc comme les miARN modulent généralement les processus post-
transcriptionnels en empéchant la traduction de leur ARNm cibles mais peuvent

également étre impliqués dans la régulation transcriptionnelle (Wu et al. 2023).

Les ARNnNc, régulent largement I'expression des génes dans de multiples processus
biologiques aux niveaux épigénétique, transcriptionnel et post-transcriptionnel, jouent

également un role essentiel dans le vieillissement (K. Wang et al. 2022).

Ainsi, 'ARNnNc appelé régulateur de prolifération des cardiomyocytes (CPR) qui, s'il est
régulé négativement, induit l'activation du cycle cellulaire et diminue la formation de

cicatrices apres une Iésion cardiaque (Ponnusamy et al. 2019).

Le CPR régule I'expression du géne minichromosomal maintenance 3 (Mcm3) en
recrutant la méthylation des ilots DNMT3A et CpG sur le promoteur Mcm3 ; cette
découverte suggéere que le INcRNA pourrait étre la cible d’'un nouveau traitement

contre I'infarctus du myocarde.

La plupart des études sur les molécules d’ARN modifiées en m6A et m5C proviennent
de la biologie du cancer laissant les maladies cardiovasculaires relativement

inexplorées (Muller et al. 2019).

A I'heure actuelle, plusieurs INCARN et miARN ont été étudiés dans des contextes
physiopathologiques différentiels, notamment I'hypoxie (R. Sun et Zhang 2019), la
régénération cardiaque (Tao et al. 2019), I'athérosclérose (Vengrenyuk et al. 2015) et
en présence d’'une altération de la pression artérielle (Boettger et al. 2009), mais on
sait peu de choses sur les conséquences de modifications épigénétiques sur leur

structure, leur régulation et leur fonction.
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Les conséquences physiologiques et physiopathologiques de la modification de 'ARN
dans l'adénosine et la cytosine et leur implication dans les maladies cardiovasculaires
restent pour la plupart floues malgré des avancées (Figure 41) (Dorn et al. 2019;
Mathiyalagan et al. 2019; Ponnusamy et al. 2019) :

CVDs Nucleic Acid Involved Enzyme Base Effects
Cardiac hypertrophy mRNA of MAPK METTL3 A Increased size of cardiomyocytes
Dilated cardiomyopathy Global RNA METTL3 A Cell growth arrest
Cardiomyopathy after hypoxia/reperfusion injury LncRNA (MALAT1) METTL3 A Apoptosis
Cardiac hypoxia mRNA of TEFB METTL3 A Increased apoptosis and reduced autophagy

Ischemic stroke in the presence of HHcy DNA promoter of H19/IGF2 DNMT3B Cc Alteration of H19 and ‘Gii:i)i(s:;;j?e induction of apoplosis in
mRNA METTL3 A Induction of M1 macrophage polarization; increased inflammation

LncRNA (MALAT1) METTL3 A Increazed vascular adhesiveness

Atherosclerotic plague formation IMIRNA (microRNA125b) Nsun2 C Increased cell adhesion on VCAM

DNA promoter of DNMT3B o] Increased cell adhesion and inflammation
microRMNA145
Atherosclerotic plaque formation in association with mRNA of IL-17A Nsun2 Cc Increased expression of pro-inflammatory cytokines

HHcy

Figure 41 Modificaion des ARN dans les CVD et leurs effets (Mongelli et al. 2020)

V.4.1. MIARN

Les miARN sont un type essentiel d’ARN endogénes d’une longueur d’environ 20 a 23
nucléotides, qui proviennent d’'un précurseur d’ARN double brin ou en épingle a

cheveux ; 'ARN pol Il contribuant & la biogenése des miARN.

Les miARN peuvent inhiber I'expression des genes et supprimer la traduction en
incorporant un complexe de mise sous silence induit par TARN (RISC) et en

s’appariant aux régions non traduites en 3' (3-UTR) des ARNm cibles (Wu et al. 2023).

Il existe un interaction entre I'expression des miARN et la machinerie épigénétique, y

compris une boucle de rétroaction entre eux (Q. Yao, Chen, et Zhou 2019).

Divers miARN sont régulés par des mécanismes épigénétiques, notamment la

méthylation de I'ADN et les modifications des histones.

En outre, les miARN sont impliqués dans les processus épigénétiques en modulant
les enzymes clés des modifications épigénétiques, telles que les HDAC et les DNMT

(H. Jiang et al., s. d.).
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Les miARN interagissent avec les ARNm cibles par appariement de bases
complémentaires entre les miARN et la région non traduite 3’ de 'ARNm, provoquant

la dégradation de ’'ARNm cible ou la suppression traductionnelle (Figure 42) :
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Figure 42 Mécanismes de fonctionnement des miARN (Im et Shin 2015)

Les signaux inflammatoires sont a la base de toutes les maladies chroniques et sont
souvent déclenchés par des conditions dys-métaboliques associées au vieillissement,
un processus largement défini comme inflammatoire ; or certains ARNnc sont régulées

par méthylation avec des conséquences sur I'homéostasie cardiovasculaire.

Ainsi, in vivo, l'expression de miR-145 a un impact sur l'athérosclérose ; des niveaux
élevés de ce miARN protégent les vaisseaux sanguins de la formation de plaques

d’athérome et de I'hypertension (Vengrenyuk et al. 2015).

La méthylation du promoteur miR-145 régule négativement I'expression du miRNA
régulé en cis, empéchant son action indésirable sur le facteur nuclear factor of

activated T cells 1 (NFATc1) et CD13 ; en conséquence, les cellules musculaires lisses
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vasculaires expriment davantage de protéine nucleotide-binding oligomerization
domain-like receptor protein 3 (NLRP3) qui, a son tour, active la sécrétion d’IL1f,

favorisant I'inflammation intravasculaire (Zhong et al. 2018).

De plus, miR-145 régule les protéines ubiquitin-like containing PHD and RING finger
domains 1 (UHRF1), qui interagissent avec DNMTL1, suggérant un lien indirect entre
la modulation des miARN et la méthylation de I'ADN (Elia et al. 2018).

Il a été constaté que DNMT1 méthylait le promoteur miR-145, réalisant une boucle de
rétroaction négative (Zhong et al. 2018) ; ce phénoméne se traduisant par une
régulation positive de différents génes, améliorant de fait la transcription des cytokines

liges a l'inflammation.

Il a également été démontré que les mIARN modulaient I'expression des génes en
inhibant la traduction de ’TARNm et en provoquant une dégradation de ’TARNm (Poller
et al. 2018; X. Sun, Haider Ali, et Moran 2017; Archer et al. 2015).

Par ailleurs, il semble que les miARN puissent affecter I'angiogenese myocardique
ainsi que la survie et la prolifération des cardiomyocytes en régulant I'expression des
genes cibles ; certains miIARN étant connus pour étre impliqués dans I'angiogenése

du muscle cardiaque (Fadaei et al. 2022) .

L'angiogenése est essentielle a I'apport d'oxygene et de nutriments essentiels au
muscle cardiaque et peut étre activée ou réprimée par un certain nombre de microARN
(Figure 43) :

» miR-15, miR-24, miR-26 et miR-92a qui répriment tous l'angiogenese en
inhibant les fonctions des cellules endothéliales.
» miR-210 déclenche I'angiogenése en inhibant plusieurs facteurs anti

angiogéniques.
Un certain nombre de miARN ont été identifiés comme étant impliqués dans l'apoptose

et la survie des cellules cardiaques ; l'inhibition de l'apoptose ou une augmentation

des signaux de survie favorisant la regénération cardiaque.
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[ Angiogenic
[ Antiangiogenic
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Cardiomyocyte
Cardiomyocyte
apoptosis
3 Proapoptotic
[ Antiapoptotic
C

Cardiomyocyte

Cardiomyocyte
proliferation

3 induce proliferation
3 Inhibit proliferation

Figure 43 Réle des miRNA dans l'infarctus du myocarde (Fadaei et al. 2022)

Ainsi la famille miR-15 (miR-320, miR-34 et miR-140) peut servir de facteurs pro-
apoptotiques, tandis que miR-24 et miR-214 peuvent agir comme facteurs anti-

apoptotiques.

La prolifération des cellules cardiagues est limitée, cependant, la régénération
cardiaque peut augmenter suite a une stimulation de la prolifération ; il a ainsi été
démontré que miR-19, miR-199a et miR-590 pouvaient favoriser la prolifération des
cellules cardiaques, tandis que miR-15 et miR-133 inhibaient la prolifération des

cellules cardiaques (Fadaei et al. 2022).
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V.4.2. ARNLNC

En raison de leurs emplacements différents par rapport aux génes codant pour les
protéines, les ARNInc sont regroupés en cing classes différentes (Quinn et Chang
2016) :

Les ARNInc intergéniques,
Les ARN antisens,
Les ARN chevauchants sens,

Les ARN introniques sens,

YV V. V VYV V

Les ARNNc de transcription « traités ».

Les ARNnNc participent a différents processus biologiques cruciaux, tels que la
régulation de l'activité enzymatique et la formation de la structure des chromosomes,
en agissant comme des échafaudages, des leurres ou des signaux (S. Geisler et Coller
2013).

Récemment, il a été rapporté que les IncARN agiraient comme des éponges de miARN
dans le cytoplasme, ou des genes hétes pour la transcription des miARN dans le noyau
(Z. Zhao et al. 2020).

De plus, les ARNnNc interviennent dans la méthylation de I'ADN et agissent comme des
échafaudages modulaires des complexes de modification d'histone (W. Huang et al.
2022).

lls exercent leurs effets sur les maladies cardiaques en affectant les modifications des
genes épigénétiques, la régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle via une
liaison directe aux protéines, aux miARN et a d'autres ARNnc (Hobul3, Béar, et Thum
2019).

Bien que le nombre d’ARNNc découverts ait augmenté au fil des années, il existe
encore peu d’informations sur les mécanismes d’action et les fonctions remplies par

ces biomolécules.

L’'une des raisons de ce retard est que de nombreux ARNNc présentent des modéles

d’expression temporels et spatiaux uniques (Derrien et al. 2012).

De plus, contrairement aux microARN et aux ARNm, la plupart des ARNnc ont une

mauvaise conservation des séquences entre les differentes especes, ce qui rend
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difficile l'obtention d'informations fonctionnelles et des mécanismes d'action de la
grande majorité des ARNNc et, par conséquent, la traduction des résultats des

modéles animaux aux humains (C. C. M. Correia et al. 2021; Diederichs 2014).

Par conséquent, les essais cliniques se limitent a travailler uniguement avec les

ARNNc qui ont des homologues humains.

V.4.3. ARNCIRC

Les ARNcirc, une nouvelle classe d'ARN endogénes contenant des structures en
boucle fermée de maniere covalente, sont spécifiques des tissus et des cellules des

eucaryotes (Kristensen et al. 2019).

Au cours du processus d'épissage des ARN, les ARNcirc sont générés a partir
d'introns, d'exons ou d’'une combinaison d'exons et d'introns. Contrairement aux
molécules d’ARN linéaires normales, les queues 3’ et 5 des ARNcir sont jointes de

maniere covalente pour former une boucle fermée.

De nombreux ARNCcirc jouent un rdle biologique important dans de nombreuses
maladies métaboliques en fonctionnant comme des éponges de protéines ou de
mMIiARN et en s’auto-traduisant (Schreiner et al. 2020) ; ils présentent une spécificité

tissulaire et une conservation évolutive.

Des études récentes indiquent que les ARNcirc participent a la régulation de la

méthylation de I'ADN et a la modification des histones (Dong et al. 2021).

lls peuvent agir comme un ARN endogene compétitif et une éponge qui se lie aux
séquences complémentaires de miARN pour modérer I'expression des genes (Qu et
al. 2015; Salmena et al. 2011).

Pour le moment de nombreuses équipes explorent les genes cibles des ARNcirc dans
le contexte de I'infarctus du myocarde sur des modeéles animaux (L. Huang et al. 2023,
Fadaei et al. 2022; C. Luo et al. 2021; Bai et al. 2019).
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IV.5. IMPACT DES REGULATIONS EPIGENETIQUES

L'acétylation des histones est importante dans la régulation de I'expression des genes
et est normalement associée a des régions denses en génes transcriptionnellement

actives, appelées euchromatine.
L’acétylation peut étre transitoire et doit étre maintenue par une activité enzymatique.

Les HAT transférent le groupe acétyle (-COCHs) de I'acétyl-CoA aux résidus lysine ; a

l'inverse, les HDAC suppriment les groupes acétyle.

Les HAT et les HDAC sont également capables de modifier une grande variété de
protéines non histones dont I'activité dépend de leur statut d'acétylation, telles que les
facteurs de transcription, les protéines chaperons, les médiateurs de transduction du

signal, les protéines structurelles et les médiateurs de l'inflammation.

Par conséquent, les changements dans I'état d’acétylation ont des conséquences sur
la stabilité des protéines, les interactions protéine-protéine et les interactions protéine-
ADN (Figure 44) (Bassett et Barnett 2014) :

Mechanisms linked to transcriptional activation
Acetylation (HATs)
Lysine methylation (H3K4, H3K6, H3K79)
Lysine de-methylation (H3K9, H3K27, H4K20)
Mono-ubiquination

Open chromatin
DNA accessible
Transcription activated

De-acetylation (HDACs)

Lysine methylation (H3K9, H3K27, H4K20)
Lysine de-methylation (H3K4, H3K6, H3K79)
De-ubiquination (DUBs)
Mechanisms linked to transcriptional repression

Figure 44 Modifications clés des histones influengant I'expression des genes (Bassett et Barnett 2014)

Des modifications apportées a des résidus d'histone spécifiques, telles que I'ajout d'un

groupe acétyle a un résidu lysine via une HAT, conduisent au dépliement de la
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chromatine, ce qui permet a la machinerie transcriptionnelle d’accéder a I'ADN,

entrainant ainsi une activation transcriptionnelle.

A linverse, I'élimination de ce résidu acétyl par I'intermédiaire d’'une HDAC modifie la

configuration des histones, ramenant a nouveau la chromatine a sa forme fermée.

Dans le cas de la méthylation des histones, I'effet sur la conformation de la chromatine

dépend du résidu lysine spécifique méthylé (Bassett et Barnett 2014).

Différents mécanismes de mise sous silence épigénétique empéchent la transcription

des localisations génomiques.

Ainsi I'enroulement de I'ADN autour des octameres d'histone pour former des
nucléosomes constitue une barriere au recrutement et a la processivité des ARN
polymérases ; les nucléosomes tres compactés sont inaccessibles aux ARN
polymérases et aux facteurs de transcription et les génes contenus dans ces régions

restent donc silencieux.

L'empaquetage du génome est influencé par les modifications des queues d'histone
et de 'ADN.

Les altérations des histones et les modifications de I'ADN sont courantes dans le
cancer et d'autres maladies et on s'attend donc a ce que de petites molécules capables
d'inhiber l'activité des enzymes impliquées dans ces modifications aient un potentiel

thérapeutique.

Plusieurs de ces inhibiteurs font actuellement I'objet d’essais cliniques ou ont été
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement de certains

cancers (Mohammad, Barbash, et Creasy 2019).

Ces médicaments ciblent des facteurs distincts impliqués dans la régulation
épigénétique or plusieurs des enzymes épigénétiques ciblées par ces médicaments,
telles que les DNMT, les HDAC, I'HDM lysine specific demethylase 1 (LSD1) et les
HMT EZH2 et G9A, jouent un rdle dans la répression transcriptionnelle des
transposable elements (TE) dans les cellules cancéreuses (Figure 45) (Barrero
2020) :
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Figure 45 Inhibiteurs épigénétiques stimulant I'expression des TE dans les cellules cancéreuses (Barrero 2020)

Il a été rapporté que les lysine méthyltransférases et les lysine déméthylases étaient
capables de catalyser respectivement le processus de N-méthylation et de N-
démeéthylation des histones lysines.

Sur la base de leurs mécanismes catalytiques, les déméthylases sont divisées en deux

SOUS-groupes :

» LSD1 et LSD2 dépendants du FAD,
» La famille Jumonji C domain-containing histone demethylase (JMJD) contenant

le domaine JmjC.

Avant la découverte de la premiére déméthylase LSD1 en 2004 (Y. Shi et al. 2004), le
processus de méthylation des histones était considéré comme irréversible or LSD1
déméthyle spécifiquement les résidus histone lysine H3K4mel/2 et H3K9 mel/2
(Figure 46) :
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\.H Li» \N ¥> \N
0 H o H o
H3K4Me,, R = Me Oxidized methylated lysine H3K4Me4, R = Me
H3K4Me,, R =H H3K4, R=H

Figure 46 Déméthylation FAD-dépendante médiée par LSD1 des lysines méthylées (Y. Fang, Liao, et Yu 2019)
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LSD2, une histone H3K4mel/2 déméthylase, est le seul homologue de LSD1 dans le
génome humain (R. Fang et al. 2010).

LSD1 se lie aux régions promotrices, tandis que LSD2 est principalement enrichi au
niveau des régions corporelles des génes activement transcrits ; par conséquent, le
LSD2 est également important dans la régulation épigénétique mais a une
organisation structurelle et des fonctions différentes par rapport au LSD1 (Yi Yang et
al. 2015).

La famille JIMJD quant a elle, élimine par oxydation le groupe tri-méthyle du résidu
lysine de I'histone de maniére dépendante du Fe?* et du 2-cetoglutarate (2-CG) et
jouent un réle clé dans la différenciation cellulaire, la prolifération et l'auto-

renouvellement des cellules souches (Figure 47) (Johansson et al. 2016) :
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Figure 47 Déméthylation Fe2+/2-OG-dépendante médiée par JmjC des lysines méthylées (Y. Fang, Liao, et Yu
2019)

LSD1 régule certains substrats non histones, notamment DNMT1, p53, STAT3 et
I'adenoviral early region 2 binding factor 1 (E2F1), qui possédent des fonctions vitales

lors de l'expression des genes (Zheng et al. 2015).

Ces études indigquent que LSD1, en tant qu’ « eraser » de H3K4/9me, pourrait réguler

I'expression des génes au cours de la carcinogenese.

LSD1 supprime par ailleurs la transcription des génes en se liant au complexe co-
repressor of repressor element-1 silencing transcription (CoREST) ou supprime le
remodelage des nucléosomes et le complexe répressif de la désacétylase mais |l
favorise également l'activation transcriptionnelle lors de la liaison au récepteur des
androgénes (AR) ou au récepteur des cestrogénes (ER), régulant ainsi de nombreux
processus cellulaires fondamentaux (Magliulo, Bernardi, et Messina 2018).
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Par exemple, la liaison de H3 et I'expression génique du LSD1 sont affectées par la
désacétylation du LSD1 médiée par HDACL.

La diaphonie entre HDAC1 et LSD1 suggere que l'activité de LSD1 pourrait étre

influencée par les inhibiteurs de HDAC (Nalawansha et Pflum 2017).

Des niveaux élevés de LSD1 ont été trouvés dans divers cancers et montrent une
relation étroite avec de nombreux effets cellulaires tels que la transition épithéliale-
mésenchymateuse, la prolifération et la différenciation cellulaire, la biologie des

cellules souches et la transformation maligne (Abdel-Magid 2017).

L'inactivation du LSD1 améliore également I'immunité antitumorale et inhibe le blocus

des points de contrble (Sheng et al. 2018).

Le profil d'expression révele que linhibition du LSD1 affecte principalement la
machinerie de réplication et le cycle cellulaire, et interrompt la signalisation en aval de

I’epithelial growth factor receptor (EGFR).

L'inhibition pharmacologique du LSD1 conduit a l'inhibition de la prolifération, de la
différenciation, de l'invasion et de la migration in vitro et in vivo (Zheng et al. 2016) ;
cibler l'activité indépendante de la déméthylase du LSD1 est une stratégie émergente

pour le traitement des cancers.

Ces résultats mettent en évidence I'importance biologique du LSD1 en tant que cible
thérapeutigue émergente ; ainsi, le traitement proposé par le laboratoire
GlaxoSmithKline - lysine specific demethylase 1 (GSK-LSD1), notamment
GSK2879552 a montré une sélectivité élevée pour le FAD, conduisant a une
inactivation compléte du LSD1 (Y. Fang, Liao, et Yu 2019).
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V. LIEN METABOLISME ET EPIGENETIQUE

La régulation du métabolisme cellulaire est essentielle au maintien de 'lhoméostasie,
de la croissance, de la prolifération, de la migration, de la différenciation et de

I'apoptose des cellules.

Cette regulation implique des changements coordonnés dans I'expression des genes
en réponse a des signaux extracellulaires et intracellulaires afin de gérer les besoins

des cellules et s’adapter aux flux environnementaux.

Par ailleurs, l'exercice et le sommeil jouant également un role essentiel dans la
régulation de I'noméostasie des cellules souches, I'axe de régulation métabolique-
épigénétique contrbélant ces processus doit également étre étudié pour comprendre de

maniere globale la régulation du vieillissement cellulaire.

Diverses enzymes métaboliques codées par le noyau, généralement localisées dans
le cytoplasme ou les mitochondries, sont également présentes dans le noyau ; cette
localisation dynamique des enzymes métaboliques régule les niveaux de métabolites
de maniere spatio-temporelle avec des conséquences directes sur la régulation

épigénétique de I'expression des genes (Wiese et Bannister 2020).

Le métabolisme est ainsi étroitement intégré aux processus épigénétiques et épi
transcriptomiques pour réguler les réponses physiologiques aux stimuli
extracellulaires, et la dérégulation de ces voies interconnectées peut avoir de
profondes conséquences, conduisant au développement de maladies spécifiques
(Figure 48) (Wiese et Bannister 2020) :
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Figure 48 Impact des intermédiaires métaboliques sur les modifications de la chromatine (Wiese et Bannister 2020)

La différenciation des MSC est un processus régulé par diverses voies de signalisation
avec un enchevétrement complexe dans laquelle tous les types de régulation

épigénétique et transcriptionnelle sont impliqués (Mortada et Mortada 2018).

Les premiéres études se sont concentrées sur la maniére dont les stimuli externes et
les facteurs de transcription internes modulent la différenciation des MSC ; cependant,
des études récentes ont révélé le rble des modifications des histones dans ce
processus (B. Huang, Li, et Jiang 2015).

Il est maintenant établi que la modification des histones au niveau des régions
promotrices des facteurs de transcription associés a I'engagement vers une lignée

cellulaire, tels que :

» Runx2 et Osterix (Osx) dans la différenciation ostéogénique,

» Ppary et CCAAT/enhancer-binding protein alpha (Cebpa) dans la différenciation
adipogénique,

» Sox9 dans la différenciation chondrogénique,
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Sont modifiés dynamiquement (Figure 49) (Meyer et al. 2016; J. Ren et al. 2020) :
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Figure 49 Différenciation des MSC associée aux modifications épigénétiques des Histones intervenant au niveau
de génes spécifiques de lignées (J. Ren et al. 2020)

La modification des histones influence I'expression des genes et donc I'engagement
du devenir des MSC (Figure 50) (J. Ren et al. 2020) :
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Figure 50 Role des enzymes modifiant les Histones dans la différenciation des MSC (J. Ren et al. 2020)

Les modifications des histones, sont réversibles mais peuvent avoir des conséquences
distinctes.
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Tan et ses collégues ont noté que les marques H3K9ac sur les régions promotrices du
gene diminuaient globalement, mais que les marques H3K9me2 quant a elles

augmentaient au cours de la différenciation ostéogénique (Tan et al. 2009).

Les génes méthylés sur '’ADN présentent certaines tendances a I'’hyper- ou a 'hypo
méthylation au cours du vieillissement ; ainsi, I'hyper-méthylation est associée aux
marques répressives des histones H3K9me3 et H3K27me3, tandis que [I'hypo-
méthylation est associée a H3K4mel (J. Ren et al. 2020).

Par exemple, H3K4me3 et H3K36me3 marquent des genes transcriptionnellement
actifs, tandis que H3K9me3 et H3K27me3 sont associés a la répression

transcriptionnelle dans I'hétérochromatine (Fernandez et al. 2015; Sui et al. 2020).

Ces « codes » de méthylation d'histone peuvent étre ajoutés ou supprimés en fonction
des méthylases ou déméthylases spécifiques respectives.

En outre, les différents types de cellules souches, tant embryonnaires qu’adultes, sont
caractérisés par la présence de genes a domaines bivalents, controlés par les
protéines PcG et TrxG qui jouent un réle crucial dans la régulation du développement
(Im et Shin 2015).

by

Ces genes possedent simultanément une méthylation H3K4me3, associée a une
activation de la transcription, et une méthylation H3K27me3, normalement associée

aux genes transcriptionnellement inactifs.

Cette caractéristique agit vraisemblablement comme une « mémoire épigénétique »,

d’ou une certaine plasticité de la cellule souche (Blanco et al. 2020).

Lors de I'activation, trés peu de génes perdent leur état bivalent, c’est en effet au stade
de myoblaste que la bivalence sera résolue (Leduc-Gaudet, Guirguis, et Sincennes
2023).

Dans les cellules souches musculaires quiescentes, prés de la moitié des génes
présentent la marque permissive H3K4me3, et sont donc préts a étre transcrits (L. Liu
et al. 2013); en revanche, trés peu de génes possedent la marque répressive

H3K27me3 or lors de I'activation, l'identité et le nombre de génes portant la marque
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H3K4me3 ne varient cependant pas, mais la présence de la marque répressive

H3K27me3 est fortement augmentée.

Cette marque épigénétique est corrélée a une augmentation de I'expression de la
méthyltransférase EZH2, 'enzyme responsable de la méthylation K27 des histones (L.

Liu et al. 2013) ; I'état de la chromatine devient alors moins permissif.

Alors que la marque répressive H3K27me3 permet d’expliquer comment la cellule
souche musculaire restreint son potentiel lors de I'activation, 'absence de variation de
la marque permissive H3K4me3 durant I'activation suggere que d’autres marques

d’histones contribuent a la nécessaire augmentation de I'expression de certains génes.

Récemment, la modulation du niveau de méthylation des histones (mono, di ou tri
méthylées) a montré que des profils de mono ou di-méthylation assuraient une
régulation fine de I'expression des génes (Soares L, et al., Mol Cell, 2017 ; Steiner L
et al., JBC 2023).

Contrairement au code histone « classique », la mono-méthylation de H3K27 est
identifiée pour des génes fortement exprimés alors que la tri-méthylation H3K27 est

repressive.

Ces actions spécifiques sont espece-dépendante et associées a des structures
différentes du génome, site d’initiation de la transcription pour H3K27me1

(euchromatine) et hétérochromatine pour H3K27me3.

Une augmentation de I'acétylation des histones a été observée lors de I'activation des

cellules souches musculaires (Yucel et al. 2019).

Cet accroissement de I'acétylation est corrélé a la transition du métabolisme oxydant
vers la glycolyse, un changement qui s’accompagne d’'une augmentation de la

production d’acétyl-CoA.

La glycolyse transforme en effet le glucose en pyruvate, qui a son tour est métabolisé
par le complexe enzymatique PDH pour produire de I'acétyl-CoA ; cet acétyl-CoA sera

utilisé exclusivement par la mitochondrie, via le cycle du TCA, qui génére du citrate.

Le citrate en exces est ensuite exporté vers le cytosol via la navette citrate-pyruvate,
ou il sera transformé a nouveau en acétyl-CoA qui servira a I'acétylation des histones

dans le noyau cellulaire.
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L’acétylation des histones, par les HAT, est a l'origine d’'un relachement de la
chromatine qui permet aux facteurs de transcription de se lier efficacement a ’'ADN
pour stimuler la transcription de certains génes en fonction des besoins de la cellule
(Trefely et al. 2020).

D’autres mécanismes épigénétiques pourraient également influencer la transition
entre la quiescence et l'activation des cellules souches musculaires comme la
méthylation de ’ADN, des modifications des queues d’histones, ou encore l'interaction

de la chromatine avec d’autres protéines.

L’'importance de ces mécanismes dans l'activation de la cellule souche, de méme que
leur lien avec le métabolisme, restent a déterminer (Leduc-Gaudet, Guirguis, et
Sincennes 2023).

Etant donné que les processus de vieillissement des cellules stromales et de
vieillissement de I'organisme semblent étre régulés par des mécanismes métaboliques
et épigénétiques, il pourrait étre possible d'utiliser divers composants de cet axe de
régulation pour ralentir le vieillissement des cellules stromales et enfin retarder le

vieillissement de l'organisme.

Plusieurs études offrent également la possibilité de vaincre les phénotypes sénescents
des cellules souches adultes ou de contrdler le vieillissement de I'organisme par des

métabolites et leurs régulateurs épigénétiques associés.

Diverses stratégies de pré-conditionnement sont appliquées a la thérapie par cellules

souches afin d’améliorer la capacité antioxydante apres l'implantation de MSC.

Mécaniguement, en raison du remodelage métabolique et épigénétique observé lors
de la reprogrammation cellulaire, il est possible qu'une reprogrammation partielle
induise le rajeunissement des populations de cellules souches et rétablisse le
métabolisme cellulaire et la régulation épigénétique dans plusieurs tissus (R. Ren et
al. 2017).

Parmi les pré-conditionnements possibles testés récemment sur des MSC humaines :
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» L’hypoxie

La survie et le fonctionnement des cellules souches dans un environnement
hypoxigue dépendent de leur changement métabolique contrélé par HIF et dont
la modification post-traductionnelle de la sous-unité alpha dépend de

I'nydroxylation qui dépend elle-méme du taux en oxygéne.

Lorsque I'oxygéne intracellulaire diminue, la sous-unité alpha forme un dimere

alpha/beta stable car '’hydroxylation ne s’est pas produit.

Ce dimeére est transcriptionnellement actif ; il pénétre dans le noyau, se lie aux
éléments de réponse a I'hypoxie et initie la transcription des genes sensibles a
I'nypoxie, HIF3-a étant le régulateur négatif de HIF1 et HIF2 (Figure 51) (Bahir
et al. 2020) :
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Figure 51 Mécanismes transcriptionnels de HIF1 sous hypoxie (Bahir et al. 2020)

Par ailleurs, le pré conditionnement hypoxigue entraine une régulation positive
du NRF2, qui est un facteur de transcription sensible a I'oxydo-réduction

impliqué dans la régulation des genes antioxydants.

Le pré conditionnement hypoxique entraine une augmentation du métabolisme
glycolytique, une diminution de I'activité du cycle TCA et une phosphorylation

oxydative.

Ce conditionnement permet de limiter la production de ROS libérés lors de la

prolifération et de la différenciation in vitro ainsi que dans le
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microenvironnement Iésé in vivo ce qui accroit considérablement les effets
thérapeutiques des MSC pour réparer les blessures ; ce mécanisme entraine
par ailleurs par ailleurs une augmentation des niveaux d'enzymes

antioxydantes.

Le pré-conditionnement hypoxiqgue augmente ainsi le métabolisme redox
entrainant le vieillissement des cellules souches et une diminution de leur

prolifération.

Enfin, une étude a montré que les MSC exposées a I'hypoxie sécrétaient des
EV qui pouvaient étre isolées et utilisées a des fins cliniques ; ces EV sécrétés
sous hypoxie étaient enrichis en diverses protéines, ARN non codants (tels que
mMiR-125b-5p, miR-210, miRNA-26a ou IncRNA-UCA1 dont I'expression est
accrue dans le cceur), ainsi qu'en facteurs de croissance impliqués dans la
modulation et l'amélioration de différents processus biologiques lies a la
régénération tissulaire dans différentes pathologies (Pulido-Escribano et al.
2022).

Le pré conditionnement par hypoxie a été proposé comme approche technique

pour améliorer le potentiel thérapeutique des MSC.

En culture in vitro, les conditions hypoxiques peuvent en effet favoriser la
prolifération, la survie et la migration des MSC grace a diverses réponses

cellulaires a la réduction de la tension en oxygene.

En outre, le potentiel de différenciation multiignée des MSC est modifié sous
hypoxie, avec des rapports cohérents d'amélioration de la chondrogenéese.

L'hypoxie stimule également les activités paracrines des MSC et augmente la
production de sécrétome tant en termes de facteurs solubles que d'EV.

Le sécrétome des MSC préconditionnées sous hypoxie joue un réle important
dans la promotion de la prolifération et de la migration cellulaire, améliorant ainsi
l'angiogenese tout en inhibant I'apoptose et l'inflammation (Yanmeng Yang,
Lee, et Yang 2022).

» La mélatonine (MT)
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Il s’agit d’'une hormone ayant de nombreuses fonctions biologiques : anti-
inflammatoire, agissant sur I'oncostatis, la régulation des rythmes circadien et

endocrinien ainsi que l'inhibition des tumeurs.

Les recherches actuelles ont démontré que la MT pouvait réduire la libération
de cytokines inflammatoires, améliorer la capacité de prolifération des MSC et

éliminer l'apoptose des MSC in vitro et in vivo.

La MT devient progressivement un agent attractif pour la régénération de divers
organes ou tissus, en régulant I'expression des genes générateurs de ROS et
ceux des antioxydants en tant qu'événements en amont de ses mécanismes

protecteurs et anti-apoptotiques des MSC (Baranowska et al. 2023).

En plus de linteraction avec les facteurs de croissance dérives des MSC,
I'interaction de la MT avec des biomatériaux peut améliorer considérablement
les effets thérapeutiques de la médecine régénérative (Figure 52) (Hu et Li
2019b) :
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Figure 52 Action bénéfique de la MT sur I'action de réparation des MSC dans différents organes (Hu et Li
2019b)
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Une fois la concentration optimale et le moment d’administration optimal
déterminés, les effets protecteurs de la MT sur les MSC pourraient étre

ameéliorés.

Il convient cependant de noter que des concentrations élevées de MT peuvent

nuire a la stabilité épigénétique et génétiqgue des MSC (Hu et Li 2019b).

Le resvératrol (RSV)

Cette molécule pourrait améliorer les effets thérapeutiques des MSC en
améeliorant leur survie, leur auto-renouvellement, leur engagement dans la

lignée et leur effet anti-age.

L'augmentation de l'activité de Sirtl, en alimentant des souris avec du
resvératrol, activateur de Sirtl, induit la biogenése mitochondriale musculaire
et améliore les performances physiques, suggérant un role important de Sirtl

pour la fonction mitochondriale in vivo (Lagouge et al. 2006).

Le RSV peut également activer 'TAMPK (Dasgupta et Milbrandt 2007) et inhiber
efficacement la génération de ROS et d’espéces réactives de I'azote (RNS)
principalement grace a des effets synergiques entre le groupe 4-hydroxyle, le
groupe 3-hydroxyle et le groupe 5-hydroxyle (Hu et Li 2019a).

Ainsi cette molécule pourrait améliorer considérablement les effets préventifs et
thérapeutiques des MSC contre plusieurs maladies par des mécanismes sous-
jacents sur la survie, l'auto-renouvellement et I'engagement de la lignée des
MSC in vitro et in vivo (Figure 53) (Hu et Li 2019a) :
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OBJECTIF SCIENTIFIQUE

La thérapie cellulaire pour l'insuffisance cardiaque est une approche prometteuse qui
vise a réparer les tissus cardiaques endommagés et a améliorer la fonction cardiaque.
L'un des types de cellules souches les plus couramment utilisés sont les MSC issues
de moelle osseuse (bmMSC) transplantées dans le cceur (Kalou, Al-Khani, et Haider
2023).

Plusieurs études ont montré que les bmMSC pouvaient favoriser I'angiogenese et
sécréter des facteurs de croissance et des cytokines afin de réduire l'inflammation
conduisant a une réduction de la fibrose cardiaque (Jimenez-Puerta et al. 2020;
Huizhu Chen et al. 2016).

Les bmMSC ont également la capacité de se différencier en différents types de cellules
et leur devenir est déterminé par I'équilibre entre le métabolisme énergétique et les

modifications épigénétiques.

Comme le statut différencié est caractérisé par une régulation positive du métabolisme
oxydatif et une régulation négative de la glycolyse, un faible nombre de mitochondries
et un potentiel de membrane mitochondriale interne (Awm) réduit peuvent expliquer le

métabolisme glycolytique et la conservation du caractére souche.

En 2016, Sukumar, M. et al., (Sukumar et al. 2016) ont montré qu'il était possible de
sélectionner des cellules en se basant sur leur métabolisme par I'utilisation du tri-ethyl-
rhodamine methyl ester (TMRM), un fluorochrome utilisé pour trier les cellules souches

en fonction de leur Aym.

bY

Notre équipe a montré que les MSC cardiaques, triées selon leur statut TMRM lié a
leur statut métabolique présentaient une capacité de régénération et/ou de survie a

long terme différentes (Gambini et al. 2020).

Les cellules a faible TMRM avaient un potentiel d’auto-renouvellement plus important
et des caractéristigues plus indifférenciées que les cellules a fort potentiel de
membrane, suggérant une amélioration possible de leur survie dans les zones

hypoxiques.
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Nous émettons alors comme hypothese, en accord avec les travaux de Gambini, E. et
al., (Gambini et al. 2020) qu’il y aurait une augmentation des caracteres souches des
bmMSC conditionnées vers un statut glycolytique, c’est-a-dire une augmentation de
leurs capacités de régénération grace a leurs propriétés d’immunomodulation, de leur

prolifération, de leur migration et résistance a un stress oxydant.

En conséquence, une injection de ces cellules dans les zones hypoxiques du coeur
chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque serait un modéle de thérapie
cellulaire qui permettrait une amélioration des capacités cardiovasculaires en
augmentant la prolifération des cardiomyocytes et la fraction d’éjection ventriculaire

gauche et en diminuant la fibrose cardiaque.

Nous avons soulevé l'interdépendance existant entre le métabolisme énergétique et

I'épigénétique pouvant influer sur le maintien d’'un statut favorable des bmMSC in vivo.

Les changements épigénétiques, tels que la méthylation de I'ADN, la modification des
histones et I'expression de I'ARN non codant, peuvent influencer I'expression des
genes et, a terme, affecter I'état métabolique des MSC. Ainsi, l'inhibition des ADN
méthyltransférases peut entrainer une régulation positive des genes impliqués dans le

métabolisme du glucose (R. Ren et al. 2017).

Concernant les modifications des histones, des niveaux de méthylation décroissants
entraine un taux croissant du métabolisme du glucose, tandis que les histones
désacétylases affectent I'expression de génes impliqués dans le métabolisme des
lipides (K. Wang et al. 2022; Yang Yang et al. 2022).

D’autres études encore ont montré que certaines enzymes responsables de la
régulation épigénétique, telles que les HDAC et les LSD, jouaient un role essentiel
dans la différenciation des MSC (X.-Y. Yu et al. 2012).

Ces modifications épigénétiques altérent la structure de I'accessibilité de 'ADN en
utilisant des enzymes qui modifient les histones et 'ADN via des substrats
métaboligues ou des cofacteurs qui sont des intermédiaires du métabolisme cellulaire

(Etchegaray et Mostoslavsky 2016).

Parmi ces enzymes, les HDM, nécessitent de I'a-cétoglutarate et du FAD qui sont

fournis par le cycle de Krebs ainsi que de I'O2 pour fonctionner et enlevent des

118 |Page



groupements méthyls présents sur les lysines des histones. Cela conduit a des
structures mono et di-méthylés de la lysine 4 de I'histone H3 ayant un effet activateur
sur I'expression des génes, mais répresseur lors de la mono et di-méthylation de la

lysine 9 de I'histone H3 ou de la lysine 27.

De ce fait, il est possible d’'imaginer qu’une modification des marques épigénétiques
induite par ces enzymes puisse moduler I'expression des génes et orienter une cellule

vers un métabolisme particulier (Pouikli et Tessarz 2021; Wu et al. 2023).

C’est pourquoi, nous avons eu comme objectif d'utiliser et de sélectionner des
inhibiteurs des enzymes épigénétiques afin d’orienter et de conditionner les bmMSC
vers un métabolisme glycolytique et de comparer ce type de conditionnement avec le

tri métabolique des bmMSC sur leur statut TMRM ; nous avons ainsi testé :

» Le GSK-LSD1 qui inhibe spécifiquement LSD1,
» La Decitabine et I'Azacitidine qui inhibent les méthyltransférases de ’ADN,

» La Trichostatine A qui inhibe les histones désacétylases.

Parmi ces inhibiteurs, LSD1 régule l'activitt de DNMT1 mais également celle de

certains substrats non-histones, notamment p53, STAT3 et E2F1.

Il a été démontré que l'inhibition de I'enzyme LSD1 améliorait la fonction métabolique
dans les MSC, entrainant une augmentation de l'absorption du glucose et de la

biogenése mitochondriale dans les MSC (Guénantin et al. 2021).

Huo et al., ont également montré que le traitement avec un inhibiteur du LSD1
augmentait le nombre et la fonction des MSC dans un modele d'insuffisance cardiaque
chez le rat (Huo et al. 2021).

Cette inhibition conduisant & une amélioration de la fonction cardiaque et a une
réduction de la fibrose, fournit des preuves supplémentaires de ['utilisation
thérapeutique potentielle d’inhibiteurs de LSD1 dans le traitement de l'insuffisance

cardiaque.

En utilisant des approches fonctionnelles, épigénétiques et d'expression génique,
nous souhaitons démontrer que les bmMSC sélectionnées pour leur métabolisme
glycolytique présenteraient un avantage prolifératif et une résistance au stress oxydatif
favorisant la greffe cellulaire dans le cadre des thérapies cardiovasculaires
régénératives.
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RESULTATS

METABOLIC CONDITIONING ENHANCES HUMAN
BMMSC CELL THERAPY OF DOXORUBICIN-INDUCED

HEART FAILURE
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Abstract

The therapeutic potential of bone marrow mesenchymal stromal cells (bmMSCs) to
address heart failure needs improvement for better engraftment and survival. This
study explores the role of metabolic sorting for human bmMSCs on coculture in vitro
and on doxorubicin-induced heart failure mice models. Using functional, epigenetic
and gene expression approaches on cells sorted for mitochondrial membrane
potential in terms of their metabolic status, we demonstrated that bmMSCs selected
for their glycolytic metabolism presented proliferative advantage and resistance to
oxidative stress thereby favoring cell engraftment. Therapeutic use of glycolytic
bmMSCs rescued left ventricular ejection fraction and decreased fibrosis in mice
models of acute heart failure. Metabolic changes were also related to epigenetic
histone modifications as lysine methylation. By targeting LSD1 (lysine-specific
demethylase 1) as a conditioning agent to enhance the metabolic profile of bmMSCs,
we deciphered the interplay between glycolysis and bmMSC functionality. Our study
led to the elucidation of novel strategies for optimizing bmMSC-based treatments to
manage heart failure and highlight the metabolic properties of bmMSCs as a
promising target producing more effective cardiovascular regenerative therapies.

Introduction

Cell therapy for heart failure is a promising approach that aims to repair damaged heart
tissue and improve heart function. One of the most commonly used types of stem cells
are mesenchymal stromal cells derived from the patient's own bone marrow (bmMSCs)
which are then transplanted into the heart (Kalou, Al-Khani, et Haider 2023). Several
studies have demonstrated that they can promote angiogenesis and secrete growth
factors and cytokines to reduce inflammation, bringing about a reduction in cardiac
fibrosis (Huizhu Chen et al. 2016; Guo et al. 2020). BmMSCs have also the ability to
differentiate into various cell types and their fate is determined by the balance between
energy metabolism and epigenetic modifications. As differentiate status is
characterized by oxidative phosphorylation (OXPHOS) upregulation and glycolysis
downregulation, low mitochondrial number and reduced inner mitochondrial
membrane potential (Aym) can potentially explain glycolytic metabolism and
stemness. Recently, we have found that cardiac MSC sorted by TMRM, a fluorescent
dye used to sort stem cells based on their Aywm, could be related to metabolic status,
regenerative capacity and/or long-term survival (Gambini et al. 2020).

Different strategies for preconditioning MSCs to expand their therapeutic potential
have been proposed (Ferreira et al. 2018; Kahrizi et al. 2023). Hypoxia, melatonin or
angiotensin Il pretreatments have been tested on MSCs of different origin to reduce
oxidative stress and to adapt to external environments as low oxygen level stem cell
niches [7-9]. The positive effect of these treatments, which act by increasing
angiogenesis, cell proliferation and reducing inflammation but with different results
between animal studies and clinical trials, raises the question of better identification of
the initial key regulators of MSC adaptation in a hostile environment. Unlike some cell
types that predominantly rely on oxidative phosphorylation for energy production,
MSCs possess a robust glycolytic machinery and metabolic flexibility to ensure viability
and facilitate efficient secretion of paracrine factors, cytokines and extracellular
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vesicles. In a previous study (Gambini et al. 2020), we revealed that selecting MSCs
based on their metabolic status is an effective strategy to promote survival, migration
and cell fate decision needing to focus on regulatory pathways involved in MSC
metabolic switch.

Epigenetic changes, such as DNA methylation, histone modification and non-coding
RNA expression, can influence gene expression and ultimately affect the metabolic
state of MSCs. Studies have conveyed that alterations in the epigenetic landscape of
MSCs can lead to changes in their metabolism, including the regulation of glucose and
lipid metabolism (R. Ren et al. 2017). Consequently, the inhibition of DNA
methyltransferases can result in the upregulation of genes involved in glucose
metabolism. With regard to histone modifications, decreased levels of methylation
cause a high rate of glucose metabolism whereas histone deacetylases affect the
expression of genes involved in lipid metabolism (K. Wang et al. 2022; Yang Yang et
al. 2022). Recent studies have evinced that some enzymes responsible for epigenetic
regulation, such as histone deacetylases (HDACs) and lysine-specific demethylases
(LSDs), play a critical role in the differentiation of MSCs (X.-Y. Yu et al. 2012). Inhibition
of the LSD1 enzyme has been shown to improve metabolic function in MSCs, giving
rise to increased glucose uptake and mitochondrial biogenesis in MSCs (Guénantin et
al. 2021). This inhibition improved cellular energy metabolism and cardiac function,
reduced fibrosis and enhanced the therapeutic potential of MSCs in the treatment of
heart failure (Huo et al. 2021). Understanding the epigenetic regulation of energy
metabolism in MSCs can provide insights into the mechanisms underlying their
differentiation and may have implications for the development of therapies to address
metabolic disorders.

Our findings suggest that metabolic sorting led to the identification of cells with higher
regenerative capacity and long-term survival in close relationship with epigenetic
changes.

Material and methods

Cells and treatments

Human bmMSCs were obtained from healthy bone marrow by culturing cells through
a collaboration with Occitanie Blood Bank and prepared as previously described

(Uzieliene et al. 2019). Cells were incubated at 37°C and 5% CO, in Endothelial Growth
Medium-2 (EGM2, PromoCell, Germany) supplemented with ASP after adherence. At
70% of confluence, the cells were detached using tryspin EDTA (Thermo Fisher,

France) and incubated either at 37°C for 30 minutes with 200 nM tetramethylrhodamine
(TMRM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; #9082,) or treated with
epigenetic drugs. After cell resuspension in PBS with 1% FBS and 0.5 mM EDTA, cells
were sorted using a BD Influx Cell Sorter (BD Biosciences, Franklin, NJ, USA) to
identify and separate high TMRM from low TMRM subpopulations. Sorting setup,
based on the scatter and fluorescent parameters as well as appropriate gating to
exclude dead and double cells, was established using unlabeled cells. Epigenetic
drugs such as decitabine (DNMTi, HY-A0004), trichostatin (HDACIi, HY-15144) and
GSK-LSD1 (HMDi, HY-18632), all from MedChemTronica (Sollentuna, Sweden), were
applied at different concentrations on bmMSCs over 48 hours. Concentration ranges
were between 10 to 100 nM for decitabine, 25 to 250 nM for trichostatin and 50 to 200
nM for GSK-LSDL1. For coculture studies, 5,000 H9C2 rat myoblast cells were cultured
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in DMEM medium supplemented with 1.5 g/L sodium bicarbonate, 10% fetal bovine
serum, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO2 with either 5,000 low or high TMRM bmMSCs under normoxic
(20% oxygen) or hypoxic (1% oxygen) conditions. Cell numbering was carried out in a
Malassez counting chamber for proliferation analysis.

FACS Analysis, phenotyping and sorting

Immunophenotypic characterization of bmMSCs was performed using cell surface
clusters CD73, CD90, CD105, CD45, CD34 and CD31 (all from BioLegend, San Diego,
CA, USA) according to the International Society for Cellular Therapy as previously
described (Menard et al. 2013). Data (5,000 events) were collected using a flow
cytometer BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences, Franklin, NJ, USA) and
FlowJo v10.8 software (BD Biosciences). The data were analyzed excluding non-
viable cells and gating out isotype controls. To study TMRM transition, human

bmMSCs were incubated at 37°C for 30 minutes with 200 nM TMRM, then detached
and analyzed on BD FACS to identify high and low TMRM cells.

Seahorse Extracellular Flux (XF) Cell Mito Stress Test and Glycolysis Test

Mitochondrial function and glycolysis were evaluated using Seahorse XFe24 Flux
Analyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) by measuring oxygen consumption rate
(OCR) and extracellular acidification rate (ECAR). Sorted or treated bmMSCs were
seeded on the Seahorse microplate at a density of 5x 104 cells per well in DMEM
supplemented with L-glutamine (2 mM), sodium pyruvate (1 mM) and glucose (10 mM),
pH 7.4 for the Mitostress Test and with L-glutamine 2 mM for the Glycolysis Stress
Test. To further define the role of mitochondrial respiration and glycolysis in cell
metabolism, the compounds oligomycin (1 uM), carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP, 2 yM) and a mixture of rotenone and antimycin A (RAA, 1
MM) were serially injected to measure basal and maximal OCR. Glucose (10 mM),
oligomycin (1 uM) and 2-deoxy-glucose (50 mM) were sequentially injected to measure
ECAR. All reagents came from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MI, USA).

ROS assay

ROS was measured using MitoSox Green method (Thermo Fisher Scientific). Low and
high TMRM cells were washed with HBSS (Sigma-Aldrich) and incubated with 500 nM
MitoSox Green for 20 minutes in the dark at 37°C under 5% CO2. The relative
fluorescence intensity representing the intracellular generation of ROS was explored
on a LSRFortessa Cell Analyzer at excitation and emission wavelengths of 488-nm
and 510-nm respectively using FlowJo v10.8 software (BD Biosciences).

Mitochondrial DNA Quantification

Total DNA was extracted from human bmMSCs using DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Quantitative PCR (qPCR) was performed with SYBR
Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus; Takara, Dalian, China). Standard curves were
established using primers as previously described and serial dilutions of the NADH
dehydrogenase subunit 5 gene (ND5, mitochondrial genome), and 32-microglobulin
(B2M, nuclear genome) to calculate absolute copy numbers ((Gambini et al. 2020) and
Supplementary Table S1). Data were expressed as mitochondrial DNA (mtDNA) to
nuclear DNA (nDNA) ratio for each sample.
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Mitochondrial Network / Dynamics

Functional status of mitochondria was evaluated by MitoTracker Red CMXRos
(Thermo Fisher Scientific; # M7512) dye, depending on the mitochondrial membrane
potential of living cells. BmMMSCs were seeded in Nunc Lab-Tek chamber slides

(Thermo Fisher Scientific) at a concentration of 5.0 x 104/well in 500 ML culture

medium, incubated overnight at 37°C and then for 30 minutes with the MitoTracker
Red CMXRos at a final concentration of 200 nM in serum-free medium. After cell fixing

in 4% formaldehyde, the fluorescent dye 4',6-diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich; #10236276001) was applied for 6 minutes
(dilution 1:20). Fluorescence of mitochondrial dye was imaged using a Zeiss LSM 780
confocal laser scanning microscope (Zeiss, Baden-Wurtenberg, Germany) and
quantitative analyses were performed using NIH ImageJ software (C. A. Schneider,
Rasband, et Eliceiri 2012), expressed as percent fluorescence intensity. Mitochondrial
morphology and network analysis were explored using the MiNA macro plugin tool on
segmented images opened in Image-J as previously stated (Valente et al. 2017).

RNAseq and Gene Expression Analysis

RNASeq

We generated strand-specific RNA libraries from 1 ug purified RNA using the TruSeq
Stranded Total RNA plus Ribo-Zero Kit (lllumina, San Diego, CA, USA). The
sequencing was performed at the Genomics and Bioinformatics Core of the 12MC
Institute in Toulouse, France. Single end reads per sample were obtained using the
HiSeq 2500 platform from lllumina. Reads were first trimmed using Cutadapt to remove
the 3’-end adapters and trailing sequences, followed by aligning to human RefSeq
MRNAs using TopHat2 (D. Kim et al. 2013). Gene ontology (GO) annotation was
carried out using the GOrilla web-based application (Eden et al. 2009). GSEA (gene
set enrichment analysis) was conducted using the open source GSEA v.4.0.0 program
form the BROAD Institute (http://www.broadinstitute.org/gsea) to identify set of genes
with concordant differences between low and high TMRM cells. Raw and transformed
data are referred to on the GEO database as 251709.

Gene expression

Specific gene expression was assessed via quantitative real time polymerase chain
reaction (QRT-PCR). Total RNA was isolated using ReliaPrep RNA Cell Miniprep
System (Promega Madison, WI, USA; # Z6012) and cDNA prepared with the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific); gRT-PCR was
performed using SYBR Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus; Takara) in 10 L final volume
on a StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Cyclophilin A (PPIA)
was used as reference and primers sequence for gRT-PCR, always encompassing
two exons for each gene, are described in Supplementary Table S1. Under basal
conditions, we evaluated the expression of stem cell markers (MDR-1, MYC,
NANOG1) as well as adipogenic (PPARGC1A), osteogenic (RUNX-2) and smooth
muscle markers (ACTAZ2, a-SMA). Regenerative capacity of MSC cells were tested by
measuring expression of PDGF and TIMP1 genes as previously described (Gambini
et al. 2020).The expression of selected genes involved in mitochondrial dynamics
(MFEN2, FIS1, KIF5B, Dynein) and senescence (CDKN1A, CDKN1B) were also
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explored. Gene expression was calculated with the 2724¢T method and referred to the
low TMRM expression ratio.

ChIP-gPCR analysis

ChIP was performed as previously described using the CUT&RUN Assay Kit (Cell
Signaling, Danvers, MA, USA,; #86652) (Skene et Henikoff 2017). In brief, 100,000 of
low and high TMRM bmMSCs were harvested and washed with wash buffer (20 mM
HEPES pH7.5, 150 mM NacCl, 0.5 mM spermidine and protease inhibitor cocktail), then
10 pl pre-washed Concanavalin A coated beads in binding buffer (20 mM HEPES
pH 7.9, 10 mM KCI, 1 mM CaClz2 and 1 mM MnCl2) were added per sample. Samples
were incubated for 10 minutes at room temperature. Beads-bound nuclei were
incubated with 1:50 H3K4me1l antibody for 2 hours at 4°C. After washing with Dig-
wash buffer, 50ul pAG-MNase was added and rotated at 4°C for 1 hour. Beads were
washed twice with Dig-wash buffer and put into wet ice, mixed with 2 yl 100 mM CacCl:
and incubated for 30 minutes. Digestion was stopped with 2x stop buffer (340 mM
NaCl, 20 mM EDTA, 4 mM EGTA, 0.02% digitonin, 0.05 mg/ml glycogen and 2 pg/ml
heterologous spike-in yeast DNA) and incubated at 37°C for 10 minutes to release
fragmented DNA. DNA was purified using DNA purification and column kit (Cell
Signaling Cat.; #14209) according to the manufacturer's recommendations. Diluted
ChIP products were used for qPCR to analyze the relative enrichments. Gene
expression was calculated with the 2722¢T method and positive (GAPDH) and negative
(SAT2) control genes using primers are referenced in Supplemental Table 1.

Colony and Scratch assay

Human bmMSCs were plated in growth medium on a 96-well plate, one cell by well,
using BD Influx Cell Sorter (BD Biosciences). The medium was changed two times per
week. After 10 days, cells were stained with DAPI (Sigma-Aldrich; #10236276001,
1:20) for 20 minutes at room temperature and the presence of colonies was analyzed
using Axiovert 40C Microscope supplied with Axiocam 503 (Zeiss). Clones and single
cell counting were normalized to total cell number.

Scratch assay was performed to evaluate cell migration capacity. Human bmMSCs
were seeded into T25 flasks and grown to full confluence. Later, a straight scratch of
the cell monolayer was executed with a 1 mL pipet tip. The cell scratch was
photographed under a phase-contrast microscope at 0, 8, 24, and 48 hours and cell
migration abilities (as the size of area of migrated cells inside the scratch) were
evaluated visually using the same magnification in the same location throughout the
experience. Three technical replicates were used for each donor.

Cell proliferation and apoptosis assays (YH2AX)

For the 2D-transwell proliferation assay, H9C2 cardiomyoblasts were cultured in 6-well
plates at 5x104 cells per well and exposed to 5x10* treated bmMSCs in 0.4 ym pore
size transwell inserts during 7 days under normoxic or hypoxic conditions. Cells were
counted by automated imaging and quantitative analysis into an Incucyte Zoom system
(Sartorius, Gottingen, Germany). For yH2AX foci staining, treated and control
bmMSCs were grown on glass coverslips, fixed with 4% buffered paraformaldehyde
(PFA) for 15 minutes at room temperature and permeabilized in PBS containing 0.5%
Triton X-100 for 8 minutes. Cells were then incubated with 1:500 diluted polyclonal
anti-yH2AX antibody (Cell Signaling; # 9718S) for 45 minutes at room temperature and
detected with a secondary Alexa 488—conjugated goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher
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Scientific; #A11008). Coverslips were finally mounted in Vectashield medium (H-1500;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) with DAPI. At least 30 cells were analyzed
on an Axio Observer 7 Microscope (Zeiss) using NIH ImageJ software for
quantification.

Western Blot analysis

Human bmMSCs were lysed and treated with protease and phosphatase inhibitor
cocktails to extract total proteins. After quantification with DC protein assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), proteins were run on SDS-PAGE gel (NUPAGE precast 4-12%;

Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and transferred to a Trans-Blot® TurboTM

nitrocellulose membrane with Trans-Blot® TurboTM transfer system (Bio-Rad).
Membranes were blocked for 1 hour at room temperature with 5% nonfat dry milk

(ChemCruz, Huissen, Netherlands) in PBS containing 0.05% Tween® 20 (Sigma-

Aldrich) and then incubated with the appropriate primary antibody overnight at 4°C.
Primary antibodies used were: monomethyl H3K4 (#9723), monomethyl H3K27
(#7693) and H2B (#12364) at 1:500 dilution, all from Cell Signaling. After PBS

containing 0.05% Tween® 20 (Sigma-Aldrich) washes, membranes were incubated
with the appropriate HRP-conjugated secondary antibody for 1 hour at room
temperature. Blots were quantified on a ChemiDoc imaging system (Bio-Rad) using
the previously described protocol (Gambini et al. 2020) and normalized by H2B protein
expression.

For yH2Ax western blot analysis on mice tissue, proteins from frozen heart ventricular
apex were extracted using a FastPrep-24 instrument (MP Biomedical, Santa Ana, CA,
USA) following the manufacturer’s recommendations. Membranes were incubated with
a polyclonal yH2Ax antibody (Cell Signaling; # 9718S) and referred to Rho-GDI
antibody (Cell Signaling; # 2564S) for quantification as reported in the previous
paragraph.

Animal model and bmMSC transplantation

Experiments were performed on C57BIl/6 mice treated with a single intraperitoneal
injection of doxorubicin (15 mg/Kg) to induce heart failure. In all experiments, 5 mice
were used per group: untreated, treated with low TMRM cells and treated with high
TMRM cells (800,000 cells per mouse). Sorted cells were administrated intravenously
7 hours after doxorubicin treatment. Animals were sacrificed after 28 days to harvest
hearts for histological procedures.

Cardiac function was evaluated via non-invasive echocardiography. Echocardiography
was carried out on lightly anaesthetized (1% isoflurane in air) mice placed on a heating
pad. The left ventricular dimensions were obtained during Time Movement mode
acquisition from the parasternal short-axis view at the midventricular level using a
Vevo2100 echograph and a 40 MHz transducer (M550; Fuijifilm Visualsonics, Tokyo,
Japan). Images were analyzed off line with Vevolab software (Fuijifilm Visualsonics).

Histological procedures

Hearts were divided into two sections. The apex was flash frozen in liquid nitrogen for
protein expression measurements. The center section of the heart was slowly frozen
in OCT (VWR, Radnor, PA, USA; #361603E) using an -80°C isopropanol bath. Briefly,
hearts were transversely sectioned using a cryotome (Thermo NX50; Thermo Fisher
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Scientific) rinsed quickly in 1 change of acetic acid solution prior to mounting in 95%
alcohol with 2 changes in Histoclear solution (Sigma-Aldrich) followed by mounting in
synthetic resin. Slides were fixed in 4% PFA in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4
for 10 minutes before staining. Picrosirius red staining was performed to detect fibrosis
according to the protocol of Junqueira et al. (Junqueira, Bignolas, et Brentani
1979). Cross sectional area (CSA) was accessed with WGA-FITC (Thermo Fisher
Scientific; #W11261) at 5 pg/ml for 10 minutes at room temperature to visualize cell
membrane as referred (Emde et al. 2014). Myocyte cell surface area and total fibrotic
area were quantified by using NIH ImageJ software after scanning on a NanoZoomer
(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan).

Statistical analysis

Statistical analyses among different groups were performed with GraphPad Prism 9.
Comparisons between the two groups were made using unpaired Student t test with
unequal variances assumed while multiple group comparisons were carried out by 2-
way ANOVA or linear regression analysis. Data are presented as mean = SEM,;
*p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001; **+p < 0.0001.

Results

Metabolic and gene expression profiles after cell sorting

After bone marrow isolation from human adults and first expansion, isolation of cells
with low and high TMRM staining took place by fluorescence activating cell sorting
(FACS) and the two population of cells were evaluated (Figure 1A). Immediately after
sorting, the gated high TMRM and low TMRM populations were analyzed by FACS to
assess differences in the expression of mesenchymal stem cells and endothelial
markers. The results demonstrated that these two populations were phenotypically
indistinguishable with positive marker staining for CD 73, 90 and 105 and negative
staining for CD 31, 34 and 45 (Supplemental Figure 1).

The bioenergetic profile (Figures 1B and 1C) showed that high TMRM cells had
significantly greater levels of basal and maximal respiration in relation to considerably
higher mitochondrial mass (n =8, 1.8 10*+0.9 low TMRM vs. 4.1 10%+ 1.3 high TMRM,;
p < 0.001) and mitochondrial DNA copies (n = 14, mtDNA/nDNA ratio 180 + 98 low
TMRM vs. 372 + 142 high TMRM; p < 0.05) (Figures 1D and 1E). Differences in
MtDNA/NnDNA ratio were related to mitochondrial density reflecting variation in
mitochondrial biogenesis and not just in mtDNA copy number per mitochondria. On the
contrary, the glycolysis test showed that low TMRM cells presented a significantly 2-
fold higher level of extracellular acidification rate (ECAR) as an indicator of glycolysis
metabolism (Figures 1F and 1G). In terms of energy phenotype, high TMRM cells were
more oxidative than low ones which were more glycolytic.

Finally, the regenerative capacity of metabolic sorted bmMSCs was explored by
measuring the gene expression of TIMP-1 related to trophic factor and PDGFB related
to VEGF-induced angiogenesis (Nie, Zhang, et Wang 2020). We conveyed that low
TMRM cells presenting a more glycolytic phenotype were able to ensure better
regenerative capacity (n = 7, PDGFB relative expression 1.6-fold increased for low
TMRM compared to high TMRM; p < 0.01) associated with lower growth and
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differentiation control (n =7, TIMP1 relative expression 1.3-fold decrease compared to
high TMRM p < 0.001) (Figures 1H and 11).

RNAseq analyses reveal epigenetic targets controlling metabolism

We started by investigating global transcriptomic changes related to glycolytic or
oxidative metabolism of bmMSCs. Differential expression analysis of pairwise
comparison identified 799 differentially expressed genes (DEGs) with fold discovery
rate (FDR) <0.05 related to 4 clusters (Figure 2A). Volcano plot for the DEG at FDR
<0.05 with an absolute value of log2Fold change =1 identified 407 genes upregulated
in high TMRM cells and 392 genes upregulated in low TMRM cells that were used for
functional analysis (Figure 2B).

Focusing on functional enrichment for low TMRM cells, we performed GO analysis
using GOirilla based on biological process (Eden et al. 2009). Most highly significant
upregulated genes in low TMRM populations were correlated with cell proliferation
(Figure 2C; p<0.001) while substantial enrichments were related to epigenetic
modifications and response to DNA damage for other clusters of upregulated genes in
low TMRM cells (Figures 2D and 2E). We were not able to identify a significant
upregulated expression for genes involved in the oxidative metabolism of high TMRM
cells, suggesting that the significant changes we observed for functional metabolic
profiles should also be linked to post-transcriptomic regulations (Supplemental Figure
2).

Mitochondrial dynamics are closely related to changes in cell metabolism

RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells revealed differential
changes in mitochondrial distribution throughout the cytoplasm (Figure 3A; p=0.03).
To evaluate the mitochondrial dynamics, MitoTracker Red CMXRos was used as a red
fluorescent dye that accumulates in living cells with functional mitochondria. The
mitochondrial network was well defined at the perinuclear level of the low TMRM cells
while fluorescence was more diffusely stained throughout the cytoplasm for the high
counterparts (Supplemental Figures S3 and film for mitochondrial movement speed
measurement). Using the Fiji macro tool MiNA, we were able to explore the dynamic
nature of mitochondria in both sorted cells. While fragmented mitochondria are mainly
represented in high TMRM cells (2.1-fold increase compared to low cells; p<0.05),
fused mitochondria are significantly associated with low TMRM cells (2.3-fold
compared to high cells; p<0.05) (Figures 3B and 3C) even though fused mitochondria
have been previously associated with cell survival mechanisms (Rambold et al. 2011).
Changes in mitochondrial network structure were related to considerably higher length
and speed along microtubule networks for high TMRM cells (Figures 3D and 3E;
p<0.05) and higher expression of motor KIF5B (kinesinl) and DYNEIN genes (Figures
3E and 3F; 1.8-fold and 1.35-fold increase respectively; p<0.05) while fusion/fission
process was unchanged in relation to MFN2 and FIS1 gene expression (Figures 3H to
3l). Consequently, compacting mitochondria in the perinuclear area for low TMRM
cells was related to short length but a highly structured network suggesting the
existence of cell survival mechanisms while distribution through the entire cytoplasm
for high TMRM cells was linked with longer length but a less dense network allowing
faster movement of mitochondria to change cell fate.

129 |Page



Epigenetic methylation is involved in mitochondrial metabolism and cell
differentiation

RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells demonstrated highly
differential changes in epigenetic markers, especially for methyl transferase activity
(Figures 4A & 4B; p<0.001) which we confirmed using ChlP-H3K4 and recovery rate
for the positively GAPDH methylated gene compared to non-methylated reference
(Figure 4C). We explored different epigenetic modifiers for histone methylation,
acetylation and DNA methylation using GSK-LSD1 (GSK), decitabine (DAC) and
trichostatin (TRI) drugs respectively (Supplemental Figures S4) and identified that
methylation changes were the main epigenetic process controlling bmMSC
metabolism using Seahorse analysis (OCR) and cell numbering. By focusing on lysine
specific demethylase 1 (LSD1) as a fundamental player in the balance of repressive
demethylation of H3K4 and stimulatory demethylation of H3K27 associated with cell
fate decision (Adamo et al. 2011), we investigated monomethyl modification on lysine
residues 4 and 27 of histone H3 for low and high TMRM cells (Figures 4D and 4E). We
showed that LSD1 inhibition by 50 nM GSK was able to increase (p=0.052) the
methylation status of the K27 residue in the bmMSCs while the methylation status of
the K4 residue was not affected. Moreover, GSK treatment led to a significant decrease
in oxidative metabolism at 48h (D2) (Figures 4F and 4G, 25% decrease in basal
respiration for GSK treated bmMSCs; p<0.01) that was restored at day 7 (D7) and a
considerable increase in cell proliferation at D2 (Figure 4H; 1.3-fold increase for GSK
treated bmMSCs: p<0.05). Relative to non-treated cells (bulk), gene expression
analyses showed that 50 nM GSK treatment was able to substantially decrease the
expression for genes of undifferentiation (MDR1 and NANOG1; p<0.01; MYC; p<0.05),
cell lineage (ACTAZ2; p<0.01; RUNX2 and PPARG; p<0.05), mitochondrial dynamics
(FIS1 and MFN2; p<0.001) and senescence (CDKN1B; p<0.05) (Figure 4J). The
CDKN1A gene was not differentially expressed in GSK treated cells compared to bulk.
The fission/fusion balance was conserved even if gene expression was less effective
with GSK treatment.

Therapeutic advantage of Low-TMRM bmMSC in vitro

RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells indicated highly differential
changes in proliferation and oxidative stress status (Figures 5A to 5C; p<0.01). The
results showed that cell scratch closure speed in low TMRM cells was faster
suggesting stronger cell migration ability (Figures 5D and 5E). After 48 hours (D2), we
observed a significant reduction in scratch width to 50% versus 24 hours in low TMRM
cells (p<0.05) whereas no change in scratch width was noticed for high TMRM cells at
24 and 48 hours. A single cell cloning assay revealed that low TMRM cells were more
prone to produce clones than high TMRM ones (Figure 5F; p<0.05). Relative to less
oxidative metabolism, low TMRM cells presented significantly reduced DNA damage
with doxorubicin (doxo) treatment (1.8-fold decrease of yH2AX fluorescence for low
TMRM versus high; p<0.05) (Figure 5G and Supplemental Figure S5) while basal ROS
production was increased in high TMRM populations but not to a large extent
(Supplemental Figure S6). Under normoxic conditions, coculture of H9C2 with either
low or high TMRM cells did not present any proliferative advantage at Day 3 (D3) or
Day 7 (D7) compared to H9C2 alone. On the contrary, under hypoxic conditions,
coculture of H9C2 with low TMRM cells led to proliferative advantage at D7 in contrast
to both H9C2 alone or when cocultured with high TMRM cells (1.75 higher cell number
than D7 control and 1.57 higher cell number than high TMRM+H9C2 respectively; p<
0.001) (Figures 5H and 5I).

130|Page



Therapeutic advantage of Low-TMRM bmMSC in vivo

In vivo studies were conducted on mice subjected to a single intraperitoneal (IP)
injection of doxorubicin (doxo) at a dose of 15 mg/kg, with an overall monitoring period
of 28 days (D28). The intravenous (IV) administration of 800,000 TMRM low or high
cells was carried out 7 hours after the doxo injection (Figure 6A). The study focused
on assessing the systolic and diastolic functions of the left ventricle (LV) as indicators
of cardiac dysfunction induced by doxo. 7 days (D7) after treatment, we observed no
difference (Figure 6B) while both low and high TMRM cells produced a reduction in left
ventricular end-diastolic anterior wall (LVAW) thickness at Day 21 (D21) (Figure 6E,
p<0.05). M-mode imaging following treatment with low or high TMRM cells for doxo-
induced cardiac dysfunction revealed that ejection fraction (EF) and fractional
shortening (FS) were restored at D7 in both groups (Figures 6C and 6D). On contrary,
at 21 days post-treatment, EF and FS were still comparable to control conditions only
when using low TMRM cells (Figures 6F and 6G). Restoring cardiac ejection fraction,
even in the presence of a reduced LVAW amphisizes the remarkable efficacy of the
low TMRM treatment when doxo-induced heart failure.

Cardiac hypertrophy was assessed by measuring collagen volume and cardiac cross-
sectional area (CSA) after 28 days of treatment (D28). In mice treated with low TMRM
cells, both cardiac CSA and collagen volume showed improvement compared to doxo-
induced cardiac dysfunction although they did not return to control levels (Figures 6H
and 61 and supplemental Figure S7). This was related to reduced but non-significant
DNA damage at D28 for tissue treated with low TMRM cells in the context of known
oxidative stress injury induced by doxo (Figure 6J and supplemental figure S8).
Consequently, cardiac function was more effectively restored at 28 days with low
TMRM cell treatment compared to high TMRM cell therapy, without any specific effect
on doxo-induced fibrosis that remain below 10% even in the doxo-treated control mice.

Discussion

Successful mesenchymal stem cell therapy requires optimal engraftment and
proliferation into selected tissues. The use of bmMSCs for heart failure therapy has
been largely described in the literature with disparate results due to trial design and
the quality of cell preparation (Kalou, Al-Khani, et Haider 2023; Guo et al. 2020). We
have previously demonstrated that metabolic shift was a primary mechanism impacting
cell fate and the survival of human cardiac MSCs (Gambini et al. 2020). Metabolic
modulation is an effective strategy for enhancing functional properties and improving
bmMSC therapeutic potency. Conditioning with 2 days or more of hypoxia has been
used to boost bmMSC immunoregulatory and induce higher cell retention after
transplantation (Beegle et al. 2015). Accordingly, we have shown that under hypoxic
conditions, bmMSCs presenting low TMRM exhibit a higher level of glycolytic
metabolism which favor H9C2 cell survival in relation to reduced oxidative stress and
higher proliferative capacity.

RNAseq analysis identified that molecular basis associated to regenerative capacity of
low TMRM bmMSCs was mainly related to epigenetic modifications and DNA damage
repair. Integrative analysis of DNA methylome and transcriptome for porcine bmMSCs
have shown the critical role of epigenetics mechanisms in determining differences in
biological characteristics (Feng et al. 2021). To date bmMSC transcriptomic analysis
are mainly studied in the context of cell senescence and aging leading to decline in
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tissue repair and regeneration (Xiaoyu Li et al. 2022). On contrary bmMSCs used for
cellular therapy should reverse the effects of senescence and maintain their beneficial
properties. As we observed for low TMRM cells their glycolytic metabolism was able to
stimulate DNA repair and cell proliferation through epigenetic modifications that should
enhance the stability and the therapeutic potential of bmMSCs but also their
immunomodulatory properties (Walewska et al. 2023). Regulation of metabolic activity
is therefore a relevant therapeutic target to intensify the regenerative functions of
bmMSCs.

In tissues where damage is linked to oxidative stress, glycolytic bmMSCs could
efficiently salvage the damage. Doxorubicin-induced heart failure is known to have a
direct effect on cardiac fibroblasts inducing a profibrotic phenotype (Levick et al. 2019).
Here we show that the increased collagen percentage observed at 28 days after 15
mg/kg treatment with doxorubicin was attenuated by bmMSCs injection, possibly
trough paracrine effects (Mias et al. 2009; Podyacheva et al. 2022). Through the
secretion of trophic factors and cytokines, glycolytic bmMSCs can modulate the local
microenvironment, promote angiogenesis, reduce inflammation, and stimulate
endogenous repair mechanisms. We observed that the intravenous bmMSCs injection
given just after doxorubicin administration led to unchanged ejection fraction at 7 days
for both low and high TMRM cells as a previously described preventive strategy (Di et
al. 2012). However, this ability to ensure a protective effect against oxidative stress
injury at 21 days was observed only for low TMRM bmMSCs. In parallel to regeneration
of cardiac ejection fraction related to reduced cardiomyocyte size, we therefore
confirmed that glycolytic bmMSCs were able to decrease fibrosis post-injury (M.
Correia et al. 2022) . This emphasizes the higher control exerted by redox
environments in vivo for bmMSCs presenting glycolytic metabolism. The perinuclear
mitochondrial distribution and associated network dynamics we also observed for low
TMRM cells could be linked with resistance to oxidative stress induced by efficient
retrograde signaling of perinuclear mitochondria (Al-Mehdi et al. 2012; Walker et
Moraes 2022). We suggest that retrograde signaling in glycolytic bmMSCs should be
able to manage cell reprogramming through metabolic pathways and epigenetic
changes as an adaptative response to environment (Guha et Avadhani 2013; Santos
2021).

Similarly to hypoxia, epigenetic regulation of gene expression could be addressed as
a means of maintaining metabolism according to glycolytic status as a reciprocal
regulation of metabolic programming (Yi Zhao et al. 2022). By focusing on LSD1
inhibitors, we confirmed the existence of epigenetic changes as histone methylation
favored glycolytic metabolism of bmMSCs. As LSD1 was known to catalyze the mono
and demethylated form of lysine residues from H3, LSD1 knockdown has shown a
major effect of monomethylation on residues K4, K9 and K27 compared to K36 leading
to immunomodulation and metabolic reprogramming (Beegle et al. 2015; Xiuchun Li et
al. 2022). However, the metabolic impact of LSD1 depended on its association with
multiple cofactors generating controversial results for glucose homeostasis depending
on tissue (D. Wang et al. 2022). Here we have demonstrated that LSD1 inhibition in
bmMSCs mainly induced H3K27 methylation according to its predominant role in bone
marrow regenerative capacity (Yujue Li et al. 2023). Therefore, if the use of epigenetic
drugs could be discussed as a metabolic preconditioner for bmMSC therapy,
epigenetic changes should be reversible as described for aging-related disease (K.
Wang et al. 2022).
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In conclusion, glycolytic bmMSCs might exhibit enhanced survival, functionality and
therapeutic efficacy in the context of doxorubicin-induced cardiac injury. By integrating
glycolytic bmMSC therapy with epigenetic modulation, it may be possible to enhance
the regenerative capacity of bmMSCs and improve their therapeutic efficacy. Their
ability to evolve under conditions of limited oxygen availability and their potential to
secrete paracrine factors known for their cardio-protective and regenerative properties
make them a promising candidate to mitigate heart damage. Further preclinical and
clinical studies are needed to optimize these strategies and translate them into
effective therapies.
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Figure legends

Figure 1: bmMSCs Sorted on Low and High TMRM Present Opposite Metabolic
Pathway and Cell Lineage

(A) Isolation and expansion of human bmMSCs by flow cytometry: 15% of cells with
the lowest and highest mitochondrial membrane potential were collected and defined
as low mitochondrial membrane potential (low TMRM) and high mitochondrial
membrane potential (high TMRM).

(B-C) Oxygen respiration rate (OCR) and basal respiration for high and low TMRM
population using Mitostress Test on Seahorse XFe 24 Analyzer apparatus (n=5).

(D-E) mt DNA copy number and mitochondrial mass for high and low TMRM
populations (n=14).

(F-G) Extracellular acidification rate (ECAR) profile and basal acidification for high and
low TMRM populations using Glycolysis Stress Test on Seahorse XFe 24 Analyzer
apparatus (n=3).

(H) Expression levels for PGDFB and TIMP1 genes in low and high TMRM populations
(n=7)

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Figure 2: RNAseq Analysis of Low and High TMRM Population (n=8)

(A) Heatmap of most differential genes for low and high TMRM cells.

(B) Volcano plot for differential expressed genes in low and high TMRM cells with FDR
<0.05 and Log2Fold change = 1.

(C-E) Gene ontology analysis of significant biological process enrichment in low TMRM
bmMSCs.

* p<0.05; **** p<0.0001.

Figure 3: Mitochondrial Network Dynamics

(A) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed
genes (DEGS) identified between low and high TMRM groups.

(B-C) Mitochondrial morphology analysis using MiNA workflow on segmented images
opened in ImageJ (n=7).

(D-E) Quantitative analysis of mitochondrial length branch and speed movement using
confocal laser scanning microscopy and ImageJ (n=7).

(F-I) MEN2, FIS1, Dynein and KIF5B (Kinesin 1) gene expression for low and high
TMRM populations (n=12) * p<0.05.
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Figure 4: Epigenetic Pathways and bmMSCs Conditioning with 50 nM GSK

(A-B) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed
genes (DEGSs) identified between low and high TMRM groups for histones methylation
pathway.

(C)Global H3K4 ChlIP- analysis for low and high TMRM cells.
(D-E) Western blot analyses of histones methylation after 48 hours (D2) 50 nM GSK
treatment compared to untreated cells (bulk) and 5-day follow-up after GSK (D7; n=5).

(F-G) Metabolic analyses after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment and 5-day follow-
up after GSK (D7; n=7).

(H) Cell proliferation analyses after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment.

() Expression analysis of genes involved in differentiation, cell fate, mitochondrial
dynamics and senescence after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment (n=5). Fold
change expression to control gene (cyclophilin A) and relative to bulk.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Figure 5: Therapeutic Advantages of Sorted bmMSCs in vitro

(A-C) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed
genes (DEGSs) identified between low and high TMRM groups: proliferation, KI67 and
ROS signalling pathway categories.

(D-F) Scratch test (n=4) and colony formation (n=11) for low and high TMRM cells.

(G) DNA damage in low and high TMRM populations analyzed by confocal microscopy
and yH2Ax staining (n=6).

(H-1) 7-days coculture of H9C2 with low and high TMRM populations under normoxia
(20% oxygen) or hypoxia (1% oxygen) (n=5) * p<0.05; *** p<0.001.

Figure 6: Therapeutic Advantages of Sorted bmMSCs in vivo
(A) Therapeutic Scheme of C57BI/6 mice.

(B-G) Electrocardiographic analysis of mice at D7 and D21 of doxorubicin-induced
heart failure treated by low and high TMRM cells: LV AW, EF and FS.

(H-J) Phenotypic characterization of cardiac fibrosis, cross sectional area and yH2Ax
western blot analysis at D28 of doxorubicin-induced mice treated with low and high
TMRM bmMSCs.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p<0.0001.

Supplemental data
Supplemental Table 1
Supplemental Figures S1 to S7
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Supplemental data

Supplemental Table 1: Primer sequences for RT-qPCR, ChIP-gPCR and mtDNA analyses

GENE

FORWARD

REVERSE

Gene Expression Analysis

RUNX2 5-TCTGGCCTTCCACTCTCAGT-3’ 5-GACTGGCGGGGTGTAAGTA-3’
PPARGCIA 5-ACTCAAGTGGTGCAGTGACC3 5-CTGGGTACTGAGACCACTGC-3
NANOG1 5-AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG-3’ 5-TCGGTCACACCATTGCTATTCTTC-3’
MYC 5-TTCTCTCCGTCCTCGGATTCTCT-3’ 5’-AGACTCTGATCCAGACTCTGACCT-3’
MFEN2 5’-CCCCCTTGTCTTTATGCTGATGTT-3’ 5-TTTTGGGAGAGGTGTTGCTTATTTC-3’
FIS1 5-GGAGGAACAGCGGGATTACGT-3’ 5-CTTCATGGCCTTGTCAATGAGC-3
MDR1 5-GGCTCCGATACATGGTTTTCC-3’ 5’-CCAGTGGTGTTTTTAGGGTCATC-3’
CDKN1A 5-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3’ 5’-GGATTAGGGCTTCCTCTTGG-3’
CDKN1B 5’-ACCTGCAACCGACGATTCTTC-3’ 5-GGGCGTCTGCTCCACAGA-3’
DYNEIN 5-ACGCAGGCCATGGAGAAGTACA-3’ 5-TGTCTCGTGTGTGACGTAGCTG-3

KIF5B (KINESIN-1)

5-GAGTTAGCAGCATGTCAGCTTCG-3’

5-GCATCGACAGATTCCTCCAACTG-3’

ACTAZ2 (alpha-SMA)

5’-GCTCCCCTAAATCCCAAGGC-3

5-ATCACCTGAATCCAGGACGAT-3

PDGFB 5-GAGATGCTGAGTGACCACTCGA-3’ 5’-GTCATGTTCAGGTCCAACTCGG-3
TIMP1 5-GGAGAGTGTCTGCGGATACTTC-3 5-GCAGGTAGTGATGTGCAAGAGTC-3
Cyclophilin 5-GGCAAATGCTGGACCCAACACA-3 5-TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA-3’
SAT2 5-CTGAGAGCAGATGGCTTTGGAG-3' 5'-CCTCCAGATAAATGGTGCGTCC-3'
GAPDH 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

mtDNA quantification

NDS

5-GGGGATTGTGCGGTGTGTG-3’

5-CTTCTCCTATTTATGGGGGT-3’

B2M

5-TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3

5-CTTCTCCTATTTATGGGGGT-3
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Supplemental Figures S1to S9

Figure S1: Phenotypes of Low and High TMRM bmMSC populations using FACS analysis. Low-TMRM in
blue and High-TMRM in red

10
100 100
| %
2 PR i
s o | wd H 2
E cpaoy H E
08.3% e F 80
o T
¢ Wl | P
E H M % E E w
E o ‘ £ a4 3 z
§ I )
24 || 04
A :
O =T L AR o< 0 10t o
p 4+ £
° ° © ° N 0 Comp-PerCP-Cy5-5-A = CD31
CDe0 Comp-Pacific Blue-A = GDI0
100]
® o s0d
3
3 8 g £
= = e 2 e
2 s 5 ]
3 = 3 g
8 B H g wd
(o 3 £ E
E E z
? ]
LA B ) ™ ™ A
o ‘E4 10"
Comp-FITC-A:: CD34
Comp-PE-Cy7-A = CDT3
100-] 100
PR o wd
g § 3 3
2 H H
>
= S 2 o 2 o
3 = v °
3 3 § i
s B = (i E
£ § Eoed E o
s g b B
2 20
a 0
) Ty L A
o0 ‘32 |Ja |J4 |EI5 o \J‘ 1I:5 o 10 10
Comp-APC-A - CD105 Comp-APC-CyT-A = CD45 Comp-APC-CyT-A ™ CD45

Comp-APC-A :: CD105

Figure S2: Mitochondrial network analysis using live cell Imaging on Low and High TMRM bmMSC
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Figure S3: Gene set enrichment analysis (GSEA) between Low and High TMRM cells for Glycolysis and
Oxidative metabolic pathways
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Figure S4: Effect of treatment by Decitabine (DAC), Trichostatin (TRI) and GSK LSD1 (GSK) on bulk bmMSC
proliferation and Oxygen Consumption Rate (OCR) analyzed on a Seahorse XFe 24 apparatus. (n=3)
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Figure S5: Western blot H3K4me1l, H3K27mel referred to H2B for bulk bmMSC after 2 days (D2) and 7 days
(D7) of 50 nM GSK LSD1 (GSK) (n=3)
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Figure S6: yH2AX foci staining relative to DAPI after doxorubicin treatment on low and high TMRM bmMSC
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Figure S7 : ROS production in low and high TMRM bmMSC using mitosox staining and FACS apparatus
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Figure S8: Picosirius red (PSR) and Wheat Germ Agglutinin (WGA) analysis after doxorubicin (Doxo)-
induced heart disease in mice model treated with low and High TMRM bmMSC
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Figure S9: Western blot yH2AXx referred to RhoGD1 staining for doxorubicin (Doxo)-induced heart disease
in mice model treated with low (L) and High (H) TMRM bmMSC.
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DISCUSSION

Pour considérer qu’'une thérapie cellulaire basée sur des cellules stromales
mésenchymateuses soit un succes, cela nécessite d’'une part le maintien de la greffe

mais aussi une prolifération optimale des cellules dans les tissus d’intérét.

L'utilisation de bmMSC pour le traitement de l'insuffisance cardiaque a été largement
décrite dans la littérature avec des résultats disparates en raison de la conception des
essais mais également de la qualité de la préparation cellulaire (Kalou, Al-Khani, et
Haider 2023; Guo et al. 2020).

Nous avons précédemment montré que les modifications métaboliques étaient
précurseur du devenir et de la survie des MSC cardiaques humaines (Gambini et al.
2020).

Ainsi, la modulation métabolique serait une stratégie efficace pour améliorer les

propriétés fonctionnelles et 'impact thérapeutique des bmMSC.

Un conditionnement des bmMSC via une hypoxie de deux jours ou plus a déja été
utilisée pour améliorer l'immunorégulation des bmMSC et induire une rétention

cellulaire plus élevée aprés la transplantation (Beegle et al. 2015).

De la méme maniere, nous avons montré que dans des conditions hypoxiques, les
bmMSC sélectionnées pour leur métabolisme glycolytique (faible TMRM) pouvaient
favoriser la survie des cellules H9C2 (myoblastes de rat) en maintenant un stress
oxydatif bas et une capacité de prolifération plus élevée par rapport a la plupart des
cellules de métabolisme plus oxydatif soit a haut potentiel de membrane mitochondrial

(marquage TMRM intense).

In vivo dans un modéle de souris présentant un stress oxydatif aigu lié a
'administration de Doxorubicine, nous avons confirmé l'avantage des bmMSC
glycolytigue dans la récupération de la fonction cardiaque (fraction d’éjection

ventriculaire) (M. Correia et al. 2022).
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Si la fibrose cardiaque (pourcentage de collagene) induite par la Doxorubicine a été
atténuée par I'injection des deux types de bmMSC (glycolytique et oxydative) il n’a pas

été possible d’identifier un avantage lié spécifiguement aux bmMSC glycolytiques.

Cette atténuation semble étre essentiellement liee aux effets paracrines des bmMSC

sur la fibrose comme précédemment décrit (Podyacheva et al. 2022; Mias et al. 2009).

Cependant la fibrose observée a 28 jours post traitement reste inférieure a 10% dans

notre modele et n’a pas entravé I'amélioration de la fonction cardiaque.

Il s’avere donc que la régulation de I'activité métabolique est une cible thérapeutique
pertinente pour améliorer les fonctions régénératrices des bmMSC, comme décrit pour

des souris agées (Xiaoyu Li et al. 2022).

L’injection des bmMSC glycolytique dans un environnement relativement plus élevé
en oxygene peut initier la biogenese mitochondriale et la génération de ROS,
essentielles a I'engagement de la lignée ; ceci peut s’avérer critique pour la

régénération optimale du tissu cardiaque.

La question de savoir si les bmMSC conservent alors un phénotype glycolytique ou si
elles s’orientent vers un métabolisme oxydatif pour favoriser la différentiation aprés

transplantation reste une question non résolue a ce jour.

Dans le cadre de la thérapie cellulaire c’est une question qui doit étre posée si un pré

conditionnement pharmacologique est utilisé.

Ainsi, si l'utilisation de drogues épigénétiques pouvait étre discutée pour le
conditionnement métabolique des bmMSC, les changements épigénétiques devraient
étre réversibles comme décrit pour les maladies liées au vieillissement (K. Wang et al.
2022).

Dans notre étude, l'utilisation de GSK-LSD1 50nM a montré une réversion du
phénotype métabolique a 7 jours, suggérant a la fois un arrét du conditionnement
épigénétique et le switch des bmMSC pouvant avoir été correctement greffées vers un
meétabolisme plus oxydatif et donc un phénotype différencié pouvant étre bénéfique a

la régénération cardiaque.
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Comme pour I'nypoxie, la régulation épigénétique de I'expression des genes pourrait
étre abordée pour maintenir le métabolisme en un état glycolytique en tant que

régulation réciproque de la programmation métabolique (Yi Zhao et al. 2022).

En se focalisant sur l'inhibiteur du LSD1, soit le GSK-LSD1, nous avons confirmé que
les changements épigénétiques liés a la méthylation des histones favorisaient le

métabolisme glycolytique des bmMSC.

Comme le LSD1 catalyse la formation de structures mono- et di-méthylées des résidus
lysine de H3, l'inactivation du LSD1 a montré un effet majeur dans la mono-méthylation
des résidus K4, K9 et K27 par rapport au K36 conduisant & une immunomodulation et

une reprogrammation métabolique (Chianese et al. 2022; Jin et al. 2017).

Cependant, I'impact métabolique du LSD1 dépendrait de son association avec de
multiples cofacteurs conduisant a des résultats controversés sur 'homéostasie du

glucose en fonction des tissus (D. Wang et al. 2022).

Nous avons montré dans ce travail que l'inhibition du LSD1 dans les bmMSC induisait
principalement la mono méthylation de H3K27, conformément a son réle prédominant

dans la capacité de régénération de la moelle osseuse (Yujue Li et al. 2023).

Notre étude conduit a éclaircir de nouvelles stratégies pour optimiser les thérapies
basées sur les bmMSC dans le traitement de l'insuffisance cardiaque et & mettre en
évidence les propriétés métaboliques des bmMSC en tant que cible prometteuse pour

des thérapies régénératives cardiovasculaires plus efficaces.

Cependant, certains points nécessitent encore d’étre approfondis :

» Réaliser une cartographie des cibles épigénétiques des populations de
bmMSC
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Récemment, I'épigénome, a été analysé en profondeur pour comprendre les
signatures moléculaires qui spécifient I'identité cellulaire (Kelsey, Stegle, et Reik
2017).

Chaque type de cellule posséde un épigénome unique qui est utilisé pour établir
les programmes d’expression génique spécifiques qui dépendent de protéines
régulatrices telles que des facteurs de transcription, I'ARN polymérase ou des

re modeleurs de chromatine.

L'analyse des facteurs de transcription et des modifications de la chromatine a
I'échelle du génome fournit en effet des informations sur les processus de
régulation des genes, tels que la transcription, la différenciation cellulaire et la

réponse cellulaire.

Nous avons initi€é, en complément des techniques exposées ci-dessus, une
étude de cartographie des nucléosomes et d’accessibilité de la chromatine aux
facteurs de régulation de la transcription par Cleavage Under Target & Release
Using Nuclease (CUT & RUN).

Ceci nous a permis de confirmer I'impact des mécanismes de mono méthylation
des histones dans la régulation fine du switch métabolique des bmMSC

humaines.

Nous souhaitons cartographier a I'échelle du génome les interactions
ADN/protéine H3K4mel et H3K27mel (avec pour contrdle H3K4me3) et ainsi
déterminer quelles seraient les cibles épigénétiques spécifiques des
populations de bmMSC glycolytiques et oxydatives (Low et High TMRM) ainsi
gue des populations de bmMSC traitées ou non par le conditionneur GSK-
LSD1.

Cela permettra par ailleurs de comparer les profils épigénétiques aux profils
transcriptomiques que nous avons identifiés pour les bmMSC Low et High
TMRM et qui ont démontré un réle essentiel du mécanisme épigénétique en lien

avec le métabolisme des cellules.

Compléter les tests in vitro par des tests de coculture de cellules traitées

par le conditionneur épigénétique GSK-LSD1
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Des conditionneurs épigénétiques tels que GSK-LSD1 a 50nM ont été

appliqués a différentes concentrations sur les bmMSC pendant 48 heures.

Pour les études de coculture, 5000 cellules myoblastiques de rat H9C2 ont été
cultivées dans un milieu DMEM avec 5000 cellules bmMSC a TMRM faible ou
élevée dans des conditions de normoxie (20 % d'oxygene) ou d’hypoxie (1 %

d'oxygéne).

Des myoblastes de rat, H9C2 seront cultivées sur transwells avec des bmMSC
traitées ou non avec ce conditionneur a différentes concentrations permettant
d’identifier la dose adaptée a une amélioration de la prolifération et la survie
cellulaire tout en permettant la réversion de l'effet épigénétique dans une

perspective de thérapie humaine.

Il a déja été initié des expériences de coculture 3D ou sphéroides avec des
cellules HIC2 et des bmMSC triées bas et haut-TMRM ainsi qu’avec des
bmMSC conditionnées ou non GSK-LSD1 afin de confirmer les résultats des

cocultures 2D et mimer les conditions hypoxiques.

Nous avons observé une amélioration de la survie des sphéroides constitués
d’HI9C2 et de bmMSC glycolytiques mais ces résultats doivent encore étre

confirmés.

Compléter les tests in vivo par I'injection de cellules conditionnées par
GSK-LSD1

Un objectif intéressant a atteindre serait de substituer le tri des bmMSC selon
leur TMRM par un tri épigénétique en utilisant un conditionneur permettant une
sélection des cellules présentant un profil glycolytique d’intérét dans la thérapie

cellulaire.

La prochaine étape sera donc de reproduire les expériences in vivo sur un
nombre suffisant de souris C57BI/6 traitées une fois avec 15mg/kg de
doxorubicine puis de les utiliser selon différents groupes : non traitées et traitées

avec des cellules conditionnées GSK-LSD1.

Il sera important de définir la dose de GSK-LSD1 minimale efficace au cours de

ces tests (entre 50 et 200nM) comme cela aura été fait pour les tests in vitro.
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» Tester lefficacité thérapeutique des bmMSC métaboliguement

sélectionnées sur un modele murin d’insuffisance cardiaque chronique

Le modele murin TAC ou de constriction aortique transverse développé dans
le laboratoire de [I'Il2MC pourrait étre utilisé pour tester les différents
conditionneurs métaboliques des bmMSC (X. Wang et al. 2023; Loyer et al.
2008).

En conclusion, les bmMSC glycolytiqgues présentent une capacité de survie améliorée
in vitro et in vivo ainsi qu’une fonctionnalité et une efficacité thérapeutique dans le

contexte d'une lésion cardiaque induite par la Doxorubicine.

Le facteur limitant reste le tri cellulaire, nécessaire dans un laps de temps limité pour

la culture cellulaire si une injection thérapeutique est envisagée chez ’'homme.

Le conditionnement épigénétique des bmMSC peut étre une voie prometteuse mais
I'innocuité du produit et la réversion des phénomenes épigénétiques restent a valider
avant d’envisager leur utilisation en thérapie cellulaire cardiaque chez ’lhomme (B. Sun
et al. 2023).
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE

EPIDEMIOLOGIE DES NEOPLASIES

NEUROENDOCRINES

Les néoplasies neuroendocrines (NNE) représentent un groupe diversifié de tumeurs
qui proviennent le plus souvent de l'axe gastro-entéro-pancréatique (GEP)
représentant 55 a 70% de toutes les NNE ; la majorité de ces tumeurs sont

sporadiques et les facteurs étiologiques restent le plus souvent inconnus.

On distingue classiquement les tumeurs fonctionnelles, responsables de symptémes
liés a une production tumorale de peptides ou d'amines, des tumeurs non

fonctionnelles, non sécrétantes.

Bien que la plupart des NNE soient des tumeurs indolentes, 10 & 20% des NNE sont
des carcinomes neuroendocrines (CNE), qui sont des tumeurs hautement
prolifératives caractérisées par une progression rapide de la maladie (Das et Dasari
2021) ; selon la localisation de la tumeur primitive, la survie et les sites des métastases
varient (Q. Yao, Chen, et Zhou 2019).

Les NNE intestinales représentent le contingent des NNE-GEP le plus fréquent avec
une incidence en augmentation et une survie moyenne a 5 ans au stade métastatique
inférieure a 50% (Leoncini et al. 2017) ; en second se trouvent les NNE thoraciques,
qui sont représentées notamment par les contingents pulmonaire et bronchique (J. C.
Yao et al. 2008).

Les néoplasies neuroendocrines intestinales ont un potentiel de malignité trés éleve,
elles tendent a progresser de maniére asymptomatique contrairement aux autres
tumeurs de 'axe GEP, notamment gastriques ou rectales, qui présentent un faible

potentiel de malignité mais une expression plus agressive au niveau symptomatique.

Les NNE-GEP peuvent par ailleurs étre associées a un syndrome carcinoide,

habituellement corrélé a la présence de métastases hépatiques.
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Le pronostic de ces tumeurs neuroendocrines demeure moins sévere par rapport aux

autres types de cancers.

Aujourd’hui les NNE sont mieux maitrisées par les professionnels de santé, mais cela
n’a pas toujours été le cas ; en effet, du fait de leur hétérogénéité, il est tres difficile de
réaliser le recueil des données épidéemiologiques mondiales des NNE (Das et Dasari
2021).

Ainsi, il persiste encore d’un pays a I'autre une importante disparité dans les méthodes
diagnostiques de ces tumeurs du fait de leur complexité, d'un spectre de
manifestations cliniques tres vaste mettant en porte a faux le diagnostic de ces

tumeurs.

Bien que généralement considérées comme rares, lincidence des NNE a
significativement augmenté au cours de ces dernieres décennies ; selon la base de
données Surveillance, Epidemiology, and End Results program (SEER), un
programme fournissant des informations sur les statistiques du cancer parmi la
population américaine, leur incidence est passée de 1,09/100 000 en 1973 a 5,25/100
000 habitants en 2004 pour une prévalence de 35/100 000 habitants aux Etats-Unis
(Figure 54) (J. C. Yao et al. 2008) :
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Figure 54 Incidence des NNE selon la base de données du SEER (J. C. Yao et al. 2008)
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L'incidence et la prévalence des NNE continuent d'augmenter a I'échelle mondiale,
avec les taux d'augmentation les plus élevés dans des pays comme les Etats-Unis, le

Canada et la Norvege (Leoncini et al. 2017).

Rien qu'aux Etats-Unis, l'incidence des NNE a été multipliée par plus de six au cours
des quatre dernieres décennies, avec une augmentation prédominante des tumeurs
localisées plutdt que des tumeurs métastatiques ; la prévalence actuelle des NNE aux
Etats-Unis est d'environ 170 000 patients (Chauhan, Kohn, et Del Rivero 2020).

Cependant, les registres du SEER ne prennent en comptent que les CNE, les données
sur les tumeurs bénignes étant souvent exclues de ces registres or pour la plupart des
tumeurs épithéliales, l'invasion de la membrane basale détermine une preuve

histologique de malignité.

Devant I'absence de comportement malin évident, telle que linvasion directe des
organes adjacents, des ganglions lymphatiques régionaux ou de la présence de
métastases, il devient difficile de classer une NNE dans la catégorie bénigne ou

maligne.

Bien que les données du registre SEER fournissent des informations importantes sur
les CNE, il reste plus difficile de savoir dans quelles mesures ces données sous-

estiment la fréquence des NNE bénignes.

En France, I'incidence des CNE malignes est estimée a 1,1/100 000 chez ’'homme et
0,9/100 000 chez la femme (C Lepage et al. 2004).

L’augmentation de l'incidence s’explique par une meilleure connaissance de ces
tumeurs par les cliniciens, 'uniformisation de leur classification (Irvin M Modlin et al.

2008) et les progreés réalisés dans le domaine de I'imagerie (Figure 55) :
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Figure 55 Incidence des NNE selon leur localisation (J. C. Yao et al. 2008)

Le sexe ratio est de 'ordre de 1 pour les tumeurs bénignes et Iégerement plus fréquent
chez les hommes pour les tumeurs malignes (Lombard-Bohas et al. 2009) ; 'age de
survenue est quant a lui généralement situé entre 40 et 60 ans mais I'age moyen au
moment du diagnostic est de 60 ans rendant compte d’'un diagnostic relativement
tardif.

Plus spécifiquement, les NNE digestives (NNED) représentent environ 1% des
cancers digestifs en France (C Lepage et al. 2004) ; aux Etats Unis, toujours selon la
base de données SEER, elles se placent en seconde position des cancers digestifs,

derriére le cancer colorectal.

Au sein du contingent digestif, la localisation la plus fréquemment retrouvée avec le

rectum est l'intestin gréle ou small intestine.

En effet, les NNE intestinales représentent a elles seules environ 30% des NNED
(Figure 56) :
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Figure 56 Incidence des NNED en fonction du site anatomique, selon la base de données du SEER

Dans la plupart des cas, les NNED sont des tumeurs bien différenciées (>80% ) (Céme
Lepage, Rachet, et Coleman 2007) et de nature non fonctionnelle.

Les NNED fonctionnelles, plus rares (< 20 %), sont le plus fréquemment représentées

par les tumeurs carcinoides, les insulinomes et les gastrinomes.

Plus de 50% des NNE intestinales sont diagnostiquées au stade métastatique,
principalement au niveau hépatique ; la survie moyenne au stade métastatique a 5 ans
est estimée inférieure a 50% (J. C. Yao et al. 2008) mais en fonction de la localisation

du primitif et de I'invasion tumorale, cette moyenne peut varier.

Parmi les principaux facteurs de mauvais pronostic se placent, le caractere peu
différencié de la tumeur, le grade élevé (indice de prolifération, index mitotique) et le

stade métastatique.

L’évaluation de ces facteurs histologiques va permettre d’établir un arbre décisionnel
qui définira les différentes options thérapeutiques (Irvin M Modlin et al. 2008).
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RADIOTHERAPIE METABOLIQUE

Les alternatives thérapeutiques pour les NNE intestinales non éligibles a une exérese

chirurgicale compléte restent trés limitées.

La radiothérapie interne vectorisée (RIV) par peptide receptor radionucleide therapy
(PRRT) au : 7Lutetium-[DOTA°,Tyr’] octreotate (*’’Lu-DOTATATE) délivre
localement & bas débit de dose plusieurs centaines de grays au hiveau des tissus
tumoraux sur-exprimant les récepteurs a la somatostatine de type 2 (SST2) sans

irradier significativement les tissus environnants (Kwekkeboom et al. 2008).

Lors de I'essai clinique récent de phase Il NETTER-1 (J. Strosberg et al. 2017) mené
chez des patients atteints de NNE intestinales progressives métastatiques et
inopérables, le traitement par PRRT a démontré sa supériorité en termes de réponse
thérapeutique et d’amélioration du délai de survie globale sans progression par rapport

au traitement standard par analogue de la somatostatine (aSST).

L’essai NETTER-2, en cours de publication, montre que l'utilisation d'une PRRT en
premiere ligne pour des patients avec NNE-GEP G2 ou G3 améliore significativement

la survie sans progression.

Le "7Lu-DOTATATE a obtenu 'AMM en octobre 2017 dans le cadre du traitement des
NNE intestinales inopérables ou métastatiques, progressives, bien différenciées (G1

et G2) et exprimant des récepteurs de la somatostatine (SSTR) chez I'adulte.

A cela s’ajoute I'obtention d’'une Amélioration du Service Médical Rendu (ASMR) de
grade Il en juillet 2018 (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide),
radiopharmaceutique », s. d.).

La lutathérapie (PRRT au ’Lu-DOTATATE) appartient a une nouvelle catégorie de

molécules qualifiées de « théranostiques » (Baum et Kulkarni 2012).

L’engouement pour ces nouveaux traitements reste cependant modeéré en raison du
peu de recul existant vis-a-vis de leur gestion et la crainte que suscite ces nouveaux
acteurs métaboliques radioactifs révéle un besoin pressant d’outils performants

permettant de cadrer rigoureusement leur utilisation.
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En effet, chaque individu posséde une radiosensibilité différente ; ainsi, I'évaluation de
la radiosensibilité individuelle permettrait de proposer un schéma thérapeutique

personnalisé.

La diversité des options thérapeutiques et des profils évolutifs chez ces patients rend
nécessaire l'identification de marqueurs biologiques permettant de guider la stratégie

thérapeutique.

A T'heure actuelle, seul le profil NETest établissant un score PPQ (Modlin) semble
proposer des biomarqueurs assez robustes dans la prise en charge de ce type de

tumeur et leur suivi thérapeutique.

Cependant ce NETest n’est pas disponible en France et I'établissement du score reste

complexe voire opaque pour une application a d’autres laboratoires.

Devant la recherche permanente d’une prise en charge plus personnalisée des
patients et la prise en compte de la radiosensibilité individuelle, une approche qualifiée
de « biodosimétrie » nécessite la mise au point de marqueurs biologiques d’efficacité

et de toxicité (Bolcaen et al. 2023).

Le protocole GENEbioLUNET se proposait d’étudier la variabilité radio-induite de
I'expression de genes du métabolisme et de sa régulation chez les patients atteints de

NNE intestinales et traités par PRRT.

L’hypothése de cette étude pilote est, que le suivi de biomarqueurs moléculaires au
cours du traitement, permettrait de proposer une adaptation du schéma thérapeutique

de fagon plus focalisée sur les marqueurs de radiosensibilité des patients.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

|. DEFINITION ET CLASSIFICATION DES TUMEURS

NEUROENDOCRINES

Les NNE se définissent par I'expression de protéines de structure et de produits de

sécrétion hormonale communs aux neurones et a 'ensemble des cellules endocrines.

En 1907, le terme de « carcinoide » est introduit pour définir un groupe de tumeurs
iléales mais ce n’est qu’en 1963 qu’ une classification voit le jour et intégre 'origine

embryologique de la tumeur (Williams et Sandler 1963).

Aujourd’hui, des criteres histologiques et immunohistochimiques bien définis
permettent aux cliniciens d’identifier de maniére fiable les NNE et de les différencier

des autres types de tumeurs.

Les critéeres de classification des NNE établis par 'TOMS en 2010 puis réactualisés en
2017 et 2022 ont permis d’uniformiser leur classification et ont remplacé toutes
classifications et termes antérieurs tels que les tumeurs du systéme amine precursor
uptake and decarboxylation (APUD), les tumeurs argentaffines et les tumeurs

carcinoides (Kloppel 2017).

[.1. ORIGINE ET SITE ANATOMIQUE

Le systeme « neuroendocrinien » est un systeme vaste et complexe.

Les cellules neuroendocrines peuvent s’organiser au niveau (André, Valo, et Guyétant
2003) :

» D’organes ou parties d'organes :
o Hypothalamus,
o Antéhypophyse,

164 |Page



o Médullo-surrénale,
o Parathyroides,
D’amas bien individualisés a l'intérieur d'un organe : pancréas endocrine,
De réseau de cellules dispersées a l'intérieur d'un organe,
De la thyroide,
Du tube digestif,
Du poumon,
Du thymus,

De I’appareil urinaire,

YV V V V V V V V¥V

De I'appareil génital.

Les cellules neuroendocrines du tube digestif, du pancréas et de I'appareil respiratoire
dérivent de I'endoderme alors que les cellules neuroendocrines de lintestin ont la

particularité de dériver des cellules entéro-chromaffines dites de Kultchinsky.

L’origine embryologique des cellules neuroendocrines et de leur clone tumoral, permet

de différencier (Figure 57) (Lawrence et al. 2011) :

> Les tumeurs développées a partir de l'intestin antérieur ou « foregut »
(classification anglo-saxonne) qui comprennent :
o Les NNE de l'appareil respiratoire (larynx, trachée, bronches) et du
thymus,
o Les NNE digestives dites « hautes » comprenant I'cesophage, I'estomac,
le duodénum, le haut jéjunum, et le pancréas.
» Les tumeurs développées a partir de I'intestin moyen ou « midgut ».
Elles comprennent les NNE jéjunales, iléales, appendiculaires et caecales.
> Les tumeurs développées a partir de I'intestin postérieur ou « hindgut ».

Elles comprennent les NNE coliques et rectales.
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Figure 57 Origine embryologique des NNE (Bournaud-Salinas, s. d.)

|.2.  MANIFESTATIONS CLINIQUES

Les NNE intestinales se caractérisent par la manifestation de symptéomes cliniques

aspecifiques (Niederle et al. 2016).
Elles sont, dans 60% des cas, asymptomatiques et de découverte fortuite.

Les symptdbmes dépendent généralement du siége, de la taille de la tumeur ainsi que

de sa différenciation tumorale.
Les signes fonctionnels ou symptémes les plus fréquemment retrouvés sont :

Douleurs abdominales,
Altération de I'état général (anorexie, asthénie, amaigrissement),
Nausées, vomissements,

Météorisme abdominal,

vV V. V V V

Syndrome occlusif en cas de masse tumorale volumineuse.

Il est fréquent de retrouver un syndrome carcinoide (20 a 30%), associé a la présence
de métastases hépatiques ; celui-ci peut se manifester chez tous les patients atteints

de NNE mais il est plus couramment retrouvé en présence de NNE intestinales.

Le syndrome carcinoide se manifeste par un ensemble de symptomes liés a

I'hypersécrétion de sérotonine, majoritairement, et d’autres peptides (histamine,
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bradykinine...) dans le sang; il se caractérise par des signes fonctionnels et

symptémes typiques :

> Flush, typique chez environ 90% des patients, qui se caractérise par une
coloration rouge ou violacée touchant le visage et la partie supérieure du tronc,
d’apparition brutale, favorisée par le stress et la prise d’alcool,

> Diarrhées, chez 70% des patients, qui peuvent étre de type moteur et
Sécrétoire,

» Tachycardie et diminution de la pression artérielle,

» Autres atteintes : cardiopathie carcinoide, bronchoconstriction pulmonaire...

Seulement 20% des tumeurs digestives sont fonctionnelles ce qui implique qu’elles
peuvent sécréter :

» Des hormones,

» Des facteurs de croissance,

» Des neurotransmetteurs,

A l'origine de symptémes cliniques typiques et bruyants (Figure 58) :

PRINCIPALES SECRETIONS | PRINCIPAUX SYNDROMES SIEGES LES PLUS FREQUENTS
HORMONALE SECRETOIRES
Sérotonine Syndrome carcinoide lléon
Bronches
Insuline Insulinome Pancréas
Glucagon Glucagonome Pancréas
Gastrine Gastrinome Duodénum
Pancréas
Vasoactive intestinal Vipome Pancréas
peptide (VIP) Surrénale (phéochromocytome)
Somatostatine Somatostatinome Pancréas
Duodénum
Bronches
Cortisol Syndrome de Cushing Bronches
Thymus
Pancréas

Figure 58 Principaux syndromes sécrétoires des NNE fonctionnelles
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Plus frequentes, les NNE non fonctionnelles auxquelles appartiennent les NNE

intestinales, sont souvent silencieuses.

Généralement de découverte fortuite, elles se manifestent par des symptdmes
cliniques aspécifiques pouvant passer inapergus, ce qui peut étre a l'origine d’un
important retard diagnostic (Kl6ppel, Perren, et Heitz 2004).

L’intensité de ces symptomes va étre proportionnelle a la progression et a l'invasion
tumorale (syndrome de masse) ce qui explique leur découverte a des stades avances
de la maladie.

.3. CLASSIFICATION

L'analyse anatomo-pathologique de la tumeur doit étre obtenue (par biopsie ou

chirurgie) avant tout traitement médicamenteux afin d’obtenir le grading et le staging.

La derniere version adaptée de la classification OMS 2022 des NNE par la Société
savante des maladies et cancers de l'appareil digestif (SNFGE) est résumée ci-

dessous (Figure 59) :

Ki-67T* Indice mitotique**
Grade 1 (G1) < 3% =2
Grade 2 (G2) 3% - 20% 2-20
Grade 3 (G3) = 20% =20
Grade Différenciation
TNE G1 G1 Bien differencié
TNE G2 G2 Bien differencié
TNE G3 G3 Bien differencié
CNE* a3 Peu différencié, a grandes ou
petites cellules
MIiNEN MNeoplasie mixe neuroendocrine -
non neuroendocrine

CMNE, carcinome neuroendocrine ; TNE, tumeur neuroendocring. * Lindex de profifération Ki-67 est determing par
comptage d'au moins 500 cellules dans les régions de plus fort marquage (hot-spots) pour les biopsies et 2000
cellules pour les piéces opératoires. ™ Lindice mitoligue doit étre exprimé comme le nombre de mitoses par 2 mm?
(équivalent & 10 champs a fort grossissement & x40), délerminé par le comptage de 50 champs de 0,2 mm? (soit
une aire folale 10 mm?). Le grade final est basé sur celui des deux indices de prolifération classant la lésion dans
la catégorie de plus haut grade. *™* Les CNE sont considérés comme de haut grade (G3) par définifion.

Figure 59 Classification 2022 des Néoplasies Neuroendocrines selon 'OMS. Adapté et modifié d’aprés (Rindi et al.
2022)
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Cette classification permet de différencier les NNE en fonction de leur degré de
différenciation cellulaire par [l'utilisation d’outils immunohistochimiques ; ainsi, les
NNE-GEP peuvent étre classées en tant que NNE G1, G2 ou CNE G3 composées
respectivement de cellules tumorales bien, moyennement ou peu différenciées
(Kléppel 2017).

Les NNED font également I'objet d’une classification tumor nodes metastasis (TNM),
mise a jour par I'lUnion for International Cancer Control (UICC) en 2022 (« TNM
Classification of Malignant Tumours, 8th Edition | UICC », s. d.) ; celle-ci intégre les
particularités des NNED a la classification TNM classique congue sous I'égide de
'European Neuro Endocrine Tumor Society (ENETS) (Niederle et al. 2016) et permet

d’établir une stadification tumorale (Figure 60) :

T TUMEUR ENDOCRINE PRIMITIVE
TX Tumeur primaire non évaluable
TO Pas de tumeur primitive décelable
T1 Tumeur envahit la muqueuse ou la sous-muqgueuse et est < 1cm
T2 Tumeur envahit la musculeuse ou > 1cm
T3 Tumeur envahit la sous séreuse (respecte la séreuse)
T4 Tumeur envahit la séreuse ou d’autres organes/structures adjacents
N ADENOPATHIE(S) REGIONALE(S)
NX Adénopathie(s) régionale(s) non évaluable(s)
NO Absence de métastase ganglionnaire
N1 Présence de métastases ganglionnaires régionales < 12 ganglions
M METASTASE(S)
MX Métastase(s) a distance non évaluable(s)
MO Absence de métastase a distance
M1 Présence de métastase(s) a distance
M1a : hépatiques, M1b : dans au moins un site extra-hépatique, M1c : hépatiques et osseuses

Figure 60 Classification TNM des NNE du jéjunum/iléum d’apres 'UICC 2022 (« TNM Classification of Malignant
Tumors, 8th Edition | UICC », s. d.)
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1. DIAGNOSTIC DES TUMEURS

NEUROENDOCRINES

Tous les dossiers de patients atteints de NNE doivent étre discutés en réunion de
concertation pluridisciplinaire (RCP) régionale puis soumis au Réseau National de
référence de prise en charge des Tumeurs Neuroendocrines malignes sporadiques et
héréditaires (RENATEN).

Le réseau RENATEN comprend dix-sept centres experts répartis sur 'ensemble du
territoire francais, spécialisés dans la prise en charge des patients porteurs de NNE ;
chaque dossier patient y est soumis afin de vérifier les criteres d’éligibilité a un

traitement et de discuter des alternatives thérapeutiques.

Le réseau RENATEN est la branche clinique du Groupe d’étude des Tumeurs
Endocrines (GTE).

Le GTE est une société savante crée en 2002 qui réunit les différentes spécialités
impliquées dans la prise en charge des NNE : anatomopathologistes, biologistes,
chirurgiens, endocrinologues, gastroentérologues, généticiens, médecins nucléaires,
oncologues et radiologues (« ENDOCAN - RENATEN », s. d.).

A ses cOtés, on retrouve les réseaux nationaux d'expertise pour le diagnostic
anatomopathologique et génétigue des néoplasies neuroendocrines (TENpath et
TENgen).

[I.1. IMAGERIE MEDICALE

Face a la grande diversité des modes de présentation des NNE : type, grade,
fonctionnelle ou non, les besoins en terme d’'imagerie sont trés divers (van Essen et
al. 2014) et toutes les caractéristiques de ces tumeurs doivent étre prises en compte

pour orienter le choix de I'imagerie.
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[1.1.1. TECHNIQUES CONVENTIONNELLES

Au méme titre que les examens biologiques de routine et comme dans toute nouvelle
démarche diagnostique en cancérologie, un bilan d’imagerie conventionnelle est en

premier lieu réalisé.

L’'imagerie conventionnelle comprend, selon les recommandations publiées dans le
Thésaurus National de Cancérologie Digestive (TNCD) en 2023 et réalisé sous I'égide
de la SNFGE, les examens suivants :

» Endoscopieliléo-coloscopie
Ce sont les examens d’'imagerie conventionnelle indispensables avant tout acte
chirurgical pour :
o Rechercher la lésion primitive,
o Apprécier son extension,

o Réaliser des biopsies.

L’iléo-coloscopie permet notamment de rechercher un cancer du célon associé.

» Scanner thoraco-abdomino-pelvien avec réalisation d’'un temps artériel tardif
dans le but de rechercher un autre cancer associé.

» IRM hépatique ou scanner hépatique 3D dans le cas de présence de
métastases résécables afin d’évaluer I'étendue de l'invasion hépatique.

» Scintigraphie osseuse, couplée au scanner, en cas de suspicion de

métastase(s) osseuse(s) non retrouvee(s) par les autres examens d'imagerie.

[1.1.2. TECHNIQUES MOLECULAIRES

L’imagerie moléculaire joue un rdle clé dans la prise en charge des NNE intestinales
du fait de leur richesse en SSTR et plus particulierement en récepteurs SST2 (J.
Reubi et al. 2001).

De nombreux progres ont permis de mettre au point de nouvelles techniques
d'imagerie fonctionnelles qualifiées de « moléculaires» or celles-ci sont
particulierement adaptées au diagnostic et a la prise en charge des NNE puisqu’elles

utilisent des aSST radiomarqués.
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Il existe plusieurs techniques d’'imagerie dites « nucléaires » utilisant des traceurs

radioactifs :

» La scintigraphie,
» Latomographie par émission mono-photonique (TEMP),

» La tomographie par émission de positons (TEP).

Les radionucléides utilisés pour la scintigraphie émettent des rayons gamma (y)
d'énergies bien définies et sont détectés par les cristaux de scintillation dans une

caméra gamma (van Essen et al. 2014).

Le choix de I'imagerie fonctionnelle est a discuter en RCP or dans un premier temps il

sera orienté selon le grade tumoral établi par la classification OMS 2017.

Ainsi, pour les NNE bien différenciées (G1 ou G2), 'imagerie moléculaire utilisant les
analogues de la somatostatine sera privilégiée pour établir le stade de la tumeur et
évaluer I'expression des récepteurs SST2, marqueur pronostique et de sélection pour
la PRRT ; pour les NNE peu ou pas différentiées (G3) et dés que l'indice du ki67 est
supérieur a 10-15%, le TEP-18 fluoro désoxy-glucose (FDG) sera utilisé.

L’imagerie moléculaire va permettre de :

Localiser la lésion primitive et caractériser la tumeur,
Confirmer la nature différenciée (SST2+) / non différenciée (SST2- et FDG +),

Permettre un bilan d’extension Iésionnel corps entier,

vV V VYV V

Aider ala décision thérapeutique et permettre une évaluation pronostique (en
fonction du profil SST2+ ou SST2-).

Voici par ailleurs, les différents examens d’'imagerie moléculaire réalisables :

» Lascintigraphie a I'octreotide ou Octréoscan
L’octreotide, analogue de synthése de la SST, en raison de son fort taux
d’absorption, fut en 1989 le premier aSST radiomarqué utilisé couplé a une
technique de scintigraphie pour visualiser in vivo des tumeurs SST+ (Ep et al.
1993; 1989).

» La TEP-Di-hydroxy-phénylalanine (DOPA) est utilisée pour les tumeurs bien
différenciées.
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» La TEP-18FDG est utilisée pour les tumeurs peu différenciées ou en cas de
TEP-DOPA négatif.

> La TEP-[%8Ga-DOTAP’-Nal®] octreotide (®GA-DOTANOC)
Une étude utilisant le 68Ga-DOTANOC a mis en évidence une sensibilité de
92% et une spécificité de 98% (Ambrosini et al. 2012) de cette technique,
supérieure au Ga-DOTATOC et au Ga-DOTATATE précédemment utilisés.
L’avantage que présente le TEP 68Ga-DOTANOC est donc de pouvoir détecter
de plus petites Iésions.
Ainsi, '’Association Européenne de Médecine Nucléaire a publié des directives
de procédure pour I'imagerie au 88Ga-DOTA-SSA (Figure 61) (I et al. 2010) :

Figure 61 Exemple dimagerie moléculaire utilisant les aSST radiomarqués (« Imagerie TEP aux
analogues de la somatostatine marqués au 68 Ga dans les Tumeurs endocrines digestives bien
différentiées - PDF Free Download », s. d.)

L’'imagerie moléculaire présente de nombreux avantages, le gain en termes de
performance diagnostique est indéniable, la TEP apportant une meilleure résolution
spatiale et posseédant une meilleure sensibilité par rapport a la TEMP, lorsqu’elle est
combinée a I'utilisation de traceurs plus performants ayant une meilleure affinité pour
les SSTR (Mm et al. 2011; A et H 2008) ; ceci est lié au choix de 'aSST ainsi qu’au
radio-marquage par le 58Gallium qui présente un spectre d’affinité aux récepteurs de

la somatostatine plus large.
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Au cours de ces dernieres années, I'imagerie est devenue une des pierres
angulaires de la prise en charge des NNE dans le cadre du diagnostic ou pour

orienter la prise en charge thérapeutique.

[1.2. BIOMARQUEURS

Le bilan biologique outre le bilan classique (ionogramme sanguin, exploration de la
fonction rénale, formule sanguine) comprend I'’évaluation de biomarqueurs spécifiques

propres a ce type de tumeur.

Ces biomarqueurs jouent un rble dans I'évaluation de la réponse tumorale, la
surveillance de la progression de la maladie et sont utilisés comme indicateurs

pronostiques (Je et B 2003).

Cependant, une élévation isolée de ces marqueurs n'est généralement pas suffisante

pour établir un diagnostic sans confirmation anatomopathologique.

Parmi ces biomarqueurs, on distingue les marqueurs « généraux », utilisés pour
'ensemble des NNE, des marqueurs spécifiques a certains types de tumeurs comme

les NNE fonctionnelles.

L’expression de ces marqueurs par les clones tumoraux démontre la conservation du

phénotype endocrine par les NNED, que ce soit sur le plan structurel ou fonctionnel.

[1.2.1. CHROMOGRANINE A

La Chromogranine A (CgA) est le biomarqueur neuroendocrinien tumoral de référence,
c’est un marqueur sensible, précis a 60-85% pour les NNED (Irvin M Modlin et al.
2008) mais cependant non spécifique ; son taux est augmenté chez 50 a 100% des
patients atteints de NNE (Eriksson, Oberg, et Stridsberg 2000).

Il est a I'heure actuelle le meilleur marqueur pour le diagnostic, le suivi mais également
le pronostic de la maladie car son taux est directement corrélé a la progression

tumorale et a la réponse thérapeutique (S et al. 2010; R et al. 2008).
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La CgA est une glycoprotéine de quatre cent trente-neuf acides aminés codée par le
chromosome 14, largement présente dans les granules de sécrétion des cellules

neuroendocrines et est sécrétée par la quasi-totalité des NNED.

Pour les tumeurs bien différenciées, les taux plasmatiques de CgA peuvent étre
directement corrélés a la taille de la tumeur et a 'envahissement des tissus adjacents,

notamment en présence de métastases hépatiques.

Son dosage est réalisé par une méthode immunologique d’enzyme linked immuno-
sorbant assay sandwich (ELISA), le seuil de pathogénicité étant fixé a 100ng/mL (ou
200U/L).

De plus, son augmentation au cours du suivi de I'’évolution tumorale est un facteur de

mauvais pronostic (Figure 62) :
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Figure 62 Diagramme de Kaplan-Meier comparant la survie de patients atteints de NNED en fonction du taux de
CgA (R et al. 2008)

Le CgA reste cependant un marqueur controversé en raison de sa faible spécificité.
Son élévation peut correspondre a une prolifération non spécifique (10 a 35%) et sa
valeur peut étre surestimée dans les situations suivantes : traitement par inhibiteurs

de la pompe a proton (P. M et al. 2005), gastrite chronique, insuffisance rénale,
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insuffisance hépatique, maladie de Parkinson, hypertension artérielle non traitée,

grossesse, traitement par stéroides ou glucocorticoides, épisode infectieux...

A contrario, chez les patients traités par les aSST, le taux de CgA circulant peut étre

abaissé et son utilité questionnée chez ce groupe de patients (S et al. 2010).

[1.2.2. ACIDE 5-HYDROXY INDOLE ACETIQUE

L’acide 5-hydroxy-indole acétiqgue (5-HIAA) est le biomarqueur spécifique du

syndrome carcinoide.

Les 5-HIAA sont des produits de dégradation issus du métabolisme hépatique de la

sérotonine et éliminés par voie urinaire (Meijer et al. 2000).

Le dosage des 5-HIAA est réalisé sur sérum, urines de la nuit ou urines de 24h, il
présente une sensibilité de 70 a 75% et une spécificité proche de 100% pour le

diagnostic des NNE intestinales.

Pour le syndrome carcinoide, ce dosage présente une excellente sensibilité de 'ordre
de 100% et une trés bonne spécificité de I'ordre de 85 a 90% (De Mestier et al. 2021,
Jm et Tm 1986).

Il présente certains inconvénients concernant les conditions de recueil avec des
restrictions alimentaires strictes 48h avant le dosage (excluant le café, thé, la banane,

les fruits secs, I'avocat, les mollusques...) afin d’éviter des faux positifs (D et al. 2009).

[1.2.3. BIOMARQUEURS MOLECULAIRES

L’identification de biomarqueurs sensibles et robustes pour établir le diagnostic, suivre
la progression de la maladie et surveiller I'efficacité du traitement représente le
principal challenge de ces derniéres années, le retard au diagnostic des NNE

entrainant des répercussions sur I'efficacité du traitement.

L’enjeu actuel est de proposer des outils capables de fournir un diagnostic précoce et
un suivi fiable de I'évolution de la maladie, il existe donc un besoin crucial en
biomarqueurs de NNE sensibles et spécifigues (K et al. 2015), plus informatifs et

précis.
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» Analyse de transcrits de génes

Au cours de ces dernieres décennies, le paysage thérapeutique et génomique
des NNE a été largement étudié (C. J et al. 2014), la découverte de mutations
et d’'anomalies d’expression de certains génes a ouvert des perspectives pour

I'utilisation de nouveaux biomarqueurs.

Qui plus est, I'étude d’'une empreinte moléculaire a déja bien été investiguée et
utilisée dans d’autres cancers tel que le cancer du sein avec le MammaPrint®

qui étudie une signature moléculaire de soixante-douze génes.

Les microArrays sont utilisés en cancérologie pour le typage tumoral en fonction
des profils d’expression génique, permettant de cribler simultanément plusieurs
milliers de génes et de fournir une signature moléculaire d’un type cellulaire
donné ; Modlin et al ont mis au point, en 2013, une « signature moléculaire
multi-transcrits » spécifique des NNE GEP, a partir d’'un panel de cinquante-et-
un génes et réalisée sur biopsie liquide (Figure 63) (Irvin M. Modlin, Drozdov,
et Kidd 2013) :
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Figure 63 Identification des 51 marqueurs moléculaires des NNE (Irvin M. Modlin, Drozdov, et Kidd 2013)
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lls ont d’abord analysé les données de profils d’expression géniques issues de
tissus sains et de tissus tumoraux provenant essentiellement de cancers
hépatiques, du sein, du colon, de la prostate et du poumon, obtenus par
microArrays et extraites a partir de la base de données ArrayExpress
(Parkinson et al. 2009).

Puis ils ont analysé des données provenant de microArrays réalisés sur des

tissus normaux et NNE :

o Le GEP-NEN-A, sur muqueuse intestinale normale, NNE primaires et NNE
métastatiques (K. M et al. 2007),
o Le GEP-NEN-B, sur muqueuse iléale normale, NNE de l'intestin moyen,

et métastases hépatiques (Leja et al. 2009).

Et enfin 'expression de genes provenant de quatorze échantillons sanguins de

sujets sains et de sujets atteints de NNE GEP par microArrays (S. J et al. 2005).

lls ont ensuite réalisé une analyse bio-informatique de I'ensemble de ces
données, ce qui a permis de présélectionner soixante-quinze genes et de définir

trois panels de potentiels genes d’intérét :

o Un panel composé de genes surexprimés dans les tissus de NNE
(coexprimés dans les GEP-NEN A et B),

o Un panel composé de génes surexprimeés dans le sang de patients atteints
de NNE (coexprimés avec les GEP-NEN A et B),

o Un panel issu de treize genes décrits dans la littérature tels que les génes
SSTR (Muscarella et al. 2011; K. M et al. 2006).

Pour finir, ces trois panels ont été analysés par RT-PCR quantitative (RT-gPCR)
sur des échantillons sanguins de sujets sains et de sujets atteints de NNE.

Ainsi I'étude du profil d’expression des soixante-quinze génes a permis
d’identifier cinquante-et-un genes d’intérét.

Parallélement, 'analyse bio-informatique des ontologies fonctionnelles a permis
de mettre en évidence une surexpression des genes impliqués dans les voies
du métabolisme cellulaire ; cette signature moléculaire a ensuite été intégree
au NETest (Irvin M. Modlin et al. 2018).
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Ce test, qualifié de « multi-analytes », fait 'analyse des profils d’expression des
cinquante-et-un génes du panel a partir ARNm circulants par RT-qPCR qui
sont ensuite intégrés a deux algorithmes mathématiques distincts non explicités

par les auteurs (Figure 64) :
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Figure 64 Principe du NETest (Irvin M. Modlin et al. 2018)

Le « tumor score » identifie si I'échantillon est une NNE ou non (score 0-8) ; les
échantillons notés de 0 a 2 sont classés comme normaux et ceux de 3 a 8 sont

classés comme des NNE.

La deuxieme analyse «omic index », évalue I'expression de génes
biologiqguement pertinents impliqués dans les voies de développement des
NNE ; ainsi, les valeurs omiques supérieures ou égales a 50 ont une probabilité

d'identification en tant que maladie progressive supérieure a 75%.

Ces deux ensembles d’'information sont condensés en un seul score, qui est
mis a I'échelle 0 & 100%, le « NETest score » ; cette mise a I'échelle est fonction
de la pondération du score de classification (analyse 1), par l'expression

biologique liée au statut de la maladie (analyse 2).
Le NETest détermine pour chaque patient la catégorie de risque tumoral :

o Faible <40%,
o Modéré 40% a 79%,
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o Elevé >80% d'activité de la maladie.

Il présente une excellente sensibilité et spécificité (> 95%) pour la détection
NNED et se veut nettement plus précis que le dosage du CgA lui-méme qualifié

de test « mono-analyte ».

Ce test permet de fournir une évaluation multidimensionnelle (grace a I'analyse
de groupes de genes) pour diagnostiquer la NNE et évaluer le statut de la

maladie.

Analyse des miARN

Autres marqueurs moléculaires d’intérét, les miARN participent a la régulation

des genes au niveau post-transcriptionnel.

Plusieurs miARN agissent soit comme oncogenes, Soit comme suppresseurs

de tumeurs, influencant ainsi la croissance et la dissémination des tumeurs.

Jusqu'a récemment, les données sur les profils d'expression de miARN dans
les NNED étaient encore rares mais les miARN sont aujourd’hui considérés
comme de potentiels biomarqueurs d’intérét (Zimmermann et al. 2018) grace a
I'étude de leurs profils d’expression en fonction du site de la tumeur primitive,
de la présence ou non de métastases et de leurs sites métastatiques (Figure
65) :

SITE PRIMAIRE ‘ PANCREAS ILEUM APPENDICE RECTUM

let-7e, Let-7g, : )
miR-126, miR-16, miR-125b miR-151-3p
miR-127, miR200a,
MiRNA miR-30a-3p, miR-320,
sur-exprimes miR-409-3p, miR-324-3p,
miR-539, miR-331,
miR-652, miR-342-3p,
miR-95 miR-744
miR-155,
miRNA miR-193b, miR-200c,
sous-exprimeés miR-28-3p, miR-223,
miR-642, miR-24
miR-886-5p

Figure 65 Profil d’expression de certains miRNA dans les NNED
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De nombreuses études tendent aujourd’hui a établir le profil mMIARN des NNE
intestinales a la recherche de nouveaux biomarqueurs pronostiques
(Arvidsson et al. 2018).

Cependant, la mesure de miARN reste complexe par son utilisation en

pratique clinique courante (Malczewska et al. 2018).

De surcroit, ces biomargueurs moléculaires ne semblent pas étre affectés par
l'alimentation, I'age, le sexe, l'origine ethnique ou lutilisation a long terme des
inhibiteurs de la pompe a protons (IPP), contrairement a la CgA ou a la 5-HIAA (Irvin
M. Modlin, Drozdov, et Kidd 2014).

Cela conforte l'idée que les biomarqueurs moléculaires peuvent fournir une information

précise et sensible pour identifier les NNE et évaluer la progression de la maladie.

Ainsi toutes ces études soulignent un besoin crucial en biomarqueurs de haute

précision pour le diagnostic et la gestion des NNE.

La mise au point d’un test « multidimensionnel » capable de fournir des informations
sur le diagnostic, le pronostic, le volume de la tumeur et la réactivité au traitement tout
en tenant compte des spécificités propres de chaque tumeur (grading et staging) serait
un outil majeur dans la prise en charge de ces tumeurs complexes chez ces patients

lourds.

Or actuellement aucun test ne répond a ces besoins ou est disponibles pour tous les
services cliniques et les données concernant I'expression dARNm et miARN dans les

NNE sont encore relativement rares comparées a divers autres types de tumeurs.

11.3. ANATOMO-PATHOLOGIE

L’obtention d’'une analyse histologique est bien évidemment indispensable dans la

démarche diagnostique et rejoint la classification vue au paragraphe 1.3.
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[ll.  TRAITEMENT DES TUMEURS

NEUROENDOCRINES

[1l.1. ROLE DE LA SOMATOSTATINE

[11.1.1. SOMATOSTATINE ET ANALOGUES

La SST a été découverte en 1973 (Guillemin et Gerich 1976) ; il s’agit d’'une hormone
protéique inhibitrice de ’'hormone de croissance growth hormone releasing hormone

(GHRH) qui existe sous deux formes :

» Une forme de quatorze acides aminés majoritairement sécrétée au niveau
digestif,
» Une forme de vingt-huit acides aminés prédominante au niveau du systeme

nerveux.

Outre sa sécrétion au niveau de I'hypothalamus elle est également sécrétée au niveau
gastro-intestinal par les cellules D, réparties de maniére diffuses au niveau du tractus

digestif mais leur quantité diminue de I'estomac jusqu’au colon.

La principale action de la somatostatine est d’inhiber les sécrétions exocrines et
endocrines du tractus digestif mais elle a diverses autres fonctions (Figure 66)
(Lamberts, Krenning, et Reubi 1991) :

INHIBITION DES INHIBITION DES
AUTRES ACTIONS
SECRETIONS EXOCRINES | SECRETIONS ENDOCRINES

= Salivaire : amylase = Digestives : sécrétine, = Inhibition de la motilité
= Gastrique : acide VIP... gastrique et intestinale
chlorhydrique = Pancréatiques : = Hémodynamiques : diminution
= Hépatique : bile glucagon, insuline. du flux sanguin splanchnique,
= Pancréatique: diminution de la pression du
amylase, trypsine, systéme porte
lipase = Contréle de la prolifération

cellulaire dans les tissus

normaux et tumoraux

Figure 66 Modes d’action de la SST (Harris 1994)
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Les aSST présentent certains avantages par rapport a la somatostatine naturelle
(Harris 1994), ils possédent une demi-vie plus longue et se fixent avec une plus forte

affinité aux récepteurs SST2.
Historiquement, I'Octreotide fut le premier analogue de la somatostatine développé.

Leurs mécanismes d’action antitumoraux sont décrits ci-dessous (Figure 67) (Mestier
et al. 2014) :

c TR0 SST v Prolifération
4 Immunité Activation b . :
) —— «— © — endothéliale ——»| y Angiogenése
antitumorale lympho NK @O + FGF-VEGF-PIGF
SIS
@,

RTK
/ Src-kinases SHP-2 SHP-1
4 TRAIL l 1
Restauration 4 Bax Voie =L
jonctions GAP + Bl Voia / ERK/MAPK Voie PI3K/
4 p53 NOS/cGMP sl AKT/mTOR

Voie
l l Rho/Rac
v v

4 Différenciation L Proli 3 . v Prolifération
RN Prolifération $ Invasion .

4 Inhibition de 4 Apoptose ; aNC ¥ Survie

[ A ¥ Métabolisme v Migration + Métabolisme

Figure 67 Mécanismes directs et indirects de I'activité antitumorale des aSST dans les NNED (Mestier et al. 2014)

[11.1.2. RECEPTEURS DE LA SOMATOSTATINE

Les SSTR sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires (Figure 68)
(Weckbecker et al. 2003) :
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Figure 68 Structure des SSTR avec I'exemple du sous-type SST2A (Weckbecker et al. 2003)

Au début des années 1990, cinq sous-types de SSTR ont été clonés et caractérises,
SST1 a SST5 (Hoyer et al. 1995) ; ces cing SSTR different par leur capacité a
internaliser le ligand lié au récepteur. Or cette étape d’internalisation va jouer un réle
clé dans le choix de la RIV par PRRT.

Une des principales caractéristiques des NNE est leur richesse d’expression en
SSTR ; en effet, ceux-ci sont présents a la surface de 75-90% d’entre elles (Hofland
et Lamberts 2003).

La majorité des tumeurs dites SST+ expriment simultanément plusieurs sous-types de
SSTR.

Il existe une variation considérable de I'expression des sous-types de SSTR entre les
différents types de tumeurs et entre les tumeurs du méme type, SST2 restant

cependant le sous-type le plus largement retrouvé dans les cellules tumorales.

Les implications cliniques de la présence des SSTR dans les NNE sont multiples, que

ce soit comme marqueur prédictif d'efficacité d’un traitement par aSST ou en tant que
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marqueur diagnostique, pronostique et comme cible radiothérapeutique potentielle (J.
C. Reubi et al. 1992).

Ainsi, la richesse d’expression de ces récepteurs, la connaissance de leur mode
d’expression et de fonctionnement des différents sous types dans les NNE ont permis

d’élargir les possibilités thérapeutiques en ciblant spécifiquement les SSTR.

La « positivité SSTR », notamment en SST2, des NNE intestinales en font une cible
de choix pour le développement de nouvelles molécules tels que les aSST
radiomarqués, utilisés dans le cadre diagnostique (imagerie moléculaire) ou en
thérapeutique par PRRT (J. Reubi et al. 2001).

[11.2. TRAITEMENT DES TUMEURS

NEUROENDOCRINES INTESTINALES

Il existe différentes alternatives thérapeutiques pour la prise en charge de ce groupe

complexe de tumeur.

[11.2.1. CHIRURGIE

Actuellement, la chirurgie est le seul traitement curatif pour les tumeurs localisées mais

40% des patients présentent des métastases au diagnostic.

Le tableau ci-dessous présente les différentes options thérapeutiques proposées selon

les caractéristiques des NNE (Figure 69) :
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NNE NNE
NNE
CARACTERISTIQUES MOYENNEMENT PEU DIFFERENCIEE
BIEN DIFFERENCIEE
DIFFERENCIEE ou CNE

GRADE* G1 G2 G3
INDEX DU KI 67 Ki67 < 3% Ki67 < 3-20% Ki67 > 20%
ET/OU et ou ou
INDEX MITOTIQUE* < 2 mitoses 2-20 mitoses > 20 mitoses
EVOLUTION CLINIQUE ET
RESULTATS Progression lente Intermédiaire Progression rapide
TDM ou IRM
NOMBRE DE LESIONS TEP-

Faible Intermédiaire Elevée
FDG+
EXPRESSION SSTR Elevée Intermédiaire Faible
PRONOSTIC Bon Moyen Mauvais
TRAITEMENT DE 15%¢

Chirurgie curative
INTENTION

= Chirurgie : réduction de la tumeur primitive = Chimiothérapie

+/- métastases

= aSST*
TRAITEMENT DE 25%& = Thérapie ciblée : Everolimus, Sunitinib
INTENTION = PRRT**

= Chimiothérapie

= Interféron

= Chimio embolisation

*selon les recommandations de 'OMS 2019 thérapeutiques (« Référence Tumeurs neuroendocrines du gréle »,
s. d.) et de 'ENETS (van Essen et al. 2014)
**condition : surexpression des récepteurs a la SST

Figure 69 Caractéristiques des NNE et options thérapeutiques (« Référence Tumeurs neuroendocrines du gréle »,
s.d.)

111.2.2. PRRT AU Y""LU-DOTATATE

Nous nous intérresserons ici au traitement des NNE intestinales bien différenciées (G1
ou G2) localement avancées ou métastatiques, qui représentent nos tumeurs d’interét

et dont I'arbre décisionnel est présenté ci-dessous (Figure 70) :
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| TNE duodéno-pancréatique (section 11.4.3.3.1.2)

TNE non duodéno-pancréatique (section 11.4.3.3.2.2)

/N

AN

| Le diagnostic et le traitement d’un syndrome fonctionnel est toujours une priorité

v

Y

v N\

Non progressive,

Progressive, ou Ki67 > 10%, ou
symptdmes non contrdlés, ou

Progressive, ou Ki67 > 10%, ou

Non progressive, symptdmes non contrélés, ou

et Ki67 < 10%, et symptdmes 5 R et Ki67 < 10%, et symptomes i e
: envahissement hépatique > 2 issement hépatique >
contrélés, et envahissement i contrdlés, et envahissement ,
hépatique < 50% 50% (+ métastases osseuses, hépatique < 50% 50% (+ métastases osseuses,
TEP au FDG positive) TEP au FDG positive)
v v v y

Traitement de

premiére ligne

Traitement de premiére ligne

* Analogues de la SST
* (Surveillance*)

* Chimiothérapie
* (Analogues de la SST)

* Analogues de la SST
* (Surveillance*)

* Analogues de la SST
* Traitements locorégionaux
* RIV au Y77Lu-DOTATATE**

v

v

Traitement de seconde ligne

Traitement de seconde ligne

* Analogues de la SST
(si surveillance initiale)
* Chimiothérapie

* Evérolimus, sunitinib
* Traitements locorégionaux
* RIV au 177Lu-DOTATATE

* Analogues de la SST

* Evérolimus

(si surveillance initiale) * Traitements locorégionaux

* RIV au 177Lu-DOTATATE

Options

Options

* Essai clinique dés que possible
« Décision selon statut MGMT

« Chimiothérapie + bévacizumab
« Evérolimus/sunitinib (1¢ ligne)

« Traitements locorégionaux
* Analogues SST (double dose)
* Analogues SST (maintenance)
« Transplantation hépatique

* Essai clinique dés que possible
* Analogues SST (double dose)
« Interféron alpha 2b

* Chimiothérapie + bévacizumab
« Décision selon statut MGMT
« Transplantation hépatique

Figure 70 Arbre décisionnel d’aide a la prise en charge des NNE intestinales métastatiques (selon TNCD SNFGE
2023 et PRRT)

La RIV par PRRT est une forme de radiothérapie systémique qui permet la délivrance
ciblée d’un radionucléide a des cellules tumorales exprimant un haut niveau de
récepteurs a la somatostatine sans irradier le tissus sain environnant (Cives et
Strosberg 2017; Kwekkeboom et al. 2008).

Il existe a ce jour peu d’options thérapeutiques pour la prise en charge des patients

atteints de NNE avancées, progressives sous traitement standard par aSST.

L’essai clinique randomisé de phase Ill NETTER-1 a montré un haut niveau de preuve
dans évaluation de l'efficacité et I'innocuité du 7’Lu-DOTATATE chez des patients
atteints de NNE inopérables, bien différenciées de lintestin moyen (G1 et G2),
meétastatiques ou localement avancees, progressives selon les criteres de response
evaluation criteria in solid tumors (RECIST) (J. Strosberg et al. 2017; Eisenhauer et al.
2009) ; cette efficacité a été récemment soulignée par les résultats de NETTER-2 sur
des NNE digestives G2 et G3.
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Les deux principaux criteres d’inclusion étaient la progression de la maladie sous

aSST a dose standard et la surexpression des SSTR, révélée par scintigraphie.

L’objectif étant d’évaluer la survie sans progression (PFS) chez des patients traités par
77 u-DOTATATE et octreotide LP 30mg (*’’Lu-Dotatate a la dose de 7,4 GBq toutes

les 8 semaines pour 4 injections) versus octreotide LP a 60mg seul, un analogue

pharmacologique de la SST (Figure 71) :

Progression-free Survival Overall Survival (Interim Analysis)
100+ 100+
90 90 :
" 177 .
5 304 304 Lu-DOTATATE
£ 704 177y-DOTATATE sz 7
2 23
95 60 2§ 60 P=0.004
L T B o e Ll T S e -
5 - = - Control
a\g 40 S \Cg’ 40
>
£ 30 P<0.001 3 30
£ 20 704
104 ] 104
Cont
0 T T T T on rol 1 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 10 15 20 25 30
Months since Randomization Months since Randomization
No. at Risk No. at Risk
77Lu-DOTATATE 116 97 76 59 42 28 19 12 3 2 0 177Lu-DOTATATE 116 108 96 79 64 47 31 21 8 3 0
group group
Controlgroup 113 80 47 28 17 10 4 3 1 0 0 Control group 113 103 83 64 41 32 17 5 1 0 O
177 u-DOTATATE + OCTREOTIDE
OCTREOTIDE HAzARD RATIO (HR)
n=111 n=110
PFS A 20mo1s 65,2% 10,8%

HR = 0,21
IC95 (0,13 - 0,33)

TAUX DE REPONSE 18% 3% p <0,001
OBJECTIVE

RESULTATS PRELIMINAIRES HR =0,4
DE SURVIE GLOBALE p =0,04

Figure 71 Résultats de I'essai clinique de phase Il NETTER-1 illustrant le gain de survie sans progression apporté
par le traitement Y"7Lu-DOTATATE (J. Strosberg et al. 2017, 3)

La PRRT présente I'avantage d’étre la seule option thérapeutique pour les NNE

utilisant un biomarqueur prédictif d’efficacité clair, 'expression de SSTR (Van Essen

et al. 2007).

Au préalable, les candidats a la PRRT sont sélectionnés a I'aide de la scintigraphie a

I'octreotide (ou du TEP-%8Ga), ce qui permet de quantifier 'expression des SSTR de la

tumeur (Kolasinska-Cwikia et al. 2018).
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Outre le niveau d’expression des récepteurs, la réponse tumorale ne dépend pas que
de la dose recue mais également de la masse tumorale, de la biologie du cancer et de
son potentiel de résistance ainsi que du choix du radionucléide (émetteur beta ou

gamma).

Par ailleurs, du fait de la toxicité au niveau de la moelle osseuse et du rein, les patients
doivent présenter une fonction rénale normale avec un débit de filtration glomérulaire

(DFG) > 50mL/min et une moelle fonctionnelle pour étre éligibles a la PRRT.

Apres fixation du radio peptide sur les SSTR, le complexe récepteur/radio peptide va
étre internalisé par endocytose, les produits de dégradation de ces radio peptides sont
ensuite stockés dans le lysosome permettant la libération et la rétention de la
radioactivité ; cette rétention cellulaire de la radioactivité conduit a une exposition

prolongée des cellules tumorales (Capello et al. 2003).

Plusieurs facteurs permettent de déterminer la quantité d'absorption d'aSST

radiomarqués (Hofland et Lamberts 2003) :

La stabilité du radio peptide,

Les niveaux d’expression et le type de SSTR exprimé chez le patient,
L’affinité du radio peptide pour les SSTR exprimés,

L’efficacité de I'internalisation,

La rétention des radio-isotopes par la cellule tumorale,

vV V V V V VY

La masse du radiopharmaceutique injecté.

Le Y"Lu-DOTATATE se compose de trois éléments :

> Un radionucléide isotope, le ¥"lutécium

Le Y7lutécium (Y7 Lu) est une beta-particule de moyenne énergie mais

également gamma-émetteur de faible énergie.

Cette petite particule présente une meilleure absorption dans les plus petites
tumeurs et sa toxicité est plus faible au niveau de la moelle osseuse et du rein ;
elle posséde par ailleurs une énergie maximale de 0,498MeV et une pénétration

tissulaire de 1,7mm ainsi qu'une demi-vie égale a 162h.
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Grace a son émission gamma, elle peut étre utilisée en imagerie pour détecter
les récepteurs a la somatostatine mais également pour la dosimétrie et la
surveillance de la réponse tumorale (Pool et al. 2010), ses spécificités en faisant
un outil théranostique efficace.

» Un aSST, l'octreotate, un analogue possédant une plus forte affinité pour les
SST2.

» Un chélateur, I’acide tétra-acétique de tétra-azacyclododécane (DOTA)
Ce dernier va permettre de lier les deux éléments cités précédemment et de les

stabiliser en formant un complexe.

Le 17Lu-DOTATATE, a obtenu '’AMM en Octobre 2017, pour le traitement des NNED
inopérables ou métastatiques, progressives, bien différenciées (G1 et G2) et exprimant

des récepteurs de somatostatine chez les adultes.

Les recommandations de la HAS (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide),
radiopharmaceutique », s. d.) concernant le 1’/Lu-DOTATATE (Lutathera®) vis-a-vis
des NNE intestinales sont les suivantes : « La radiothérapie interne vectorisée avec
Lutathera® est un traitement de deuxiéme intention, aprés progression de la maladie
avec octréotide dans les NNE intestinales métastatiques, progressives, bien
différenciées (G1, G2) et exprimant des récepteurs de somatostatine. Par ailleurs, la
Commission recommande que pour les patients présentant des tumeurs d’emblée
progressives ou avec une masse tumorale hépatique importante (>50%), I'utilisation
de Lutathera®, sans avoir recu de l'octréotide au préalable, pourra étre discuté lors
des RCP du réseau RENATEN. »

La PRRT est aujourd’hui de plus en plus utilisée et alors que ses effets toxiques sont
essentiellement comparés a ceux de la radiothérapie externe, notamment pour les

dommages a ’ADN.

Il estimportant de noter que divers types de lésions de ’ADN se produisent notamment
en fonction des types de radiation subies (qa, B, y, ions lourds) par les cellules or selon

'importance des Iésions, I'intégrité génomique des cellules est mise en péril.
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Ainsi, au moment de la division cellulaire, des process se coordonnent pour assurer le
maintien de la stabilité du génome et la préservation du matériel nucléaire ; ces
processus sont appelés réponses aux dommages a 'ADN (DDR) et sont répertoriés
ci-dessous (Figure 72) :

MECANISMES DE AGENTS DE CARACTERISTIQUES EXEMPLES DE FoNcTIONS DE

REPARATION DE DOMMAGE A L’ADN/ | DES LESIONS A L’ADN LESIONS DE L’ADN REPARATION DE L’ADN

L’ADN GENOTOXIQUES

REPARATION PAR | ROS, Lésion oxydative Oxydation de l'uracile | Retrait de base par N-

EXCISION DE Rayons X, (8-0x0-G), gycosylase,

BASES Agents alcalinisants Cassure simple brin Retrait de sucre

(BER) abasique,
Remplacement

REPARATION PAR | UV, Lésion de distorsion Réticulation inter-brin Retrait de fragment ADN

EXCISION DE Hydrocarbones d’hélice et remplacement

aromatiques

NUCLEOTIDES
polycycliques

(NER)

REPARATION DES | Réplication Erreur de réplication Mésappariement A-G Retrait de brin par

DECALAGES /T-C, exonuclease,

(MMR) Insertion, Digestion,
Délétion Remplacement

REPARATION DES | Rayons X, Cassures ADN double- | Cassures ADN Détente,

CASSURES Radiations ionisantes, | brin double-brin, Alignement,

DOUBLE-BRIN ROS, Réticulation inter-brin Ligation

(DSBR) Agents antitumoraux

Figure 72 Systemes DDR

La capacité de signalisation du DDR, peut, si elle n'est pas assez efficace, engendrer

des mutations.

Afin de contrecarrer les lésions oxydatives de I'ADN, la réparation par excision de
bases (BER) est considérée comme la principale voie permettant d'éliminer les
modifications formées en grande partie sur les bases de 'ADN, notamment la 8-oxo-
7,8-dihydroguanine (8-oxoG), l'oxydation de base purique la plus répandue avec un

potentiel mutagene éleve.

Parallelement, il a été démontré que la réparation par excision de nucléotides (NER),
le systéme de réparation de I'ADN le plus polyvalent dans les cellules humaines,
fonctionne activement pour neutraliser I'oxydation de I'ADN, en particulier dans le cas

de lésions oxydatives volumineuses telles que les cyclo-purines (Lee et Kang 2019).
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Lorsque les dommages sont importants, ces processus de réparation s‘'accompagnent
d'une activation de points de contréle du cycle cellulaire, qui donne aux cellules
suffisamment de temps pour terminer la réparation ou déclencher I'apoptose (Lee et
Kang 2019).

Les lésions de I'ADN résultant de l'attaque des ROS peuvent générer a la fois des
|ésions non volumineuses (sans déformation de I'hélice) et volumineuses (déformant

I'hélice).

Dans les cellules humaines, BER et NER sont les deux voies de réparation par
excision de I’ADN responsables respectivement de I'élimination des Iésions de 'ADN

non volumineuses et volumineuses.

Les deux voies de réparation partagent trois étapes communes, notamment (Figure
73) (Lee et Kang 2019) :

> La reconnaissance des lésions,
» L'excision du nucléotide endommagé,

» Laresynthése a l'aide d'’ADN polymérases sans erreur.

[ ROS |

\ Non-bulky lesion Bulky lesion
Ll J.I.I.I.I.I.I\

Recognition

\J

Excision

\

Long-patch Short-patch
(2-~13 nt) BER (1nt) NER

Ex(;i;):sr::t:uu

Figure 73 Mécanismes de réparation par excision de '’ADN pour des Iésions causées par les ROS (Lee et Kang
2019)
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De nombreux genes impliqués dans le BER sont hautement conservés des bactéries
aux humains, ce qui indique que le BER est une voie de réparation fondamentale dans

la plupart des organismes vivants.

La voie BER est spécialisée dans la réparation de lésions non volumineuses a base
unique sous la forme de petites modifications chimiques, notamment des dommages

par oxydation, alkylation et désamination.

Les modifications de bases sont pro-mutagénes et/ou cytotoxiques, selon la maniere
dont elles interférent avec la fonction matrice de I'ADN lors de la réplication et de la

transcription.

Pour lancer la procédure, BER utilise une ADN glycosylase spécifique pour la

reconnaissance des lésions et I'élimination de la base endommageée.

Bien que chaque ADN glycosylase ait une structure distincte et une spécificité de
substrat, toutes les glycosylases partagent un mode d'action commun pour la

reconnaissance des dommages :

» Retourner la base affectée hors de I'hélice d’ADN, ce qui facilite une détection
sensible des modifications de base, méme mineures,
» Catalyser le clivage d'une liaison N-glycosidique, libérant une base libre et

créant un site abasique (site apurinique/apyrimidinique ou site AP).

De nombreuses études épidémiologiques ont étudié l'association entre les variantes

courantes des genes BER et le cancer humain (Karahalil, Bohr, et Wilson 2012).

De plus, les génes de réparation de 'ADN, y compris les génes BER, ont été examinés
de maniéere approfondie dans différentes études afin de déterminer leur association
avec la toxicité radio-induite chez les patients cancéreux subissant une radiothérapie
(Bartsch et al. 2007).

En outre, des différences interindividuelles dans la réponse a l'exposition aux
rayonnements thérapeutigues ont été observées, et cette variabilité peut étre
influencée par des facteurs génétiques impactant I'efficacité de la réparation de I'ADN

(Andreassen et al. 2003), les effets secondaires induits par la radiothérapie dans les
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tissus normaux dépendant en grande partie de la capacité des cellules a réparer les

dommages causés a '’ADN par l'irradiation.

Du fait de I'hétérogénéité de ces tumeurs et de leur mauvais pronostic, il est important
de bénéficier d’outils performants permettant de prédire la réponse au traitement afin

de réajuster ou réorienter la prise en charge de ces patients polypathologiques.

Le suivi des marqueurs biologiques ou d’imagerie classiques ne suffisent pas a cette
exigence et I'on se tourne aujourd’hui vers I'étude de marqueurs moléculaires tels que

les transcrits de genes.

La mise au point de stratégies a partir desquelles les praticiens pourraient prédire ou
évaluer la réponse au traitement et ainsi avoir un temps d’avance face a la maladie
serait un atout majeur dans la prise en charge de ces patients pour qui 'espérance de

vie est faible.

Ainsi I'équipe de Bodei et al. (Lisa Bodei et al. 2018) a élaboré un « PRRT predictive
quotient » (PPQ), basé sur I'expression de transcrits de génes spécifiques des NNE
au cours de la PRRT, et dont la variation permet d’établir si le patient sera répondeur
(PRRT responder) ou non (PRRT non responder) mais sans tenir compte de la toxicité

de la PRRT notamment hématologique principalement liée aux dommages a ’ADN.

194 |Page



OBJECTIF SCIENTIFIQUE

La thérapie par les récepteurs peptidiqgues ’’Lu-oxodotréotide (LUPRRT) est un

traitement efficace pour les NNE de l'intestin moyen a réponse radiologique variable.

Plusieurs parameétres cliniques, biologiques et d'imagerie peuvent étre utilisés pour
établir un pronostic relatif de la maladie, mais aucun n'est en mesure de prédire

I'efficacité ou les toxicités précoces du traitement .

Dans ce travail nous cherchons a identifier des marqueurs de sensibilité a la LUPRRT,
incluant des marqueurs de toxicité précoce notamment hématologique de cette
thérapie, afin de pouvoir proposer rapidement une adaptation thérapeutique aux

patients.

L’analyse bibliographique nous a permis d’identifier des genes de radiosensibilité et
des genes du métabolisme et de sa régulation épigénétique (histones mais aussi
miRNA) comme potentiels meilleurs marqueurs de suivi thérapeutique des NNE
traitées par LUPRRT.

Le protocole GENEbioLUNET est une étude pilote, prospective, monocentrique,
interventionnelle avec risques et contraintes minimes initiée par le service de
Médecine Nucléaire (I.U.C.T, Toulouse, France) pour des patients traités par *’’Lu-
DOTATATE et atteints de NNE intestinales bien différenciées (G1 ou G2),

progressives ou métastatiques.

L’objectif principal était d’explorer I'expression des ARNm et des miARN que nous
avions sélectionné sur les criteres des mécanismes de radiosensibilité et de
progression tumorale de ces tumeurs afin d’identifier la meilleure combinaison de
marqueurs miRNA ou /ou ARNm permettant le suivi de la toxicité et de la réponse au
traitement LUPRRT.
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Population d’étude

Trente-cing patients dont vingt-et-un hommes et quatorze femmes, ont éteé traités par
LUPRRT pour NNE G1 ou G2 entre mai 2019 et septembre 2021.

Tous les participants avaient fourni un consentement éclairé pour le protocole LUPRRT
et I'analyse génomique moléculaire (essai clinique GENEBIOLUNET, NCT03667092).

Le traitement consistait en 4 administrations IV de 7 400MBq Lu-"’"DOTATATE® a 2

mois d'intervalle.

Le taux de réponse objective a été évalué a l'aide des criteres RECIST 1.1 et défini
comme étant soit un répondeur en termes de controle de la maladie (réponse partielle
ou complete ou stabilisation), soit un non-répondeur (maladie évolutive) (Azria et al.
2015).

Les patients qui ont progressé ou sont décédés pendant le traitement ou le suivi par
LUPRRT ont été inclus.

Le suivi et la survie globale (OS) ont été évalués par rapport au premier jour
d'administration de LUPRRT.

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

> Patients agés de 218 ans diagnostiqués pour une NNE intestinale métastatique,
de G1 ou G2 avec preuve de progression des lésions sur 'imagerie dans les 12
mois précédant la thérapie par "/Lu-DOTATATE (TDM thoraco-abdomino-
pelvien, IRM hépatique, scintigraphie de type Octreoscan® ou TEP-TDM au
Ga%8-DOTANOC).

> Patients éligibles pour la thérapie radio nucléidique avec ""Lu-DOTATATE (4
injections de 7,4GBq a 8 semaines d’intervalle) aprés validation en RCP du
réseau national des NNE (RENATEN).

» Maladie évaluable selon les criteres RECIST (Eisenhauer et al. 2009) en TDM
thoraco-abdomino-pelvien et/ou IRM hépatique.

» Patients sous analogues de somatostatine, si linjection d’analogues de
somatostatine est réalisée 24 a 48 heures aprés chaque traitement par *’’Lu-
DOTATATE, et 28 jours a distance de la prochaine thérapie par PRRT.

» Patients ayant accepté de participer a I'étude et ayant signé un consentement
écrit.
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Les critéres de non inclusion étaient les suivants :

>

Patients sous thérapie systémigue ou chimio-embolisation au cours des 4 mois
précédant linclusion (ce type de thérapies influence le nombre de cellules
tumorales circulantes).

Patientes en age de procréer sans contraception efficace ; patientes enceintes
ou en période d’allaitement (ou refusant d’arréter 'allaitement).

Les patients avec antécédents de chimiothérapie ou radiothérapie externe ou
de radiothérapie nucléidique (a I'l-131, Lu-177, Y-90 ou autre radionucléide).
Patients atteints de troubles psychiatriques non-controlés.

Insuffisance rénale (clairance a la créatinine <50 mL/min).

Insuffisance hépatique sévere (bilirubine >3 fois la valeur de la normale,
albumine <30g/L et taux de prothrombine <70%).

Insuffisance médullaire : Leucocytes <2000/uL, Plaquettes <75000/uL,
Hémoglobine <8g/dL).

Patients bénéficiant d’'un systéme de protection juridique.

Traitement par 1’’/Lu-DOTATATE

Le traitement par 1’’Lu-DOTATATE a été administré selon les recommandations du

produit (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide), radiopharmaceutique », s. d.)

soit 4 perfusions de 7,4GBq chacune.

L’intervalle de temps recommandé entre chaque administration était de 8 semaines.

Afin de protéger la fonction rénale, une solution d’acides aminés a été administrée par

voie intraveineuse pendant 4,5 heures avant de commencer la perfusion de

Lutathera® (Figure 74) :

COMPOSITION QUANTITE
Lysine 25¢g
Arginine 25¢g

Chlorure de sodium 9 mg/mL (0,9 %) | 1L

solution pour injection

Figure 74 Composition de la solution d’acides-aminés administrée
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Concernant les prélevements permettant I'analyse moléculaire, en complément des
prélevements pour les dosages de CgA, de 5HIAA et les numérations / formules en

hématologie, la chronologie a été la suivante (Figure 75) :

» Les préléevements 1 et 2 (P1 et P2)
lls ont été réalisés respectivement a au moins 20-24 heures d’intervalle, dans
les 7 jours précédant le traitement par "’Lu-DOTATATE, avec évaluation
concomitante de la CgA et du 5-HIAA en P1.
Ces prélevements ont été réalisés lors de la quatrieme semaine apres la
derniére administration d’analogues de la SST (administrés a 28 jours
d’intervalle) afin d’évaluer la reproductibilité des mesures et de pouvoir servir

de référence interne a chaque patient pour les prélevements suivants.

» Les prélévements 3 et 4 (P3 et P4)
lls ont été réalisés lors de la visite de seconde injection de "’Lu-DOTATATE.
P3 a été réalisé dans les 24 heures avant la deuxieme injection (soit a la moitié
du traitement) et P4, 48 heures aprés l'injection, avec évaluation concomitante
de la CgA et du 5-HIAA en P3.

» Les prélévements 5 et 6 (P5 et P6)
lls ont été réalisés lors de la visite de quatriéme injection de ’/Lu-DOTATATE.
P5 a été réalisé dans les 24 heures avant de débuter la quatrieme et derniere
injection (soit a la fin du traitement) et P6, 48 heures aprés l'injection, avec

évaluation concomitante de la CgA et du 5-HIAA en P5.

» Le prélevement 7 (P7)
Ce dernier a enfin été réalisé 6 mois apres la derniére injection de "’Lu-
DOTATATE dans un délai de 15 jours a partir du sixieme mois, avec évaluation

concomitante de la CgA.
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Information du patient

Recueil du consentement P1 et P2 : réalisés a 20-24 heures d'intervalle

5

lére injectionde 177Lu-DOTATATE

2éme injection de 177Lu-

S

P3:24H avant P4: 48H apres

DOTATATE
M4 3éme injection de 177Lu-DOTATATE
- 4éme injection de 177Lu- : R
Mé P5:24H avant DOTATATE P6: 48H apres
6 mois apres la 4éme P7 dans un délai de 15 jours
Mi2 i : : ; :
injection a partir du 6éme mois

Figure 75 Chronologie du protocole GENEbioLUNET

Les paramétres moléculaires testés sur les prélevements sanguins Pl a P7

correspondaient a l'expression de treize genes, explorés apres normalisation par le

géne de la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) et spécifiques :

>
>
>

De P’agressivité tumorale : Sstr3 et 5,
De la prolifération : B-Raf proto-oncogene (Braf),
Du métabolisme et sa régulation épigénétique :
o V-type proton ATPase subunit H (Atp6v1h),
o Pantothenate kinase-associated neurodegeneration 2 (Pank2),
o Hdac9,
De la modulation de la signalisation : C-X-C motif chemokine ligand 14
(Cxcl14),
De la réparation des dommages a I’ADN :
o Xeroderma pigmentosum C (Xpc),
o Damage-specific DNA binding protein 2 (Ddb2),
o Bcl-2—associated X (Bax).
Du cycle cellulaire :
o Cdkn2a,
o Cdknlb.
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Un panel de sept miARN a également été exploré et normalisé par le RNA, U6 small
nuclear 1 (RNU6-1) :

miR-31,
miR-129-5p,
miR-133a,
miR-215,
miR-196a,
miR-183.

YV V. V V V V

La moitié de nos ARNm sélectionnés (BAX, XPC, DBB2, CXCL14, CDKNZ2A,
CDKN2B) étaient indépendants de la signature NETest mais ont été décrits dans la
littérature comme liés a la radiosensibilité ou aux dommages a I'ADN (Lisa Bodei,
Schoder, et al. 2020; Irvin M. Modlin et al. 2018).

Les miARN que nous avons analysés étaient des biomarqueurs de radiosensibilité liés
a une expression accrue des genes endommagés par I'ADN, comme décrit (Tang et
al. 2022; Halimi et al. 2013) ; ces miARN avaient également montré une expression
particuliere dans les NNE métastatiques et une stabilité sous traitement par analogue

de la somatostatine.

Par ailleurs, chaque biomarqueur de notre panel a été décrit comme dérégulé dans
les compartiments tumoraux et sanguins périphériques des patients atteints de NNE
intestinale, ce qui suggere qu'ils sont spécifiques de la NNE intestinale (Panarelli et al.
2019).
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RESULTATS

EVALUATION OF A BLOOD MIRNA/MRNA
SIGNATURE TO FOLLOW-UP LU-PRRT THERAPY

FOR G1/G2 INTESTINAL NEUROENDOCRINE

TUMORS
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Abstract :

Background 7’Lu-oxodotreotide peptide receptor therapy (LUPRRT) is an efficient
treatment for midgut neuroendocrine tumors (NET) of variable radiological response.
Several clinical, biological and imaging parameters may be used to establish a relative
disease prognosis but none is able to predict early efficacy or toxicities. We
investigated expression levels for mRNA and miRNA involved in radiosensitivity and
tumor progression searching for correlations related to patient outcome during
LUPRRT therapy.

Methods: Thirty-five patients received LUPRRT for G1/G2 midgut NET between May
2019 and September 2021. Peripheral blood samples were collected prior to
irradiation, before and 48 hours after the second and the fourth LUPRRT and at 6-
month follow-up. Multiple regression analyses and Pearson correlations were
performed to identify the miRNA/mMRNA signature that will best predict response to
LUPRRT.

Results: Focusing on 4 mRNA and 3 miRNA we identified a miRNA/mRNA signature
enabling the early identification of responders to LUPRRT with significant reduced
MIRNA/MRNA expression after the first LUPRRT administration for patients with
progressive disease at 1 year (p <0.001). The relevance of this signature was
reinforced by studying its evolution up to 6 months post-LUPRRT. Moreover, nadir
absolute lymphocyte count within the first two months after the first LUPRRT
administration was significantly related to low miRNA/mMRNA expression level (p<0.05)
for patients with progressive disease.

Conclusion: We present a pilot study exploring an miRNA/mMRNA signature that
correlates with early hematologic toxicity and therapeutic response 12 months
following LUPRRT. This signature will be tested prospectively in larger series of
patients.

Introduction

The incidence rates of neuroendocrine tumors (NET) of the gastrointestinal tract vary
between 0.9-3.85/100,000 around the world with an annual incidence of digestive NET
in France of at least 2.06/100,000 (Come Lepage 2004). Most gastrointestinal
neuroendocrine tumors (GI-NET) are well-differentiated and represent the second
most prevalent digestive tumor after colorectal cancer. While the incidence of midgut
neuroendocrine tumors is increasing, the therapeutic options are limited when they
become progressive, metastatic or non-operable (Hallet et al. 2015; Das et Dasari
2021). "7Lu-oxodotreotide or "/Lu-DOTATATE® peptide receptor therapy (LUPRRT)
targeting somatostatin receptors (SSTR) is a molecular radiotherapy approach based
on 7Lu irradiation. In the NETTER-1 phase Il randomized clinical trial, "’Lu-
DOTATATE proved its superiority compared to high-dose somatostatin analogs, as it
dramatically increased progression-free survival (PFS) with a ~80% reduction in the
estimated risk of tumor progression or death (Bergsma et al. 2018; Jonathan Strosberg
et al. 2017). Although 1""Lu- DOTATATE has been approved by the EMA as a first- or
second-line treatment for G1/G2 non-operable metastatic GI-NET, radiological
responses were variable and 5-year overall survival (OS) was not significantly
increased (J. R. Strosberg et al. 2021).
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The risk of severe short-term hematologic toxicities (mainly thrombocytopenia,
lymphopenia, and anemia) is low (25%), even though persistent lymphopenia has been
described as potentially compromising other systemic therapeutic modalities. LUPRRT
may also expose patients to irreversible late toxicities such as lymphoproliferative
disorders, especially in those likely to have improved overall survival (Bergsma et al.
2018). Unlike for external beam radiotherapy (EBR), dosimetry for LUPRRT lacks
accuracy, thereby hampering dose-effect correlation studies and the prediction of late
toxicity (Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020). Similarly to how genetic environment predicts
the late toxicity after EBR, lymphocytes expressing SSTR may also reflect the
radiosensitivity to LUPRRT irradiation (Azria et al. 2015; Denoyer et al. 2015). 1/7Lu-
DOTATATE administration follows a fixed therapeutic scheme using the same activity
of 7Lu-DOTATATE per cycle and patient, even though different patients have
different response and tolerance profiles. Therefore, there is a pressing need to be
able to forecast and identify the most suitable patients and the right timing for LUPRRT
therapy to obtain long-term disease control avoiding hematotoxicity or irreversible side-
effects such as myelodysplastic syndromes.

Various clinical parameters such as tumor grading and associated comorbidities,
biomarkers (such as CgA, 5HIAA), and imaging criteria (RECIST1.1 criterion for CT
and MRI) have already been investigated and may be used to establish a relative
disease prognosis, but none is able to predict late toxicity or the outcome of LUPRRT.
Recently, a test based on peripheral blood transcript analysis (NETest, PPQ) showed
promising results for predicting LUPRRT efficacy (Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020; L. Bodei
et al. 2016; Lisa Bodei et al. 2021). However, it is not yet available in routine practice,
and it does not provide correlations with radiosensitivity or toxicities limiting treatment
continuation (Lisa Bodei, Schdder, et al. 2020). As miRNAs are master modulators of
gene expression, mMiRNA/mMRNA combinatory profiles could provide new information
on the mechanisms underlying therapeutic efficacy. Previous studies of the sole
quantification of miRNAs in the blood have shown that few of them could be proposed
as prognostic or predictive biomarkers in GI-NET (Malczewska et al. 2018; L. Geisler
et al. 2021). A major step forward would be to hone these profiles to investigate specific
molecular pathways, especially those in heterogeneous metastatic tumors such as Gl-
NETs (Havasi et al. 2022).

We hypothesize that an integrative approach combining the expression of mMRNA and
mMiRNA in genes highly responsive to irradiation and involved in tumor progression
could lead to a specific gene expression signature from peripheral blood to predict
patient outcome and the risk of hematologic toxicity during LUPRRT treatment.

Material and methods

Patients

Thirty-five patients were treated with LUPRRT for G1 or G2 -NET between May 2019
and September 2021. All participants provided written informed consent for LUPRRT
and molecular genomic analysis (clinical trial GENEBIOLUNET, NCT03667092).
Treatment consisted in four IV administrations of 7400 MBq Lu-177 DOTATATE® at
2-month interval. Objective response rate was assessed using RECIST 1.1 criteria and
defined as either responder in terms of disease control (partial or complete response
or stabilization) or non-responder (progressive disease) (8). Patients who progressed
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or died during LUPRRT treatment or follow-up were included. Follow-up and OS were
assessed starting from the first day of LUPRRT administration.

For expression analysis, seven peripheral blood samples on PAXgene® tubes were
collected: prior to irradiation (P1 and P2), before and 48 hours after the second (P3
and P4) and the fourth (P5 and P6) LUPRRT administrations and at 6-month follow-up
(P7). The first two samples (P1 and P2) were performed at 48h interval prior the first
LUPRRT administration, with the second sample obtained 2 h before starting amino
acid perfusion, to test time-related variation in gene expression independently from
LUPRRT treatment. Samples were stored in the CRB-TBR of the University Hospital of
Toulouse (Collection number: DC-2015-2450).

For plasma chromograninA (CgA) and urinary 5-hydroxy indol acetic acid (HIAA)
assays, three blood or urinary samples were collected from each patient as such: prior
to irradiation (P1) before the second (P3) and the fourth (P5) LUPRRT administration.
CgA was measured using BRAMHS CgA Il on Kryptor apparatus. A positive CgA is >
102 ng/ml. The 24h urinary 5HIAA was measured using LCMS-MS apparatus
(Shimadzu, LCMS-8060) and considered negative when < 40 pmol/24h. Grade 1 NET
was defined as Ki-67 index < 3 % and mitotic rate <2, whereas grade 2 was defined
as Ki-67 index 3-20 % and mitotic index 2- 20 (Nagtegaal et al. 2020). Performance
status was assessed by ECOG classification. The absolute lymphocyte count (ALC)
NADIR was determined on blood collected just before treatment and then 15 (NADIR1)
and 45 (NADIRC2) days after first LUPRRT administration. Lymphopenia was
classified using CTCAE criteria (Common Terminology Criteria for Adverse Events,
version 5.0.).

MiRNA and mRNA extraction, quantification and profiling

Blood samples on PAXgene® were kept at +4°C for up to 5 days and then frozen at -
20°C. mRNA and miRNA were extracted using the PAXgene® blood miRNA kit
(Qiagen) and quantified using Nanodrop apparatus (ThermoScientific). After retro-
transcription, expression was quantified using the SYBRgreen reagent on Light cycler
480 apparatus. We used the All-in-One miRNA gRT-PCR detection kit (Qiagen) for
MiRNA and Superscript Vilo and Mastermix Sybregreen® (Thermofisher) for mRNA
with appropriate primers according to the manufacturer's recommendations
(Supplemental Table 1).

The expression of 13 genes was explored and was correlated with tumor
aggressiveness (somatostatin receptors SSTR3 and 5), proliferation (BRAF- proto-
oncogene), metabolism (ATP6V1H, PANK2, HDAC9), signaling modulation (CXCL14),
post-radiation DNA repair (XPC, DDB2), cell cycle (CDKN2A, CDKN1B) and apoptosis
signaling (BAX) with the normalization gene GAPDH. A panel of seven miRNAs (miR-
31, miR-129-5p, miR-133a, miR-215, miR-196b, miR-183) was also explored and
normalized to RNUG6-1. Clinical studies have shown that these miRNAs were
dysregulated in both tumor and peripheral blood compartments of patients with Gl-
NET (13,14).

The fold change in gene expression was calculated for each sample using the 2-[Ct
method. We first used quantile normalization for mRNA and miRNA profiles and Z-
score normalization to combine miRNA and mRNA expression and identify signatures
for all (12 mRNA and 6 miRNA) and most relevant (4 mRNA and 3 miRNA) genes.
Multiple regression analyses were performed to identify a combined miRNA/mRNA
signature that would best predict the response to LUPRRT and hematologic toxicity.
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Statistical analysis

We performed a Mann-Whitney test for quantitative variables for comparison between
groups and one-way ANOVA to compare different time points for the same patient.
Multivariable analyses were performed using the Cox proportional hazard model to
study the influence of biomarkers on time to event outcomes after adjusting on
prognostic factors. We estimated OS using the Kaplan-Meier method. *p<0.05 **
p<0.01 ***p<0.001 ***p<0.0001.

Results

Patients

Thirty-five patients (21 males, 14 females) were treated with Lu-177 DOTATATE
between May 2019 and September 2021 and had peripheral blood sampled for mMRNA
and miRNA during the study. Twenty-eight patients presented midgut neuroendocrine
tumors of the small intestine, three patients had a NET within the right colon, three in
the ileo-cecal valve and one in the appendix (Tablel). Thirty-one patients received 4
Lu-177 DOTATATE injections, one patient died after the first LUPRRT, one after the
second, one patient refused the fourth injection and one developed irreversible grade
2 thrombocytopenia and stopped treatment after the third injection. One-year follow-
up radiological assessment using the RECIST 1.1 criteria, was possible in 32 patients
(3 deceased before): 3 patients had partial response at 1-year follow-up, 24 patients
were stable, so 27/35 patients (78%) were considered as responders as disease was
controlled. Five patients had progressed. Radiological follow-up at 2 years was
possible for 29 patients as 6 deceased before 24 months: 7 patients progressed and
22 patients (63 %) were stable and considered as responders (Table 2).

Of the 35 patients explored in this study, 18 (51%) had grade 1-2 lymphopenia and 7
(20%) had grade 3 lymphopenia on 15 days after the first injection of LUPRRT. In the
global follow-up, 11 (31%) patients presented grade 1-2 lymphopenia, 21 (60%) grade
3 and 3 (9%) grade 4 lymphopenia.

Gene expression stability and kinetics during PRRT treatment

In 35 patients with serial blood samples collected during LUPRRT treatment (from P1
to P7 according to Figure 1A), twice were collected before the first LUPRRT injection
with an interval of 48 h (P1 and P2) to explore the stability of a signature including 12
MRNAs and 6 miRNAs. The variation in miRNA/mMRNA signature during this 48h-
period was non-significant, thus confirming the stable expression of these genes prior
to LUPRRT treatment (Figure 1B; ns; p=0.68).

The evolution of the mean expression profile of various genes for all patients treated
with LUPRRT (P3 to P7) was measured before and 48h after the second (P3 and P4)
and the fourth (P5 and P6) LUPRRT as well as 6 months later (P7) in order to identify
the best combination of MRNA and miRNA related to patient outcome. miRNA
expression levels were more differentially expressed during LUPRRT treatment
compared to those of mMRNA with inverse expression pattern in relation with the
intricate and dynamic nature of gene regulation (Figures 2A and 2B). The expression
of SSTR3 and SSTR5 was used to confirm SSTR targeting throughout LUPRRT
treatment with high expression levels at P1-P2 compared to other genes. Searching
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for a predictive signature, all candidate mMRNA and miRNA were subjected to a step-
wise multivariate Cox’s model, resulting in a total of 4 mRNA and 3 miRNA selection
that we used as the final signature exploring damaged DNA repair (XPC and DDB2),
regulation of cell proliferation and autophagy (BAX and BRAF), lymphocyte B/T
activation (miR-31 and miR-133) and regulation of angiogenesis and tumor
suppression (miR-196b) (Supplemental Table 2). We have identified early biomarkers
of LUPRRT response as BAX, DDB2, miR-133 and miR-31 suggesting ongoing
radiobiological effects while XPC, BRAF and miR-196b biomarkers presented
continuous variation during LUPRRT treatment suggesting sustained activation of
antitumor cellular pathways as a result of 1’7Lu irradiation.

Biomarkers and outcome

We compared the miRNA/mRNA signature from blood samples obtained before the
second (P3) and the fourth (P5) administration of LUPRRT relative to blood samples
obtained before starting LUPRRT (P1-P2). We considered patients as responders (SD
for stability or partial response) and non-responders (PD as progressive disease)
according to RECIST criteria on CT/MRI imaging performed at 12 months of follow-up
(Figure 3A). We observed that patients with progressive disease 12 months after the
last cycle of PRRT (n= 5 patients) presented significantly low levels of miRNA/mRNA
expression just after the first LUPRRT administration (PD-P3) compared to patients
with stable disease or partial response (SD-P3) (Figure 3A, p<0.001). These
differences were even more significant for samples collected two months after the third
LUPRRT injection (PD-P5 vs SD-P5), emphasizing the relevance of the signature
(p<0.001).

The differential expression levels of biomarkers currently used for GI-NET such as
plasma CgA and urinary 5SHIAA were dynamically assessed before each LUPRRT. We
compared the variation at two months after the first injection of LUPRRT (P3) as well
as after the third LUPRRT administration (P5) versus baseline in responders versus
non-responders at 12-month follow-up (Figures 3B and 3C). There was no significant
difference in CgA and 5HIAA during LUPRRT between responders (SD) or non-
responders (PD) according to RECIST criteria (p=0.51 and 0.24, respectively).

Multivariate analysis showed patient outcome could be predicted by miIRNA/mMRNA
expression profiles after the first (p=0.0064) and the third LUPRRT (p=0.0105),
whereas Ki-67 index was at the limit of significance (p= 0.0521) (Table 3). We finally
explored the OS (interquartile range) of the 35 patients according to the Ki-67 index.
At the time of analysis, median OS was not reached and patients with a Ki-67 index
greater than or equal to 10 (n=9, 25%) showed a non-significant trend towards poor
outcome (Supplemental Figure 2).

Expression profile and hematologic toxicities

To test the potential correlations between our miRNA/MRNA signature and early
hematological toxicity, we monitored the lymphocyte count at 15 and 45 days after
LUPRRT administration. We considered as NADIR the lowest point of absolute
lymphocyte count (ALC) after LUPRRT cycle 1 (NADIRC1) and 2 (NADIRC2) as
indicators of the immune response. ALC nadir 15 days after the first LUPRRT
administration (NADIRC1) was significantly related to low miRNA/mMRNA signhature at
the time of second (PD-P3; p= 0.036; r= -0.43) and fourth injection (PD-P5; p=0.004;
r=-0.63) for patients with progressive disease (PD). The same trend was also noticed
for ALC nadir 45 days after first LUPRRT (NADIRC?2), suggesting that lymphopenia
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might be associated with radiosensitivity in responders to LUPRRT (Supplemental
Figure 2).

For two patients with stable disease at 1 year follow up (SD), we identified a significant
decrease in the mMIRNA/mMRNA signature compared to other patients of the group
(n=24) after the second (P4; p<0.05) and the fourth injection (P6; p<0.05) (Figure 4A).
That difference was emphasized when comparing miRNA/mRNA signature directly
before and after the second (P4 vs P3) and the fourth (P6 vs P5) LUPRRT injection
(Figure 4B). One patient developed grade 3 thrombocytopenia associated with grade
3 lymphopenia and grade 1 anemia. Several myelograms have been performed and a
diagnostic of therapy-related myeolodysplastic syndrome (MDS) was confirmed 2
years after LUPRRT. This patient remained stable on RECIST criteria at 3 year follow
up. Another patient developed MDS with pancytopenia diagnosed one month after the
fourth LUPRRT administration. The latter patient had stable disease until he died from
therapy-related MDS one year after LUPRRT.

Discussion

The clinical utility of circulating biomarkers to propose miRNA or mRNA profiles related
to diagnosis, prognosis and therapeutic targets has been often discussed
independently (Malczewska et al. 2018; L. Geisler et al. 2021; Bevere et al. 2023). The
NETest, exploring the expression of 51 genes (mMRNA) with the aid of four prediction
algorithms led to define a score proportional to disease activity (Irvin M. Modlin,
Drozdov, et Kidd 2013; I. M. Modlin et al. 2021). However, depending on the cut off
values, the specificity of this test varies among independent studies showing the
difficulties to standardize mMRNA expression profiles (Oberg et al. 2020; van Treijen et
al. 2018; Al-Toubah et al. 2021). The NETest, in combination with Ki-67, has been
proposed to identify responsive tumors by defining a PRRT predictive quotient (PPQ)
(Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020). Due to their stability and their regulatory role, changes
in MiIRNA expression could also be associated to prognosis and therapeutic efficacy
(Havasi et al. 2022; Lloyd et al. 2016). In our study we have combined mRNA
expression to miRNA profiles to focus on an accurate response signature to LUPRRT.
Each patient has been used as its own control using stable expression signature before
LUPRRT treatment for standardization. Half of our selected mRNAs (BAX, XPC, DDB2,
CXCL14, CDKN2A, CDKN2B) are independent of the NETest signature but were
described in literature as related to radiosensitivity or DNA damage (Lisa Bodei, Kidd,
et al. 2020; L. Bodei et al. 2016; Lisa Bodei et al. 2021; Lisa Bodei, Schoder, et al.
2020; Irvin M. Modlin et al. 2018). The miRNAs we analyzed are also biomarkers of
radiosensitivity as previously described (Tang et al. 2022; Kumar, Ghosh, et Chandna
2015; Halimi et al. 2013). These miRNAs had shown a particular expression in
metastatic NETs and stability under somatostatin analog therapy. Moreover, each
biomarker of our panel was described as dysregulated in both the tumor and peripheral
blood compartments for patients with GI-NET suggesting their specificity (Panarelli et
al. 2019). We reveal on this preliminary study that combining mRNA and miRNA
expression profiling could be an interesting option to use in order to assess patient
sensitivity and outcome to LUPRRT as previously revealed for the diagnosis and
prognosis of several cancers (T. Yang et al. 2021; Jie Zhang et al. 2020; Jacques et
al. 2013). Our miRNA/mRNA signature focusing on a combination of 4 mRNAs and 3
MiRNASs should be able to detect earlier than NETest the LUPRRT responders (as early
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as after the first LUPRRT administration compared to final LUPRRT administration
using the PPQ score).

In the context of LUPRRT, studies have shown that patients with GI-NETs and a high
Ki-67 expression are less likely to respond to treatment and may have a shorter PFS
and OS (van der Zwan et al. 2019). In our study, patients with a Ki-67 index of less
than 10% had a higher rate of response to LUPRRT on the miRNA/mMRNA signature
but no significant difference in OS to those with a Ki-67 index of 10% or higher.
According to previous recommendations (Lisa Bodei et al. 2018), we confirm that
merging Ki-67 index and expression signature is a useful prognostic factor for
predicting stable disease and OS in response to PRRT efficacy with a higher predictive
value of targeted miRNA/mRNA signature compared to Ki-67.

Twenty-five (71%) patients treated with LUPRRT presented lymphopenia with an early
nadir 15 days after therapy and a subsequent slow partial recovery. Lymphopenia
observed during LUPRRT mainly affects the B-cell subpopulation and could be due to
the therapeutic sensitivity of cells expressing SSTR (22). The ALC nadir can provide
information about a patient’s radiosensitivity. Several studies have shown that ALC
nadir is associated with a better response to LUPRRT treatment and improved OS in
patients with GI-NETSs (Sierra et al. 2009; Price et al. 2022). Patients with GI-NET who
had an ALC nadir of less than 0.5 x 10"9/L had a significantly higher OS rate than
those with an ALC nadir of 0.5 x 1079/L or higher. We thus identified a significant
inverse relationship between miRNA/MRNA signature after the first PRRT cycle and
the ALC nadir. Moreover, two patients who developed a LuPRRT-related
myelodysplastic syndrome (MDS) had a remarkable decrease in their miRNA/mMRNA
signature. This signature might therefore reveal the risk of increased clonal
hematopoiesis or the risk of developing an MDS as soon as after the first LUPPRT
perfusion, thus limiting the pursuit of the treatment. mMIRNA/mMRNA profiling could
indicate not only NET lesions radiosensitivity but also lymphocytes radiosensitivity and
could be compared to quantification of y-H2AX foci in lymphocytes and absorbed dose
to tumor and bone marrow (Denoyer et al. 2015).

LUPRRT is a promising treatment for patients with GI-NET, although 15-20% of
patients show disease progression as early as 6 months post-PRRT (Jonathan
Strosberg et al. 2017; Sharma et al. 2017). We have explored in a pilot study a
MiRNA/mMRNA signature that could predict patient outcome with a significant down-
expression profile after the first cycle of LUPRRT in patients presenting progressive
disease 12 months after therapy. This miRNA/mRNA signature is superior to CgA and
5HIAA assays as they reflect variations related to early response to LUPRRT therapy
and also to hematologic toxicity. Further research is required to validate these findings
in a larger series of patients in a multicenter setting in order to determine the clinical
utility of this miRNA/mRNA profiling in guiding LUPRRT treatment decisions.

209 | Page



References :

1. Lepage C. Lepage C, Bouvier A, Phelip JM, Hatem C, Vemnet C, Faivre Jincidence
and management of malignant digestive endocrine tumours in a well-defined French
population. Gut 53: 549-553. Gut (2004) 53:549-553.

2 Hallet J, Law CHL, Cukier M, Saskin R, Liu N, Singh S. Exploring the rising incidence
of neurcendocrine tumors: a population-based analysis of epidemiology, metastatic
presentation, and outcomes. Cancer (2015) 121:589-597.

3. Das 5, Dasari A. Epidemiology, Incidence, and Prevalence of Neuroendocrine
Meoplasms: Are There Global Differences? Curr Oncol Rep (2021) 23:43.

4. Bergsma H, van Lom K, Raaijmakers MHGP, Konijnenberg M, Kam BLBLR,
Teunissen JJM, de Herder WW, Krenning EP, Kwekkeboom DJ. Persistent
Hematologic Dysfunction after Peptide Receptor Radionuclide Therapy with 177Lu-
DOTATATE: Incidence, Course, and Predicting Factors in Patients with
Gastroenteropancreatic Neuroendocrine Tumors. J Nucl Med (2018) 59:452-458.

5. Strosberg J, El-Haddad G, Wolin E, Hendifar A, Yao J, Chasen B, Mittra E, Kunz
PL, Kulke MH, Jacene H, et al. Phase 3 Trial of 177Lu-Dotatate for Midgut
Neuroendocrine Tumors. New England Journal of Medicine (2017) 376:125-135.

6. Strosberg JR, Caplin ME, Kunz PL, Ruszniewski PB, Bodei L, Hendifar A, Mitira E,
Wolin EM, Yao JC, Pavel ME, et al. 177Lu-Dotatate plus long-acting octreotide
versus high-dose long-acting octreotide in patients with midgut neurcendocrine
tumours (NETTER-1): final overall survival and long-term safety results from an
open-label, randomised, controlled, phase 3 trial. Lancet Oncol (2021) 22:1752—
1763,

7. Bodei L, Kidd MS, Singh A, van der Zwan WA, Severi S, Drozdov A, Malczewska
A, Baum RP, Kwekkeboom DJ, Paganelli G, et al. PRRT neurcendocring fumor
response monitored using circulating transcript analysis: the NETest. Eur J Nuc!
Med Mol imaging (2020) 47:895-906.

8. Azria D, Riou O, Castan F, Mguyen TD, Peignaux K, Lemanski C, Lagrange J-L,
Kirova ¥, Lartigau E, Belkacemi Y, et al. Radiation-induced CD& T-lymphocyte
Apoptosis as a Predictor of Breast Fibrosis After Radiotherapy: Results of the
Prospective Multicenter French Trial. EBiolMedicine (2015) 2:1965-1973.

9. Denoyer D, Lobachevsky P, Jackson P, Thompson M, Martin OA, Hicks RJ.
Analysis of 177Lu-DOTA-octreotate therapy-induced DWNA damage in peripheral
blood lymphocytes of patients with neurcendocring tumors. J Nucl Med (2015)
56:505-511.

10. Bodei L, Kidd M, Modlin IM, Severi 5, Drozdov |, Nicolini 5, Kwekkeboom DJ,
Krenning EF, Baum RP, Paganelli G. Measurement of circulating transcripts and
gene cluster analysis predicts and defines therapeutic efficacy of peptide receptor
radionuclide therapy (PRRT) in neuroendocrine tumors. Eur J Nuel Med Mol
Imaging (2016) 43:839-851.

11. Bodei L, Raj N, Do RKG, Krebs S, Reidy D, Kidd M, Drozdov |, Modlin |, Schoder
H. Blood based genomic assessment of the clinical efficacy and toxicity of peptide
receptor radionuclide therapy (PRRT). Journal of Nuclear Medicine (2021) 62:78—
8.

12. Bodei L, Schider H, Baum RP, Herrmann K, Strosberg J, Caplin M, Oberg K,
Modlin IM. Molecular profiling of neuroendocrine tumours to predict response and
toxicity to peptide receptor radionuclide therapy. Lancet Oncol (2020) 21:e431-
eddd.

13. Malczewska A, Kidd M, Matar 3, Kos-Kudlia B, Modlin IM. A Comprenensive

210|Page



Assessment of the Role of miRMAs as Biomarkers in Gastroenteropancreatic
Meuroendocrine Tumors. Neuroendocrinology (2018) 107:73-90.

14. Geisler L, Mohr R, Lambrecht J, Knorr J, Jann H, Loosen SH, Ozdirik B, Lusdde
T, Hammerich L, Tacke F, et al. The Role of miRNA in the Pathophysiology of
Neuroendocring Tumors. Int J Mol Sci (2021) 22:8569.

15. Havasi A, Sur D, Cainap S5, Lungulescu C-V, Gavrilas L-I, Cainap C, Viad C,
Balacescu ©O. Current and Mew Challenges in the Management of Pancreatic
Meuroendocrine Tumors: The Role of miRNA-Based Approaches as New Reliable
Biomarkers. International Journal of Molecular Sciences (2022) 23:1109.

16. Nagtegaal |ID, Odze RD, Klimstra D, Paradis V, Rugge M, Schirmacher P,
Washington KM, Carneiro F, Cree |A. The 2019 WHO classification of tumours of
the digestive system. Histopathology (2020) 76:182-1588.

17. Li S-C, Khan M, Caplin M, Meyer T, Oberg K, Giandomenico V. Somatostatin
Analogs Treated Small Intestinal Meurocendocrine Tumor Patients Circulating
MicroRNAs. PLOS ONE (2015) 10:e0125553.

18. Panarelli N, Tyryshkin K, Wong JJM, Majewski A, Yang X, Scognamiglio T, Kim
MK, Bogardus K, Tuschl T, Chen ¥-T, et al. Evaluating gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumors through microRMA sequencing. Endocr Relat Cancer
(2019) 26:47-57.

19. Bevere M, Masetto F, Carazzolo ME, Bettega A, Gkountakos A, Scarpa A, Simbolo
M. An Overview of Circulating Biomarkers in Neuroendocring Meoplasms: A Clinical
Guide. Diagnostics (Basel) (2023) 13:2820.

20. Modlin IM, Drozdov |, Kidd M. The |dentification of Gut Neurcendocrine Tumor
Disease by Multiple Synchronous Transcript Analysis in Blood. PLOS ONE (2013)
8:e63364.

21. Modlin IM, Kidd M, Falconi M, Filosso PL, Frilling A, Malczewska A, Toumpanakis
C, Valk G, Pacak K, Bodei L, et al. A multigenomic liquid biopsy biomarker for
neuroendocrine tumor disease outperforms CgA and has surgical and clinical utility.
Ann Oncol (2021) 32:1425-1433.

22 Oberg K, Califano A, Strosberg JR, Ma S, Pape U, Bodei L, Kaltsas G,
Toumpanakis C, Goldenring JR, Frilling A, et al. A meta-analysis of the accuracy of
a neurcendocrine tumor mRMNA genomic biomarker (NETest) in blood. Annals of
Oneology (2020) 31:202-212

23 van Treijen MJC, Korse CM, van Leeuwaarde RS, Saveur LJ, Vriens MR, Verbeek
WHM, Tesselaar MET, Valk GD. Blood Transcript Profiling for the Detection of
Meuroendocrine Tumors: Results of a Large Independent Validation Study. Front
Endocrinol {Lausanne) (2018) 9:740.

24 Al-Toubah T, Cives M, Valone T, Blue K, Strosberg J. Sensitivity and Specificity of
the NETest: A Validation Study. Neurcendocrinology (2021) 111:580-585.

25. Lloyd KA, Moore AR, Parsons BN, O'Hara A, Boyce M, Dockray GJ, Varro A,
Pritchard DM. Gastrin-induced miR-222 promotes gastric tumor development by
suppressing p27kip1. Oncotarget (2016) 7:45462—-45478.

26. Modlin IM, Kidd M, Malczewska A, Drozdov |, Bodei L, Matar S, Chung K-M. The
METest: The Clinical Utility of Multigene Blood Analysis in the Diagnosis and
IManagement of Neuroendocrine Tumors. Endocrinol Metab Clin North Am (2018)
47:485-504.

27 Tang C, Qi J, WuY, Luo L, Wang Y, Wu Y, Shi X. Improving the prediction for the
response to radiotherapy of clinical tumor samples by using combinatorial model of
MicroRNA expression. Frontiers in Genetics (2022) 13:

28 Kumar A, Ghosh S, Chandna S. Evidence for microRMA-31 dependent Bim-Bax

211 |Page



interaction preceding mitochondrial Bax translocation during radiation-induced
apoptosis. Sci Rep (2015) 5:15923.

29 Halimi M, Parsian H, Mohsen Asghari S, Sariri R, Moslemi D, Yeganeh F.
MicroRMNAs: Are they indicators for prediction of response to radiotherapy in breast
cancer? Journal of Medical Hypotheses and Ideas (2013) 7:59-64.

30.Yang T, Miao X, Bai Z, Tu J, Shen 5, Niu H, Xia W, Wang J, Zhang ¥. A Novel
mMRNA-MIRNA Regulatory Sub-Network Associated With Prognosis of Metastatic
Clear Cell Renal Cell Carcinoma. Fronfiers in Oncology (2021) 10:

31. Zhang J, LiD, Zhang ¥, Ding £, Zheng ¥, Chen S, Wan Y. Integrative analysis of
mRNA and miRNA expression profiles reveals seven potential diagnostic
biomarkers for non-small cell lung cancer. Oncol Rep (2020) 43:99-112.

32. Jacques C, Guillotin D, Fontaine J-F, Franc B, Mirebeau-Prunier D, Fleury A,
Malthiery Y, Savagner F. DNA microarray and miRNA analyses reinforce the
classification of follicular thyroid tumors. J Clin Endocrinol Metab (2013) 95 E981-
939

33. van der Zwan WA, Brabander T, Kam BLR, Teunissen JJM, Feelders RA, Hofland
J, Krenning EP, de Herder WW. Salvage peptide receptor radionuclide therapy with
[177Lu-DOTA, Tyr3]octrectate in patients with bronchial and gastroenteropancreatic
neuroendocrine tumours. Eur J Nucl Med Mol Imaging (2019) 46:704-717.

34. Bodei L, Kidd MS, Singh A, van der Zwan WA, Severi 3, Drozdov 1A, Cwikla J,
Baum RP, Kwekkeboom DJ, Paganelli G, et al. PRRT genomic signature in blood
for prediction of 177Lu-octreotate efficacy. Eur J Nucl Med Mol Imaging (2018)
4511551165,

35. Medaer E, Verslype C, Van Cutsem E, Dekervel J, Clement PM, Nackaerts K,
Laenen A, Gheysens O, Goffin K, Jentjens S, et al. Influence of pretreatment with
everolimus or sunitinib on the subacute hematotoxicity of 177LU-DOTATATE PRRT.
Acta Oncol (2020) 59:644-651.

36. Sierra ML, Agazzi A, Bodei L, Pacifici M, Aricd D, De Cicco C, Quarmna J, Sansovini
M, De Simone M, Paganelli G. Lymphocytic toxicity in patients after peptide-receptor
radionuclide therapy (PRRT) with 177Lu-DOTATATE and 90Y-DOTATOC. Cancer
Biother Radiopharm (2009) 24:659-665.

37. Price JM, Mistry HB, Betts G, Cheadle EJ, Dixon L, Garcez K, lllidge T, lyizoba-
Ebozue Z, Lee LW, McPartlin A, et al. Pretreatment Lymphocyte Count Predicts
Benefit From Concurrent Chemotherapy With Radiotherapy in Oropharyngeal
Cancer. J Clin Oncol (2022) 40:2203-2212.

38. Sharma N, Maraev BG, Engelman EG, Zimmerman MB, Bushnell DL, O'Dorisio
TM, O'Dorisio M3, Menda Y, Mdller-Brand J, Howe JR, et al. Peptide Receptor
Radionuclide Therapy Outcomes in a North American Cohort With Metastatic Well-
Differentiated Neuroendocring Tumors. Pancreas (2017) 46:151-156.

212|Page



Legends and Figures :

Table 1. Baseline clinical characteristics of patients
Table 2. Objective Tumor Response

Table 3. Multivariate analysis of clinical and biologic parameters and miIRNA/mMRNA
signature

Figure 1 Overview of the study
1A: Presentation of the blood samples timing within the LUPRRT treatment frame.

1B: Gene expression stability before LUPRRT therapy: difference between two
different blood samples (P1 and P2) obtained at 48h interval before starting LUPRRT
(p= 0.68). Non-significant (ns)

Figure 2. mRNA and miRNA expression kinetics during LUPRRT: before (P1-P2)
treatment, before and after 2nd LUupRRT (P3 and P4), before and after the fourth
LUPRRT (P5 and P6) and at 6-month follow-up (P7).

2A: Variation in the expression of 12 genes (mMRNA) relative to those of GAPDH

2B: Variation in the expression of 6 miRNA relative to those of RNU6-1

Figure 3. Differential profiles before and 48h after the second and the fourth
LUPRRT injection for miRNA/mRNA signature, Chromogranin A and 5HIAA for
patients with stable (SD) or progressive disease (PD) at 12-month follow-up.

3A: miIRNA/mRNA signature before second (P3) and fourth (P5) LUPRRT
administration for four mMRNAs and three miRNAs in patients considered as responders
(SD-P3 and SD-P5) versus progressive patients (PD-P3 and PD-P5)

3B: Chromogranin A levels before second (P3) and fourth (P5) LUPRRT administration
in responders (SD) or RECIST progressive (PD) patients at 12-month follow-up
(p=0.65)

3C: 5HIAA levels before second (P3) and fourth (P5) LUPRRT administration in
responders (SD) or RECIST progressive (PD) patients at 12-month follow-up (p=0.24)

***p<0.001 ****p<0.0001; ns : non-significant

Figure 4. miRNA/mRNA signature for two patients with myelodysplasia (MDS)
compared to all patients with stable disease at 1 year follow up (SD, n=24)

4A: Kinetics of mMIRNA/mMRNA signature during LUPRRT treatment for each of patient
presenting MDS.

4B: Variations of mMiRNA/MRNA signature at second and fourth LUPRRT injection
using ratio of after/before LUPRRT signature
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Table 1

Characteristics

Sex- no. (%) Male
Female
Age-yr
All patients
Male
Female

Body mass index
Median time (months) since diagnosis
Primary tumor site- no (%)
lleum
Jejunum
Midgut
Small intestine
Right colon
lleo-cecal valve
Appendix
Site of metastasis- no. (%)
Liver
Lymph Nodes
Mesentery
Bone
Lungs
Ovaries
Mammary gland
Other
Ki-67 Index
0-2%
3-20%
Previous Treatments
Somatostatin analog
Surgery
Everolimus
Chemotherapy
Locoregional therapy
Performance status (ECOG) 0
1
2
3-4
Somatostatin analogs during PRRT No
Yes

Data
21 (60)
14 (40)

67 [52;83]
71[56;83]
65 [52;72]

24.04 [16.8; 37.18]

52

19 (54)
13
6 (17)
2.(6)
3(9)
3(9)
13

32 (91)
29 (83)
23 (65)
17 (49)
1(3)
1(3)
1(3)
5 (14)

12 (34)
23 (66)

31 (89)
22 (63)
3(9)
6 (18)
3 (9)
18 (51)
14 (40)
3(9)
0
7 (20)
28 (80)

Qualitative data are expressed as numbers (no) followed by percentages in brackets;

continuous data are expressed as mean + SD.
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Table 2

12 month:
Complete response- no 0
(%)
Partial response- no (%) 3(9)
Stability- no (%) 24 (69)
Progression- no (%) 5 (14)
Not known as patient 3(9)
deceased before
imaging
Non-responders 8 (23)

24 months
0

0
22 (63)
7 (20)
6 (17)

13 (37)

Objective response at 12 and 24 months defined as a response according to Response

Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST1.1)

Table 3

Variable

MiRNA/MRNA signature at P3
MiRNA/MRNA signature at P5
NADIR C1

NADIR C2

5HIAA at P3

SHIAA at P5

CgA at P3

CgA at P5

KI-67 index

RECIST12m

Multivariate analysis. * p<0.05

p value

0.0064
0.0105
0.2501
0.4285
0.2773
0.4446
0.1933
0.1346
0.0521
0.0237

*

*

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

*
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Figure 3

Figure 3

Figure 4

Figure 4
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Supplemental Data :

Figure S1: Overall survival relative to KI-67 index

Overall survival
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Figure S2: Pearson correlation 2x2 contingency table for lymphopenia at 15 days post
first LUPRRT administration (NADIRC1) versus nadir at 45 days post first Lu PRRT
administration (NADIRC?2), Ki-67, and miRNA/mMRNA signature after first LUPRRT in
responder (SD-P3 and SD-P5) versus progressive patients (PD-P3 and PD-P5).
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Table S1 : Primers used for mRNA and miRNA quantification

Primers
miR-31
miR-129-
Sp
miR-133a
miR-215
miR-183
miR-196b
RNUG6-1
GAPDH
ATP
BRAF
HDAC9
PANK?2
SSTR3
SSTR5
CXCL14
CDKN1B
CDKN2A
DDB2
XPC

BAX

Forward

5-AGGCAAGATGCTGGCATAGCT-3'

5-CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC-3’

5-AGCTGGTAAAATGGAACCAAAT-3

5-ATGACCTATGAATTGACAGAC-3

5-TATGGCACTGGTAGAATTCACT-3

5-TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG-3

5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

5-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3’

5-GGCGCCTCTGTCATTCTACT-3

5-CTTTCCCCAAATTCTCGCCTC-3’

5-GACGTGTGGTGTTGGCTCTA-3’

5-CGGCCGCTTTTTCCATGGTT-3

5-AAGCGGTCTAGAAGTGGGTG-3

5-TTCTTCTCTTGCAGAGCCTGAC-3’

5-GGACCCAAGATCCGCTACAG-3

5-GGCAAGTACGAGTGGCAAGA-3

5-AGTCTGCAGTTAAGGGGGCA-3

5-GGAGGGAACAACTAGGCTGC-3’

5’-GAGCAAGGCCCGGCG-3’

5-GGAGCTGCAGAGGATGATTG-3

Reverse

5-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3
5-CAACAAATCTCGCGAATCCTC-3’
5-GGACAGGAAACGCACCATA-3
5-GTGGCTCCAGCTCATTTCCT-3
5-AAGCCACATTGGAGGTCAGG-3
5-CAGCTATTTGCCTGCCCAT-3’
5-ATGTTGGTGACGGTCTTCATCT-3’
5-CTTCGTAGACCCTGCGCTTC-3
5-AGAAGAATCGTCGGTTGCAGG-3’
5-ATCATCATGACCTGGTCTTCTAGG-3’
5-TTCCAAAGCTCTTTGCCGTC-3’
5-GAAAGTCCCTGAGGTCATCCC-3’

5-GGAGACAGGGACATCAGTCG-3
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Table S2 : Univariate and multivariate Cox regression analysis of the 12 mRNA and

the 6 miRNA associated with Recist

Gene Univariate Univariate Multivariate Multivariate

HR pvalue HR pvalue
miR-31 2.32 <0.001 1.03 0.01
miR-129-5p 0.87 <0.001 0.88 0.08
miR-133a 1.32 <0.001 1.02 0.06
miR-215 1.12 <0.001 0.85 0.06
miR-183 1.14 <0.001 1.06 0.02
miR-196b 1.27 <0.001 1.06 0.01
ATP 1.11 <0.001 0.84 0.06
BRAF 1.51 <0.001 0.88 0.08
HDAC9 1.23 <0.001 1.02 0.06
PANK2 1.11 <0.001 0.83 0.09
SSTR3 1.65 <0.001 1.06 0.02
SSTR5 1.65 <0.001 1.07 0.02
CXCL14 1.18 <0.001 0.88 0.07
CDKN1B 1.11 <0.001 1.01 0.09
CDKN2A 1.11 <0.001 1.11 0.09
DDB2 1.58 <0.001 1.19 0.01

XPC 1.65 <0.001 1.12 0.001

BAX 1.59 <0.001 1.07 0.001
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DISCUSSION

Les profils d'expression de chacun des treize ARNm et des six miRNA sélectionnés
ont été explorés pendant et apres LUPRRT afin d'identifier la meilleure combinaison

d'’ARNm et de miARN permettant de prédire I'évolution de la maladie du patient.

Parmi ces genes, nous nous sommes concentrés sur quatre ARNm et de trois miRNA
qui étaient ceux dont I'expression variait de la fagon la plus significative pour

'ensemble des patients ; ils correspondaient & :

» La réparation de I'ADN endommagé (Xpc et Ddb2),
» Larégulation de la prolifération cellulaire et de l'autophagie (Bax et Braf),
» L’activation des lymphocytes B/T (miR-31 et miR-133),

» La régulation de I'angiogenese et de la suppression tumorale (miR-196b).

Nous avons réalisé I'étude de la stabilité de tous ces marqueurs en dehors de toute
LUPRRT (P1 et P2) ceci afin de de s’affranchir d’une variation non spécifique de

I'expression des génes sélectionnés (Chomczynski et al. 2016).

Les genes Bax et Ddb2 présentaient une expression significativement augmentée
précocement, des 2 mois apres la premiere administration de LUPRRT (P3) ; leur
expression en constante augmentation 4 mois aprés le début de LUPRRT (P5),

suggeérait des effets radio-biologiques persistants.

L’expression de miR-31 était significativement diminuée dés 2 mois apres la premiére
injection de LUPRRT (P3) par rapport a la ligne de base (P1-P2) et celle de miR-133
et miR-196 étaient significativement diminuées pendant la LUPRRT mais également 6
mois apres la quatrieme injection LUPRRT (P7), suggérant une activation soutenue

des voies cellulaires antitumorales en raison de l'irradiation au 17’Lu.

Ces profils d’expression relatifs des ARNm et miARN ont été combinés afin d’en
évaluer l'évolution au cours du traitement, et leur corrélation a la toxicité

hématopoiétique ; I'analyse par corrélation de Pearson a montré :
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» Une corrélation inverse modérée entre un Ki-67 élevé et un profil d’expression
d’ARNmM/miRNA bas chez les répondeurs.

» Une corrélation inverse modérée entre la lymphopénie précoce (15 jours aprés
la premiére LUPRRT) et la signature ARNmM/miARN pour les non-répondeurs a
la LUPRRT ; ceci suggérant une association entre la lymphopénie et une

radiosensibilité chez les répondeurs a la LUPRRT.

Notre objectif n’était pas de concurrencer le NETest mais d'utiliser des
biomarqueurs plus spécifiques ; ainsi plus de la moitié des ARNm de notre sélection
ne sont pas commun avec ceux du NETest et aucun miRNA n’était inclus dans le test

mis en place par Modlin (Irvin M. Modlin et al. 2018).

En raison de leur stabilité et de leur role régulateur notamment de la prolifération et du
métabolisme des NNE, nous avons choisi d’explorer I'expression de miARN comme
régulateurs négatifs des fonctions ciblées par les ARNm différentiels, cette approche
ayant déja démontré son intérét dans l'identification de biomarqueurs parmi les plus

pertinents (Jacques et al. 2013).

Le NETest, a l'aide de quatre algorithmes de prédiction, est bien sdr pertinent pour
définir un score d’évolution de la maladie (I. M. Modlin et al. 2021; Irvin M. Modlin,
Drozdov, et Kidd 2013), cependant, en fonction des valeurs seuils, la spécificité de ce
test semble varier si I'on en croit de récentes études indépendantes (Al-Toubah et al.
2021; Oberg et al. 2020) montrant les difficultés a standardiser les profils d’expression
des ARNm.

Plusieurs pistes demeurent malgré tout a développer :

» Signature génigue et autres biomarqueurs :
o Validation a grande échelle :
Confirmer les résultats des études actuelles en effectuant des essais a
plus grande échelle (nationale) pour valider les signatures géniques

prédictives de la réponse a la LUPRRT.
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o Elargir les profils biomoléculaires :

Investiguer d'autres biomarqueurs potentiels, tels que des protéines
spécifiques ou des métabolites, qui pourraient améliorer la prédiction de
la réponse.

Réanalyser des données de transcriptomique des NNE digestives
disponibles dans les bases de données permettrait d’améliorer la
sélection de miRNA que nous avons identifiés comme marqueurs
robustes pour le suivi du traitement par LUPRRT et qui auraient
'avantage de réguler des fonctions essentielles a I'évolution tumorale ou

a la sensibilité au traitement.

» Analyser, sur nos prélevements P1 a P7, les profils des génes identifiés
comme cible de modification épigénétique (méthylation / acétylation des
histones ou méthylation de promoteurs) comme les génes de la beta-catenin 1
(Ctnnbl) ou du runt related transcription factor (Runx3) (Karpathakis et al.
2016).

» Analyser, sur les prélevements P1 a P7, les profils mutationnels de
I’ADNmt comme cible précoce de la LUPRRT
En effet, la mitochondrie posséde un systeme de réparation des dommages a
'ADN propre mais dont les capacités sont modifieces par lage et le

développement tumoral (Wagner et al. 2022; Gredilla 2010).

Nous espérons que la poursuite du protocole GENEbioLUNET avec Il'ajout de
nouveaux génes d’intérét au panel testé et I'étude de nouveaux miRNA permettra
d’identifier des biomarqueurs moléculaires solides et ouvrira de nouvelles perspectives

dans la prise en charge des patients atteints de NNE intestinales.
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PARTIE I|Il : DISCUSSION

GENERALE ET

PERSPECTIVES
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DISCUSSION GENERALE

Le métabolisme énergétique et I'épigénétique sont hautement interconnectés, le
métabolisme fournissant les composés nécessaires pour les réactions épigénétiques,
et ces modifications épigénétiques régulant a leur tour I'expression des genes en

fonction des besoins énergétiques de la cellule.

Cette interaction est cruciale pour le fonctionnement normal des cellules et peut
également jouer un réle dans le développement de maladies lorsque ces mécanismes

sont perturbés.

Nous avons exploré deux modéles de pathologies pour préciser ces interconnections,
le modéle des thérapies cellulaires dans l'insuffisance cardiaque et le modéle des

thérapies métaboliques dans le cadre des tumeurs neuroendocrines digestives.

Dans le tissu cardiaque, les MSC jouent un role clé dans ’lhoméostasie et la réparation

du tissu cardiaque.

Les fonctions cellulaires et le potentiel de différenciation de ces cellules sont fortement

dépendants du métabolisme énergétique.

Au cours du vieillissement, le nombre et la potentialité de ces MSC varient en lien avec
I‘apparition de désordres métaboliques jouant un réle clé dans la lignée et l'issue

fonctionnelle de ces cellules.

Toutes modifications du métabolisme énergétique et de la dynamique mitochondriale

sont ainsi associées au risque de vieillissement cardiaque accéléré et a l'infarctus.

Parmi les moyens thérapeutiques de I'insuffisance cardiaque, les bmMSC présentent
un faible risque de rejet, un fort pouvoir d’expansion in vitro et des capacités a migrer
vers les sites Iésés de 'organisme pour participer a 'homéostasie et a la régénération
tissulaire ; en revanche, elles présentent une faible différenciation in vivo et une survie

limitée dans I'environnement hypoxique cardiaque apres transplantation.
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Notre objectif a été d’améliorer la survie des bmMSC au sein du tissu cardiaque en les
orientant vers un métabolisme glycolytique a I'aide d’'un conditionnement épigénétique

ou en réalisant un tri métabolique.

L’analyse comparative de ces deux approches nous a permis de confirmer lintérét
métaboligue des bmMSC glycolytique in vitro et in vivo dans un modele de souris

présentant une insuffisance cardiaque aigue.

Par ailleurs, la thérapie cellulaire est apparue comme une stratégie prometteuse pour

le traitement de l'infarctus du myocarde ischémique via deux stratégies différentes :

» La reconstruction du tissu natif perdu,
» L'inhibition du remodelage du myocarde restant et sa cicatrisation.

Néanmoins, les difficultés liées a I'obtention de différents types de cellules et a la
construction d’une structure tissulaire physiologique excluent les applications
cliniques. Méme pour les constructions les mieux rapportées, lI'intégration fonctionnelle

avec le tissu hote est absente (Hashemzadeh et al. 2021).

Divers « pansements » cardiagues a base de polyméres sont testés pour soutenir le
myocarde endommagé. De tels pansements ont été préparés a partir de biopolymeéres,
de polymeres synthétiques et de protéines présentes dans les tissus hétes.

Les patchs constitués de protéines tissulaires sont biocompatibles et bioactifs mais ont
une faible résistance mécanique. En revanche, les biopolyméres présentent une

bonne biocompatibilité et bio activité, mais ont des possibilités d'ingénierie limitées.

Le potentiel thérapeutique de la thérapie cellulaire combinée et des patchs cardiaques

a suscité de nombreuses recherches.

Récemment, les hydrogels dynamiques préparés a partir de biopolymeres tels que
l'alginate, le chitosan et le collagéne via la réaction de base de Schiff ont attiré
beaucoup d’attention, cette réaction permettant la liaison covalente de biopolymeéres

dans des conditions de gélification douces (R. Yu et al. 2020).
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Ainsi, les équipes du Centre interuniversitaire de recherche et d’ingénierie des
matériaux (CIRIMAT) et de I'2MC explorent une stratégie thérapeutique innovante
associant la thérapie cellulaire & une construction biomimétique 3D visant & concentrer

les MSC sur le site 1ésé et a améliorer leur viabilité et leurs effets paracrines.

Le CIRIMAT a développé un procédé vert pour produire des matrices poreuses 3D
originales a base d'alginate et de chitosan (Bushkalova et al. 2019). Ces matrices
présentent des propriétés mécaniques adaptées a limplantation cardiague et a

'ensemencement de MSC.

Les tests in vitro réalisés par I2MC ont montré que la matrice permettait le maintien de
la viabilité des MSC et une sécrétion accrue de facteurs de croissance d'intérét.
L'implantation d'un échafaudage ensemencé de MSC dans un modele préclinique
d'infarctus du myocarde a amélioré la fonction cardiaque et réduit le remodelage
inadapté par rapport aux animaux non traités (Ceccaldi et al. 2014).

Dans le modéle des tumeurs neuroendocrines digestives nous avons exploré les
marqueurs de toxicité de la radiothérapie interne vectorisée ou PRRT, traitement
utilisant des isotopes radioactifs qui se lient spécifiquement aux récepteurs de surface

des cellules tumorales neuroendocrines afin de les détruire.

Les modifications épigénétiques et métaboliques jouent un réle important dans la
sensibilité des cellules tumorales a la PRRT, or, comprendre ces intéractions
métaboliques est une piste pour optimiser les protocoles de PRRT pour un traitement

efficace tout en en limitant leur toxicité hématologique.

Nous avons développé des marqueurs ARNm et miRNA ciblant notamment le
métabolisme énergétique et son interaction avec les modificateurs d’histones afin de
proposer une signature de réponse et de suivi de la PRRT pour des patients atteints

de tumeurs neuroendocrines digestives progressives.

La combinaison de marqueurs miRNA et ARNm s’est avérée particulierement
pertinente dans les boucles de contréles métaboliques et ces derniers présentent une

bonne sensibilité de réponse, ceci, des la seconde ligne de traitement.
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Notre travail d’exploration des liens entre le métabolisme cellulaire et les modifications
épigénétiques nous a permis de proposer un modele thérapeutique pour l'insuffisance

cardiaque et des biomarqueurs de sensibilité & une thérapie métabolique ciblée.

Le corolaire entre ces deux travaux réside dans limportance accordée a la
compréhension des mécanismes métaboligues et épigénétiques dans un but

d’améliorer I'efficacité des thérapies.

Dans le premier cas, la régulation du métabolisme des bmMSC est considérée comme
cruciale pour leur fonction régénératrice alors que dans le deuxiéme cas, I'analyse des
profils d'expression génique est utilisée pour prédire la réponse des patients a la
LUPRRT.

Dans les deux cas, la nécessité de cibler spécifiquement les processus métaboliques

et épigénétiques pour optimiser les résultats thérapeutiques est soulignée.

Les approches expérimentales, telles que la modulation métabolique et l'inhibition
épigénétique, sont envisagées comme des stratégies potentielles pour améliorer

I'efficacité des traitements.

Ces deux travaux de recherche soulignent l'importance de personnaliser les
approches thérapeutiques en tenant compte des aspects métaboliques et
épigénétiques.

Les stratégies visant a moduler le métabolisme des cellules souches ou a identifier
des signatures géniques pour prédire la réponse au traitement sont des avenues

prometteuses pour améliorer l'efficacité des thérapies cellulaires et des traitements

ciblés.

La recherche continue dans ces domaines et pourrait ouvrir la voie a des thérapies

plus efficaces et mieux adaptées aux besoins individuels des patients.
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PERSPECTIVES

Les perspectives issues de ces discussions ouvrent la voie a plusieurs

développements possibles dans les domaines de la thérapie cellulaire et du traitement

des GI-NET:

» Optimisation des thérapies par utilisant les bmMSC :

©)

Ingénierie métabolique

Les approches visant a moduler le métabolisme des bmMSC, telles que
I'nypoxie conditionnelle et I'inhibition du LSD1, pourraient étre davantage
explorées et optimisées.

Des études plus approfondies sur les mécanismes moléculaires sous-
jacents pourraient conduire a des méthodes plus précises et efficaces.
Protocoles cliniques

Les résultats des études précliniques sur les modificateurs métaboliques
pourraient étre traduits dans des protocoles cliniques pour évaluer

I'efficacité des bmMSC dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.

» Thérapie par radiopeptides (LUPRRT) dans les GI-NET :

o

Validation des signatures géniques

Les signatures géniques basées sur I'expression d/ARNm et de miARN
pour prédire la réponse a la LUPRRT doivent étre validées a grande
échelle.

Des études multicentriques avec des cohortes de patients plus
importantes permettront de confirmer la robustesse de ces signatures et
de les intégrer dans la pratique clinique.

Thérapies personnalisées

La recherche sur la LUPRRT suggere la possibilité de personnaliser
davantage les traitements en fonction des profils génétiques des

patients.
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Des stratégies de traitement plus précises pourraient étre développées
en tenant compte de la variabilité génétique qui influence la réponse aux

radiopeptides.

» Approche holistique :

o Intégration des données
Une approche holistique intégrant des données métaboliques,
génomiques et épigéenétiques pourrait offrir une compréhension plus
complete des mécanismes de réponse aux thérapies et pourrait conduire
a des interventions combinées plus efficaces.

o Recherche translationnelle
La recherche devrait se concentrer sur la translation des découvertes en
applications cliniques concretes comme la bio-impression 3D d’un patch
cardiaque de nouvelle génération pour lutter contre linsuffisance
cardiaque. Des collaborations entre chercheurs, cliniciens et l'industrie
pharmaceutique pourraient accélérer la mise en oeuvre de ces
découvertes pour le bénéfice des patients en utilisant notamment les

biomatériaux.

En conclusion, les perspectives futures incluent l'optimisation des approches
thérapeutiques existantes, la validation de biomarqueurs prédictifs, la personnalisation
des traitements et une approche intégrée pour une meilleure compréhension des

maladies et des réponses aux thérapies.
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CONTEXTE

Ce travail collaboratif sur neuf enfants présentant UN€ hypothyroidie congénitale glande en place nous
a permis d’identifier différents variants dans le gene de la thyroglobuline sous une forme hétérozygote
ou hétérozygote composite ce qui est inhabituel devant une maladie de transmission récessive
concernant le géne de la thyroglobuline.

La conséquence fonctionnelle de ce type de transmission n’a jamais été explorée.

L’approche in silico pour un variant d’épissage ou par analyse fonctionnelle dans un modéle de culture
cellulaire (HEk-293T) de deux nouveaux variants de la thyroglobuline (c.177-2A>C et c. 7688A>G) nous
a permis d’identifier 'impact de variants hétérozygotes sur la conformation ou la sécrétion de la protéine.

Ceci permet de souligner l'intérét de l'identification de variants hétérozygotes dans I'exploration des
géenes habituellement décrits pour étre impliqués dans les formes récessives des hypothyroidies
congénitales glande en place.
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Abstract: Congenatal iodide transport defect is an uncommon autesomal recessive disorder caused
by loss-of- funchon vanants m e sodmom iedide symponter (NIS)codmg SLCSAS gene and leadang
to dyshormonegenic congenatal hypothyroadism. Here, we conducted a targeted next-gpeneration
sequencing assessment of congenatal hy pothy rosdism-cavsative genes in a cohort of nine unnelated
pediatric patenis suspected of having a congemtal wdide transport defect based on the absence of
HO T periechnetate accumulation in a eutopic thyreid gland. Although, wnexpectedly, we could
not detect pathogenic SLCFAS gene variants, we identified bwo novel compound hete ey gous TG
gene vanants (p.Q2* and ¢ 177-2A5C), three novel heteroey gous TG gene vanants (p F1342VE"20,
p-Y2563C, and p5523F), and a novel heterozygouws DUOX? pene variant (p. E1496106°51). Sphcing
et fepofter-based m vitio assays revealed that the vanant ¢ 177-2A5C afecled normal TG pre-
mENA sphicng, kadng to the frameshaft variant p. T5955%17. The frameshaft TG vanants p T595E"17
and p F1542V{E"20, but not the DUOXZ vanant p. E1496045°51, were predicted to undergo nonsense-
mediated decay. Momeover, funchional in vitro expression assay s revealed that the variant p.Y2563C
feduced the secretion of the TG protein. Our avestigation fevealed wiexpected bndmgs fegardang
the penehcs of comgenital iodide transport defects, supporting the exstence of yet to be discovened
mechamsms wwolved i thy roid hormenogenesis,

Keywords congenatal hypothy readiem; thyrend dyshormonogenesis; sodide transport defect; sodiam
wdade sy mporter; thyroglobulin
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1. Introduction

Congenital hypothyroidism, the most frequent inborn disorder detected in newborn
screening programs, is a dysfundtion of the hypothalamic-pituitary-thyroid axis that is
present at birth, resulting in thyroid hormone deficiency [1]. Although iodine deficienoy
remains the keading cause of hypothy roidism at birth, in iodide-sufficient areas, over 65%
of these patients present abnormalities in thyroid organogenesis (dysgenesis), with the
remaining 35% of the patients dev eloping eutopic thymid glands with impained thyroid
hormonogenesis (dyshormonogenesis) [2]. Keent consensus guidelines from the European
Eeference Metwork on Rare Endocrine Conditions recommend melecular diagnosis using
next-generation sequencing in order to explone the genetic basis of the disease, as well as
facilitating an interdisciplinary follow-up of the patients and guaranteeing the provision of
adequate genetic counseling to the families [3].

Current consensus guidelines also recommend that after the identification of the
disease in necnatal screening, the biochemical confirmatory diagnosis should be followed
by complementary biochemical and imaging studies to obtain a better understanding of
the underlying eticlogy of the disease [3], in particular by using Sanger sequencing-based
approaches toevaluate the sequence of candidate genes. The general clinical presentation of
congenital iodide transport defect, an autosomal recessive disorder due to impaired fodide
accumulation in the thyroid follicular cell, includes a variable degree of hypothyroidism,
reduced to absent radiciodide acocumulation in a normal to hy perplastic eutopic thyroid
gland, a low saliva-to-plasma iodide ratio, and normal to increased thyroglobulin (TG)
serum levels [4-7]

Since indine is a crucial component of thyroid hormones, iodide accumulation in the
thyroid follicular cell constitutes a critical requirement for thyroid hormonogenesis [8]. The
sodium /iodide symporter (WNIS) is the basolateral plasma membrane glycoprotein involved
in the accumulation of iodide into the thyroid follicular cell [9]. The carboxy-terminus of this
protein, which is oriented towards the cytoplasm, contains the specific sorting and refention
signals required for WIS expression at the basolateral plasma membrane [10-12]. Ower
thirty pathogenic variants in the NIS-coding SLC5AS gene have been reported in patients
with dyshormonogenic congenital hypothyroidism. The functional characterization of loss-
of-function NS variants identified in patients has provided mechanistic information about
the transporter []. Given the relevance of NIS in thy roid physiclogy, we recently developed
a machine leaming-based NI5-specific variant dlassifier with the aim of improving the
prediction of the pathogenicity of missense NIS variants [13].

Here, using targeted next-generation sequencing, we investigated the presence of
pathogenic variants in the SLC5AS gene in a cohort of nine pediatric patients with
dyshormonogenic congenital hy pothyroidism, suspected of being due to an iodide trans-
port defect based on the absence of *™ Te-pertechnetate accumulation in the thyroid gland
Unexpectedly, we could not identify any pathogenic SLC5AS gene variants. Therefore, we
extended our analysis to a comprehensive panel of 16 other known causative congenital
hypothyroidism genes. Surprisingly, we identified two novel compound heterozygous
TG gene variants (p.Q29* and c.177-2A>C), three novel heterozygous TG gene variants
(p-FIS42VEN, p Y2563C, and p.5523P), and a novel heteroey gous DUOX? gene variant
(p-E14960s*51). A functional in vitro characterization using splicing minigene reporter
assays revealed that the c 177-24>C variant caused exon 3 skipping during the pre-mBEMNA
splicing process, leading to the TG pathogenic variant p. T595f*17. Momeover, functional
invitro expression assays suggested that the variant p Y2562C causes a defect in the se-
cretion of T polypeptides, thus resulting in a reduced export of the protein toward the
colloid for thyroid hormonogenesis. Femarkably, the frameshift TG variants p T595*17
and p.F1542VE*20, but not the DUCK 2 variant p. E14%60¥5%51, wem predicted to undergo
degradation by nonsense-mediated decay. In conclusion, our investigation revealed ure
expected findings regarding the genetic and phenotypes of congenital iodide transport
defects, suggesting the existence of yet to be discovered mechanisms being invohleed in
thyroid hormonoge nesis.
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2. Results
2.1. Clinical, Biochemical and Imaging Characteristics of the Study Cohort

The study recruited a cohort of nine patients with permanent congenital hypothyroidism
and suspected of iodide transport defect based on non-detectable S Te-pertechnetate uptake in
a eutopic non-goitrous thyroid gland (Table 1). All patients wene detected through newbom
saeening for congenital hy pothyroidism using TSH levels (Table 1) Confirmatory thyroid
function tests showed increased TSH and reduced total and free T4 serum levels. TG serum
levels were mostly found to be in the normal range, and all patients tested negative for thyroid
autcantibodies (Table 1).

Table 1 Summary of biochemical, imaging, and molecular indings.

Patient 1 2 3 1 5 P 7 8 5
Neonatal scoeenmg
Age (days) 20 3 30 6 0 2 30 3 15
TSH (<10 mU /L) > 200 190 >100 157 >100 S0 100 S0 100
Buochernacal analysas
Age (days) 7 15 50 7 2 12 9 15 21
TSH (0.8-7.8 pg/dL) >200 193 =100 an =100 W0 =10 170 =100
Ty (6-16.5 g/ dL) 26 04 0.4 14 0.4 16 0.4 28 a5
Free Ty (1-21 ng/dL) - 03 - 0.1 0.1 0.1 01 0.2 04
T, (100-310 ng,/dL) - 73 32 35 19 57 - 04 -
TG (6-83 ng/mL) - 65 50 12 &0 14 18 16 2
Anti-TPO/ TG antibodies Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd  Nd
Imagmng studwes
gﬂ]mm%mphy Eu Eu Eu Eu Eu Eu Eu Eu Eu
 [e-pertechnetale Nd Nd Nd Nd Md MNd Nd Nd Md
scmnbtigraphy (thyroud)
Tepertechnetate Nd Nd Po Po Po - Po  Po -

sembigraphy (salvary glands)
Melecular diagnosis

7 : Y g 5
-~ B i
R - . w0
i = - [t [-%
=3 & = =
= £

Abboeviations: B Butiyrroid, Poc Positive. Nd: Non-detectable. (-; Data not availsble.

22 Genetic Analysis of Congenital Hypothyroidiam Using Targeted Next-Generation Sequencing

Based on the radionuclide scintigraphy analysis revealing non-detectable 9% e
pertechnetate uptake in the thymoid gland, we explored the presence of pathogenic SLCAAS
gene variants using targeted next-generation sequencing. Unexpectedly, pathogenic
SLC5AS gemwe variants were not defected.  Interestingly, a radionudide imaging of the
salivary glands revealed an unexpected classification of the patient phenotype into two
groups; patients with detectable (thyroid indide transport defect) or non-detectable (com-
plete indide transport defect) meE—PEl‘tECh]‘EiT:ItE uptake (Table 1). Patients with congenital
indide transport defects caused by pathogenic SLC5AS gene variants do not accumulate
indide either in the thyroid or in the salivary gland, as NIS-mediated iodide transport is
impaired [14,15].

Mext, we extended our analysis to a comprehensive panel of 16 other known causative
congenital hypothyroidism genes. Targeted next-generation sequencing analysis revealed
novel compound heteroey gous (p.Q29* and ¢ 177-24>C) and heterozygous (p.F1542VE=20)
T gene variants in patients with a complete iodide transport defect phenotype (Table 1).
Moreowver, the sequencing analysis revealed novel heterozygous TG gene variants (p.Y2563C
and p.5523F) and DUOX2 gene variants (p.E14960f5*51) in patients with a thy roid iodide
transport defect phenoty pe (Table 1).
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The variant prioritization pipeline led to the absence of significant variants in any of
the sequenced genes in four patients of the study cohort (Table 1). Among these patients,
two revealed thyroid iodide transport defects and two were not classified, as no record of
¥ T pertechnetate scintigraphy in the salivary glands was available.

2.3, In Silico Analysis of Viriants Identified in Congenital Hypothyroidism- Causative Genes
Although not associated with congenital hypothyroidism, the TG variants p.029%,
p-¥2563C and p.5523F have been reported in the Single Nucleotide Folymorphism database
in heterozygosis, which showed a minor allele frequency of less than 1% (rare variants)
according to The Genome Aggregation Database (Table 2). Nonsense (p.OQ29%* T() vari-
ants and frameshift variants leading to premature stop codons (p.F1542VE*20 TG and
p-E1496D¥s*51 DUOXZ) wemre considered to be pathogenic. The algorithm NMDEscPre-
dictor [16] predicted that the transcript encoding the frameshift TG varant p. F1542VE*20,
but not the DUOX2 variant p. E149610f%*51, undergoes degradation by nonsense-mediated
decay. Moreover, an in silico analysis of missense TG variants using prediction algorithms

revealed that p S523F is benign, whereas p.Y2563C is pathogenic (Table 2).

Table L Overview of genetic varants and m sahco analysis of nussense vanants.

e Nuclentide Protein - Allele Frequency In Silico Amalysis ACMG
e ‘Variant ‘Variant gnomALY SIFT  PolyPhen-2?  MetalR Guideline
. - PV51, PM2, PM3, PM4
TG casC=T plmo sl 554648860 [ ODOOMT {Pathogenic)
V5], P53, PM2, PM3,
TG c 17724 pToagE17 PP3 (Pathogenic)
TG cdbd_dbMinss  pFISLVf*I0 W51, PM2 (Pathogenic)
- PM3, PP3
TG cTEERAG p.m ra3hASETAST DODE1E o 0945 0.586 {Uncertain significance)
TG c 1567 T=C S523P rs1 16062097 001536 L& 0126 i) B51, BPM (Likely benign)
DUWOX? 4487 4488insC Flgﬂﬁtfs*ﬁl W51, PM2 (Pathogenic)

In silico predictions wene carried out using SIFT (score: 1 = tolerated, 0 = deleterious), PolyPhen-2 (scome
0= benign, 1= probably damaging), and Metal R (score: 0= toleraied, 1= damaging]). F"a.l:'hnsu\i.c SOODNES ATE
indicated in bold Abbreviations SNE Single Nuckotide Polymorphism. gnomAD, Genome Aggregation
Database. SIFT, Sorting Intolerant from Tolerant  Polyphen-2, Pobymiorphism Phenoty pic version 2 ACMG,
American College of Madical Ganetios.

All TG variants were mapped in the primary structure of the human TG monomer
(Figure 1A). The variant p.Q2%* is adjacent to the type 1 TC-like repeat A, where the variant
p-T595f*17 (protein product of ¢ 177-2A4>C, see below) is located, with the variant p.5523F
being located in the linker domain spacing type 1 TG-like repeats D and F {domain E) within
the amino-terminal domain (NTD). Becently, the functional characterization of the missense
variant p.L571F revealed the relevance of the linker domain in the intracellular trafficking
of TG [17]. The variant p.F1542V5*20 is located in the type-1 repeat PP within the arm
domain, while the variant p.Y2563C is located in the homodimerization carboog-terminal
V domain, also known as the choline esterase-like (ChEL) domain. The ChEL domain is
known to be determinant for TG intracellular trafficking along the apical secretory pathway
to the follicular lumen, where thyroid hermonogenesis occurs [15,19].
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A NTD Cora Flap Arm CTD (ChEL)
ABC D E FGH | JKL MNOPQ R S TU v
J| | o | |
W4 Y1310 YaTEE
p-SEZIP p RS2V 20 Y2573

B.Y25E3C

F2717

V2583

Figure 1. Schemahic representabion of detected TG variants. (A) Representabion of TG vananis m the
primary struckune of the human TG menomer. In the context of the 3D structune, the mononer of
TG was divided into five regions: the amuno-termumal domain (NTD), and the cone, flap, arm, and
carboxy-terminal demains (CTD), corresponding te the dimeric choline esterase-like domain (ChEL)
Prmnary sequetice-based mbternal homology demnams naned type 1, 2, and 3 TG-hke repeals, as well
as the ChEL domam are labeled as A to V. The hormonogenac tyrosmes Y24, Y1310, Y2573, and Y2766
are mdicated. (B) Representation of the residue p Y2563C (coloted m pank) m one monomer of the
cry o-electron microscopy structure of TG homodimer (PDB 1T 65CT). Monomers are displayed in
ofargge ard gheen. Closeup view of the sttuchane showirgg Y2563 mberactmng fesidues Y2564 D714
and FI717.

Fecently, the cryo-electron microscopy 3D structure of the human TG dimer has re-
vealed that the monomers ame intertwined, with each monomer being entangled and revobe-
ing around the central ChEL dimer that interacts with the Arm and Core domains of the
same monomet, and with the NTD of the partner monomer invobring the E domain [20,21]
Using the web-based molecular visualization Mel* Viewer platform [22], we observed that
the mresidue Y2563 was located in a short alpha-helix stretch in the ChEL dimer interface,
forming a putative non-covalent intramonomeric hydrogen-bond interaction with D2714
and also pi-stacking interactions with Y2564 and F2717 (Figure 1B). The presence of oysteine
residue at position 2563 may not only disrupt intramonomeric molecular interactions, but
also reorder the complex disulfide bond network, thereby having an effect on the overall
folding of the profein.

24. The Pathogemic Variant ¢ 177-2A>C Impairs Normal TG Pre-Messenger ENA Splicing

In silico analysis using splicing prediction algorithms revealed that the variant o 177-
24> C, located in the canonical splicing acceptor site at the boundary of TG intron 2 and
exon 3, had a deleterious effect on normal TG pre-messenger BNA splicing (Table 3). To
assess the impact of the variant c.177-2A>C, pSPL3-based minigenes weme generated and
functionally tested in transiently transfected Hel.a cells (Figure 24 ). The wild-type (WT)
minigene generated a major transcript of 470 bp compatible with the canonical spliced
transcript including exons 2 and 3 (& splicing produdt), and also a minor transcript of
372 bp compatible with a partially spliced transcript including exon 2 alone (f splicing
product) (Figure 2B). In contrast, minigene assays revealed that the variant ¢ 177-24=C
gererated only one transcript of 372 bp compatible with the skipping of exon 3 (B splicing
product). Asexpected, the empty reporter vector generated a transcript of 263 bp (v splicing
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product) (Figure ZB). Sanger sequencing confirmed the identity of all these PCR products
(Figure 2C). Significantly, the variant c.177-2A>C changed the open reading frame of the
transcript and generated a downstream premature translation stop codon, leading to the
TG pathogenic variant p. T595f%17. The algorithm NMDEscPredictor [16] predicted that
the transcript encoding the frameshift variant p. T5%5f5*17 is subjected to degradation by
nuonsense-mediated decay.

Table 3 In sabo analysis of the vanant < 177-2A>C TG,

Variant covuence  NNSplice HSF MES ASSP
1 0-1) (0-100) 0-16) =45
WT ceteagGAC 093 wun a4 G578

0 6528 1.38 0

el7F-2A=C cdeggGAT o terious)  (deleterious)  (deleterious)  (deleterious)
The variant c 177-ZAx T, located at position -2 in the splice acoeptor site of intron 2 {kow ercase) of the Tl gene, is
unceclined The exon 3 sequence is shown in capital betters. Scores obtained for WT and the £ 177245 C splice
acceptor site using the indicated software are shown, For eadh soffwars, the scale range is indicated in Pﬂ.l.'ﬂ'l.ﬂ'l!!ﬂ..
A deletericous effect of the variant is predicied i the change in variation is greater than 1% nelative to WT (%
variation = [(variant scom—WT score)/WT score] = 100). Abbreviations: {?‘E‘PEE\, Splice Site Prediction by
Mewral Metwork HSE Human Spli.cinﬁ Finder MES, Max EntScan. ASSE A bernative S'p.lioe Gite Predictor.

A B ﬁ x& "'@:}é "'D
@ $¢f@¢ﬁ d
A
Q‘ﬁmﬁp o %GQ‘:Q\ o
500- [ a splicing SHEEEEN
< = = B spicing
00 |9 v splicing SHSA
Sl
P a splicing B splicing y splicing
s E2 E2  E3 8D E2_ _E2 SA_ SD SA
CAGCAAGTAC TTCCAGACTG CAGCAAGTAC TTCCAACCTG CAGCAACCTG

h I A &
I| | | | ‘!flllfll 1 "‘f‘l I|-|I II |I I| |I

Figure L. The vanant ¢ 177-2A>C causes exon 3 skipping durng TG pre-mBNA sphong. (A) Scheme
of pSPL3-based mingenes used 1 functional assays. The genomic fragment contamang exons 2
(109 bp) and 3 (98 bp) along with a portien of the flanking mirons 1 and 3 (247 and 236 bp, respectively),
and the spacing mtren 2 (1505 bp) was cloned m the mulbiple doning site engimee sed withan the sangle
mtren spanming sphoee domor (S0 and acceplor (5A) exons wang the Xhol and BamHI sestriction
sibes  Asternsk indicates the posmbon of the vanant ¢ 177-2A>C. Artows show the pSFPL3 vector
5D and SA exon-specific primers (SD2 and SA4) used in the RT-PCE analysis. Cancmcal ()} and
aberrant (B} sphoang products ane mdwcated. (B) Agarese gal alectrophomesais of ET-PCE products from
non-transfected (no vector) and empty, WT or < 177-2A>C pSPL3 mumgenes transently transfected
into Hela cells. In the negative PCR control, (DA was replaced by nuckase-free walee The empty
PEPLI vectod, where cnly SD-EA exon sphong ootursed, ked to a 263 bp PCR product (92 b from exon
5D and 171 bp from exon 5A) (¥ splicing). The WT pSPL3 nunigene yielded a 470 bp PCR product
mncluding SO-5A exons fanking the exons 2and 3 of the TG gene (o sphiang). The ¢ 177-20-C pSPL3
minigene led to a PCR product of 372 bp including SD-5A4 exons flanking exon 2 alene (B splicing).
The schemes fepiesent the sequence of &, B and ¥ sphemg BT-PCR products. {C) Sequencang analyss
confirmed the sequence of «, B and y sphioang KT-PCR products.

I .
:
I
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2.5 The Variant p.Y2563C Reduces TG Secretion

In order to assess the pathogenicity of the TG variant p. Y2563C, we conducted func-
tional assays in the HEK-293T cells, which do not express TG endogenously,. HEE-293T
cells were transiently transfected with an empty expression vector (Mock) or ex pression
vectors encoding full length mouse WT or p.Y2562C TG (equivalent to p.Y2563C in human
TG). Western blot analysis revealed an expected specific band for TG with a molecular
mass corresponding to ~330 kDa both in the cell lysate and in the supemnatant, denoting TG
expression and secretion, respectively (Figure 34A) [17,23]. In contrast, p.¥2562C TG protein
expmession in the cell lvsate and its secretion to the supernatant was significantly reduced
compared to WT T (Figure 2B). In addition, we conducted a flow cytometry analysis to
assess TG expression in permeabilized HEK-293T cells transiently expressing empty vector
and WT or p.¥Y2562C TG. The data analysis showed that, although the percentage of trans
fection efficiency was comparable between WT and p.Y2562C TG transiently expressing
cells, the levels of p.Y2562C TG were significantly lower than those of WT TG (Figure 3C) A
putative dominant negative effect of p.Y2662C TG on the secretion of WT TG was dismissed
as TG serum levels in patient #3 carryving p. Y2563C TG in the heterozy gous state were
found to be in the normal range (Table 1). Taken together, our findings suggest that the
pathogenic variant p.Y2562C causes a possible defect in the stability of TG polypeptides in
HEK-293T cells, thereby leading to a reduced expression and secretion of the protein for
thyroid hormonoge nesis.
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Figure 3. The vanant p. Y2563 reduces the secretion of TG polypeptides. (A} Representalive weslkemn
blot analyss of TG expresswon i serui- fee supematants (5} and cell ysates (C) of HEK-203T cells
transsently transfected with an emply expression vector (Mock) or expression vectors encoding
full-length mouse TG or p Y 25620 TG, Monomers of TG wene resolved as a smgle band of a molecular
mass corresponding to —330 kDa. (B) Densitometric analysis of TG expression levels in cell ly sabes
(C) and supematants (5). Data ane expressed as felabive units caleulated based on the background-
subtracted mean mtensity of WT or p.Y2562C TG bands + SDHn =4} *p < 005 va. WT TGexpressang
cells (ANOVA, Holm-Sidak tests). (C) Flow cytometry analysis o assess transfecton efficency and
TG expression levels i permeabbzed HEK-23T cells transiently expressing WT or p.¥2562C TG, The
TG expnession levels ame expressed as madian fluorescence intensby (MEFI) + SD (a=4). *p< 005 v
WT TGexpressang cells (Student’s [-test).
3. Discussion

Using targeted next-generation sequencing, we investigated the presence of pathogenic
variants in the SLC5A5 gene in a study cohort of nine unmelated patients with permanent
dyshomonogenic congenital by pothyroidism and that were suspected of having an iodide
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transport defect. Unexpectedly, our analysis did not uncover pathogenic variants in the
SLC5AS gene to account for the genetic basis of the thyroid disease. Recently, we reported a
Sanger sequencing-based study which also assessed the presence of pathogenic 5LC5AS
gene variants in a study cohort of four patients suspected of congenital indide transport
defect, but we only identified the homozygous synonymous ¢ 13264 >C variant, which led
to aberrant NIS pre-mBEMNA splicing in one patient of the study cohort [24]. Although we
focused on the coding region and exon-intron boundaries, other potential mechanisms, such
as large genomic rearrangements or pathogenic variants that affect regulatory elements,
including regulatory and deep intronic regions, should also be considered. Interesting]ly,
two necent reports provided functional evidence that intronic variants (. 970-3C>A and
9704805 C) cause exon skipping during NIS pre-mBEMNA splicing, thus leading to iodide
transport defects [25,26].

Ower a decade ago, Fukata et al. [27] questioned whether the determination of the
saliva-to-plasma radioactive iodide ratio is a requirement for the diagnosis of iodide trans-
port defects. In addition to the thyroid, NIS also mediates active iodide transport in several
extra-thyroidal tissues, including the salivary glands, stomach, small intestine, and lacrimal
glands [28]. Consequently, in the absence of functional WIS molecules, iodide has no access
to the thyroid (hampering thyroid hormonogenesis) or any extra-thyroidal tissue. These
authors recommended first confirming the presence of eutopic thyroid glands by neck
ultrasonography, and, if present, then conducting radionuclide scntigraphy to explore
MIS-mediated indide accumulation [27]. If neither the thyroid gland nor the salivary glands
ame observed to show MNIS-mediated iodide accumulation during radionuclide scintigraphy,
then a screening of pathogenic SLC5AS gene variants is encouraged for molecular diagno-
sis [Z7]. Here, we uncovered through a radionudlide scintigraphy analysis of the salivary
glands an unexpected classification of patients with defective iodide accumulation in the
thyroid gland into two groups: patients with defectable (thyroid iodide transport defect)
or non-detectable (complete indide transport defect) **™ Te-pertechnetate accumulation in
the salivary glands. Based on these findings, it is reasonable to speculate that pathogenic
variants may exist in yet to be discovened thyroid-specific genes, which were not targeted
in our sequencing strategy, and are likely to be requined for NIS-mediated iodide transport
in the thyroid follicular cell. In line with this, the thyroid-stimulating hormone (TSH) is
the primary hormonal regulator of thyroid NIS expression [29], and pathogenic variants
in the TSH receptor-coding TSHR gene have been identified in patients with congenital
hypothyroidism showing hypoplastic or normal-sized eutopic thy roid glands with reduced
to absent radionuclide uptake on thyroid scintigraphy [30,31]. However, we could not
reveal pathogenic variants in the TSHE gene in any patient of our cohort with thyroid
indide transport defect.

Targeted next-generation sequencing analysis demonstrated an unexpected enrich-
ment in pathogenic compound heteroey gous (p 29 and ¢ 177-24>C) and heterozygous
(p-F1542Vfs* ) TC: gene variants in patients with a complete indide transport defect phe-
notype. Momeover, this analysis revealed pathogenic heterozygous TG (p.Y2563C) and
DUOXZ (p.E14960¢*51) gene variants in some patients with a thyroid iodide transport
defect phenotype. Based on the autosomal recessive nature of dyshormonogenic by pothy-
roidism, despite a discordant correlation between genotype and phenotype, the compound
hete rozygous variants in the TG gene leading to defective TG synthesis may partially ex-
plain the etiology of the disease in one of our patients (patient #1). Patients with TG defects
usually present goiter, moderate to severe hypothyroidism, low to undefectable TG serum
levels, and normal to increased indide accumulation [18]. Unfortunately, TG serum levels
were not available in our patient in order to establish further correlation between genotype
and phenotype. Although heterozygous pathogenic TG variants are unlikely to explain
the defective iodide transport phenotype, they may contribute to modulate the thyroid
phenotype in patients with oligogenic forms of congenital by pothyroidism. Structurally de-
fective TG variants tend to misfold and accumulate in the endoplasmic reticulum, causing
severe thyroidal reticulum stress [32], which could lead to a reduced indide accumulation
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and expression of proteins involved in thyroid hormonogenesis, thereby being a possible
T5H signaling-dependent counter-regulatory mechanism to reduce endoplasmic reticulum
stress [33]. In addition, the absence of TG variants in the only patient of our cohort showing
reduced TG serum levels (patient #7) does not explain the etiology of the disease. Taking
these results together, our analy sis reinforces the need to expand the current knowledge on
the genetic landscape of the disease.

The advent of next-generation sequencing has expanded the mutational landscape of
monogenic forms of congenital by pothyroidism, as well as uncovering the potential oligogenic
origin of the disease [2]. Lately whole-exome sequencng has revealed pathogenic variants in
move] genes that lead to thy rid dysgenesis [34-36] and dyshormonogenesis [37-39]. Although
the genetic basis underlying defective indide accumulation in our study cohort remains elusive,
the future implementation of next-generation sequencing-based approaches (ie., whole-exome
or whole-genome sequencing) might reveal novel disease-causing gene variants leading to the
complete or thyroid phenotype of defective indide accumulation. This hypothesis is supported
by the observation that the function of the TSH-stimulated KCNO1/KCNE? potassium channel
is required for thyroid hormonogenesis by sustaining normal NI5-mediated iodide transport in
the thyroid follicular cell [40].

4. Material and Methods
4.1. Patients

Mine unrelated patients with permanent dyshormonogenic congenital by pothyroidism
suspected of an iodide transport defect were enrolled in the study. All patients were full
term newboms of non-consanguineous Caucasian (of European descent) parents, and
showed an abnormally high thyroid-stimulating hormone (TSH) serum level {out-off value
15 miIU /L) during the newborn screening program (Table 1). The diagnosis of congenital
hypothyroidism was made by assessing increased TSH serum levels, with total or free
thyroxine [T4) levels being below the normal range (Table 1). The patients revealed variable
clinical signs of hypothyroidism at birth, including jaundice, umbilical hernia, cutis mar-
morata, puffy dull face, and macroglossia, with delayed bone maturation on a knee X-ray
suggesting severe intrauterine hypothymidism. The inclusion criterion was congenital
hy pothyroidism with a reduced to absent *™ Te-pertechnetate accumulation in the thyroid
gland, as assessed by radicnuclide scintigraphy, and with the eutopic thyroid gland being
examined by ultrasonography. In addition, the accumulation of ™ Te-pertechnetate in
the salivary glands was recorded during thyroid gland scintigraphy A determination of
the saliva-to-plasma indide ratio was not available. Levothyroxine therapy was started
immediately after diagnosis at doses of 10-15 pg/ kg per day. All patients were re-evaluated
at approximately three years of age, as recommended by consensus guidelines [3], with
the discontinuation of levothyroxine treatment for a month revealing permanent hy pothy-
roidism. All parents were clinically and biochemically euthyroid. Parental DNA samples

were not available for segregation analysis.

4.2 Targeted Next-Generation Sequencing

Genomic DMA was purified from peripheral blood mononuclear cells using the
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, W1, USA). Genomic DNA
(10 ng/ per sample) was used for library preparation, using the DNA prep with an en-
richment protocol (lumina, San Dhege, CA, USA) and a custom targeted panel of the
17 congenital hy pothy roidism-causative genes TG (NM_003235.4), TRO (NM_000547.5),
DUOXA2 {(NM_207581.3), DUOX2 (NM_014080.4), SLC5AS (NM_0453.2), SLC16A2
(NM_006517 4), SLC26A4 (NM_000441.1), TSHR (NM_000369.2), GNAS] (NM_000516.4),
THEB (NM_000d61.4), THRA (NM_0032505), PAXS (NM 0034566.3), MNEX21
(NM_001079668.2), NEX25 (WNM_004357.3), FOXEL (NM_004473.3), IYD (NM_001164694.1),
and SECISBF2Z (NM_024077 4) [41]. Next-generation sequencing was performed on the
MextSeq 550 platform using the Mid Cutput kit v25 (Illumina). Sequencing coverage of
3k reads was considered to be the minimum requirement for a sequence variant to be
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CONTEXTE

Les phéochromocytomes-paragangliomes (PPGL) sont des tumeurs rares le plus souvent
fonctionnelles (85%) de localisation principalement thoraco-abdomino-pelvien.

La libération de quantités excessives de catécholamines peut entrainer des complications
cardiovasculaires potentiellement mortelles telles que la cardiomyopathie adrénergique ou Takostubo
(ou encore syndrome du cceur brisé).

Des études rétrospectives ont rapporté la prévalence de Takotsubo chez 8 a 11 % des patients atteints
de PPGL.

L’incidence de ce syndrome a été particulierement augmentée lors de I'épidémie de coronavirus.

Certains des mécanismes impliqués dans ce syndrome comprennent l'activation des récepteurs
adrénergiques bétal et alpha-2.

La surexcitation des récepteurs bétal-adrénergiques augmente les activités inotropes et chronotropes
du cceur et s'accompagne d'une augmentation secondaire de la demande en oxygéne du myocarde,
dépassant I'apport d'oxygéne et produisant souvent des zones hypoxiques dans le cceur.

Alternativement, une surstimulation des récepteurs adrénergiques alpha-1 et alpha-2 des petites artéres
coronaires et des artérioles pourrait entrainer une vasoconstriction non physiologique conduisant a une
ischémie myocardique.

Ces deux mécanismes pourraient agir en synergie.

Il est important de noter que les polymorphismes mononucléotidiques des récepteurs adrénergiques
béta-1 et alpha-2 altérent la fonction des récepteurs myocytaires et augmentent la libération synaptique
de noradrénaline et pourraient ainsi entrainer une hyperactivité nocive du systéme nerveux
sympathique.

A cet égard, certains de ces polymorphismes ont été associés au risque de développer une insuffisance
cardiaque et sont ensuite associés a une réponse bétabloquante en cas d'insuffisance cardiaque.
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A la lumiére de ces données, nous avons émis I'hypothése que de telles variations génétiques
pourraient avoir un impact sur le risque de développer un Takostubo.

Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé une étude rétrospective chez trente et un patients
atteints de PPGL, dont neuf ayant des antécédents de Takostubo, ont été analysés pour le génotypage
des récepteurs alpha-2-adrénergiques (ADRA2C) et des récepteurs adrénergiques béta-1 et béta-2
(ADRBL1 et ADRB2).

Deux cohortes ont été explorés (Toulouse et Lille) permettant de définir une cohorte de réplication.

le géne du récepteur alpha-2-adrénergique (ADRA2C).

L’obtention d’'un financement de la Ligue contre le Cancer en 2023, nous a permis de de lancer un
protocole d’étude prospective sur le variant Alpha2Cdel322_325 comme facteur de risque de choc
cardioadrenergique pour une cohorte de patients de réanimation présentant des tumeurs solides ou
hématologiques.
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Abstract

The release of excessive amounts of catecholamine by phecchromocytoma- Key Words
paragangliomas (PPGL) can lead to life-threatening catecholamine-induced » phecchromocytoma
cardiomyopathy (C1C). Single-nucleotide polymorphisms of the betal and alpha-2c » paraganglioma
adrenergic receptors alter myocyte receptor function and enhanced norepinephrine » genetic biomarkers
release. We tested the hypothesis that such genetic variations may impact the risk of ¥ catecholaming receptors
developing CIC in the context of PPGL. Thirgy-one patients with PPGL, incduding nine catecholamine-induced
with a history of CIC, were analyzed for alpha-2-adrenergic receptors: ADRAZC, beta-1 cardionmyopathy

and beta-2 adrenergic receptors: ADRET and ADREZ genotyping. CIC was defined either
by & history of heart failure or cardiogenic shock associated with dilated or Takotsubo
cardiomyopathy. Subjects were genoctyped for ADRAZC (rs&1767072 for del322_325),
ADRBT (rs1801252 for Serd9Gly and rs1801253 for Arg389Gly) and ADREZ (rs1042713

for Argl16Ghy and rs1042714 for GIn27GIuw). Single-locus analysis revealed that variant in
ADRAZC (alpha 2CDel322-325) was more commaon among patients with CIC than among
controls (allele frequency, 0.44 vs 0.05; P < 0.001). The lack of alpha 2CDel322-325
polymorphism has a negative predictive value of 95% for the onset of CIC. In a replication
cohort including 26 patients with PPGL whom eight have developed a CIC, the association
between Alpha 2C0el322-325 and CIC was confirmed [allele frequency, 0.33 wvs 0; P=
0.0001). In conclusion, Alpha 2CDel322-325 through the identification of patients at low

risk of developing CIC can help physicians to better determine the most appropriate

therapeutic approach, notably in patients at high risk of surgical complications. Endocrine-Reimted Concer
[2022) 29, 267-272

Introduction

Pheochromocy toma-paraganglioma (PPGL)  are  rare of catecholamines can lead to  life-threatening
tumors (Berends ef al. 2018) that produce and store cardiovascular complications such as catecholamine-
catecholamines. The release of excessive amounts induced cardiomyopathy (CIC). Retrospective studies
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reported the prevalence of CIC at B-11% of patients with
PPGL (Park et al. 2011, Giavarini et al. 2013). Some of the
mechanisms involved in CIC include the activation of
betal-adrenoceptors and alpha-2 adrenoreceptors. The
overexcitation of betal-adrenoceptors heightens the
inotropic and chronotropic activities of the heart and
is accompanied by a secondary increase in myocardial
oxygen demand, surpassing the oxygen delivery and
often producing hypoxic areas in the heart (Costa ef al.
2011, Ehan ef al. 2012). Alternatively, overstimulation
of the alpha-1 and alpha-2 adrenoreceptors of the small
coronary arteries and arterioles could result in non-
physiolopic  vasoconstriction leading to  myocardial
ischemia. (Small ¢ al. 2000). These two mechanisms
could act synergistically. Importantly, single-nucleotide
polymorphisms of the beta-1 and alpha Zc adrenergic
receptors alter myocyte receptor function and enhanced
synaptic norepinephrine release and thus could result in
harmful sympathetic nervous system overactivity (Heusch
et al. 2000, Mann & Bristow 2005). In this respect, some of
these polymorphisms have been associated with the risk of
developing heart failure and then are associated with beta-
blocker response in heart failure (Bristow 2000, Ligpett
et al. 2006, 2008, Shin et al. 2007, Cresci et al. 2009, Bristow
ef al. 2000). In lght of these data, we hypothesized that
such genetic variations may impact the risk of developing
CIC. To test this hypothesis, we carried out a retrospective
study in patients who had surgery for PPGL comparing the
polymorphisms of the gene coding for betal and alpha 2c
adrenergic receptors according to the history of CIC.

Methods
Population

First, we built a discovery cohort. All patients monitored
for a secreting PPGL referred to the department of
hypertension at Toulouse University until 2020 were
considered eligible. Among them, those for whom DNA
was available and who gave their informed consent were
included in the study. Informed consent for genetic testing
was collected for all patients and conserved at Toulouse’s
academic hospital. Biological collection was included in
the bio collection declared by the biological resource center
of the academic hospital of Toulouse and the protocol
was approved by the Ethics Committee of Sud-Ouest et
Crutre-Mer [ et 11 (DC-2015-2450). Clinical and biological
characteristics were recorded. Thirty-one patients were
analyzed, nine with a history of CIC. Genetic testing for
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PPGL was performed for all patients. Then, we built a
case-control confirmatory study to check the robustness
of the results found in the discovery cohort. DNA from
26 patients with PPGL, 8 with a history of CIC and 18
controls were analyzed. The last consecutive patients with
PPGL and who develop CIC managed at Lille hospital were
included. Ten controls were managed at Lille University
whereas the last eight consecutive patients with PPGL
free of CIC managed at Toulouse University, distinct from
those included in the discovery cohort, were analyzed.
These controls were added before any genetic analysis was
carried out in the confirmatory cohort and in order to
build up a confirmatory cohort that was close t0 the size of
the discovery cohort. Biological collections were included
in the bio collections declared either by the biological
resource center of the academic hospital of Toulouse or by
the biological resource center of Lille and the protocol was
approved by the Ethics Committee of Sud-COuest et Outre-
Mer I et 11 (DC-2015-2450) and the Ethics Committee of
Sud Est 1 (DC-2021-47). CIC was defined either by a history
of heart fallure or cardiogenic shock associated with
dilated or Takotsubo cardiomyopathy (Y-Hassan &
Falhammar 2020}.

Genetic analysis

Subjects from the discovery oohort were penotyped for
five variants in three adrenergic pathway renes encoding
receptors as ADRAZC (one varant: rs6l767072 for
del322_325), ADRBI (twovariants: rs 1801252 for Serd9Gly
and rs1801253 for Arga89Gly) and ADREZ? (two varlants:
rs1042713 for ArglaGly and rs1042714 for GIn27Glhu).
Subjects from the confirmatory cohort were genotyped
for ADRA2C (rs61767072 for deld2? 325) and ADRBI
(rs1801252 for Serd2Gly). For the ADEA2ZC pene, the
nomenclature (i.e. del322_325) used in the reference paper
of Small f al. (2002) was maintained. The genotyping
was performed on genomic DNA from blood samples
(MagMA Pure Total NA isolation kit, Roche Life Science,
Chemagic Star blood 1K kit, Perkin Elmer) by sequencing
PCR products spanning one or two varant positions as
previously mentioned (Small ef al. 2002, Liggett ef al. 2006,
Shin et al. 2007). BigDye Terminator Chemistry was used
according to the manufacturer’s instructions and analyzed
on an ARI 3100 sequencer {all from Applied Biosystems).

Statistical analysis

Continuous variables were recorded as means £ 5.0, and
categorical variables as percentapes. Patients referred to
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the discovery cohort, 22 exempt of CIC and 9 patientswith
a history of CIC were compared. We used the chi-squared
test or exact Fisher's test for categorical variables and the
Student's or the Wilcoxon tests for continuous variables
as appropriate. We did not perform any multiple testing
adjustments. Cox proportional-hazards stepwise regression
analysis was used to identify the independent predictors of
CIC. The time to event corresponded to the age at which a
person received the diagnosis of PPGL (Hughey ef al. 2019).
The variables found to be significantly associated with the
onset of CIC in bivariate analysis were inserted in Cox's
model for survival analysis as explanatory variables. Before
entering the model, continuous variables with skewness
distribution (Shapiro’s test) were log transformed. A
variable has to be significant at the 0.20 level before it can
be entered into the model, while the variable has to be
significant at the 0.05 level for it to remain in the model.
In the confirmatory cohort, the two polymorphisms
found to be associated in bivariate analysis with the onset
of CIC in the discovery cohort at 0.10 level were analyzed
using Fisher's exact test. We did not perform any multiple
testing adjustments. P < (.05 was considered as statistically
significant. Statistical analyses were performed using SAS
software (version 9.4 for Windows).

Results

The characteristics of the discovery cohort are presented
in Table 1. All patients (n= 31) had surgical resection of a
pheochromocytoma (n=29) or a paraganglioma (n=2). All
patients except one are Caucasians. Twenty-two patients
were free of CIC. Of nine patients with a history of CIC,
five had a Takotsubo cardiomyopathy and four a dilated
cardiomyopathy, five developed heart failure and three had
a cardiogenic shock requiring extracorporeal membrane
oxygenation. The time of diagnosis of CIC corresponded
to the time of diagnosis of PPGL in all case patients. There
were triggering circumstances in 2/9 patients: a planned
surgery and an altercation at work respectively. Age,
sex and the prevalence of syndromic disease were not
significantly different between the groups. Also, at the
time of diagnosis of CIC, calcium channel blockers were
more frequently prescribed in patients exempt from CIC. A
significant increase in 24-h urine metanephrine levels was
detected in patients with CIC. Single-locus analysis (Table
2) revealed that 2CDel322-325 was more Commaon among
patients with CIC than among controls. No significant
association was observed for the other tested genotypes:
ADRB1 151801252, ADRBI (rs1801253), ADEE2 (rs 1800888,

Pheochromocytoma-induced 25 269

cardiomyopathy

151042714 and rs1042713) and the onset of CIC. Also, 89%
of the patients (8/%) with CIC had alpha 2CDel322-325
polymorphism as compared with 9% (2/22) of the patients
exempt from this complication. Hence, in this population,
the lack of alpha 2CDel322-325 polymorphism has a
negative predictive value of 5% (75.1-99.99%). Eventually,
24-h urinary metanephrin, the prescription of calcium
channel blocker and alpha 2CDel322-325 polymorphism
were inserted in Cox's regression model. In this model,
alpha 2CDel322-325 polymorphism only predicted the
onset of CIC (hazard ratio 13.59; 95%% CI limits: 1.69-
109.39; P = 0.01). Of note, when focused on patients
with pheochromocytoma (n= 29), alpha 2CDel322-325
polymorphism also predicted the onset of CIC (hazard
ratio 12.38% CI limits: 1.54-99.54; P=0.002). Importantly,
we confirmed in a case-control confirmatory study that
dlpha 2CDel322-325 polymorphism was associated with
the onset of CIC whereas no significant association with
CIC was observed for rs1801252 (Table 3).

Discussion

The main finding of the study was that 2CDel322-325
polymorphism was a biomarker of the risk of CIC in
patients with PPGL. Some studies have previously
identified such a relationship between one SMNP and acute
events (Kim & Jeong 2020, L1 ef al. 20200, Also, this inding
is biologically plausible. Indeed, the alpha-Zc receptor
inhibits norepinephrine release from cardiac sympathetic
nerves. In humans, a 4-amino acid deletion poly morphism
is associated with decreased G-protein coupling. Then, the
presence of the dysfunctional e, Del322-325 receptor
could lead to increased norepinephrine release and
consequently sympathetic overstimulation which could
be a risk factor for CIC (Small et al. 2000). In line with this
hypothesis, the (2/21) 9.5% prevalence of this deletion in
patients who did not develop CIC is close to that observed
(6%) in the Caucasian population (Belfer ¢f al. 2005), in
striking contrast with the (8/9) 88% observed prevalence
in patients who developed CIC. Then we observed in
Mvariate analysis a non-significant trend between betal-
adrenergic receptor polymorphism 51801252 and the
onset of CIC (P=0.08). However, this association was not
confirmed in the case—control confirmatory study. Thus,
it is likely that this association had arsen by chamce.
Also, regarding antihypertenstve agents, we observed
differences in the frequency with which these medications
were prescribed between patients who did develop CIC
and patients exempt from this complication, notably for
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Table 1 Characteristics of the study population. Means £ 5.0,

Pheochromocytoma-induced 29:5 2Te

cardiomyopathy

Patients who did not develop life-

Life-threatening CIC (n=3) threatening CIC (n=22) Pvalue
Age [years) 478+ 14.4 S06+124 053
Body mass index (kgfm#) 2311242 252+49 0.26
NM [pgi24 h) 3596.4 £ 3450.8 2198.2 £ 19485 0.28
M (pEf24 hjp 6011.4 £ 6687.1 22611+ 42523 0.05
Tumor size (mm) 603+ 28.0 4465+ 225 015
Pass score 33x26 27+32 0.36
N (%)
Male sex 3(333) B(36.4) 0.87
M abowe the wpper limit of normal E(88.9) 9 (40.9) 0m
MM abowe the upper limit of normal B (88.9) 17(77.3) 0.ds
Preexisting hypertension 2(22.2) 12({57.1) 0.08
Prescribed drugs at tme of diagnosis
Alphablockers 5(273) 01z
Betablockers 1(11.1) B(36.4) 018
ALCE 1(11.9) 4(18.2) 062
ARB 0 4(18.2) 018
Calcium channel blockers® 0 13(59.1) 0.003
Diuretic 0 4(18.18) 07
Type 2 diabetes 0 4(18.2) 0.35
Antidepressant medication 1(11.1) 2(9.1) 0.85
Paraganglioma 2(9.10) 0.35
Syndromic disorder 2(222) 4(18.2) 077
MNeurcfibromatosis 1 1(11.1) 1(4.6)
Muiltiple endocrine necplasia type 24 1(11.1) 0
Germiline mutation in TMEM127 gene 1(4.6)
Germiline mutation in sucdnats 1(4.6)
dehydrogenase complex flavoprotein
subunit A
Germiline mutation in sucdnats 1(4.6)
dehydrogenase complex flavoprotein
subunit B
Smoking status 063
Mewver 3(333) 11 (50)
Former smoker 4 (44.4) 7(31.8)
Active 2(222) 4(18.2)

Percentages are in brackets.
P 005 8P < 0.0,

ACE|, anglotensin-converting enzyme inhibitor; ARE, anglotensin receptor blocker; NM, 24-h urinary normetanephrine (ug/24 hj; M, 24-h urinary

metanephrine (pgf24 h

calcium channel blockers. Further studies are required to
explore the effect of antihy pertensive agents on the onset
of CIC.

Clinical perspectives

Genetic Momarkers able to rule out the onset of CIC
should be clinically useful. These biomarkers should
provide valuable help for the evaluation of the benefit/risk
balance of the surpery, especially in patients with bilateral
pheochromocytoma inwhom surgery can result in adrenal
failure even when partial adrenalectomy was performed
(Lendersefal. 2014)orinpatientsathighsurgical risk. Indeed,
as a consequence of bilateral adrenalectomy, patients

became steroid dependent and will develop in 30% of cases
either adrenal crisis or symptoms consistent with steroid
over replacement (Neumann et al. 2019). Also, patients
with adrenal insufficiency suffer from impaired quality of
life (Kluger ¢t al. 2014) and are at increased mortality risk,
with some data suggesting that cardiovascular, malignant
and infectious causes contributed to this (Bergthorsdottir
et al. 2006, Bensing et al. 2008). Furthermore, in the small
proportion- about 3% (Schwaber et al. 1984) of patients
with secreting head or neck paraganglioma or in patients
with mediastinal paraganglioma, notably paraganglioma
supplied by coronary arteries, surgical morbidity remains
significant, In such cases, reliable biomarkers associated
with avery low incidence of CIC can help physicians better

nitps:Verc. bicscientfica.com
hittpaoolong! 101 S30/ERC-2140373

© 2022 Society for Endocrinology
Published by Bosdentifics Lid.
Frinked iri Great Britain

Dosinloaded from Bioscientifica.com at @SS
ia froe

277|Page

243005 BE AR 54




Endocrine-Related | )jamareral 205 71
Cancer
Table 2 Genetic analysis in the discovery cohort.
Genotype
Alleles Allele frequency P Wit Wt T
ADRAZC rs6 1767072
Life-threatening CIC 0.44 <0.0007 1(11.1) B (BB.9) 0
Controls 0.05 19(20.5) 2(9.5) 0
ARDBZ re10427 14 0.25 GIG GIC oiC
Life-threatening CIC 0.56 2(22.3) & [66.7) 1{11.11)
Controls 0.36 2(9.1) 12 (54.6) B (38.35)
ADRBZ rs1042713 0.2z GIG GfA AlA
Life-threatening CIC 072 4(44.4) 5 (55.6) 0
Controls 0.68 9(40.9) 12 (54.6) 1({4.55)
ADRBT rs1B801252 0.08 AlA AG GG
Life-threatening CIC 028 4(44.4) 5 (55.6) 0
Controls 0.09 18(B1.8) 4(18.2) 0
ADRBT rs1B01253 014 GIG oG oiC
Life-threatening CIC 0.33 5(55.6) 2(22.3) 2(22.3)
Controls 014 16(72.7) 6(27.3) 0
CIC, catecholamine-induced cardiarmyopathy: ML, mutant.
Table 3 Genetic analysis in the validation cohort
Genotype
Alleles Allele frequency Pe Wiiwit Viidel Delidel
ADRAZC rs6 1767072
Life-threatening CIC 0.3 0.0007 2(25) &(75) ]
Controls [v] 18 (100) 0 ]
ADRBT rs1B801252 077 ASA AG GG
Life-threatening CIC o7 4 (50) 4(50) ]
Controls 0.8 11(61.1) 6(33.3) 1(5.6)

P yabpe for exact fisher's test.

determine which patients may benefit from medical or
surgical treatment.

Limitation and strength of the study

As expected, since the Department of Arterial Hypertension
isdirectly downstream from an ex pert and regional reference
intensive cardiac care unit, the prevalence of patients
with CIC was 29%, which is high compared with previous
reports (Park et al 2011, Giavarini &f al. 2013). Thus, based
on our data, the positive predictive value of our biomarker
coild be overestimated, whereas the nepative predictve
valueis likely to be underestimated. Therefore, the negative
predictive value of alpha 2CDel322-325 polymorphism
is likely to be higher than 95%. Hence, alpha 2CDel322-
325 polymorphism should be of valuable help in ruling
out the onset of CIC in patients with PPGL. Eventually,
the robustness of this result was checked by means of
replication using a case—control confirmatory study. In this
respect, the repeatedobservation of the association between
alpha 2CDel322-325 polymorphism and CIC in patients

with PPGL by different investigative teams, in different
populations greatly improved the credibility of the result.

Conclusion

We showed that «2c adrenefgic receptors polymor phism
predict the risk of CIC in patients with PPGL. This inding
has been confirmed in a replication study and should bea
useful tool in determining therapeutic strategy in patients
with PPGL at high risk of surgical complication.
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CONTEXTE

L'hypothyroidie congénitale est le trouble endocrinien néonatal le plus courant devant I’hypoglycémie.

L'épidémiologie de la CH a récemment évolué avec une augmentation de l'incidence proche de 1/2 600
en France, principalement liée a une augmentation des hypothyroidies congénitales a glande eutopique,
représentant 37 a 49% des cas de CH par rapport a l'origine régionale.

L'exploration moléculaire des CHEG d’origine familiale a souvent été limitée a un petit nombre de génes
en raison du processus codteux et long pour les explorer par la technologie de séquengage Sanger.

La technologie NGS a permis de lancer une approche exhaustive permettant l'identification de
processus complexes tels des anomalies de type hétérozygote composite ou d’oligogenisme.

Cette étude NGS établit un panel de dix-neuf génes ciblé impliguant TG, TPO, DUOX1, DUOX2,
DUOXAZ2, IYD, SLC5A5, SLC26A4, TSHR ainsi que des génes associés a d'autres dysfonctionnements
thyroidiens, a savoir la dysgénésie thyroidienne et la dysthyroidie, dans un sous-ensemble de soixante-
cing enfants dépistés a la naissance et confirmé pour CHEG.

Hormis un mode de transmission monogénique, le role de I'oligogénicité dans le développement de la
maladie reste peu exploré.

Malgré les différences dans I'approche méthodologique, nous confirmons la proportion accrue d'origine
familiale de variants pathogénes uniques ou multiples de type hétérozygote composite mais aussi de
digénisme dans 21,6 % des cas conduisant a une dys-hormonogeneése thyroidienne.

L'analyse de cette population nombreuse et multiethnique nous a permis de préciser I'étiologie familiale
dans le développement des CHEG tout en tenant compte de la fréquence des CH transitoires.

Cela représente un enjeu thérapeutique majeur dans la prise en charge des nouveau nés avec CHEG
puisque les enfants présentant un ou des variants constitutionnels seront traités a vie par Levothyrox
sans réévaluation a I'dge de deux ans.
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Context: Congenital hypothyroidism (CH) is related to dyshomonogenesis in 15% to
40% of the world population and associated with homozygous or heternzygous variants in
the main genes of the hormone synthesis pathway. Emenging diagnostic tools, such as
next-generation sequencing (NGS), have been used to efficiently explore panels of genes
and identify complex mechanisms of pathogenesis.

Objective: We explored 19 candidate genes known to be causative for permanent or
transient CH to evaluate the role of complex gene vanations in CH phenotype.
Patients, Design and Setting: Using the NGS approach, we studied 65 newborns with
thyroid dyshormonogenesis (TDH). New vanants wens assessed in sifco for pathogenicity.
Results: Among the 65infants, 56.9% presented a vanant in one armoregenes of the thyroid
hormone synthesis ads. We identified homozygous or compound heterozygous variants
n the TG, DUOX2, TRO, or SLCSAS genes in 10 infants and heterozygous vaiants in
DUOX2, TG, TRO, and TSHR in 19 others. In seven cases, a heterczygous vanant in the
TG gene was the unique anomaly detected, but rdated to disturbed homonal balance.
Oligogenic variants were found in eight infants associated with severs CH and goiter
n five of them.

Conclusion: The systematic esploration of genes involved in thyroid hormone synthesis
by NGS in TDH showed high diagnostic relevance. Oligogenic inberitance could be related
to phenotypic heterogeneity and a high frequency of gaoiter.

Keywords: high throughput molecular screening, familial orgin, oligogenicity, congenital hypothyroidism,
Fhyroid dyshomm onogenesis
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INTRODUCTION

Congenital hypothyroidiem (CH) is the most common inborn
endocrine disorder detected at birth by mass hiochemical
newborn screening. Epidemiology for CH has recently changed
with an increased inddence close to 1/2,600 in France, mainly
related to an inoease in CH with thyroid dyshormonogenesis
(TD'H) representing 37% to 49% of CH cases rative to regional
arigin (1-3). In the south of France, 47% of CH are due to TDH
and 53% to thyroid dysgenesis (TDY). Genetic exploration of CH
has often been restricted to a small number of genes becanse ofa
cost and time-consuming process to cxplore them by Sanger
technology. Apart from a monogenic pattern of inheritance, the
role of oligogenicity in discase development remains poorly
explored. Recent studies have used next-generation sequendng
(NGS) technology for better genotyping of newborns with
suspected CH (4-9). Despite differences in the methodological
approach, all studies highlighted an increased proportion of
familial origin single or multiple pathogenic variants leading to
thyroid dyshormonogenesis.

In France, the nationwide neonatal screening program of CH,
implemented since 1978, identifies without ethnic a priori
assumptions all children with high TSH levels. They are
explored in accordance with the European Society for
Paediatric Endocrinology (ESPE) consensus by biology,
ultrasonography, and sdntigraphy to distingnish actiologies
between TD and TDH. Analysis of this large and multi-ethnic
unsdected population could specify the landscape of familial
actiology in TDH development while considering the frequency
of transient CH. The present NGS study established a targeted
thyroid gene panel in a subset of 65 children screened at birth
and confirmed to have CH. The aim of our study was to eplore
the frequency of compler molecular mechanisms for TDH
related to phenotypic heterogeneity. We focused on TDH duoe
to its increased incidence in our region (+7.9% per year)
compared to the stable inddence of TI.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Sixty-five patients were included in the study (30 females and 35
males); all mcept one were issued from non-related families
living in the Midi-Fyrenees' region (south west of France 3
million inhabitants). In 10% (7/65), different ethnic origins were
present (Turkish, Maghreb countries).

All patients had early hypothyroidism as defined by ESPE
oonsensus guidelines for congenital hypothyroidism screened at
birth (regional neonatal screening), confirmed at the age of 10
days, and explored by ultrasonography (10). Secondary to
genetic sampling, scintigraphy was performed to confirm
actiologies and for three infants to redirect toward T (F37 for
ectopiaand B, F14 for hy poplasia). Ectopyis a rare event in our
population, as only 16% of T presented ectopia during the same
period of this sudy. For F2 patient, radionuclide sdntigraphy
revealed severely reduced uptake by the thyroid gland suggesting

a functional defeat of NIS. Based on serum FT4 levds, CH was
detined as severe when FT4 was <5 pmol/L, moderate when FT4
was 5 to 10 pmol/L, and mild when FT4 was 10 to 15 pmol/L.
T5H resistance was referred as FT'4 in the normal range with a
high level of TSH.

Infants were treated from diagnosis by levothyroxine (5-15
pg/kg/d) and re-evaluated after two or three years as proposed by
consensus: 44 (67%, 44/65) were confirmed as persistent TDH;
the 21 remaining infants had transient CH, but for seven of them,
the biological profile showed persistent high levels of TSH and
normal FI'4. Relative to FI4 valies, treatment was stopped for
infants with transient CH. For 27 children (41.5%, 27/65),
clinical goiter was snspected and confirmed by ultrasonography.

For all families except five (F22, F31, F33, F36, and F 37),
samples were obtained from family members to check for
inheritance and co-segregation with phenotype. Written
informed consent for patients or relatives was obtained for
MGS and/or Sanger analyses and data were induded in a
biocollection (number: D{C-2015-2450).

DNA Extraction and Sequencing

Genomic DMA was isolated from peripheral blood using the
Qlaamp DMA blood kit according to the manufacturer’s
instructions ((Yagen, Hilden, Germany). A total of 10 ng of
DM A per sample was used for library preparation, using the
DM Aprep with enrichment protocol (Ilumina; San Diego, CA)
and a custom NG5 panel inchiding in 19 thyroid-related genes
(Supplemental Table 1). Sequencing was performed on the
Mextseq550 platform (llumina) using the Mid Cutput kit 2.5
For a sequence variant to be considered valuable, a sequencing
coverage of 30« reads was used a5 2 minimum requirement in the
present study. Sequence data were processed using custom
bininformatic software and compared to NextGENe
independent analysis (Softgenetics, State College, PA, USA) to
align reads to the HG19 reference gemome. Copy number
variants (CNVs) were detected using the COV'COP tool (11)
and confirmed by MLPA analysis (MRC-Haolland, Amsterdam,
Metherlands ). All reported variants, described using the HGVS
nomenclature, were explored using public and license databases,
including HGMD professional, gnomA D, and ClinVar, as well as
literature searches, Minor allele frequency <5% was considered.
The majority of variants were rated according to the American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) guiddines
(12Z) and VarSome ACMOG implementation (http:/fvarsome
com). For variants with no pathogenic reporting, we classified
them based on allele frequency in corresponding ethnic
population, cosegregation with thyroid balance within the
upper limit (TSH value) for the carrier parent and non-
published data. Amino add predictions were performed using
the MutationTaster (http://www.mutationtaster.org), SIFT
(http:i/sitt. jvciorg), and PolyPhen-2 (http://genetics bwh.
harvard edu/pph?) software took and additional supporting
evidence for pathogenidty was stated for variants of uncertain
significance [VUS). We considered variants as deleterious when
concordant annotations by two of these software tools using
different algorithms were present. For intronic variants dose to
the splicing site, we used the ESEFinderZ0 software tool.
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Variants detected by the [llumina platform were confirmed by
targeted Sanger sequencing on an ABD{L3500 apparatus using
the Biglye Terminator v3.1 Cyde Sequencing kit (Applied
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc ).

The data for this study have been deposited in the European
Nucleotide Archive (EMA) at EMBL-EBI under accession
number PRJEB42793,

Statistical Analysis

The statistical significance was assessed using the Mann-
Whitney U test. Differences were oonsidered significant at P <
0.05. All analyses were performed using StatView, version 5.0
(SAS Institute, Gary, NC, USA).

RESULTS

Spectrum of Genetic Variants

Among the 65 children, 37 (56.9%) presented a constititive
variant from different ACMG dasses: 3 (VUS), 4 (probably
pathogenic), and 5 (pathogenic) in one or two genes of the
thyroid hormone biosynthesis pathway, according to VarSome
results and, for some variants, to our own pathogenicity evidence
as referred in Patients and Methods section. Functional studies
will ultimately be required to prove the pathogenicity of novel
variants. We showed that for the majority of patients (78.4%:; 29/
37), variants belonging to classes 4 and 5 have been previously
reported in databases andfor in the literature. Biallelic variants in
TG, TPO, DUOX2, and SLCSAS genes were found in 27% (10/37)
of patients, whereas monoallelic variants in TSHR, TPO,
DUOX2, and TG were identified in 51.3% (19/37). Oligogenism
was identified for 21.6% (8/37) of the infants, mainly involving
variants in the TG and TPO or DUOX2 genes, except for
homozygotic twins (F32, DUOXZTPO). Considering mono or
bialldic variants in a wnique gene independently of oligngenic
inheritance (2937), the 10 gene was most commonly associated
with TDH in our cohort (379%; 11/29), followed by a fairly
equivalent percentage of variants in the TP (24.1%; 7/29) and
DUDX2 (20.7%; 6/29) genes. For 10, six variants (F1, F4, F24,
F28, F31, and F33) led to truncated T'G before or in the carbooy-
terminal acetyl cholinesterase-like domain, which is crucial for
conformation and intracdlular trafhidking (13, 14).

According to ACMG dass 3, VUS corresponded to monoallelic
variants in the TG (F3, F4, P9, F13, and F29), TPO (FZ7), and
DUOX2 (F9) genes, For F3and B4, VUS in TG were assodated with
pathogenic T0: variants. For F9, two VUS were assodated (in 70
and DUOXZ) and related to neonatal goiter. The latest two VUS in
the TG gene (F13, F29) were rdated to moderate CH in a 27-wedk
premature girl without goiter (F13) and to mild CH in a child
preaenting with psychomotor delay (F29). Finally, for F27, the
splicing variant was rdated to homozygous deletion of eon 17 of
the TP gene, confirmed by MLPA analysis (data not shown).

We did not detect any variants in the DUOXT, DUOXATL and
GNASD genes, according to the low frequency of these events in
familial TI?H (15, 16). Mo pathogenic variants in other genes

(coding and non-coding regions) explored in our study and
related to dysgenesis and dysthyroidism were identified.

Genotypical data and inheritance for the 37 children positive
for ACMG classes 3 to 5 of the constitutive variants are shown
in Table 1.

Phenotype-Genotype Cormrelation

Among the 37 children presenting constitutive variants, 21/37
(55.5%) were male with an increased male/female sex ratio of 1.31
(21/16) compared to the gobal sex ratio of 1.18 (35/30) or to that of
the NGS negative group of 1.15 (15/13). Mo extra-thyroidal
phenotype has been noticed for al the children. Goiter was
significantly associated with positve cases (56.7%, 21/37) companed
to infants negative for varants but with proven CH, (14.2%, 4/28).
Goiter was also significantly associated with homozygous,
compound heterozygous and oligogenic variants regardless of
the severity of CH (94% 17/18). Types of varants reated to CH
severity and goiter for the 37 infants are presented in Rgure 1.

Pathogenic variants or VIUS were associated with permanent
TDH for 89.1% (33/37) and with transient hypothyroidism in
108% (4/37), all of the latter associated with DUOX2 variants,
For 75% of the 15 HR-positive cases (F6, F14, F15, F34), no goiter
was detected, but hypoplasia was noticed in two infants after
scintigraphy. Two cases corresponded to the same heteroeygous
variant Arg450His with a difference in the biological spectrum
from T5H resistance for F6 to severe hypothyroidism for F15.

Comparing patient phenotypes using the ESPE criteda for CH
severity hased on FT4 levds bialldic and oligogenic variants were
assodated with severe CH (73.3%, 11/15) and goiter 90.9%, 10/11),
while heterozygous varants in the TG, TR, DUODXZ, and TSHR
genes were assodated with infants presenting moderate and mild
CH (63.2%, 12/19) with a low risk of goiter (25%, 3/1Z).

We also identified a new homozygous deletion in the TP gene
in one infant (F27 ) presenting moderate CH with goiter. Among the
divers splicing mRMNA TPO variants already described, none were
related to the unique absenoe of exon 17 (17). Even if the structure
of TPQ remans to be determined, a recent moddling study
suggested that homozygous loss of the intracedlilar domain of this
enzyme is responsible for odll trafficking and could impact the
conformation of its active site (18],

Exploring for the role of heterozygous TG VUS in CH (F13
and F}9), we showed that for F13 with CH in a 27-wedk
premature girl, the mother presented with dinical adult-onset
goiter and moderate hypothyroidism assodated with the same
heterozygous variant in the 70 gene. For F29, the father of a boy
with mild CH had a history of hypothyroidism and goiter with
adult onset, related to the same VUS Clinical and inheritance
data for the 37 infants are shown in Table 2. Clinical and
biological data for the 28 remaining infants without identified
variant are listed in Snpplemental Table 2.

DISCUSSION

Early TDH diagnoss and treatment are essential for normal brain
development and physical growth, but genetic and carrier
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identification encourage familial counselling and can allow for
ddaying the decision to treat for 3 years. Owver the past two
decades, the increased inddence of TDH associated with the high
heterogeneity of its biologial spectrum has been investigated.
Relative to the technial limitations of direct sequencing for
diagnoss, moent studies have demonstrated the efficiency of ne-
generation sequendng technology for CH screening (4, 6, & 19, 20).
Our study exploring 65 patients identified by the French neonatal
screening program in one reference centre showed that, for
predominantly non-consanguineous families of different cthnic
origins, tamilial TIYH was frequent in France (56 9%). lrespective
of hiological CH severity, we also observed that goiter was mainly
associated with familial TDH (56.7 %) compared to infants negative
for AC MG variant classes 3 to 5, as arelevant dinical sign to ask fora
genetic investigation. As previously described, we identified that
homaozygous variants in 10G, TP, and SLC5SAS and oligogenicity
were associted with goiter and severe CH whereas monoalldic
variants in TSHR, TG, DUOX2, and TP were rdated to milder
phenotypes (21, 22). Inactivating heterozygous TSH K vanants were
present in 10.8% (4/ 37 cases) of our TDH cases witha heterogeneous
dinical presentation: CH severity was inconstant, especially for the
hot spot variant Arg450His leading to both subclinical (F6) and
severe CH (F15). These results were in accordance with previous
recommendations for systematic molecular analbysis of the TSHR
gene for CH with TSH resigance presentation (23). Thus, genetic
explomtion of TIMH should be now considered as necessary as that
for thymid dysgeneds after neonatal screening,

In our study, monoalldic DUCK2 variants were as frequent as
moncaldic TP variants, but were als more frequently imeobeed

through an oligogenic mechanism. DUOX2 vanants are assodated
with high phenotypic warishility from transient to permanent CH
and svmetimes there is a difference in CH severity for the same
variant (24). We obarved the same varability from severe to mild
or transient CH for infants in our study without a comvindng
hypothyroidism being found in the carrier parent. The presence of
two DUOX soforms could constitute an effident redundant
mechanism to maintain sufficient H, O, supply for iodide
organification. Thus, transient CH could be rdated to the
difference in thyroid hormone requirements from the neonatal
period to adulthood with sufficient H 0 supply by DUOXT only
after the infantile period (5, 25, 26).

The contribution of oligngenic variants was frequent (21.6%)
in our study, with diverse CH severity. Our results are consistent
with the recent study of de Filippi= and colleagues presenting
frequent oligogenic inheritance (26.2%) in CH patients with
cither gland-in-situ or dysgenesis (6). In such cases,
heterozygous variants in several genes can lead to cross-loss of
enzyme activity (27, 28). Thus, monoallelic variants in the TG
gene suggest that the oligogenic mechanism could be related to
previous questionable CH cases with apparently unique
heterozygons variants in the 107 gene on direct sequencing
(29). By exploring oligogenic inheritance, we showed that this
mechanism was responsible for TDH with a significant
assndation with severe CH and goiter. This oligogenic model
could also explain differences in the penetrance and expressivity
of CH in some families.

Our NG5S design was able to detect CNV, intronic and
proximal regulatory variants in the chromosomal region of the
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TABLE 2 | Clinical and biokgical data for e 37 childnen diagnogsed for TDH.

| +] Sex Serum TSH Serum FT4 Thyroid CH Sewerity Fygosity Gone Parmanent/
feenfimation) Evahuaticn trans ient
Fi1 F 109 34 Geita Tinirer e [x Eabes Trareas
F12 F a2 12 Eutogc Bk Het DLAONZ Trarsen
F21 M 74 15 Bt Al g [ Eabes Trareen
Fag L] =300 a4 Gare Senvere Horme DLAONE DO Permanernt
FIg F L] 13 Geitre Bl Hed [ Eates Trarsen
Fa7 F B840 28 Etepia Tinirer e [x Eabes Pedraracd
Fa2- L] 27 as Gare Severe Oy DLONETPQ Permarnernt
1
Fa2- M 327 a5 Gare Sewere Oligy DUNETPO Permarent
2
P2 M =150 1.7 Geita Tinirer Hirfg SICHRAY Pedraracd
SLC5AS
F13 F 12 a1 Eutopic Miciera e g T= Pafranent
Fig M =100 44 Eifops Sewere -] T= Permarent
Fla M 12 7 Eutogc Moderate Het T Pefmanert
F24 M 150 58 Grie Michiora e g T= Pafranacd
F29 L] a4 143 Builopc Mt et = Permanernt
Fa1 M 268 142 Eutopic Bl g T= Pafranent
Faa F 95 12 Bulopic Akt e = Pesranerd
F1Q M 128 7 Gieie Moderate Cligey TDUOKZ Pefmanert
F20 F 00 44 Grie Ty Oiigey TDUONE Pafranacd
F L] 13 15 it Mt Oy T DUONE Permanernt
32 M 82 10 Gieies Bl iy TDUOKZ Pesmanent
Fl F =500 43 G Tinirer Hirfg T=&TG Pedraracd
F28 L] =180 a7 it Severe Horme TG Permarnernt
Fa M B ag Grie Michiora e HetCar T=TG Pafranacd
Fa L] 173 8.1 it Mo e HetCom TETG Permanernt
F23 M =100 18 Gieies Severe iy T=TFO Pesmanent
3:} F OO 12 G Tinirer Oliger T=TPO Pedraracd
F22 F A 119 Bilopc Bt et ™0 Permarnernt
F25 F 29 136 Eutopic Bl g TFa Pafranent
3 M 13 182 Bulopic T=H e ™3 Pesranerd
ressistrIon
Fig F =100 2 Geita Tinirer HetTar TRQTRO Pedraracd
F28 F =180 29 Bilopc Severe Horme TPOTPOQ Permarnernt
F27 F [t a7 Geitre Miciera e T TFOTFO Pafranent
Fas5 M 243 128 Gare 1] Hierr TFOQTFO Permarent
F14 F a4 08 My T=H Het T=HR Pefmanert
st
F15 L] 247 22 Builopc Senvere et T=HR Permanernt
Fad F 81 ag Geitre Moderate Hed TSHR Pesmanent
[3:3 M 50 188 Hypa T=H e =HR Pesranerd
ressiEtanon

Soranty of o & defimed on F74 sk e sgooif 10 deys soooing io BSPE corsonsus oo i mld, mocersto or oo [raspociivaly 0 ol gy, or bl sove, <5 pmofl;

modarss, 510 pmofl; milkd, 10-15 prmold. Sorom TEH & corsfmstion, Afmé FT4, pmold.

Hom, homozygous; He, hetorosegous, HetComp, compound betemzyg ous, Oigo, ofgogonism; TG #ymogbbuln; TRO, Symporodoese; TSHE, TEH moopior; 50545, sodimdodids

sympontor (WS DU, db' ofciese 2 N, not appiioeiio.

genes explored Mone of these anomalies was detected in our
families. This modern genetic testing has demonstrated that
complex mechanisme can be frequently involved in the
phenotypic heterogeneity of CH, even if the presence of
additional variants on non-explored chromosomes or
epigenetic regulation could not be excluded (30). We
recommend increasing the diagnostic efficiency of CH by
screening a large panel of genes involved in thyroid genesis,
hormone synthesis and action from the TDH diagnosis. In
accordance with recent recommendations from the ENDO-
European Reference Network (30), we confirm that targeted-
MGS or WES analyses for documented families should be used to

improve CH diagnosis and treatment. Thus, eccept for the
DUOX 2 heterozygous variant, infants with TDH and positive
for deleterious variants did not need a diagnostic re-evaluation
between two- and three-years age.
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Titre : Interaction épigénétique et régulation métabolique dans les modéles des populations stromales mésenchymateuses et des cellules tumorales
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Résumé : Le métabolisme énergétique et I'épigénétique sont hautement interconnectés, le métabolisme fournissant les composés nécessaires pour
les réactions épigénétiques, et ces modifications épigénétiques régulant a leur tour I'expression des génes en fonction des besoins énergétiques de la
cellule. Cette interaction est cruciale pour le fonctionnement normal des cellules et peut également jouer un réle dans le développement de maladies
lorsque ces mécanismes sont perturbés. Nous avons exploré deux modéles de pathologies pour préciser ces interconnections, le modéle des
thérapies cellulaires dans I'insuffisance cardiaque et le modéle des thérapies métaboliques dans le cadre des tumeurs neuroendocrines digestives.
Dans le tissu cardiaque, les cellules progénitrices mésenchymateuses stromales (MSCs) jouent un role clé dans I’lhoméostasie et la réparation du tissu
cardiaque. Les fonctions cellulaires et le potentiel de différenciation de ces cellules sont fortement dépendants du métabolisme énergétique. Au
cours du vieillissement, le nombre et la potentialité de ces MSCs varient en lien avec |‘apparition de désordres métaboliques jouant un réle clé dans la
lignée et I'issue fonctionnelle de ces cellules. Toutes modifications du métabolisme énergétique et de la dynamique mitochondriale sont ainsi
associées au risque de vieillissement cardiaque accéléré et a I'infarctus. Parmi les moyens thérapeutiques de I'insuffisance cardiaque les cellules
souches mésenchymateuse de la moelle osseuse (bmMSC) presentent un faible risque de rejet, un fort pouvoir d’expansion in vitro et ayant des
capacités a migrer vers les sites lésés de I'organisme pour participer a I'homéostasie et a la régénération tissulaire. En revanche, elles présentent une
faible différenciation in vivo et une survie limitée dans I'environnement hypoxique cardiaque aprés transplantation. Notre objectif a été d’améliorer
la survie des bmMSC au sein du tissu cardiaque en les orientant vers un métabolisme glycolytique a I'aide d'un conditionnement épigénétique ou en
réalisant un tri métabolique. L'analyse comparative de ces deux approches nous a permis de confirmer I'intérét métabolique des bmMSC glycolytique
in vitro et in vivo dans un modéle de souris présentant une insuffisance cardiaque aigue. Dans le modéle des tumeurs neuroendocrines digestives
nous avons exploré les marqueurs de toxicité de la radiothérapie interne vectorisée ou PRRT. Ce traitement utilise des isotopes radioactifs qui se lient
spécifiquement aux récepteurs de surface des cellules tumorales neuroendocrines afin de les détruire. Les modifications épigénétiques et
métaboliques jouent un réle important dans la sensibilité des cellules tumorales a la PRRT. Comprendre ces interactions métaboliques est une piste
pour optimiser les protocoles de PRRT pour un traitement efficace tout en en limitant leur toxicité hématologique. Nous avons développé des
marqueurs ARNm et miRNA ciblant notamment le métabolisme énergétique et son interaction avec les modificateurs d’histones afin de proposer
une signature de réponse et de suivi de la PRRT pour des patients atteints de tumeurs neuroendocrines digestives progressives. La combinaison de
marqueurs miRNA et ARNm est particulierement pertinente dans les boucles de contréles métaboliques et présentent une bonne sensibilité de
réponse ceci dés la seconde ligne de traitement. Notre travail d’exploration des liens entre le métabolisme cellulaire et les modifications épigénétiques
nous a permis de proposer un modéle thérapeutique pour l'insuffisance cardiaque et des biomarqueurs de sensibilité a une thérapie métabolique
ciblée.

Title: Epigenetic interaction and metabolic regulation in models of mesenchymal stromal populations and circulating tumor cells

Key words: epigenetic, metabolism, MSC, tumoral cell, NET

Abstract: Energy metabolism and epigenetics are highly interconnected, with metabolism providing the necessary compounds for epigenetic
reactions, and these epigenetic modifications in turn regulating gene expression according to the energy needs of the cell. This interaction is crucial
for the normal functioning of cells and can also play a role in the development of diseases when these mechanisms are disrupted. We explored two
pathology models to clarify these interconnections, the model of cellular therapies in heart failure and the model of metabolic therapies in the
context of digestive neuroendocrine tumors. In cardiac tissue, mesenchymal stromal progenitor cells (MSCs) play a key role in cardiac tissue
homeostasis and repair. Cellular functions and the differentiation potential of these cells are strongly dependent on energy metabolism. During
aging, the number and potential of these MSCs vary in relation to the appearance of metabolic disorders playing a key role in the lineage and
functional outcome of these cells. All changes in energy metabolism and mitochondrial dynamics are thus associated with the risk of accelerated
cardiac aging and infarction. Among the therapeutic means of heart failure, bone marrow mesenchymal stem cells (bmMSC) present a low risk of
rejection, a strong capacity for expansion in vitro and having the capacity to migrate towards damaged sites in the body to participate in
homeostasis and tissue regeneration. On the other hand, they exhibit poor differentiation in vivo and limited survival in the cardiac hypoxic
environment after transplantation. Our objective was to improve the survival of bmMSCs within cardiac tissue by directing them towards glycolytic
metabolism using epigenetic conditioning or by performing metabolic sorting. The comparative analysis of these two approaches allowed us to
confirm the metabolic interest of glycolytic bmMSCs in vitro and in vivo in a mouse model presenting acute heart failure. In the model of digestive
neuroendocrine tumors we explored the toxicity markers of vectorized internal radiotherapy or PRRT. This treatment uses radioactive isotopes that
bind specifically to the surface receptors of neuroendocrine tumor cells in order to destroy them. Epigenetic and metabolic modifications play an
important role in the sensitivity of tumor cells to PRRT. Understanding these metabolic interactions is an avenue for optimizing PRRT protocols for
effective treatment while limiting their hematological toxicity. We have developed mRNA and miRNA markers targeting energy metabolism and its
interaction with histone modifiers in order to provide a response and monitoring signature for PRRT for patients with progressive digestive
neuroendocrine tumors. The combination of miRNA and mRNA markers is particularly relevant in metabolic control loops and presents good
response sensitivity from the second line of treatment. Our work exploring the links between cellular metabolism and epigenetic modifications has
allowed us to propose a therapeutic model for heart failure and biomarkers of sensitivity to targeted metabolic therapy.
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