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Résumé

Etude de la régulation des profils métaboliques par la méthyltransférase Enhancer of Zeste
Homologue 2 dans le cancer du sein triple négatif

Les cancers du sein triple-négatifs (CSTN) présentent un taux élevé de récidive di a la
résistance aux chimiothérapies. Les adaptations du métabolisme cellulaire dans les CSTN
contribuent a la résistance thérapeutique. Des changements du métabolisme de la glycolyse ou des
acides aminés, peuvent permettre aux cellules de CSTN de s’adapter rapidement en situation de
stress. Toutefois, de nouvelles vulnérabilités peuvent étre exposées chez les cellules du CSTN au
cours de ces adaptations métaboliques.

La méthyltransférase Enhancer of Zest Homologe 2 (EZH2) est connue pour son role dans
I’identité cellulaire et la régulation de 1I’expression génique. Récemment, il a été¢ montré qu’EZH2
joue un role dans la reprogrammation cellulaire des CSTN et contribue au développement de la
résistance a la chimiothérapie. Mais les implications de cette reprogrammation sur le métabolisme
des cellules CSTN, ne sont pas encore clairement identifiées. Ce projet a pour but d’étudier si les
modifications épigénétiques résultant de 1’activit¢ d’EZH2 contribuent a la régulation du
métabolisme cellulaire et permet les adaptations métaboliques dans les CSTN.

Dans cette étude, nous utilisons les molécules UNC1999 et EPZ-4638, deux inhibiteurs
sélectifs de I’activité enzymatique d’EZH2. Par des approches génomiques, transcriptomiques et
métabolomiques, nous montrons que [’inhibition pharmacologique d’EZH2 induit des
changements métaboliques caractérisés par une perturbation de la glycolyse et une résistance
accrue a la privation de glucose. Nous observons aussi une augmentation de la dépendance a la
glutamine et une utilisation accrue de la glutamine intracellulaire lors de I’inhibition d’EZH2. Ces
vulnérabilités constituent des cibles potentielles pour un traitement concomitant avec le UNC1999.

Finalement, nous proposons un mécanisme impliquant le facteur de transcription Estrogen
Related Receptor-alpha (ERRa) comme médiateur contribuant a I’effet métabolique résultant de
I’inhibition d’EZH2 dans les CSTN. Les données préliminaires présentées dans ce mémoire
proposent pour la premiere fois que les inhibiteurs d’EZH2 pourraient étre utilisés pour induire

des vulnérabilités métaboliques qui pourraient potentiellement étre exploitées dans les CSTN.

Mots clés: Cancer du sein triple négatif, EZH2, métabolisme, épigénétique, glutamine, UNC1999,

EPZ-4638, vulnérabilités métaboliques, cibles thérapeutiques.



Abstract

Investigating the Regulation of Metabolic Profiles by Enhancer of Zeste Homologue 2 in Triple
Negative Breast Cancer

Triple-negative breast cancers (TNBC) have a high rate of recurrence due to resistance to
chemotherapy. Adaptations of cellular metabolism in TNBCs contribute to therapeutic resistance.
Changes in glycolysis or amino acid metabolism may allow TNBC cells to adapt rapidly under
stress. However, new and potentially targetable vulnerabilities may be exposed in TNBC cells
during these metabolic adaptations.

Methyltransferase Enhancer of Zest Homologue 2 (EZH2) is known for its role in cell
identity and regulation of gene expression. Recently, EZH2 was shown to play a role in the cellular
reprogramming of TNBCs and to contribute to the development of resistance to chemotherapy.
But the implications of this reprogramming on the TNBC metabolism are not yet clearly identified.
This project aims to investigate whether epigenetic modifications resulting from EZH2 activity
contribute to the regulation of cellular metabolism and enable metabolic adaptations in TNBCs.

In this study, we use the molecules UNC1999 and EPZ-4638, two selective inhibitors of
the enzymatic activity of EZH2. Using genomic, transcriptomic and metabolomic approaches, we
show that pharmacological inhibition of EZH2 induces metabolic changes characterized by
disruption of glycolysis and increased resistance to glucose starvation. We also observe an increase
in glutamine dependence and increased use of intracellular glutamine upon inhibition of EZH2.
We show that these vulnerabilities are potential targets for concurrent treatment with UNC1999.
Finally, we propose a mechanism proposing that the transcription factor Estrogen Related
Receptor-alpha (ERRa) contributes to the metabolic effect resulting from EZH2 inhibition in
TNBCs. The preliminary data presented in this thesis propose for the first time that EZH2
inhibitors could be used to induce metabolic vulnerabilities that may potentially be exploited in

TNBC.

Keywords: Triple-negative breast cancer, EZH2, metabolism, epigenetics, glutamine, UNC1999,
EPZ-4638, metabolic vulnerabilities, therapeutic targets.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1) Le cancer du sein

1.1.1) Le développement du cancer du sein

Le cancer du sein n’est pas une seule maladie, mais plutot un terme chapeau utilisé pour
regrouper tous les cancers qui ont leur origine dans les tissus mammaires (Polyak 2007). De plus,
le cancer du sein est une maladie trés hétérogéne en raison de la diversité des aberrations
génétiques que I'on retrouve dans les cellules d'origine (Bedard et al. 2013). Cette hétérogénéité
représente 1'un des principaux défis dans le traitement du cancer du sein et fait toujours 1'objet
d’importantes investigations. Les événements déclencheurs du cancer du sein sont principalement
génétiques (Lo and Sukumar 2008). La prolifération de cellules mammaires contenant des
aberrations génétiques peut résulter en une tumeur, chaque cycle cellulaire ouvrant la porte a de
nouvelles altérations génétiques ainsi qu'a d'autres types de mutations. Le cancer du sein se
développe initialement et prend place dans les tissus mammaires sous forme de carcinome
canalaire in situ. Si elles ne sont pas diagnostiquées et/ou non traitées, ces lésions peuvent

éventuellement métastaser dans les tissus adjacents et distants.

1.1.2) Types de cellules des glandes mammaires et développement du cancer du sein

Les carcinomes canalaires et lobulaires représentent les types de cancers du sein les plus
fréquemment diagnostiqués. La plupart des cancers du sein surviennent lors de la transformation
des cellules épithéliales ou myoépithéliales situées dans le lobule terminal des canaux collecteurs
des glandes mammaires. Une telle transformation cellulaire entraine une prolifération incontrdlée
de cellules épithéliales, avec une couche myoépithéliale et une membrane basale intactes, donnant
lieu a un carcinome canalaire in situ (Boix-Montesinos et al. 2021). L'invasion des tissus voisins
due a ’affaiblissement de la membrane basale et de la couche de cellules myoépithéliales permet
la progression vers le stade de carcinome canalaire invasif. Une progression continue de la tumeur
conduira au stade métastatique du cancer du sein, caractérisé par la perte de la couche de cellules
myoépithéliales et de la membrane basale. A ce stade, I'angiogenése permet aux cellules tumorales
d'envahir les vaisseaux sanguins et les sites distaux tels que le foie, le cerveau, les os et les

poumons. (Figure 1.1) Le cancer du sein métastatique est considéré comme une maladie incurable,
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d'ou la nécessité de développer des marqueurs de diagnostic précoce et des thérapies efficaces pour

prévenir les rechutes métastatiques.

B) In Situ C) invasif D) Métastases
\ . BN L. BN

» Altérations métaboliques et épigénétiques >

)

"
09 —
Cellules de

Cellules lumino- . Cellules ali i Membrane
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eglotr?:gg:‘aézs apithéliales myoépithéliales basale dlorganes
mutées

Figure 1.1 : Modé¢le de la progression tumorale mammaire inspiration (Polyak 2007).

A) Les conduits mammaires sains renferment la membrane basale et une couche de cellules
épithéliales et myoépithéliales luminales. Leur stroma est constitué de divers leucocytes,
fibroblastes et cellules endothéliales. B) Le stade In Situ se caractérise par des défauts génétiques
qui affectent les cellules épithéliales. La dégradation de la membrane basale entraine une
diminution des cellules myoépithéliales. La composition du stroma change également. Le nombre
de fibroblastes, de myofibroblastes, de lymphocytes et de cellules endothéliales augmente. C) La
dégradation de la membrane basale et la perte de cellules myoépithéliales entrainent des
carcinomes invasifs. D) A ce stade, les cellules tumorales peuvent envahir les tissus environnants
et migrer vers des organes distants, entrainant des métastases.

1.1.3) Statistiques du cancer du sein au Canada

Le cancer du sein est le deuxieéme cancer le plus diagnostiqué chez les Canadiennes apres
les cancers de la peau autres que les mélanomes (Public Health Agency of Canada n.d.). Chaque
année, le cancer du sein représente jusqu'a 25 % de tous les nouveaux diagnostics de cancer chez
les Canadiennes. Bien que moins fréquent, le cancer du sein peut également survenir chez les
hommes, avec environ 260 cas de cancers du sein chez les hommes pour les 27 700 cas de cancer
du sein chez les femmes au Canada par année (Siegel, Miller, and Jemal 2020). On estime que 5
400 femmes et 55 hommes décéderont de cette maladie cette année. Heureusement, I'augmentation
des connaissances sur le cancer du sein résultant de la recherche a conduit a une meilleure

compréhension globale de cette maladie. Les thérapies ciblées développées pour traiter des sous-
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types spécifiques de cancers du sein ont amélioré le taux de survie net pour 5 ans des femmes

canadiennes a 89 % et celui des hommes canadiens a 76 % (Siegel, Miller, and Jemal 2020).

1.1.4) Sous-types de cancer du sein
Le cancer du sein peut étre classé en différents sous-types, basés soit sur des marqueurs
histopathologiques, qui fournissent la classification des sous-types cliniques, soit sur des profils

transcriptionnels, qui donnent lieu a la classification des sous-types moléculaires.

1.1.4.1) Classification des sous-types cliniques

La méthode classique de sous-typage du cancer du sein repose sur des marqueurs
histopathologiques pour la détection de protéines bien définies qui caractérisent chaque sous-type
de cancer du sein. Elle fournit ce qu'on appelle la classification clinique qui guidera la prise en
charge thérapeutique. Trois sous-types cliniques principaux existent pour le cancer du sein, qui

sont définis par la présence de trois marqueurs protéiques différents.

Le cancer du sein positif pour le récepteur d’estrogene (ER+). Les tumeurs du sein ER+
(aussi appelées tumeurs du sein hormono-positives) sont caractéris€ées par l'expression du
récepteur alpha de I’cestrogene (ERa), généralement évaluée par immunohistochimie (IHC). Le
sous-type de cancer du sein ER+ représente entre 60 et 70 % de tous les cas de cancer du sein
(Clarke et al. 2003). ERa est un facteur de transcription faisant partie de la famille des récepteurs
nucléaires qui, lors de son activation par son ligand cestrogéne (cestradiol, E2) régule 1'expression
des geénes qui contrdlent la prolifération des cellules. Les tumeurs de sous-type ER+ présentent un
meilleur pronostic, en partie grace a des approches thérapeutiques efficaces incluant
I'hormonothérapie, ou des inhibiteurs ciblant l'activité ou la stabilit¢ d’ERa (anti-cestrogene), ou
la synthése d'cestradiol (inhibiteurs de l'aromatase) peuvent étre administrés pour bloquer la
prolifération des cellules cancéreuses. La progestérone (PR) est une cible de ERa et lorsque PR
est exprimé, cela indique une forte activité de ERa. Les patients-es atteints-es d'un cancer du sein
ER+/PR+ ont généralement un meilleur pronostic car les tumeurs présentent une réponse plus

favorable aux anti-cestrogenes (Onitilo et al. 2009).

Cancer du sein amplifié pour HER2 (HER2+). L’amplification du géne Human Epidermal
Growth Factor Receptor erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (EGFR?2) est observée dans jusqu'a 20

% des cancers du sein et est associée a un phénotype agressif (Gajria and Chandarlapaty 2011). Le
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gene ERBB?2 code pour le récepteur transmembranaire HER2 qui et une kinase du récepteur de la
tyrosine (RTK) qui stimule les voies de signalisation de facteurs de croissance dans les cellules
mammaires normales (Gajria and Chandarlapaty 2011). L'amplification du gene ERBB2 est
généralement détectée en clinique par IHC ou par hybridation in situ par fluorescence (FISH). Les
patients-es diagnostiqués-es avec ce sous-type de cancer du sein présentent un pronostic moins
favorable que les patients-es du sous-type ER+ (Alabdulkareem et al. 2018). Les approches
thérapeutiques typiques pour les patients-es HER2+ comprennent des traitements avec des
anticorps ciblant le domaine extracellulaire d’HER2 comme le trastuzumab, qui empéche sa
dimérisation et l'activation de la signalisation en aval, ou des inhibiteurs de son activit¢ RTK
comme le lapatinib (Romond et al. 2005). La combinaison du trastuzumab ou des inhibiteurs de la
RTK avec la chimiothérapie a augmenté les taux de survie du cancer du sein HER2+ a un stade

précoce a une survie globale de 80 % a 85 % (Siegel, Miller, and Jemal 2020).

Cancer du sein triple-négatif (CSTN). Les tumeurs du sein triple négatif représentent 12 a
15 % de tous les cancers du sein. Ce sous-type clinique est un sous-type défini par défaut puisqu’il
est négatif pour I'amplification de HER2, et pour I’expression de ER et PR, tel qu'évalué¢ par [HC
et FISH, d'ou le nom de cancer du sein triple négatif (CSTN). Ce sous-type est le plus agressif de
tous, avec des taux de rechute s’élevant jusqu’a 60% post-chimiothérapie et une survie globale
plus faible (Toss and Cristofanilli 2015). Parce qu'il est négatif pour les trois marqueurs cliniques
du cancer du sein, il ne peut étre trait¢ avec aucune des thérapies ciblées mentionnées
précédemment. Jusqu’a ce jour, aucune cible thérapeutique généralisée n’a été identifiée pour ce
sous-type de cancer du sein. Par conséquent, les patients-es du CSTN sont principalement traités-
¢es avec des agents de chimiothérapie, (discuté plus en détail dans la section 1.1.5 ci-dessous)
(Furlanetto and Loibl 2020). Cependant, malgré une réponse initiale favorable a la chimiothérapie,
de nombreux patients-es développent une résistance a ces thérapies, contribuant au mauvais
pronostic de cette maladie. Cela souligne le besoin urgent d'identifier de nouveaux biomarqueurs

exploitables et des cibles thérapeutiques efficaces pour ce sous-type clinique de cancer du sein.

1.1.4.2) La classification moléculaire
Malgré 1'amélioration des taux de survie di a l'utilisation de thérapies ciblées choisies en
fonction de la classification des sous-types cliniques, des récidives sont encore observées chez les

patients-es atteints-es d'un cancer du sein, ce qui suggere qu’une meilleure compréhension de la
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classification des tumeurs du sein et le développement de traitements thérapeutiques améliorés est
nécessaire. Un autre systéme de classification, appelé classification moléculaire, basé sur les
signatures d'expression génique a initialement été développé en 2000 par Perou et al. et consiste
en une analyse par grappes hiérarchiques de I'expression génique issue de tumeurs mammaires de
patientes de cancer du sein. Cette analyse a conduit a une liste de génes intrinséques qui a permis
de souligner I'existence de quatre sous-types moléculaires de cancer du sein : Luminal, Normal-
like, HER2 et Basal (Perou et al. 2000). Ils ont observé que chacun de ces sous-types moléculaires
¢tait associé a différents pronostics pour les patients-es, avec le type Basal au plus faible taux de
survie, tandis que le sous-type luminal montrait les meilleurs résultats. Il a été suggéré plus tard
que le sous-type normal était issu de cellules épithéliales et immunitaires normales incluses dans
les échantillons de patients-es (Dai et al. 2015). Le sous-groupe luminal a ensuite été subdivisé en
deux sous-types appelés luminal A et luminal B ; ce dernier étant associé a de moins bons résultats
cliniques (Serlie et al. 2001). En 2009, Parker et ses collégues ont développé le Prediction Analysis
of Microarray (PAMS50), un classificateur efficace comprenant 50 genes, qui a réanalysé les sous-
groupes précédents et qui contribue maintenant a définir les quatre principaux sous-types
moléculaires intrinséques actuellement connus sous le nom de luminal A, luminal B, HER2-enrichi

et de type basal (Parker et al. 2009).

Les sous-types moléculaires Luminaux Le sous-groupe moléculaire Luminal est caractérisé
par la signature d'expression luminale et comprend l'expression du géne ERa (récepteur aux
cestrogénes 1 (ESRI)) et de ses genes cibles (Toss and Cristofanilli 2015), dont GATA Binding
Protein 3 (GATA3), Forkhead Box Al (FOXAI), X-box Binding Protein 1 (XBPI) et le facteur de
transcription cMYB (cMYB) (Cancer Genome Atlas Network 2012).

Le sous-type moléculaire enrichi en HER2 montre une expression significative de plusieurs
récepteurs tyrosine kinases en plus de ’expression du géene ERBB2 et des geénes co-amplifiés

(Miller, Balko, and Arteaga 2011).

Le sous-type moléculaire de type basal est caractérisé par I'expression de génes des tissus
mammaires basaux/myoépithéliaux normaux (Toss and Cristofanilli 2015). La relation entre le
CSTN et les tumeurs de type basal est considérable, car plusieurs tumeurs triple-négatives sont
incluses dans le sous-type de type basal. Pourtant, tous les CSTN ne sont pas identifiés comme des

tumeurs de type basal par expression génique, et toutes les tumeurs de type basal n'appartiennent
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pas au sous-type clinique CSTN. (Lehmann et al. 2011). Cependant I’enrichissement considérable
des CSTN dans le sous-type Basal fait en sorte que ¢’est deux types de nomenclatures sont souvent
confondues a tort.

La classification moléculaire des tumeurs du sein représente bien 1'hétérogénéité des sous-
types inter-tumorales du cancer du sein et pourrait aussi aider a révéler I'hétérogénéité intra-
tumorale, qui est moins évidente, lorsqu'elle est appliquée au séquengage de geénes au niveau
unicellulaire (Norum, Andersen, and Serlie 2014). Par conséquent, la classification moléculaire
peut étre utilisée avec la classification clinique pour aider a améliorer le diagnostic et prédire quels-

elles patients-es bénéficieront d'un traitement spécifique.

1.1.5) Traitements cliniques pour le cancer du sein
1.1.5.1) Chimiothérapie générale

Les centaines de médicaments utilisés pour traiter différents cancers peuvent étre divisées
en agents ciblant des mécanismes de proliférations généraux et en médicaments ciblés développés
pour cibler une caractéristique spécifique d’un groupe de tumeurs (Baldo and Pham 2013). Parmi
ces composes, on retrouve des agents a base de platine qui sont des agent alkylant générant la
polymérisation de ’ADN et provoquant des aberrations chromosomiques et des mutations
génétiques (Thurston and Pysz 2021). Les taxanes sont des inhibiteurs de microtubules, et
possedent ainsi un mécanisme d'action général et un effet étendu, en inhibant la division cellulaire
mitotique (Bharti et al. 2018). Les anthracyclines sont des agents intercalant de I’ ADN et ont aussi
un mécanisme d’action général. De nombreux agents de chimiothérapie ont des effets secondaires
indésirables en raison de leur mécanisme d'action plutdt large (Thurston and Pysz 2021). Comme
aucune cible thérapeutique commune aux CSTN n’est connue, ce sous-type de tumeurs est
habituellement traité avec des agents de chimiothérapie. La chimiothérapie peut aussi étre ajoutée
aux traitements d’immunothérapie dans les CSTN ou aux thérapies anticancéreuses ciblés dans les
autres sous-types pour augmenter leur efficacité. Bien que les tumeurs du CSTN présentent
habituellement une réponse initiale favorable a la chimiothérapie, la résistance est fréquente et
survient rapidement chez les patientes, d'ou l'importance de d’identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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1.1.5.2) Thérapies ciblées selon chaque sous-type clinique

L'identification des mutations conductrices et des voies de signalisation altérées dans les
tumeurs de patients-es atteints-es d'un cancer du sein a conduit au développement clinique de
plusieurs agents ciblés moléculaires efficaces (Higgins and Baselga 2011). Les thérapies ciblées
sont souvent ajoutées a la chimiothérapie pour augmenter la réponse au traitement, contrer la
résistance thérapeutique aux agents de chimiothérapie et minimiser les effets secondaires chez les

patients-es.

Tumeurs ER+ Le traitement ciblé du sous-type ER+ consiste en des inhibiteurs du
récepteur ER, tels que le tamoxiféne qui bloque son activité (Robert 1997), et les inhibiteurs de
l'aromatase, comme le fulvestrant (Sammons, Kornblum, and Blackwell 2019) et le 1étrozole (Finn
et al. 2016) qui empéche la syntheése de I’cestradiol, le ligand d’ERa. Le taux de succes de ce
traitement ciblé est en relation avec le niveau d'expression et d’activité d’ERa. L'utilisation de ces
agents a eu pour conséquence de diminuer de fagon significative les taux de récidive du cancer du
sein sur une période de cinq ans pour les patients-es avec des ganglions axillaires positifs (Fowble
et al. 1996). Malheureusement, toutes les tumeurs ER+ ne répondent pas aux anti-cestrogenes et
aux inhibiteurs de l'aromatase. L'absence du récepteur aux cestrogénes ou sa faible activité sont les

mécanismes de résistance de novo aux agents antihormonaux les plus courants (Clarke et al. 2003).

Tumeurs HER2+ Le prognostique des patients-es atteints-es du cancer du sein HER2+ est
moins favorable que celui des patients-es atteints-es de tumeurs ER+ (Vu and Claret 2012). Le
trastuzumab et le lapatinib sont les traitements de référence pour les patients-es atteints-es d'un
cancer du sein HER2+ (Higgins and Baselga 2011). Le trastuzumab est un anticorps monoclonal
recombinant dirigé contre le domaine extracellulaire IV de HER2 (Serlie et al. 2001). Il a été
reconnu comme un complément positif a la chimiothérapie des cancers du sein métastatiques qui
surexpriment HER2, en augmentant le temps de progression de la maladie et, en contribuant a une
plus longue durée de réponse au traitement et a un taux de mortalité plus faible a un an (Slamon et
al. 2001). Le lapatinib est un inhibiteur de la tyrosine-kinase qui a été¢ développé et approuveé a
partir d'études de deuxieme génération dans les maladies métastatiques comme alternative pour
les patients-es atteints-es d'un cancer du sein HER2+ qui ne pouvaient pas ou plus bénéficier du

trastuzumab (Ryan et al. 2008). Certaines tumeurs ne répondent pas a ces thérapies ciblées en

21



raison d'une résistance acquise par l'activation de voies de signalisation alternatives ou d'un

blocage de l'interaction récepteur-anticorps par exemple (Lu et al. 2001).

Tumeurs triple-négatives Les tumeurs mammaires triples négatives sont celles dont le
pronostic est le plus mauvais des trois sous-types cliniques (P. Sharma 2016) di a I’absence de
cible thérapeutique commune pour ce sous-type. La classification moléculaire et le profilage des
tumeurs revétent une importance particuliére pour ce sous-type. Par exemple, le profilage des
CSTN a permis d’identifier qu’un sous-groupe de tumeurs CSTN possédent la mutation du geéne
Breast Cancer Gene-1 ou -2 (BRCAI, BRCA2). Ces tumeurs peuvent étre ciblées avec des
inhibiteurs de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) en concomitance avec la chimiothérapie.
(Tutt et al. 2010). Les inhibiteurs de PARP, tels que l'olaparib et le talazoparib, avec la
chimiothérapie sont devenus un traitement ciblé pour un sous-groupe de cancer du sein CSTN (M.
Shen et al. 2020). La nécessité de poursuivre les recherches pour identifier de nouvelles thérapies
ciblées pour les CSTN ou pour des sous-groupes de CSTN est donc un enjeu important dans la

recherche en cancer du sein.

Chirurgie La chirurgie qui consiste a retirer les tissus cancéreux du sein, et parfois des
ganglions lymphatiques adjacents, pour prévenir les métastases est €galement un traitement pour
les patients-es atteints-es d'un cancer du sein. Une tumorectomie consiste en une chirurgie
mammaire conservatrice qui sauve la majeure partie du sein. Une mastectomie consiste a retirer
tout le sein. Le fait qu'un-e patient-e subisse une tumorectomie ou une mastectomie dépend de
nombreux facteurs tels que la réactivité de la tumeur au traitement, les risques de récidive du cancer

du sein et des raisons personnelles (“Mastectomy” 2021).

Radiothérapie (Kuhl 2015) La radiothérapie est un ajout alternatif au régiment de
traitements des patients-es atteints-es du cancer du sein. Les cellules cancéreuses sont brisées a
I’aide de rayons X a haute énergie, de protons ou d'autres particules. L'ajout de la radiothérapie a
la chirurgie s'est avéré réduire les taux de récidive locale de plus de 30 % sans radiothérapie, a
moins de 5 % a 10 ans. La prescription de la radiothérapie dépend du profil tumoral de la tumeur

du sein, par conséquent, cette approche n’est pas adaptée a tous-tes les patients-es.

En résumé, malgré les énormes progrés qui ont été faits dans les traitements des tumeurs

du sein au cours des dernieres décennies, la résistance aux thérapies représente encore un enjeu
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qui impacte les taux de rémission de cette maladie, en particulier pour les CSTN, et justifie la

recherche pour identifier d’autres cibles thérapeutiques efficaces.

1.2) Métabolisme des cellules de cancer du sein

1.2.1) Un préambule au métabolisme cellulaire

Selon I'Institut national du cancer, le métabolisme cellulaire est la somme de tous les
changements chimiques qui se produisent dans une cellule par lesquels 1'énergie et les composants
de base sont fournis pour les processus essentiels, y compris la synthése de nouvelles molécules
ainsi que la décomposition et 1'élimination des autres. La synthése de nouvelles molécules se
produit par des réactions anaboliques, qui consomment de I'énergie, alors que la dégradation des
molécules se produit par des réactions cataboliques, qui libérent de 1'énergie (The Editors of
Encyclopedia Britannica 2021). Ensemble, ces réactions s’équilibrent pour servir trois objectifs
principaux aux cellules. Premiérement, elles fournissent 1'énergie nécessaire aux processus
cellulaires sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) a partir des nutriments. Deuxiémement, le
métabolisme cellulaire produit de nombreuses macromolécules, telles que les acides aminés, les
acides gras, les acides nucléiques et certains glucides, a partir des nutriments. Finalement, les
réactions anaboliques et cataboliques sont utilisées pour 1'élimination des déchets métaboliques.
Par conséquent, le métabolisme est un phénomene clé dans le maintien de I'homéostasie cellulaire.
I1 répond aux besoins bioénergétiques de base des cellules et controle également la disponibilité

des métabolites, a travers différentes voies métaboliques.

1.2.2) Altérations du métabolisme dans le cancer du sein

La reprogrammation métabolique est considérée comme une caractéristique clé de
plusieurs cancers incluant le cancer du sein (El-Sahli and Wang 2020). Les voies métaboliques des
cellules cancéreuses, incluant les cellules de cancer du sein, s’adaptent pour répondre a 3
principales demandes métaboliques particulieres aux cellules de cancer. Le métabolisme cellulaire
des cellules de cancer s’adapte pour : 1) Répondre a une demande énergétique plus importante; 2)
Assurer la production de biomasse nécessaire pour satisfaire les besoins accrus en cause a une
prolifération augmentée et 3) Répondre a I’augmentation des besoins en détoxification de déchets
métaboliques en comparaison aux cellules normales (Pavlova, Zhu, and Thompson 2022).
Certaines adaptations métaboliques peuvent servir a fournir des métabolites spécifiques comme

substrat pour différentes voies métaboliques contribuant a la production d'énergie ou de biomasse.
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Par exemple, il a ¢ét¢ montré que la glutamine peut étre redirigée vers différentes voies
métaboliques comme le cycle de Krebs pour la formation d’intermédiaires impliqués dans la
biomasse et la respiration oxydative, ou vers la formation de glutathion (qui sert d’antioxydant) ou
d’acides nucléiques dans les cellules de cancer (Y.-P. Wang and Lei 2017). Un autre exemple est
I’augmentation de I’expression protéique de 1’enzyme glycolytique phosphoglycérate
déshydrogénase (PHGDH) qui entraine un changement dans 1’utilisation du glucose et est liée a
une augmentation des métastases dans les études cliniques sur le cancer du sein (Pollari et al.
2011). Ces modifications du métabolisme des cellules cancéreuses influencent le comportement
des cellules non transformées dans le paysage tumoral en soutirant énormément de nutriments a
ces cellules saines, provoquant leur mort cellulaire. Au fur et a mesure que la tumeur se développe,
son apport en nutriment change selon la vascularisation, impactant ainsi le profil métabolique des

cellules cancéreuses (Fukano, Park, and Deblois 2021).

Ainsi, de nombreuses voies métaboliques peuvent étre altérées dans le cancer du sein, selon
I’environnement cellulaire dans lequel le cancer du sein tient son origine et se développe. Par
exemple, certains métabolites servent de substrat pour la génération d'énergie et de biomasse, mais
aussi a la régulation de I'expression des génes et des protéines. Ces mémes métabolites peuvent
¢galement influencer le comportement des cellules non transformées a proximité de la tumeur. Au
fur et a mesure qu'elles se développent et se métastasent, les tumeurs peuvent aussi affecter et étre
affectées par la distribution des nutriments dans le corps. (Pavlova, Zhu, and Thompson 2022).
Parmi les voies métaboliques altérées dans le cancer du sein, on retrouve plusieurs voies liées au
métabolisme du carbone central (Figure 1.2), qui inclut le métabolisme du glucose (la glycolyse),
le cycle de Krebs, (cycle de 1’acide tricarboxylique (TCA)), de la glutamine (glutaminolyse), et le
métabolisme des acides gras (El-Sahli and Wang 2020). Ces reprogrammations seront discutées a

la section 1.2.3.

Des voies métaboliques altérées conduisent également a des voies de signalisation altérées,
car la disponibilité des métabolites nécessaires pour effectuer la cascade de signalisation peut
¢galement étre dérégulée (Ward and Thompson 2012). Un exemple bien connu dans le cancer du
sein est la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR. Il s'agit d'une voie de signalisation majeure qui
régule la disponibilité des nutriments, des hormones et des facteurs de croissance (Paplomata and

O’Regan 2014). 11 a été établi que la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR joue un rdle tres
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important dans la croissance et la prolifération des cellules tumorales du sein et peut modifier le
métabolisme cellulaire et a la fois étre modulée par I’abondance des métabolites (Ortega et al.
2020).

I1 est également intéressant de noter que la reprogrammation métabolique ne se produit pas
toujours a cause de mutations génétiques, mais souvent a cause de changements dans l'expression
des geénes qui régulent le métabolisme cellulaire, dus a des modifications épigénétiques. Ce sujet

sera abordé dans la section 1.3 de ce mémoire.
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Figure 1.2 : Schéma des voies métaboliques souvent altérées dans le cancer du sein inspiré
par (L. Wang, Zhang, and Wang 2020). Abréviations des métabolites: Cit, Citrate; Ict, Isocitrate;
aKG, Alpha-cétoglutarate; Sue, Succinate; Fum, Fumarate; Mal, Malate; OAA, Oxaloacétate;
Asp, Aspartate; ROS, Especes réactives de l'oxygene; GSH, Glutathion. Abréviation de
processus: OXPHOS, Phosphorylation oxydative; Cycle TCA, Cycle de l'acide tricarboxylique.

Glutamine

1.2.3) Principales voies métaboliques altérées dans les cancers du sein
Des ¢études protéomiques, transcriptomiques et de métabolomique de tumeurs du sein ont
détecté des changements dans plusieurs voies métaboliques dans les tumeurs comparativement aux

cellules saines, incluant les voies associées au métabolisme central du carbone, incluant une
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augmentation des niveaux d’enzymes et des protéines impliquées dans la glycolyse, le cycle TCA,
la glutaminolyse, la biosynthése des acides gras, la phosphorylation oxydative (OXPHOS) et les
voies des pentoses phosphates (PPP) (E. I. Chen et al. 2007; Richardson et al. 2008).

Glycolyse : La glycolyse est une voie métabolique centrale qui se ramifie vers d'autres
voies par ses métabolites intermédiaires. L'ensemble de la cascade de réactions entrainant
l'oxydation du glucose en pyruvate consomme 2 molécules d'ATP mais en produit 4 molécules, 2
nicotinamides adénine dinucléotide (NAD) + hydrogene (H) (NAD+H=NADH) et 2 pyruvates par
molécule de glucose. La glycolyse fournit de 1'énergie en milieu anaérobique et aérobique. Dans
des conditions aérobiques, le pyruvate entre dans le cycle TCA et subit une phosphorylation
oxydative (OXPHOS) conduisant a la production nette de 32 molécules d'ATP (Naifeh, Dimri, and
Varacallo 2022). Dans des conditions anaérobiques, le pyruvate se transforme en lactate qui est
sécrété hors de la cellule. La respiration cellulaire anaérobique entraine la production nette de 2
molécules d'ATP (Granchi et al. 2010). En 1926, Otto Warburg et ses collegues ont décrit que la
consommation de glucose était augmentée dans les tumeurs, les cellules tumorales absorbant
d'énormes quantités de glucose par rapport a ce qui était observé dans les tissus environnants
(Warburg, Wind, and Negelein 1927). Ce phénoméne a été observé a plusieurs reprises dans divers
cancers et est connu sous le nom d'effer Warburg. Le cancer du sein ne fait pas exception car les
cellules tumorales génerent des quantités importantes d'énergie grace a un métabolisme
glycolytique ¢élevé. Les tumeurs de sous-type CSTN sont particulierement reconnues pour étre
significativement plus glycolytiques (elles ont des taux plus élevés de glycolyse) par rapport aux

autres sous-types (Z. Wu et al. 2020).

Les altérations provoquant cette augmentation de l'activité glycolytique dans le cancer du
sein ne sont pas bien définies, mais les preuves pointent diverses enzymes altérées qui pourraient
étre responsables de ces changements métaboliques, telles que I'hexokinase (HK), la pyruvate
kinase (PK), la protéine kinase activée par I'adénosine monophosphate (AMPK) (Z. Wu et al.
2020), ainsi que I’augmentation des niveaux des transporteurs de glucose (GLUT). Le transporteur
de glucose 1 (GLUT-1), qui est le principal transporteur de glucose des cellules cancéreuses est
significativement plus élevé dans les CSTN que dans les autres sous-types (Brown and Wahl 1993;
Grover-McKay et al. 1998). L'activité accrue de la glycolyse dans le CSTN, contribue a la

prolifération et la migration des cellules malignes (Dias et al. 2019). Les cellules du CSTN sont
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trés sensibles aux inhibiteurs de la glycolyse en raison de leur forte expression du transporteur de
glucose (GLUT-1) (Pelicano et al. 2014). Ainsi, la glycolyse représente une cible métabolique
intéressante pour les CSTN d’autant plus que de nombreux médicaments sont déja approuvés pour
l'inhiber, incluant la molécule BAY-876, un inhibiteur du GLUT-1, qui est utilisé¢ dans ce mémoire

(Siebeneicher et al. 2016).

Cycle TCA Les réactions biochimiques du cycle TCA sont un pivot essentiel pour fournir
de I'énergie sous forme d’ATP a travers ’OXPHOS - phénomeéne bioénergétique visant la
formation d’ATP par transport de protons, se produisant a travers la membrane interne
mitochondriale - des macromolécules et un équilibre des espéces réactives d’oxygene aux cellules
en glycolyse aérobique (Gillies and Gatenby 2007). Ces réactions, également appelées cycle de
Krebs ou cycle de l'acide citrique (CAC), se produisent dans la matrice mitochondriale (Anderson

et al. 2018).

I1 est largement admis que les altérations génétiques et épigénétiques des enzymes du cycle
TCA favorisent le passage des cellules cancéreuses de la phosphorylation oxydative, également
connue sous le nom d’OXPHOS lié a la glycolyse aérobique, vers la glycolyse anaérobique. (J.-Q.
Chen and Russo 2012). Des études ont également démontré que les cellules tumorales peuvent
découpler la glycolyse du cycle TCA (Sajnani et al. 2017); permettant l'utilisation de sources
supplémentaires et alternatives de carburant telles que la glutamine, pour répondre a leurs besoins
métaboliques accrus, soulignant simultanément l'importance du cycle TCA dans le métabolisme

du cancer.

Les multiples aberrations possibles du cycle TCA ont été liées a de nombreux processus
pathologiques tels que 1'obésité (Cummins et al. 2014), la maladie d'Alzheimer (Gibson et al. 2010)
et, évidemment, le cancer (Hanahan and Weinberg 2011). Dans le cancer du sein, des aberrations
de diverses enzymes du cycle TCA ont été notées. Par exemple, une enzyme limitant la vitesse de
biosyntheése de la sérine, la 3-phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH), est fréquemment
amplifiée de maniere focale dans le cancer du sein (Locasale et al. 2011). Des niveaux élevés de
2-hydroxyglutarate (2-HG) ont également ét¢ détectés dans le cancer du sein triple négatif
(Terunuma et al. 2014). Aussi, I'aKG déshydrogénase (OGDH), une enzyme qui régule la
conversion de I’aKG est régulée a la baisse dans le cancer du sein en raison de I'hyper-méthylation

de son promoteur, causant ainsi une diminution de ’activité du cycle TCA (Ostrow et al. 2009).
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De nombreuses études ont identifi¢ des points d’interruption dans le cycle TCA dans les cancers
du sein, menant a I’utilisation de certains intermédiaires dans des voies métaboliques alternatives
(réactions cataplérotiques) alors que d’autres métabolites peuvent supplémenter le cycle dans une
réaction en aval ou en amont (réactions anaplérotiques). Cette flexibilité dans le métabolisme du
cycle TCA permet d’assurer une grande capacité d’adaptation métabolique pour les cellules de

cancer en réponse au stress micro-environnemental des tumeurs du sein.

Glutaminolyse La glutamine, un acide aminé non essentiel, est l'acide aminé le plus
abondant circulant dans le sang (Scriver and Rosenberg 1973). La glutamine est désormais
reconnue comme une source de nutriments importante pour de nombreux types de cancer, en
particulier pour les cancers qui ont une activité accrue de 1’oncogéne MYC, ce qui est le cas de
nombreux cancers du sein, incluant les CSTN (DeBerardinis and Cheng 2010). La glutamine est
un nutriment provenant de la di¢te mais qui peut étre métabolisé de novo dans les cellules. Elle est
essentielle a la prolifération des cellules cancéreuses. Il a ét¢ démontré que la glutamine aide a
réguler I'expression de nombreux génes métaboliques impliqués dans la transduction de signaux,
I'immunité et la défense cellulaire ainsi que dans I'activation des voies de signalisation

intracellulaires (Cassago et al. 2012).

La glutaminolyse consiste en une série de réactions cataboliques par lesquelles la glutamine
est dégradée en glutamate, aspartate, dioxyde de carbone, pyruvate, lactate, alanine et citrate. La
dégradation de la glutamine permet de supporter la prolifération cellulaire et les besoins
énergétiques €levés des cellules du cancer du sein en contribuant a la respiration cellulaire par
I'anaplérose de ’aKG (provenant de la dégradation de la glutamine) dans le cycle TCA. Cette
réaction favorise une capacité antioxydante adéquate aux besoins des cellules cancéreuses (Owen,
Kalhan, and Hanson 2002). Les cellules de cancer du sein, comme plusieurs autres types de
cancers, dépendent davantage de la glutamine exogene que les cellules normales. Dans les tumeurs
in vivo, la dépendance a la glutamine est aussi observée, en particulier dans les tumeurs du sein
résistantes aux thérapies (El-Sahli and Wang 2020) et lors des métastases. Cependant, en raison
de I’abondance de ce métabolite in vivo, le phénomene est plus difficile a étudier. La dépendance
a la glutamine dans les cellules de cancer du sein pourrait donc représenter une vulnérabilité

métabolique potentiellement exploitable pour ce type de cancers.
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La glutamine contribue aussi a la synthése des purines et pyrimidines en conjonction avec
la voie des pentose phosphate, ainsi qu’a la synthése du glutathion, un antioxydant essentiel a la
défense immunitaire des cellules, au métabolisme des nutriments et fonctions cellulaires (G. Wu
et al. 2004). Le glutathion joue également un rdle crucial dans la neutralisation des ROS générés
par la respiration cellulaire aérobique. Les niveaux de ROS jouent un rdle vital dans la
prolifération, la croissance, l'apoptose et les métastases tumorales. Les concentrations de ROS
augmentent lorsque le métabolisme de la glutamine est inhibé, ce qui pourrait étre dévastateur pour
les cellules cancéreuses (Le et al. 2012). Des études antérieures de la Dre Deblois ont démontré
que I’augmentation du métabolisme de la glutamine menait a I’augmentation de la biosynthése du
glutathion dans les cancer du sein résistants aux thérapies anti-HER2 et de chimiothérapies (Q.

Wu et al. 2020; Deblois et al. 2020).

Les recherches ciblant le métabolisme de la glutamine pourraient donc se révéler d’une
grande importance pour le traitement du cancer du sein, incluant les CSTN. Le ciblage de la
glutaminolyse par l'inhibition de la glutaminase (GLS), une enzyme qui catalyse 1'hydrolyse de la
glutamine en glutamate, en est un bon exemple. Il a été démontré que 1'utilisation d'inhibiteurs du
GLS, tels que le CB-839 (présentement en études cliniques pour les CSTN), empéchait les cellules
cancéreuses du sein de proliférer et réduisait leur capacité a envahir les cellules environnantes. (J.-
B. Wang et al. 2010; Gross et al. 2014). Des inhibiteurs de la voie du glutathion (ex. Buthionine
Sulfoximine; BSO) ou des purines-pyrimidines (alimentées par la glutamine) pourraient aussi étre

considérées pour les CSTN hautement dépendants au métabolisme de la glutamine.

Carboxylation réductrice La carboxylation réductrice dépendante de la glutamine est une
réponse cellulaire courante au métabolisme mitochondrial altéré. La carboxylation réductrice
dépendante de la glutamine permet a la glutamine de conserver son statut de nutriment favorisant
la croissance méme lorsque le métabolisme mitochondrial est altéré par des mutations somatiques
(Mullen et al. 2011). Cette redirection du cycle TCA dans les cellules cancéreuses souligne la
polyvalence du métabolisme de la glutamine et elle favorise la prolifération et la survie des cellules

cancéreuses en conférant une protection contre le stress oxydatif (Du et al. 2016).

Auparavant, les niveaux ¢élevés de lactate dans le cancer du sein étaient attribués a une
conséquence de l'effer Warburg. On sait maintenant que le lactate peut également étre utilisé

comme source d'énergie par les cellules cancéreuses. Il a ét¢ démontré que des niveaux élevés de
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lactate stimulaient la carboxylation réductrice dans les lignées cellulaires du tissu mammaire
cancérigéne, MCF7 et MDA-MB-231 (Brodsky, Odenwelder, and Harcum 2019). L'augmentation
des cétones et du lactate dans le microenvironnement tumoral mammaire contribue a la récidive,

aux métastases et a de mauvais résultats cliniques (Martinez-Outschoorn et al. 2011).

Meétabolisme des acides gras La synthése des acides gras (Fatty acids (FA)) se produit dans
le cytosol par I’entremise des enzymes de synthases d'acides gras avec l'acétyl-CoA et la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Beld, Lee, and Burkart 2015). Les acides
gras jouent de nombreux rdles dans la croissance et la survie de la cellule. Les phospholipides, un
type de FA, sont la composante principale des membranes cellulaires. Les lipides neutres, un autre
type de FA, servent d'unités de stockage d'énergie pour les cellules. Il existe également des dérivés
de FA qui sont impliqués dans la signalisation cellulaire comme les eicosanoides, qui ont une large

gamme de fonctions biologiques (de Carvalho and Caramujo 2018).

L'enzyme de synthase d’acides gras est surexprimée dans les cancers du sein, son activité
est donc une cible thérapeutique potentielle. L'ATP citrate lyase (ACLY) est la premiére enzyme
limitant la vitesse de la synthése de novo des acides gras. C'est une enzyme essentielle dans la
reprogrammation métabolique de nombreux cancers, incluant les CSTN (D. Wang et al. 2017).
L'ACLY est surexprimée dans le cancer du sein et contribue a sa prolifération, ses métastases et a
la résistance thérapeutique acquise (Y. Chen et al. 2020). Les FA sont nécessaires a la survie des
cellules cancéreuses (Fabian, Kimler, and Hursting 2015). La dérégulation du métabolisme des FA
est une caractéristique de la transformation maligne de divers cancers, dont le cancer du sein
(Rohrig and Schulze 2016). Bien que le potentiel de ciblage de cette voie métabolique pour la
prévention et le traitement du cancer reste inexploité, des preuves indiquent que les protéines
impliquées dans le métabolisme des FA jouent un rdle crucial dans la prolifération, la migration et

l'invasion des cellules cancéreuses du sein (Monaco 2017).

1.2.4) La plasticité du métabolisme du cancer et les modifications épigénétiques

La régulation métabolique est un phénomeéne plastique. Dans le cancer, les cellules ajustent
leurs profils métaboliques en fonction du microenvironnement dans lequel elles se développent
pour survivre et prospérer. Les adaptations métaboliques aident a contrer les carences en
métabolites comme les faibles niveaux de glucose, de nutriments ou d'oxygeéne, mais elles aident

¢galement a développer une résistance thérapeutique aux médicaments et a promouvoir les
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métastases (Zahan et al. 2020). Ces adaptations métaboliques peuvent étre régulées par des
changements génétiques survenant dans les cellules cancéreuses. Cependant de plus en plus
d’évidences indiquent que des changements épigénétiques spécifiques peuvent soutenir les
adaptations métaboliques dans les cellules cancéreuses (Peiris-Pages et al. 2016), incluant les
cancers du sein. La régulation épigénétique permet la plasticité de I’identité cellulaire, ce qui peut

contribuer grandement a la capacité d’adaptation la flexibilité du métabolisme cellulaire.

Les régulations métaboliques et épigénétiques aident a définir l'identité cellulaire et jouent
un role important dans la tumorigenc¢se. Des voies métaboliques altérées peuvent affecter la
disponibilité de cofacteurs nécessaires a la régulation épigénétique et méme générer des
antagonistes des enzymes de modification épigénétique, impactant alors le paysage épigénétique.
A l'inverse, les altérations épigénétiques peuvent affecter directement I'expression des enzymes
métaboliques. Le dysfonctionnement épigénétique peut également perturber les cascades de
transduction du signal impliquées dans le contrdle du métabolisme cellulaire (C. C. Wong, Qian,
and Yu 2017). Une meilleure compréhension de la diaphonie entre le métabolisme et la régulation
épigeénétique dans le cancer pourrait offrir des opportunités thérapeutiques potentielles pour les

patients-es du cancer du sein qui ne répondent plus aux thérapies standards (Z. Wu et al. 2020).

1.3) L’épigénétique dans les cancers

1.3.1) Les fondements de 1'épigénétique

Les changements épigénétiques sont trés courants et utiles pour la différenciation et
l'identité des cellules. Chaque cellule de notre corps renferme le méme code génétique mais
exprime des genes et des fonctions spécialisées tres différentes. Comment est-ce possible? Une
grande part de la réponse a cette question réside dans les fondements de ce qu’est 1'épigénétique.
L'épigénétique consiste, entre autres, en des modifications post-traductionnelles (MPT) sur les
queues des histones et sur I’ADN, qui sont héréditaires au niveau de la réplication cellulaire. Ces
modifications résultent en des changements d’accessibilit¢ a ’ADN pour la machinerie
transcriptionnelle qui permettent le recrutement différentiel des facteurs de transcription (Marqués
et al. 2022). Les facteurs de transcription sont des composants cellulaires clés qui controlent
I'expression des génes a travers le recrutement de facteurs de modification de la chromatine

(Vaquerizas et al. 2009).
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Les nucléosomes sont 1'unité de base de 1'emballage de 'ADN. Les histones, principales
protéines formant les nucléosomes, permettent la liaison de 1I'ADN a ces derniers. Les
modifications épigénétiques sont un sujet de recherche actif dans plusieurs cancers car elles sont
potentiellement réversibles (plastiques), ce qui en fait d'excellentes cibles thérapeutiques (De

Carvalho et al. 2012).

1.3.2) Altérations épigénétiques versus génétiques

Bien que l'initiation et la progression tumorale soient principalement initiées par des
altérations génétiques intrinséques ou acquises, des données récentes suggerent également que les
changements micro-environnementaux et épigénétiques contribuent aussi a D’initiation mais
surtout a la progression de divers types de tumeurs, incluant les tumeurs du sein et les CSTN
(Polyak 2007). Parmi les phénomenes épigénétiques les plus communs, on retrouve la méthylation
de I'ADN, les modifications des histones et le remodelage des nucléosomes (Lo and Sukumar
2008). Ces altérations épigénétiques affectent les niveaux de compactage du brin d'ADN connu

sous le nom de chromatine.

Par ailleurs, les altérations génétiques, (incluant les mutations, amplifications, délétions,
etc.) consistent en des modifications irréversibles, directement apportées a la séquence d'ADN, en
en changeant le code. Un exemple de mutation est une permutation de nucléotides, comme
I'adénine (A) pour une cytosine (C). Une mutation peut également €tre une délétion complete d'un
nucléotide qui modifie l'ensemble du cadre de lecture de la machinerie cellulaire et altere
l'expression protéique résultante. Les mutations sont la principale cause de diversité chez les étres
vivants (Loewe and Hill 2010). Contrairement aux phénoménes épigénétiques, ces altérations a la
séquence d’ADN ne sont pas réversibles et bien qu’elles contribuent grandement a I’initiation des

tumeurs, elles ne permettent pas la plasticité que permettent les modifications épigénétiques.

1.3.3) Les enzymes épigénétiques

Les enzymes épigénétiques impliquées dans I'initiation et la progression du cancer sont des
complexes qui agissent souvent de maniere opposée, rendant possible l'attribut réversible de
'épigénétique et contribuant grandement a la plasticité des cellules de cancer (Ilango et al. 2020).
I1 est donc maintenant entendu que le cancer est aussi une maladie épigénétique (Garcia-Martinez
et al. 2021). Les changements épigénétiques sont possibles grace aux fonctions d’écriture,

d’effacage et de lecture d'histones et de I’ADN (Gillette and Hill 2015). Les « écrivains » sont des
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enzymes qui ajoutent des MPT aux histones et a I’ADN. Des exemples d'écrivains d'histones sont
les méthyltransférases de I’ADN (DNMT), les méthyltransférases des queues d’histones (HMT)
et les acétyltransférases des queues d’histones (HAT) (Hyun et al. 2017). Les « effaceurs » sont
I'opposé des écrivains; ils suppriment les MPT apportés sur les histones par les écrivains. Des
exemples d'effaceurs sont les désacétylases des queues d’histones (HDAC) et les déméthylases des
queues d’histones (HDM) (Hyun et al. 2017). Et enfin, les « lecteurs » sont des protéines ou des
enzymes qui interviennent 1a ou la configuration de la chromatine le leur permet. Ils ont la capacité
de lire les MPT et d’initier le recrutement d’autres complexes transcriptionnels aux sites
spécifiques de la chromatine qu’ils reconnaissent. Les protéines de reconnaissance a
bromodomaines et celles a chromodomaines sont des lecteurs de MPT. Les protéines a
bromodomaines reconnaissent des marques d'acétylation de lysines sur les queues d'histones. Alors
que les protéines a chromodomaines reconnaissent des marques de méthylation de lysines sur les
histones.(Musselman et al. 2012). Par exemple les protéines a bromodomaines reconnaissent et se

lient & différentes lysines acétylées des histones (Musselman et al. 2012).

1.3.4) Comment 1’épigénétique régule l'identité cellulaire

Contrairement aux changements génétiques, les changements ¢épigénétiques sont
réversibles et ne modifient pas la séquence d'ADN mais plutdt la fagon dont la cellule peut « lire »
la séquence (Waddington 2012). Les paysages épigénétiques sont héréditaires et malléables. Le
type et la localisation des MPT apportées a la chromatine déterminent différents domaines
d'activation ou de répression de cette derniere (Gibney and Nolan 2010). Certaines marques
conferent une conformation accessible de la chromatine, qui permet la liaison des facteurs de
transcription et du complexe polymérase, conduisant a la transcription des genes ciblés. D'autres
modifications provoquent une conformation compacte de la chromatine, aussi appelée
hétérochromatine. Ces domaines conferent une répression transcriptionnelle des génes inclus dans

ces régions du génome.

L'épigénétique et le métabolisme sont deux domaines grandement liés dans les cellules
cancéreuses car ils contribuent, en symbiose, a la régulation de I'identité cellulaire. En effet, 1'acces
a la chromatine déterminée par les reprogrammations épigénétiques permet de contrdler quels
genes seront exprimés, incluant les génes du métabolisme cellulaire. La plasticité épigénétique

permet une plus grande capacité d’adaptation dans les cellules de cancer, se prétant trés bien a la
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régulation des adaptations métaboliques. Par ailleurs, les enzymes épigénétiques performent leur
activité catalytique en utilisent des métabolites, soit comme substrats aux MPT ou comme
cofacteur/cosubstrat pour réguler ’activité du complexe épigénétique. La disponibilité de certains
métabolites contribuera donc a déterminer les profiles épigénétiques des cellules (Almouzni and
Cedar 2016). Considérant 1’abondance d’adaptations métaboliques dans les cellules cancéreuses,
il ne fait aucun doute que le métabolisme des cellules cancéreuses contribue aussi a la flexibilité

de I’identité cellulaire des cellules cancéreuses.

1.3.5) Altérations épigénétique dans le cancer
Les processus épigénétiques aberrants sont de nature réversible (Figure 1.3) et suscitent

un grand intérét en tant que thérapie anticancéreuse (Ilango et al. 2020).
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Figure 1.3 : Modification post-traductionnelles des queues d'histones dans le cancer du sein
inspirée par (Zhuang et al. 2020). Les histones acétyltransférases (HAT) ajoutent spécifiquement
des groupes acétyle (Ac) aux queues d'histone. Les méthyltransférases d’histone (HMT), elles,
ajoutent spécifiquement des groupes méthyle (Me) aux histones. Les histones désacétylases
(HDAC) retirent spécifiquement les groupes acétyles des queues d'histone. Les histones
déméthylases (HDM) retirent quant a elles les groupes méthyl des histones. Les protéines du
bromo-domaine jouent un réle dans l'acétylation des histones, le remodelage de la chromatine et
le recrutement d'autres facteurs nécessaires a la transcription (Josling et al. 2012). Ces
modifications d'histone ont une signification fonctionnelle en tant que moteurs épigénétiques car
elles régulent la transcription d’oncogenes, de genes liés a la transition mésenchymateuse-
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¢épithéliale (TME), des genes de réparation de I'ADN et des génes suppresseurs de tumeurs,
contribuant aux métastases du cancer du sein.

Méthylation de I’ADN : La méthylation de I'ADN permet la répression transcriptionnelle et
est un phénomeéne important dans le développement cellulaire normal (De Carvalho et al. 2012).
En effet, la répression transcriptionnelle joue un réle crucial dans l'inactivation du chromosome X,
le développement embryonnaire, la différenciation cellulaire et le maintien de la pluripotence, pour
ne citer que quelques exemples (De Carvalho, You, and Jones 2010). Des modifications la
méthylation de I’ADN se produisent a plusieurs stades du développement tumoral (Okano et al.
1999). 11 a été démontré que I'hypo-méthylation de I'ADN dans le reste du génome et I'hyper-
méthylation dans les lots CpG (Egger et al. 2004) provoquent la répression anormale de plusieurs
genes suppresseurs de tumeurs dans la plupart des types de cancer et permet 1’expression
d’oncogenes et d’¢éléments transposables qui contribuent a la progression tumorale (Jones and
Baylin 2002). Ces états épigénétiques altérés, incluant la régulation épigénétique des éléments
transposables peuvent également contribuer aux résistances aux médicaments dans le cancer du
sein tel que montré précédemment par la Dre Deblois (Deblois et al. 2020). Les altérations des
méthyltransférases de I’ADN (DNMT) et des déméthylases de ’ADN ont été observées dans
plusieurs cancers (Chik and Szyf 2011). L'hyper-méthylation de I'ADN par la DNMT1 dérégulée
est également impliquée dans la tumorigenése du cancer du sein triple négatif (K. K. Wong 2021).
Les méthyltransférases de I’ADN 3A et 3B (DNMT3A et DNMT3B) sont aussi responsables de
la méthylation de novo de ' ADN au début du développement et dans les tumeurs (Yu et al. 2019).
Ces nombreuses observations donnent un apercu d'une possible inversion de la répression
épigénétique résultant de la méthylation de I’ADN en tant que stratégie utile pour prévenir et traiter

le cancer du sein (S. Sharma, Kelly, and Jones 2010).

Meéthylation des histones : La méthylation des histones est un processus par lequel des
groupes méthyles sont ajoutés aux acides aminés sur la queue des histones qui constituent le
nucléosome (Hathaway et al. 2012). La méthylation des histones est impliquée dans de nombreux
processus biologiques comme la réparation de ' ADN, la différenciation cellulaire, la transcription,
la réponse au stress et le développement (Borun, Pearson, and Paik 1972; Schulze et al. 2009;
Mohan et al. 2010). De nombreuses études ont permis de déterminer que l'altération de la
régulation de la méthylation des histones peut contribuer au développement et a la progression du

cancer (Albert and Helin 2010), incluant les cancers du sein et les CSTN, qui comportent de
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nombreux schémas d'expression anormaux des marques de méthylation des histones (Elsheikh et

al. 2009).

Au niveau de la chromatine, la méthylation des histones peut soit provoquer la compaction
des histones et des nucléosomes résultant en une répression transcriptionnelle réversible dans ces
régions précises du génome (Strahl and Allis 2000) alors que d’autres MPT spécifiques sur les
queues d’histones peuvent entrainer une instabilit¢ du complexe d’histone et ainsi augmenter
I’accessibilité a I’ADN pour la machinerie transcriptionnelle. Par exemple, la triméthylation du
résidu lysine 4 sur l'histone 3 (H3K4me3) est une marque de méthylation d'histone qui a été
associée a des promoteurs actif de geénes transcrits et exprimés (Schneider et al. 2004). 11 a été
observé que des niveaux élevés d'expression de H3K4me3 dans le cancer du sein sont souvent liés
a un taux de survie & 10 ans plus faible (Berger et al. 2020). A Il'inverse de H3K4me3, la
triméthylation du résidu lysine 9 de 1'histone 3 (H3K9me3) a été liée a des promoteurs de genes
non transcrits et des régions intergéniques réprimées et en hétérochromatine (Kouzarides 2007).
Une réduction globale des niveaux de H3K9me3 a été observée dans le cancer du sein, suggérant
une contribution €pigénétique a I'adaptation et la croissance du cancer du sein (Li et al. 2017). La
triméthylation du résidu lysine 27 de l'histone 3 (H3K27me3) (Elsheikh et al. 2009) est aussi
associée a la répression transcriptionnelle de régions génomiques. L'expression élevée de cette
marque est une caractéristique du cancer du sein (Healey et al. 2014). La Dre Deblois a démontré
antérieurement qu’une reprogrammation de cette marque €pigénétique a lieu dans les CSTN
résistants aux chimiothérapies, pour compenser la perte de méthylation d’ADN et représente une
vulnérabilité épigénétique des CSTN résistants au paclitaxel (Deblois et al. 2020). Depuis, d’autres
¢tudes ont suggéré un role important pour cette marque épigénétique dans la progression et la
réponse thérapeutique des CSTN (Marsolier et al. 2022). Le role de cette marque épigénétique

dans les CSTN est le point central de ce mémoire.

Le groupe des protéines arginine méthyltransférases (PRMT) modulent la méthylation des
arginines sur les histones, une modification qui a aussi ét¢ impliquée dans la progression des
cancers du sein. Une surexpression du coactivateur de PRMT1, Coactivator Associated Arginine
Methyltransferase 1 (CARM1) a été notée dans les cancers du sein et de la prostate (El Messaoudi
et al. 2006). Des altérations de I'expression des déméthylases ont également été mises en évidence

dans divers cancers. Par exemple, la surexpression de la Lysine-Specific Demethylase 1 (LSDI)

36



contribue a la cancérogenese humaine par modification de la chromatine dans divers cancers,

incluant les cancers du sein (Hayami et al. 2011).

Acétylation d’histones : Cette modification a lieu lorsqu'un groupe acétyle est ajouté aux
résidus de lysine sur les histones. L'acétylation des histones est régulée par les acétyltransférases
d’histones (HAT) et les désacétylases d’histones (HDAC) (Walmsley and Stuklis 1989). En raison
de la charge négative des groupes acétyle, cette modification est connue pour engendrer
I’instabilit¢ du complexe d’histones et conférer une configuration de chromatine plus lache,
permettant ’accessibilité de I’ADN et la transcription des génes (Brownell and Allis 1996). Des
schémas anormaux d'acétylation des histones ont été¢ observés dans divers cancers (Verdone,
Caserta, and Di Mauro 2005). La réduction globale de la lysine 16 mono-acétylée de I'histone 4
(H4K16ac) a été identifiée comme un événement primaire dans le cancer du sein (Falahi et al.
2014). 11 a également été constaté que les niveaux d'acétylation de la lysine 12 de l'histone 4
(H4K12ac) sont diminués dans le carcinome canalaire in situ et le carcinome canalaire invasif par
rapport au tissu mammaire normal (Suzuki et al. 2009). De plus, I’enrichissement de 1'acétylation
du résidu lysine 4 de I’histone 3 (H3K4ac) a été corrélée avec des voies métaboliques associées au
cancer telles que la réponse endocrinienne, la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM),
l'adhésion cellulaire, la signalisation médiée par la surface cellulaire, la prolifération cellulaire, la
différenciation et la croissance cellulaire normale (Messier et al. 2016). Il a ¢galement ét¢ démontré
que H3K4ac était fortement 1ié¢ a I'expression de 7ip60, codant pour I'histone acétyltransférase
Tip60 dans le cancer du sein (Idrissou et al. 2020). L'expression de 7ip60 dans différents sous-
types de cancer du sein suggere qu'elle pourrait contribuer aux changements observés dans les
niveaux d'acétylation des histones. Une analyse de régression multivariée de Cox a permis de
déterminer que l'hypo-acétylation globale de la marque H3K18 est démonstrative de la
transformation cellulaire et est indépendante d'autres facteurs pronostiques clés du cancer du sein
tels que le grade histologique, le stade des ganglions lymphatiques et la taille de la tumeur

(Elsheikh et al. 2009).

En résumé, de nombreuses modifications épigénétiques impliquant des MPT sur les queues
d’histones et ’ADN ont été identifiées dans de multiples tumeurs, incluant celles du cancer du
sein. De plus, la machinerie et les enzymes épigénétiques représentent 1’une des classes de

protéines et enzymes la plus fortement associée a des altérations génétiques dans différents cancers
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incluant les cancers du sein. Il ne fait donc aucun doute que les phénomeénes épigénétiques revétent

une importance primordiale dans I’étude des tumeurs, incluant les tumeurs mammaires.

1.3.6) Cibler des enzymes épigénétiques dans les cancers

Inhibition de la méthylation de I’ ADN : Bien que peu utilisés dans le cancer du sein,
les inhibiteurs de méthyltransférases de I'ADN (DNMTi) qui sont approuvés cliniquement pour
plusieurs types de cancers, constituent des agents intéressants pour le traitement du cancer. Par
exemple, la déciatine et I'azacytidine sont des agents approuvés pour le syndrome
my¢lodysplasique et la leucémie myéloide aigu€ (Santini and Ossenkoppele 2019). Leurs
applications potentielles dans différents types de tumeurs ont suscité un grand intérét au cours des

dernieres années en lien avec la régulation des éléments transposables et de la réponse immunitaire.

Inhibition de [’acétylation des histones Comme l'acétylation est difficile a inhiber,
l'inhibition de l'acétylation des histones est souvent réalisée par l'inhibition des lecteurs de
bromodomaines. Il existe actuellement de nombreux inhibiteurs de bromodomaine en cours
d'essais cliniques pour un traitement alternatif du cancer. JQI, une molécule a base de
thiénotriazolodiazépine, a été introduite par le laboratoire Bradner en 2009 et représente un
exemple d’inhibiteurs de bromodomaines trés prometteur dans différents types de cancers, incluant

les cancers du sein (Filippakopoulos et al. 2010).

Inhibition de la méthylation des histones La recherche sur 'inhibition de la méthylation des
histones en tant que thérapie anticancéreuse a permis la découverte d’agents thérapeutiques
potentiels. Par exemple, EPZ004777, un inhibiteur du perturbateur de la méthyltransférase du
silencing-1-like télomérique (DOTIL), a démontré des résultats prometteurs en bloquant la
prolifération des cellules cancéreuses du sein résistantes aux anti-cestrogenes. DOT1L est recruté
avec ERa a la chromatine des cellules cancéreuses du sein et son inhibition interfére avec la
transcription médiée par ERa. Ce traitement arréte la croissance cellulaire et provoque la mort

cellulaire pour le cancer du sein hormono-sensible (Nassa et al. 2019).

Un autre exemple d'inhibition de la méthylation des histones est l'inhibition de la
méthyltranstérase Enhancer of Zeste Homologue 2 (EZH2), la sous-unité catalytique du complexe
répressif Polycomb 2 (PRC2). Différents inhibiteurs de cette enzyme écrivaine comprennent le

EPZ-6438 (Tazémétostat©), un inhibiteur sélectif de ’activité catalytique d’EZH2 qui a été
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approuve par la Food and Drug Association (FDA) en 2020 en tant que premier inhibiteur ciblant
une méthyltransférase d’histones, pour le lymphome folliculaire récidivant ou réfractaire dans des
conditions spécifiques (Morschhauser et al. 2020). Une autre molécule qui agit comme un
inhibiteur de EZH2 est 'UNC1999, un double inhibiteur de EZH2/EZH1 biodisponible qui entre
en compétition avec le cofacteur SAM (Konze et al. 2013). Il existe également GSK 126 (McCabe
et al. 2012) et EPZ005687 (Knutson et al. 2012) deux inhibiteurs sélectifs d’EZH2, et GSK343,
un double inhibiteur EZH2/EZH1 (Verma et al. 2012).

1.3.7) EZH2 dans le cancer du sein

Tel que mentionné plus haut, EZH2 peut modifier I’accessibilit¢ a la chromatine et
l'expression des génes en régulant la triméthylation de la lysine 27 sur I'histone 3 (H3K27me3)
grace a son activité catalytique au sein du complexe PRC2 (Figure 1.4) (Simon and Lange 2008).
EZH2 joue des roles dans plusieurs processus cellulaires importants, tels que la prolifération
cellulaire, I'apoptose et la sénescence (Nutt et al. 2020; Y.-H. Chen, Hung, and Li 2012). Son rdle
dans la physiopathologie du cancer a également été mis en évidence dans plusieurs types de
cancers, il semble donc logique de cibler EZH2 comme thérapie anticancéreuse. La dérégulation
de l'expression d'EZH2 et les paysages de triméthylation de H3K27 sont impliqués dans de
nombreux cancers (Yao et al. 2016). Dans le cancer du sein, l'expression d'EZH2 est
significativement associée a la prolifération des cellules tumorales et & un mauvais pronostique

(Collett et al. 2006).
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Figure 1.4 : Fonction dite ""canonique'" d'EZH?2 au sein du PRC2. EZH?2 vient se lier aux autres
sous-unités du PRC2. Par la suite, EZH2 va catalyser la triméthylation de la lysine 27 sur I’histone
3. Cette marque de méthylation condense la chromatine, prévenant alors 1’acces de la machinerie
transcriptionnelle a cette séquence d’ADN et conséquemment, inhibe la transcription. Cela cause
une répression des genes présents dans cette région de la chromatine. Ce phénomene est impliqué
dans plusieurs procédés cellulaires tels que la tumorigenese, la totipotence/pluripotence des
cellules souches, la différenciation cellulaire ainsi que dans le systtme immunitaire. EZH1 est
interchangeable avec EZH2 au sein du PRC2, mais sa fonction n’est pas la méme.

1.3.7.1) Mécanisme d’action

EZH2 agit comme une méthyltransférase d’histone et d’autres protéines nucléaires et
cytosoliques, principalement a travers son domaine SET C-terminale (Joshi et al. 2008). EZH2
possede une activité canonique liée a son role de méthyltransférase au sein du complexe PRC2
(Figure 1.4), mais posséde aussi un role indépendant de PRC2 (activité non-canonique) a travers
lequel EZH2 peut agir en tant que coactivateur transcriptionnel et médier des fonctions de
signalisation. Le role de EZH2 associé au complexe PRC2 inclus la méthylation de H3K27 ainsi
que la méthylation d’autres protéines qui ne sont pas des histones. En tant que sous-unité¢ du PRC2,
la triméthylation médiée par EZH2 sur H3K27 favorise la répression transcriptionnelle des genes
cibles (Cao and Zhang 2004). Un exemple de méthylation de protéines autre que des histones par
EZH2 au sein du PRC2 est la méthylation du facteur de transcription cardiaque GATA4, un

membre de la famille GATA des facteurs de transcription a doigts de zinc. La méthylation médiée
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par EZH2 réprime ’activité¢ de GATA4 (A. He et al. 2012). Le rdle non-canonique d’EZH2 a ¢été
observé pour la premiére fois dans le cancer de la prostate résistant a la castration (CPRC) que
I'"AKT phosphoryle EZH2 au niveau de son résidu sérine 21. Cet EZH2 phosphoryl¢ active ensuite
les récepteurs androgénes (RA), qui sont des facteurs de transcription. L'activation des RA soutient
alors la croissance du CPRC par l'activation de ses génes en aval (Xu et al. 2012). Le EZH2
phosphorylé peut également méthyler le transducteur de signal et l'activateur du géne de
transcription 3 (STAT3) pour activer la signalisation STAT3 dans les cellules souches de

glioblastome (Kim et al. 2013).

1.3.7.2) L’expression d’EZH2 dans les cancers du sein et son potentiel en tant que cible
thérapeutique

EZH2 a de nombreuses fonctions dans le développement cellulaire normal. Cependant, il
est lié¢ a l'initiation, a la progression et a la métastase du cancer lorsqu'il est muté ou que son
expression est altérée (Duan, Du, and Guo 2020). La surexpression d'EZH?2 et son association avec
de mauvais résultats cliniques ont été reconnues pour la premicre fois dans le cancer de la prostate
(Varambally et al. 2002). Par la suite, il a également été observé dans le carcinome de I'endométre
(Krill et al. 2020), le cancer gastrique (Gan et al. 2018), le cancer de I'cesophage (Qiu et al. 2020)
et le cancer du sein (Fumagalli et al. 2020; Kleer et al. 2003).

Dans le cancer du sein en particulier, 1'expression d'EZH2 est un marqueur d'agressivité.
Cette surexpression favorise la transformation néoplasique des cellules épithéliales mammaires et
favorise la croissance indépendante de l'ancrage et de 'activit¢ HDAC dans les cellules épithéliales
mammaires normales, contribuant au potentiel invasif du cancer du sein (Kleer et al. 2003). En
2012, Holm et al. ont caractérisé l'expression des marques EZH2 et H3K27me3 en utilisant
I'immunohistochimie et I’immunobuvardage dans les sous-types moléculaires et cliniques du
cancer du sein, identifiant une expression significativement différente d’EZH2 et de H3K27me3
dans chacun des sous-types de cancer du sein. La surexpression d’EZH?2 a été notée dans les CSTN,
montrant une corrélation inverse avec les niveaux de H3K27me3, suggérant un role important de
la fonction non-canonique d’EZH2 dans les CSTN (Holm et al. 2012). Le modele d'expression

EZH2 des CSTN était associé a une faible survie sans propagation de la tumeur originale.

Tel que mentionné plus tot, plusieurs inhibiteurs ont été développés pour EZH2, I'un d’eux

étant méme approuvé cliniquement. Les données courantes indiquent que le ciblage d’EZH2 dans
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les cancers du sein, incluant les CSTN, pourrait étre prometteur. En effet, bien que ces inhibiteurs
aient, en général, peu d’effets sur la prolifération et la survie des cellules de cancer du sein (tout
comme pour plusieurs autres types de cancers), les études préalables de la Dre Deblois ont
démontré que certaines tumeurs et conditions du microenvironnement, incluant des modifications
métaboliques, peuvent augmenter la sensibilit¢ des cellules CSTN aux inhibiteurs d’EZH2,
incluant dans les CSTN résistants aux thérapies (Marsolier et al. 2022; Deblois et al. 2020). Les
conséquences de I’inhibition de ’activité catalytiques d'EZH2, qui est le coeur de I’étude de ce

mémoire, ne sont pas encore toutes comprises.
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Chapitre 2 : Rationnel, hypothéses et objectifs

2.1) Mise en contexte

Le laboratoire de la Dre Deblois s’intéresse a la compréhension des mécanismes de
régulation réciproques des phénomenes épigénétiques et métaboliques dans les cancers du sein, en
particulier dans les CSTN. Les ¢études préalables de la Dre Deblois avaient identifi¢ des
reprogrammations épigénétiques importantes de la marque de triméthylation sur la lysine 27 de
I’histone 3 (H3K27me3) qui est modulée par ’enzyme épigénétique EZH2 dans les CSTN
résistants aux taxanes, un agent de chimiothérapie largement utilisé pour traiter les patients-es de
CSTN. Par ailleurs, la caractérisation du métabolisme cellulaire de ces modéles de résistance au
taxanes avait, en parall¢le, aussi révélé d’importantes adaptations du métabolisme cellulaire
incluant une augmentation de la dépendance a la glutamine et au glutathion. Les premiéres études
menées dans le laboratoire Deblois avaient suggéré qu’une régulation réciproque pourrait donc
exister entre ’activité d’EZH2 et les changements métaboliques observés dans les CSTN résistants
a la chimiothérapie. A partir de ces observations préliminaires, I’hypothése que les modifications
épigénétiques résultant de 1’activité d’EZH2 peuvent induire des reprogrammations du

métabolisme cellulaire dans les CSTN a été émise.

Ainsi, I’¢tude présentée dans ce mémoire découle d’une étude ou nous avons tenté
d’¢lucider un role potentiel de ’enzyme EZH2 dans la régulation du métabolisme des cellules
cancéreuses et de caractériser les mécanismes de cette régulation potentielle du métabolisme par

EZH2.

2.2) Hypothéses et objectifs

Les données préliminaires récoltées nous ont permis d’émettre 1’hypothese que 1’enzyme
épigénétique Enhancer Zeste of Homologue 2 (EZH2) joue un réle dans la régulation du profile
métabolique des cellules de cancer du sein triple-négatif, permettant ainsi une grande capacité
d’adaptation des cellules cancéreuses a leur environnement métabolique. Nous croyons de plus
que I’inhibition de cette régulation révele des vulnérabilités métaboliques qui pourraient
éventuellement étre exploitées pour sensibiliser les cancers du sein triple-négatifs aux inhibiteurs

épigénétiques.
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Nous avons fix¢é les 3 objectifs suivants pour tester cette hypothése :

1) Caractériser les voies métaboliques altérées a la suite de 1’inhibition de I’activit¢ d’EZH2 afin

de dresser un portrait de la reprogrammation métabolique résultant de cette inhibition dans les

CSTN;
2) Identifier les mécanismes transcriptionnels et épigénétiques impliqués dans cette régulation;

3) Déterminer les vulnérabilités métaboliques et épigénétiques résultant de ces reprogrammations

et pouvant étre exploitées pour freiner la prolifération des CSTN.

2.3) Approches expérimentales

2.3.1) Premier objectif de recherche : Caractériser les voies métaboliques altérées a la suite de
I’inhibition de ’activit¢ d’EZH2

Les données préliminaires de ce projet démarré par la Dre Deblois avaient révélé la
régulation transcriptionnelle de quelques génes métaboliques de la voie de la glutaminolyse et du
cycle TCA dans les cellules du CSTN. Cependant, afin d’étudier la reprogrammation du
métabolisme cellulaire en réponse a I’inhibition d’EZH2 dans un contexte métabolique plus global,
nous avons opté pour une approche initiale non-ciblée nous permettant d’explorer la
reprogrammation métabolique dans un contexte global. Pour supporter cette approche et les choix
du sous-type de cancer et des inhibiteurs (double ou spécifique), nous avions aussi pour but
d’effectuer des analyses de corrélation d’expression de signatures transcriptionnelles et d’études
de dépendance a I’aides de données publiques (TCGA et METABRIC) et d’outils d’analyse. Notre
objectif expérimental consistait donc a exploiter a la fois des données transcriptomiques publiées
et nos propres données de séquencage de I’ARN sur des cellules du CSTN traitées avec différents
inhibiteurs d’EZH2 (inhibiteurs doubles (EZH2/EZH]1 et inhibiteurs spécifiques a EZH2) ou par
sa déplétion a I’aide d’ARN d’interférence. Avec cette approche, nous voulions identifier une
signature de génes métaboliques qui est réactivée ou inhibée en réponse a I’inhibition d’EZH2.
Cette signature nous permettrait alors d’identifier des voies métaboliques étant potentiellement

altérées dans les CSTN a la suite de I’inhibition d’EZH?2.

Nous avons ensuite voulu supporter les signatures obtenues a 1’aide de profilage des
cellules en métabolomique. En effet, ’utilisation de la chromatographie en phase liquide suivi par

la spectrométrie de masse permet d’obtenir un profile quantitatif en temps réel des niveaux d’une
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vaste gamme de métabolites (environ 350) en réponse a I’inhibition d’EZH2 dans les cellules du
CSTN. Par la suite, puisque qu’il est difficile de conclure a partir des valeurs des niveaux globaux
des métabolites si 1’augmentation d’un métabolite résulte de son accumulation parce qu’il est
moins utilisé ou d’une synthése accrue parce qu’il est plus utilisé par la cellule, nous avons décidé
de complémenter ces données a 1’aide de tracage métabolomique par isotopes stables utilisant des
métabolites marqués au carbone-13. Cette approche permet de suivre I’incorporation du carbone
marqué dans les différents métabolites en aval (créant des isotopoméres stables) et de quantifier la
proportion de carbones issus d’un métabolite utilis¢ dans les différentes voies métaboliques en
aval. Ces profilages métabolomiques seront aussi complémentés par des essais avec 1’appareil
BioNova qui permet la quantification de consommation métabolique. Cette approche consiste a
quantifier les métabolites consommés ou relachés dans les milieux de culture, par suite des
différents traitements avec I’inhibiteur d’EZH2. Les résultats présentés dans ce mémoire nous ont
permis d’identifier des reprogrammations métaboliques observées de fagon tres consistantes a la
suite de D’inhibition d’EZH2 dans les cellules CSTN et de mieux comprendre les profils
métaboliques résultant de cette inhibition. Les expériences futures pour terminer cet objectif
incluront un tracage de glucose marqué (13C6-glucose) et de glutamine marquée sur 1’azote
(15N2-glutamine) ainsi que des expériences de profilage bioénergétiques avec le Seahorse

BioAnalyzer afin d’étudier un changement de dépendance bioénergétique.

2.3.2) Deuxiéme objectif de recherche : Identifier les mécanismes transcriptionnels et
épigeénétiques impliqués dans cette régulation

Dans un deuxieéme temps, nous voulions caractériser les mécanismes de régulation
transcriptionnels impliquant EZH2 et la marque épigénétique H3K27me3 dans le contrdle du
métabolisme cellulaire des cellules du CSTN. Pour ce faire, nous avons exploité des données
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-seq) de la marque H3K27me dans des cellules du
CSTN (MDA-MB436) et dans deux xénogreffes dérivées de patient de CSTN, qui furent générées
préalablement par la Dre Deblois (Deblois et al. 2020). Nous avons complémenté ces données avec
des données publiques de ChIP-seq pour la marque H3K27me3 et pour EZH2 (“ReMap2022”
n.d.). Notre approche expérimentale consistait a établir une liste de promoteurs de genes régulant
les métabolismes cellulaires identifiés a 1’aide d’outils d’enrichissement fonctionnels (GSEA) et
transcriptionnellement régulés en réponse a I’inhibition d’EZH?2 et d’établir si ces promoteurs sont

marqués par la modification répressive d’H3K27me3. Cette liste inclut donc des geénes
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métaboliques qui sont potentiellement des cibles directes d’EZH2. L’analyse de 1’enrichissement
des sites de liaison de facteurs transcriptionnels dans les promoteurs de ces genes nous indique
donc les facteurs de transcriptions ayant potentiellement la capacité de médier la régulation
métabolique a la suite de I’inhibition d’EZH2. Le role potentiel de I’un d’eux dans la réponse
métabolique de I’inhibition d’EZH?2 a ét¢é testé a I’aide d’ARN d’interférence en combinaison avec
I’inhibition pharmacologique d’EZH2. L’identification de facteurs contribuant a cette réponse
pourrait nous permettre d’identifier des cibles supplémentaires. Une caractérisation par ChIP ainsi

que des profilages transcriptionnels devront étre effectués afin de compléter cet objectif.

2.3.3) Déterminer les vulnérabilités métaboliques et épigénétiques résultant de ces
reprogrammations et pouvant étre exploitées pour freiner la prolifération des CSTN.

Les vulnérabilités métaboliques dans les cellules cancéreuses surgissent a la suite d’une
reprogrammation métabolique qui fait en sorte de « bloquer » le métabolisme cellulaire dans un
état peu flexible. Ce type de reprogrammation métabolique fait en sorte de créer une dépendance
quasi « obligatoire » envers une voie métabolique particuliere afin que la cellule ne puisse plus
recourir a des voies alternatives pour en compenser sa perte. Voila notre objectif expérimental
pour déterminer si des vulnérabilités métaboliques résultent de 1’inhibition d’EZH2 dans les
modeles CSTN. Nous avons identifié des voies métaboliques créant des dépendances dans les
CSTN a la suite de I’inhibition d’EZH2 a I’aide des données de BioNova (mesure de la
consommation de métabolites en temps réel) et des profils de métabolomique. Ces analyses nous
ont permis d’identifier des voies métaboliques fortement utilisées a la suite de I’inhibition d’EZH?2.
Nous avons donc utilisé des inhibiteurs métaboliques ciblant spécifiquement les enzymes identifiés
par notre analyse ou sinon les étapes limitantes de ces voies métaboliques (ou adopté une approche
de déplétion par siARN) afin d’explorer une synergie potentielle (ou un effet additif) entre
I’inhibition pharmacologique d’EZH2 et I’inhibition des voies métaboliques identifiées. Cette
approche nous a donc permis d’identifier un inhibiteur métabolique qui crée une augmentation de
la sensibilité a I’inhibition pharmacologique dans les cellules du CSTN. Ces résultats devront
éventuellement étre validés dans différents contextes cellulaires (incluant sur des xénogreffes de

CSTN in vivo).

46



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3.1) Culture et récolte cellulaire

Ce projet a été mené avec les modéles cellulaires du CSTN MDA-MB-436 (ATCC® HTB-
130™) et Hs-578T (ATCC® HTB-126™). Pour toutes les expériences, les cellules ont été cultivées
comme décrit précédemment (Deblois et al. 2020) et maintenues dans du milieu de culture Eagle
modifi¢ de Dulbecco (DMEM) supplémenté de 10 % de sérum bovin feetal Gibco (FBS) qui a été
inactivé par la chaleur (55 °C) pendant 1 heure. Chaque lignée cellulaire a été cultivée jusqu'a un
maximum de 20 passages. Les deux modeles cellulaires ont été conservés soit a 21 % d'oxygene a
37 °C, soita 1 % d'oxygene a 37 °C selon les expériences. Les cellules en culture ont été séparées
lorsqu’elles atteignaient une confluence d’environ 80 %. Le détachement des cellules a été fait
avec la trypsine (2,5 %) (Gibco™ 15090046) avant d’étre diluées avec le DMEM frais et comptées

afin d’obtenir la densité d'ensemencement souhaitée pour les expériences subséquentes.

Pour les expériences requérant des milieux de culture privés de glucose ou de glutamine,
les cellules ont été ensemencées dans du milieux complet 24h avant le changement pour le milieu
pauvre en nutriment. 24h suivant I’ensemencement, les milieux ont été changées pour des milieux
DMEM dépourvus de glucose ou glutamine ((“Wisent Bio Products” n.d.), fait sur mesure) puis
supplémentés avec 10% de FBS dialysé (“Wisent Bio Products” n.d.) et les quantités voulues de
glucose (4,5g par litre ou 0,09g par litre (“Wisent Bio Products” n.d.) et de glutamine (4mM ou
0,08mM, (“Wisent Bio Products” n.d.)). Pour les traitements aigus avec les inhibiteurs de 1’activité
d’EZH?2, les cellules ont été traitées avec 1uM des molécules UNC1999, GSK-126, EPZ-4638 ou
GSK-343 selon les doses optimisées préalablement dans ces lignées cellulaires (Deblois et al.
2020) pour 72-144h avant la récolte des cellules selon I’expérience. Pour les traitements en réponse
de dose avec I’inhibiteur de GLUT-1 (BAY-876) et I’inhibiteur de GCLC (BSO), les cellules ont
été prétraitées avec les inhibiteurs d’EZH2 comme décrit plus haut, 24h suivant le traitement avec
I’inhibiteur d’EZH2, les cellules ont ét¢ ensemencées a une dilution appropriée pour un test de
viabilité en plaques de 96 ou 24 puits puis traitées avec différentes dilutions de BAY-876 ou BSO
(100uM a 0.001uM) pour un autre 72h (total 96h de traitement avec inhibiteur EZH?2).

Pour les expériences avec I’ARN d’interférence de type siARN ciblant ERRa, les siARN
contre ERRa (siESRRA), et siARN controle (siC) ont été obtenus auprés de Thermo Fisher
(siESRRA: 4390824 - s4831; siC: 4390844). Les transfections ont été réalisées en suivant le
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protocole pour RNAIMAX (Rnaimax n.d.) sur cellules ensemencées selon les recommandations
du protocole. Les validations en immunobuvardages pour valider I’expression d’ERRa ont été

réalisées a l'aide d'un anticorps monoclonal de lapin anti-ERRa (Abcam 2131-1).

3.2) Réactifs

UNC1999 a été obtenu aupres de I'UHN Shanghai (UHN-2040-1431612, PO #20180829).
Le tazémétostat (EPZ-6438) a été obtenu par ’entremise de CedarLane auprés du fournisseur
ApexBio (code produit A8221-20). Le diméthylsulfoxyde (DMSO) a été utilisé comme témoin et
nous avons utilisé le BioReagent Hybri-Max™, filtré stérilement, adapté aux hybridomes, > 99,7
% de Sigma-Aldrich (D2650). Les composés BAY-876 et BSO ont été obtenus respectivement de
CedarLanes (BAY-876: 19961-25) et de Sigma-Aldrich (BSO: B2515-500MG) Le métanol MS-
grade pour D’isolation des métabolites a été obtenu chez Thermo Fisher. L’ARN pour les
expériences de séquencage d’ARN a été purifié¢ a 1’aide du kit de purification d’ARN de Qiagen
RNeasy Kit (27104). La transcription inverse des ARN en ADN complémentaire a été effectuée
avec la trousse de cDNA synthesis Sensi-Fast (FroggaBio #B10-65054) et avec I’instrument PCR
(cycleur thermique CI1000 Touch de BioRad). Les analyses de qPCR en temps réal ont été
effectuées avec le SYRB Green noROX (FroggaBio #BI0O-98005) et analysées avec 1’instrument
CFX96 Touch de BioRad. Les comparaisons statistiques ont €té complétées a 1’aide d’un test-t de
Student apparié Les amorces utilisées pour les qPCR sont énumérées dans la table ci-dessous. Les

anticorps utilisés pour ce projet sont:

Tableau 1: Anticorps utilisés pour ce projet

Nom Distributeur et numéro de catalogue

ERRa AbCam - ab76228
H3K27me3 Cederlane Labs - C15410069

GCLC Abcam - ab190685
A-Tubuline Sigma-Aldrich - T5168
Histone H3 Abcam - ab10799
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Tableau 2: Liste des amorces utilisées pour les PCR dans ce projet

Géne Séquences
cible de .
R Amorce avant Amorce inverse
I’amorce

ACSL1 AGGCATCACATTGCACCCTG GCCATCAGCAGGAGAAGAGA
ASNS CTCTGGCGACCAAAAGAAGC CCATCATTGCATCATCAACCTGA
COX7A2L GCTACAAAAGTTTTTCCAGAAAGC ATCAGGCAGTAGATGGTCCCT
CS GGGGTGCTGCTCCAGTATTA CTAAGGCTCGGCTCCAGATG
FBP1 GCCCCAATGGAAAGCTGAGA TTCAGGAACTCGAGCACGTC
FBP2 CCCTAAGGGCAAGCTCCG CTGGTGACCCCAGAATGAGG
G6PC GTGAGACTGGACCAGGGAAAG AGCAATGCCTGACAGGACTC
GCLC AGAAGAGAGCATCTGGAGAACT TCCAAGTAACTCTGGGCATTCA
GCLM TCACAATGATCCAAAAGAACTGC TCACAATGACCGAATACCGCA
GLS AGGTGGTGATCAAAGGCATTC TCCTCATTTGACTCAGGTGACA
GLUD GCGTTCTGCCAGGCAAATTA TGCAGAAGTTACATGTGAAGAGGA
GLUL CCGCACGTGTCTTCTCAATG GGGGAAGAGTTGGAGTGGGA
GOT1 GGCATGTTCAGCTTCACTGG TGGTGGTTAAGCCACTCACG
GOT2 GCTAAAGCCTGAACAGGTGG GTCTCTGTTTCCTCGCACCA
GPT CCTACCACTTCCGGATGACCA AAGAGCAAGTACAGTGGGCT
GPT2 AGACTGGCATCTGTGTCGTG CCTTCTGCAGCACCGTTTTC
HK1 ACGTGTCCTTCCTCCTGTCT GATCCCGGACTCTTAGCTGC
HK2 AGCTACATCCTCACTTTGCC AGGGGTTCTATCGCTGTCCA
IDH1 CAGAGGGTTAGCCCACAGAG GTCAGAACGTTGCACATTGGG
IDH2 ACGGCCTCAGCAATGTGAA TCCCCTAGAAAGGCCTCCAG
LDHA GGCAACCCTGCAACGATTTT AGTGACACACTATCATTGCCT
LDHB GTGCAGATACCCTGTGGGAC GGCTTTGATTCTGTGAGCCC
MAOA GGAACCTGCCCTCTGTTTCT CAGAACTTCAAGACCGTGGC
MDHI1 GTCAGGGACATCTGGTTTGGA GAGACCTTCAACAAACTTCCAGG
MDH?2 GTCTTCTCCCTTGTGGATGC CTCGATGCCCTTTTTCCCAAG
MEI1 CTGAAAATTGCAGAAAAGATTGTGA ACATCTGGGAGCGGACAAAT
ME2 CCAAGGGAGACTTTACCCACC CACAGGAGGGCTTGATGCAG
NDUFB3 GCTGAATATTACCTGGAGTCCCT ACCAGACAAGTAGGCTACAGAG
OGDH CCAAGCCCGTCTGGTATGC GAGAAGCAAGGGGCAGTCAT
PC CCTCACCCATGGAGGGTACT GCTTCTGTTGAAGGCTTGGG
PCK1 GGATCAAGTCAATGCCGACC CCCTCTCTTGCTCCTACTGC
PDHA2 CACATCTACTCCAGCGACCC CTGGTAGCCCCCTGAAGGTA
PDK4 GCTATCATCTACTTAAAGGCTTTGT CCAGTCATCAGCCTCAGAGC
SLC7A11 GCCCAGATATGCATCGTCCT GTTCTGGTTATTTTCTCCGACATT

3.3) Analyses statistiques

Les données d’expression transcriptionnelles de cancer du sein disponibles dans les
cohortes The Cancer Genome Atlas (TCGA) (Hoadley et al. 2018) et METABRIC (Curtis et al.
2012) ont été étudiées a 1’aide de 1’outil cBioportal (Cerami et al. 2012). La cohorte TCGA-
PanCancer a été filtrée pour les cancers du sein (BRCA). Les mesures statistiques sont obtenues
avec One-way Anova, et corrigées pour comparaisons multiples avec le test de Tukey. Les

graphiques de corrélation ont ¢été créés a I’aide de 1’outil MISTIC. Pour les graphiques
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d’associations, les mesures de statistiques sont obtenues par test d’hypotheése multiple (False
Discovery Rate). Les données de dépendance pharmacologiques et génétiques issues de criblage
CRISPR, d’inhibition d’ARN et de criblages de repositionnement de médicament ont été analysé

(drug repurposing) a I’aide de la plateforme DepMap (McFarland et al. 2018).

3.4) Essais de viabilité et de prolifération

Les cellules ont ét¢ maintenues comme décrit ci-dessus, ensemencées dans des plaques a
96 ou 24 puits et traitées avec les sondes épigénétiques, les médicaments métaboliques indiqués
ou complétées ou appauvries avec les métabolites indiqués. La viabilité cellulaire a été évaluée a
l'aide de cristal violet (0,5 g de poudre de cristal violet, 350 ml d'eau, 50 ml d'éthanol a 95 %, 100
ml d'eau) comme décrit précédemment (Deblois et al. 2016) ou a l'aide du test CellTiter-Glo
(Promega). La densité optique a ensuite été mesurée a 562 nm a 1’aide du lecteur de plaque The

Infinite® 200 PRO NanoQuant.

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide de GraphPad Prism version 9.4.1 pour
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). La comparaison de deux groupes a été effectuée
a l'aide d'un test t non apparié a deux queues, et la comparaison de plus de deux groupes a été
effectuée avec une ANOVA unidirectionnelle. La signification statistique a été acceptée a une
valeur P inférieure a 0,05. Des courbes de normalisation, de transformation et de meilleur
ajustement ont €té ajoutées a l'aide des fonctionnalités implémentées de GraphPad Prism. Tous
les résultats présentés représentent la moyenne d'au moins trois expériences répétées

indépendantes, chacune réalisée avec au moins trois répétitions techniques.

3.5) Séquencage de ’ARN

Les patrons d’expression transcriptionnels dans des cellules Hs 578T, traitées ou non, avec
I’inhibiteur d’EZH2/EZH1 (UNC1999, 1uM) ont été profilés. Les cellules ont été traitées pour 96h
avec 'inhibiteur d’EZH2, puis ’ARN fut extrait. Le temps de traitement avait été optimisé
auparavant selon la cinétique de diminution de la marque H3K27me3 dans les cellules Hs 578T
qui est optimale entre 72-96h) (Deblois et al. 2020). L’ARN a été purifié et séquencé (PolyA-
purification, Nextseq500-- 75 cycles Single-End) et les séquences obtenues ont été analysées par

la plateforme de bio-informatique de I’IRIC.
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Des comparaisons de I’expression des genes dans les cellules Hs 578T avant et apres
traitement avec UNC1999 (1uM UNC1999 (96h) versus Sulfoxide de diméthyle, DMSO) ont été
faites a I’aide de I’outils DESeq2 (Love, Huber, and Anders 2014). L’outil Gene Set Expression
Analysis (GSEA, version 4.0.5; Broad Institute) (Subramanian et al. 2005) a ensuite été utilisé pour

I’analyse de la fonction des génes différentiellement exprimés avec le traitement UNC1999.

L’expression différentielle d’une sélection des genes métaboliques identifiés dans cette
expérience de séquencage d’ARN a ¢été validée a I’aide de PCR quantitatifs (QPCR) en utilisant
I’ARN extrait de cellules de CSTN (Hs 578T et MDA-MB436), traitées ou non avec UNC1999
ou EPZ-6438; 1uM) ainsi que dans des PDX de tumeurs du CSTN, traitées ou non avec I’inhibiteur
UNC1999 (300mg par kg; 6x par semaines, pour 6 semaines) (¢chantillon généré préalablement

dans (Deblois et al. 2020)).

3.6) Extraction de protéines, immunobuvardages et analyses

Les protéines ont été extraites de 2 a 3 millions de cellules a 1'aide de tampons d'extraction
spécifiés, notamment le tampon de lyse a 4 © C (25 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-
40, désoxycholate de sodium a 1 %, SDS a 0,1%) additionnés d'inhibiteurs de protéase
(Complete™, Mini, Protéase I sans EDTA (SigmaOAldrich 4693159001) a une concentration de
20 X), un tampon de lyse RIPA a 4 ° C légérement modifi¢ (50 mmol/L Tris HCI, pH 8, 150
mmol/L NaCl, I mmol/L EDTA, 1 % NP-40, 0,25 % désoxycholate), ou un tampon d'extraction
acide (0,4 mol/L HCI) et neutralisé¢ avec du phosphate dibasique de sodium. Tous les extraits
cellulaires ont été soumis a une sonication dans le systeme de sonication Q800R3 OSonica pendant
10 minutes avec des impulsions de 30 secondes marche/30 secondes arrét a une amplitude de 60
% a 4 °C. Les lysats ont ensuite été centrifugés a 4°C pendant 15 minutes a vitesse maximale. Le
surnageant a été recolleté dans de nouveaux tubes et la concentration en protéines a été vérifiée
avec la trousse d'analyse de protéines Pierce BCA (ThermoFisher Scientific 23227) conformément

au protocole.

Des quantités égales de protéines de lysat (10 a 50 ug) ont été soumises a une électrophorese
sur des gels d'acrylamide de 8 a 15 %, selon la taille des protéines. Les protéines ont ensuite été

transférées sur une membrane a l'aide du systéme de transfert Trans-Blot® Turbo™.
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Les membranes ont ensuite €té bloquées pendant une heure sur un agitateur a température
ambiante dans du Tris-buffered saline-T 1X (TBS et Tween20) avec du lait a 5 %. Une fois le
blocage terminé, les membranes ont été soigneusement rincées avec du PBS 1X froid et incubées
dans des anticorps primaires avec les spécifications de chacun, pendant une nuit a 4 ° C sur un
agitateur. Le lendemain, les anticorps primaires ont été récupérés, et les membranes ont été lavées
3 fois 10 minutes avec du TBS-T 1X froid, incubées dans les anticorps secondaires pendant une
heure, et lavées a nouveau avec du PBS 1X froid 2 fois 5 minutes. Toutes ces étapes ont été
réalisées a température ambiante sur un agitateur. La présence de protéines d'intérét a ensuite été

révélée par ECL+ (chimiluminescence améliorée).

3.7) Métabolomique

3.7.1) Analyses des métabolites intracellulaires de modeéles de CSTN

Les cellules Hs 578T et MDA-MB-436 ont été exposées a I’inhibiteur d’EZH2/EZH1
(UNC1999, 1uM). Apres 96 et 144h de traitement, les milieux de culture conditionnés ont été
récoltés et les métabolites qu’ils contiennent ont analysés a I’aide de 1’instrument BioNova400©
par la plateforme de métabolomique du Goodman Cancer Institute (GCI) de I’Université de
McGill. Les niveaux de métabolites obtenus par analyse spectrale ont €té¢ normalisé€s par le nombre
de cellules respectives de chaque échantillon pour quantification. Les comparaisons des valeurs

obtenues par la quantification LC-MS ont ét¢ analysés selon des test-t non-couplés.

Pour le profilage des métabolites intracellulaire des cellules Hs 578T en réponse au
traitement avec UNC1999 (1uM, 96h), les cellules ont été incubées dans des plaques a 6 puits dans
3 ml de milieu pendant 96 heures. Les cellules ont été bricvement lavées avec 1 ml de solution
saline glacée (0,9 % de NaCl dans de 1'eau) deux fois avant l'extraction des métabolites. Les
meétabolites ont été extraits dans du méthanol a 80 %, séchés dans un concentrateur sous vide et
stockés a -80 °C jusqu'a une analyse plus approfondie. Les métabolites ont été reconstitués dans
le solvant de I'échantillon (eau : méthanol : acétonitrile, 2 : 1: 1, v/v) avec un volume proportionnel
au nombre de cellules ; 3 pl ont été injectés pour I'analyse métabolomique. L'intensité maximale
LC-MS (surface de pic intégrée) de chaque métabolite a été utilisée pour calculer le rapport
d'abondance relative. L'intensit¢ maximale a été normalisée par quantile et I'enrichissement
différentiel des métabolites a été calculé entre les cellules Hs 578t traitées ou non au UNC1999

(1uM, 96h) a I'aide d'une ANOV A unidirectionnelle. Pour I'analyse de la distribution de masse des
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isoprotomeres et la LC-MS, les cellules ont été ensemencées en quatre exemplaires dans des
plaques de 100 mm, cultivées a 50 % de confluence et traitées avec le controle ou 1'UNC1999
pendant 96 heures avant de remplacer le milieu par 7 mL de DMEM a haute teneur en glucose
appauvri en l-glutamine (“Wisent Bio Products” n.d.) additionné de 10 % de FBS dialys¢ (“Wisent
Bio Products” n.d.) et de 4 mM de 1-13C5-glutamine (uniformément marquée, Cambridge Isotope
Laboratories, 99 %) ou de l-glutamine non marquée (Sigma-Aldrich Co). Aprés des impulsions de
30 minutes ou de 4 heures, les cellules ont été extraites et soumises a une analyse LC-MS du flux
de glutamine en glutamine, glutamate et aKG, comme décrit précédemment (Gravel, Avizonis,
and St-Pierre 2016). Les corrections matricielles pour 'analyse des traceurs ont été effectuées

comme décrit précédemment (Deblois et al. 2016).
3.7.2) Tracage de la glutamine

Les cellules Hs 578T préalablement traitées avec UNC1999 (1uM, 96h) ont été exposées
a un milieu de culture ou la glutamine a été remplacée par une glutamine dont les 5 carbones sont
marqués au carbone-13 (*Cs-glutamine). Les métabolites intracellulaires ont été extraits aprés 30
minutes, 2h ou 6h d’exposition avec la glutamine marquée. Les métabolites extraits pour chacun
des temps ont été analysés par LC-MS, comme expliqué auparavant (ion pairing, centre de

métabolomique, GCI, McGill).
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Chapitre 4 : Résultats

4.1) L’expression de la méthyltransférase EZH2 est augmentée dans les cancers
du sein de sous-type Basal.

Des études récentes suggérent un role de la reprogrammation de la marque épigénétique
H3K27me3 et de I’activité d’EZH?2 dans la réponse et la résistance a la chimiothérapie dans les
CSTN (Deblois et al. 2020; Marsolier et al. 2022). EZH2 posséde a la fois une fonction canonique
a travers son association au complexe PRC2 et une activité non-canonique (PRC2-indépendant).
Nous avons donc dans un premier temps évalué 1’association entre EZH2, les cofacteurs
constituant PRC2 et les différents sous-types de cancer du sein. Nous avons étudié¢ les données
d’expression transcriptionnelles de cancer du sein disponibles dans les cohortes The Cancer
Genome Atlas (TCGA) (Hoadley et al. 2018) et METABRIC (Curtis et al. 2012) a I’aide de I’outil
cBioportal (Cerami et al. 2012), Dans les 2 cohortes étudiées, les niveaux d’expression du geéne
codant pour la méthyltransférase EZH2 (EZH?2) est significativement augmentée dans les cancers
du sein de type Basal (enrichis pour les CSTN) selon la classification PAMS50 (Korde et al. 2010)
relativement aux autres sous-types (Figure 4.1A-B). Nous observons aussi que les niveaux
d’expression des autres membres du complexe PRC2 (incluant SUZ12, EED, RBBP4, RBBP?7,
JARID?2 et AEBP?2) varient entre les différents sous-types de cancer du sein (cohorte TCGA-
PanCancer filrés pour cancers du sein (BRCA)) et qu’en général, I’expression de plusieurs d’entre
eux est aussi significativement plus élevée dans les tumeurs de sous-type Basal relativement aux
autres sous-types (Figure 4.1C-H). Nous concluons donc que les facteurs du complexe PRC2 sont

plus exprimés dans les tumeurs du sein de sous-type Basal relativement aux autres sous-types.

La méthyltransférase EZH1, encodée par un gene (EZHI) homologue a EZH2, peut
substituer EZH2 au sein du complexe PRC2, ou elle y assure la fonction de méthyltransférase.
Cependant, il n’est pas connu si les complexes PRC2 incluant EZH2 ou EZHI1 ont la méme
fonction et s’ils partagent les mémes cibles génomiques. Nous avons observé que 1’expression du
gene EZH1 est inversement corrélée a celle du gene EZH?2 dans les cancers du sein ((r = -0.34),
cohorte TCGA-PanCancer) (Figure 4.1I). De plus, son expression est significativement plus
¢levée dans les tumeurs Luminales A et Luminales B relativement aux tumeurs Basales (Figure
4.1J) (cohorte TCGA-PanCancer). Des résultats similaires sont obtenus en utilisant la cohorte

METABIC (non montr¢). Ces observations suggerent que la méthyltransférase EZH2 est I’enzyme
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Figure 4.1: L expression de la méthyltransférase EZH2 est augmentée dans les cancers du
sein de sous-type Basal.

A. Expression de I’ARN messager (ARN messager quantifi¢ par micro-puces; représentée en
Log?2) du géne EZH?2 dans les tumeurs du cancer du sein de la cohorte METABRIC. Les tumeurs
sont séparées en sous-groupes selon leur sous-type déterminé a 1’aide de PAMS0. Les mesures
statistiques sont obtenues avec One-way Anova, et corrigées pour comparaisons multiples avec le
test de Tukey. B. Expression de ’ARN messager (ARNm quantifi¢ séquencage d’ARN analysé
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avec RNA-Seq by Expectation Maximization (RSEM); représentée en Log2) du géne EZH?2 dans
les tumeurs du cancer du sein de la cohorte TCGA. Les tumeurs sont séparées en sous-groupes
selon leur sous-type déterminé a 1’aide de PAMS0. Les mesures statistiques sont obtenues avec
One-way Anova, et corrigées pour comparaisons multiples avec le test de Tukey. C. Méme analyse
qu’en B, pour le géne SUZI2. D. Méme analyse qu’en B, pour le géne EED. E. Méme analyse
qu’en B, pour le géne JARID?2. F. Méme analyse qu’en B, pour le géne AEBP2. G. Méme analyse
qu’en B, pour le géne RBPP7. H. Méme analyse qu’en B, pour le géne RBPP4. 1. Graphique de
corrélation entre 1’expression de I’ARN messager (MRNA, RSEM); des geénes EZH?2 (axe Y) et
EZH]I (axe X) dans les tumeurs du cancer du sein de la cohorte TCGA (Breast Cancer, BRCA)
effectué¢ a I’aide de I’outil MISTIC (Lemieux et al. 2017). Les couleurs indiquent les sous-types
de chacune des tumeurs définis par PAMS50. J. Méme analyse qu’en B, pour le géne EZH 1. Corr.P
values : P <0.033(*); P <0.0021(**); P. <0.0002(***); P < 0.00001(****).

de méthylation principale du complexe PRC2 dans les tumeurs de type Basal alors que les
tumeurs du sein de sous-type Luminal utilisent potentiellement EZH1 de facon préférentielle. Nous
ignorons si des complexes PRC2 utilisant préférentiellement EZH1 ou EZH2 dans différents sous-

types de cancers sont redondants et permettent les mémes fonctions.

4.2) L’expression accrue de la méthyltransférase EZH2 est associée a un
mauvais pronostique dans les tumeurs du sein du sous-type Basal.

Puisque I’expression d’EZH2 est augmentée dans les tumeurs Basales relativement aux autres
sous-types de tumeurs du sein nous avons étudié 1’association entre la Probabilité de survie des
patients (Probability of Overall Survival, OS) et les niveaux d’expression d’EZH?2. Les hauts
niveaux d’EZH?2 dans les tumeurs sont associées a un plus faible taux de survie dans les tumeurs
de sous-type Basal (Hazard Ratio (HR) : 2.02; logrank P : 0.004) de types Luminal A (HR : 1.98;
logrank P : 0.00037), mais n’est pas associ¢ a la survie dans les autres sous-types de cancer du sein
(Figure 4.2A). Outre EZH?2, les niveaux d’expression des autres membres du complexe PRC2 ne
sont pas associés a de faibles taux de survie dans aucun des sous-types de tumeurs du sein, a
I’exception de RBPP4 dans les tumeurs de sous-type Basal (données non-présentées). Des hauts
niveaux d’expression d’EZHI sont associés a un taux de survie favorable, uniquement dans les

tumeurs du sein de type Luminal B (HR : 0.52; Logrank P : 0.006) (Figure 4.2B).
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Figure 4.2: L’expression accrue de la méthyltransférase EZH2 est associée a un mauvais
pronostique dans les tumeurs du sein du sous-type Basal.

A. Graphique Kaplan-Meier (Kaplan-Meier Plotter (Gyorftfy 2021)) montrant 1’association entre
les niveaux d’expression de I’ARN messager du géne EZH?2 et la probabilité de survie des patients
(Overal Survival) dans les tumeurs du cancer du sein de la cohorte TCGA filtrée pour les différents
sous-type Basal. Les patients sont séparés en deux groupes selon le meilleur seuil de performance
entre les quartiles. Les mesures de statistiques sont obtenues par test d’hypothese multiple (False
Discovery Rate, FDR). HR: Hazard Ratio. B. Méme analyse qu’en A, pour le géne EZHI.

4.3) L’inhibition de ’activité d’EZH?2 impacte peu la prolifération de lignées
cellulaires CSTN de sous-type Basal.

Une étude par la Dre Deblois (Deblois et al. 2020) avait rapporté que le traitement de PDX
provenant de tumeurs Basales avec un double inhibiteur d’EZH2/EZH1 (UNC1999 (300mg par
kg; 6x /semaines pour 6 semaines)) n’a pas d’effet sur la croissance et le volume tumoral.
L’inhibition pharmacologique d’EZH2 ou sa délétion/déplétion peut avoir un effet sur la
prolifération/viabilité/croissance tumorale dans des contextes ou les cellules cancéreuses sont pré-
exposées a un stress (ex. chimiothérapie) (Deblois et al. 2020; Marsolier et al. 2022). Nous avons
validé les effets des doubles inhibiteurs d’EZH2/EZH1 (UNC1999 ou GSK343) et des inhibiteurs
spécifiques d’EZH2 (GSK126, EPZ-6438 (aussi appelé¢ Tazverik®/Tazemotostat®)) sur la
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Figure 4.3: L’inhibition de I’activité d’EZH2 a peu d’impact sur la prolifération des lignées
cellulaire du CSTN de sous-type Basal.

A. Courbes de viabilité relative des cellules MDA-MB436 en réponse a des doses variables des
inhibiteurs d’EZH1/EZH2 (UNC1999, GSK343) et des inhibiteurs spécifiques d’EZH2 (EPZ-
6438, GSK126) mesuré a 20% d’oxygene (O2) ou 1% Oz. Barres d’erreur : déviation standard.
n=4; B. Méme analyse qu’en A, pour la lignée cellulaire Hs 578T. C. Immunobuvardages (western
blots) représentant les niveaux protéiques de la marque H3K27me3 suite au traitement de MDA -
MB-436 ou Hs 578T avec les inhibiteurs d’EZH2 pour 96h. Les niveaux de H3 (total) sont utilisés
comme contréle de chargement. D. Graphique représentant les effets de perturbation de survie
résultant de la délétion du gene EZH?2 dans 47 lignées de cancer du sein, a partir du jeu de données
CRISPR (DepMap 22Q2 Public+Score, Chronos). Gene Score de 0 : gene non-essentiel; Gene
Score de 1 : médiane des génes communs essentiels. E. Graphique représentant 1’analyse de
I’enrichissement des groupes de genes (Gene Set Enrichemnt Analysis, GSEA) basé sur le jeu de
données Hallmark of Cancer (MSigDB) pour les 100 premiers génes montrant une codépendance
avec la délétion d’EZH?2 dans la cohorte CRISPR (DepMap 22Q2 Public+Score, Chronos).
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prolifération des lignées cellulaires CSTN de sous-type Basal (Hs 578T et MDA-MB-436) a I’aide
d’essais de crystal violet. Ni la double inhibition de EZH2-EZHI, ni I’inhibition spécifique
d’EZH2 n’ont eu d’effet sur la viabilité ou croissance cellulaire (96h) (Figure 4.3A-B), méme si

la marque H3K27me3 est bien inhibée (Figure 4.3C)

Nous avons ensuite examiné des données de dépendance pharmacologiques et génétiques
issues de criblage CRISPR, d’inhibition d’ARN et de criblages de repositionnement de
médicament (drug repurposing) a I’aide de la plateforme DepMap (McFarland et al. 2018). La
délétion du géne EZH2 par CRISPR est significativement sélective a travers une cohorte de 1086
lignées cellulaires (issus de différents types cellulaires), ce qui signifie que ce géne n’est pas
essentiel mais que certaines lignées cellulaires sont sensibles a sa délétion. Les données montrent
que les lignées de cancer du sein sont peu sensibles a la déplétion de EZH2 (Figure 4.3D). Les
lignées cellulaires qui ont une dépendance a 1’expression d’EZH2, ont aussi une codépendance a
différents génes codant pour les membres du complexe PRC2 (ex. EED, SUZ12, etc.). De fagcon
intéressante, on a remarqué qu’elles sont aussi codépendantes a la délétion/déplétion de génes qui
encodent des enzymes du métabolisme cellulaire spécifiques, incluant des enzymes régulant le
cycle du TCA, la phosphorylation oxydative (OXPHOS), I’adipogénése, le métabolisme des acides
gras et le métabolisme des xénobiotiques (Figure 4.3E). Cette observation suggere que la
sensibilité a I’inhibition d’EZH2 pourrait étre associée a une dépendance métabolique spécifique
qui est présente dans certaines cellules cancéreuses (ex. les cellules qui sont sensibles a 1’inhibition

d’OXPHOS, du métabolisme xénobiotique ou des acides gras).

4.4) L’inhibition d’EZH?2 affecte des voies métaboliques dans les modéles de
CSTN

Pour étudier si I’activit¢ d’EZH2 joue un rdle sur le controle du métabolisme dans les
CSTN, nous avons profilé les patrons d’expression transcriptionnels dans des cellules Hs 578T,
traitées ou non, avec I’inhibiteur ’EZH2/EZH1 (UNC1999, 1uM). Les cellules ont été traitées
pour 96h avec I’inhibiteur, puis ’ARN fut extrait. Le temps de traitement avait été optimisé
auparavant selon la cinétique de diminution de la marque H3K27me3 dans les cellules Hs 578T
qui est optimale entre 72-96h) (Deblois et al. 2020). L’ARN a été purifié et s€équencé (PolyA-
purification, Nextseq500-- 75 cycles Single-End) et les séquences obtenues ont été analysées par

la plateforme de bio-informatique de I’IRIC. Nous avons comparé 1’expression des genes dans les
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Figure 4.4: L’inhibition d’EZH?2 affecte des voies métaboliques dans les modéles de CSTN

A. Diagramme en volcan (volcano plot) représentant les changements de niveaux d’expression
(Log2(Fold Change)) et la valeur statistique (-Log(pvalue)) obtenus par séquencage de I’ARN
dans les cellules Hs 578T avec et sans traitement UNC1999 (1uM, 96h; n=4;). Chaque point
représente un géne. Rouge = génes dont 1’expression est significativement augmentée suite au
traitement; Bleu : geénes dont I’expression est significativement diminuée suite au traitement
(adjusted p-value < 0.05). B. Graphique représentant 1’analyse de I’enrichissement des groupes de
genes (Gene Set Enrichemnt Analysis, GSEA) basé sur le jeu de données Hallmark of Cancer
(MSigDB) pour les génes différentiellement exprimés suite au traitement UNC1999 dans les

60




cellules Hs 578T a partir du RNA-seq en A. NES = normalized enrichment score. FDR <0.1. C.
Méme analyse GSEA qu’en B mais basé sur le jeu de données Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG). FDR < 0.1. D. Quantification par PCR quantitatif en temps réel (RT-qPCR)
des changements d’expression de génes représentatifs des voies métaboliques identifiées en B et
C al’aide d’amorces spécifiques. Barres d’erreur : déviation standard; * p-value < 0.05; ** p-value
< 0.01; *** p-value < 0.001 (Test-t Student appari¢). E. Représentation en Heatmap de la
quantification par RT-qPCR des changements d’expression de génes représentatifs des voies
métaboliques identifiées en B et C a I’aide d’amorces spécifiques dans des PDX de CSTN traitées
ou non avec UNC1999 (300mpk, 6w; n=4).

cellules Hs 578T avant et aprés traitement avec UNC1999 (1uM UNC1999 (96h) versus
Sulfoxide de diméthyle, DMSO) a 1’aide de I’outils DESeq2 (Love, Huber, and Anders 2014).
Nous avons observé que 373 geénes ont une expression significativement augmentée a la suite du
traitement UNC1999 (expression génique différentielle EGD > 1; p-value ajustée (adj-p) < 0.05)
et 84 geénes dont I’expression est diminuée a la suite du traitement UNC1999 (Figure 4.4A). Nous
avons ensuite examiné la fonction des génes différentiellement exprimés avec le traitement
UNCI1999 avec ’outil Gene Set Expression Analysis (GSEA, version 4.0.5; Broad Institute)
(Subramanian et al. 2005). Les geénes significativement induits avec 1’inhibiteur UNC1999 (1uM;
96h) sont enrichis pour la signalisation KRAS, la réponse interféron gamma et le métabolisme des
cellules béta et diabéte (Liberzon et al. 2011; “KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes” n.d.), adj-p <0.0001, score d’enrichissement normalis¢ (NES) >1) (Figure 4.4B-C). De
facon intéressante, 1’inhibition d’EZH2 dans les cellules Hs 578T a aussi induit I’expression de
plusieurs génes qui régulent le métabolisme cellulaire tels que le métabolisme des acides gras
(Hallmark of cancer; p <0.0001, NES=1.31), le métabolisme des xénobiotiques (Hallmark of
cancer ; p <0.0001, NES=1.29), le métabolisme du cholestérol (Hallmark of cancer ; p=0.016,
NES=1.47), le métabolisme des acides aminés : sélénoaminoacides, alanine-aspartate-glutamate,
cystéine-méthionine, arginine-proline et des glycolipides et glycérolipides (KEGG, adj-p <0.0001,
NES >1.26). Les genes dont I’expression est diminuée avec UNC1999 ne sont pas enrichis pour
aucun groupe de genes dans la base de données Hallmark of Cancer mais ils sont enrichis
significativement pour des fonctions reliées au métabolisme cellulaire en utilisant la base de
données KEGG (métabolisme de la glycine, sérine and thréonine, glycolyse-gluconéogénése et
pentose-phosphate) (adj-p <0.01, NES >1.11) (Figure 4.4C; barres bleues). L’expression
différentielle d’une sélection des génes métaboliques identifiés dans I’expérience de séquencage
d’ARN a ensuite été validée a I’aide de PCR quantitatifs (QPCR) en utilisant I’ARN extrait de
cellules de CSTN (Hs 578T et MDA-MB436), traitées ou non avec UNC1999 ou EPZ-6438; 1uM)
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(Figure 4.4D) ainsi que dans des PDX de tumeurs du CSTN, traitées ou non avec 1’inhibiteur
UNC1999 (300mg par kg; 6x par semaines, pour 6 semaines) (échantillon généré préalablement
dans (Deblois et al. 2020)) (Figure 4.4E). Dans I’ensemble, 1’étude des changements d’expression
des geénes a la suite de I’inhibition d’EZH2 dans les modeles du CSTN suggerent que la
méthyltransférase EZH2 pourrait jouer un réle dans la régulation transcriptionnelle de certaines

voies métaboliques dans les CSTN.

4.5) L’inhibition de ’activité enzymatique d’EZH?2 perturbe le métabolisme du
glucose dans les cellules du CSTN.

Le glucose peut jouer plusieurs roles importants pour les cellules cancéreuses. Notamment,
il sert de nutriments importants pour les cellules cancéreuses et son métabolisme intracellulaire
permet d’assurer la production d’ATP par la glycolyse et d’alimenter le cycle du TCA, ’OXPHOS
et la voie des Pentose Phosphates (Figure 4.5A, région rose). Parce que I’inhibition d’EZH2 induit
des changements dans 1’expression de génes métaboliques qui régulent la glycolyse, nous avons
étudié si le traitement avec UNC1999 influence la consommation de glucose et la sécrétion du
produit final de la glycolyse, le lactate, par des cellules du CSTN. Les cellules Hs 578T et MDA-
MB-436 ont été exposées a I’inhibiteur d’EZH2/EZH1 (UNC1999, 1uM). Apres 96 et 144h de
traitement (assez de temps pour permettre la consommation et production de métabolites), les
milieux de culture conditionnés ont été récoltés et les métabolites qu’ils contiennent ont analysés
a ’aide de I’instrument BioNova400©, qui permet la quantification du glucose, du lactate, du
glutamate et de la glutamine, qui représentent 4 métabolites permettant de définit I’état
bioénergétique des cellules. Des milieux de cultures non-exposés aux cellules (naifs) sont aussi
utilisés en tant que contrdles pour permettre de quantifier les niveaux de métabolites consommés
et sécrétés par les cellules durant les 96-144h de traitement. Nous avons observé que la
consommation de glucose et la sécrétion de lactate, qui indiquent I’activité¢ glycolytique des
cellules, ne sont pas significativement changés par le traitement des cellules du CSTN avec
UNC1999 (Figure 4.5B-C). 1l y une faible augmentation (p<0.05) de la sécrétion de lactate a la
suite du traitement dans les cellules Hs 578T. Ces observations suggérent que 1’inhibition d’EZH2
n’impacte pas la consommation de glucose ou le taux de production de lactate (par la glycolyse)
dans les cellules du CSTN en réponse au traitement, malgré que I’on a observé une diminution de

I’expression des geénes liés a la glycolyse (voir Figure 4.4). Cependant, il est possible que des
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voies métaboliques connexes puissent étre induites et faire diverger 1’utilisation de glucose (eg.
Voie du Pentose Phosphate (PPP)), ce qui pourrait moduler 1’activité glycolytique des cellules sans

changer la consommation de glucose.

Pour examiner plus en détails I’'impact de I’inhibition d’EZH2 par UNC1999 sur le
métabolisme du glucose, nous avons profilé les niveaux de métabolites intracellulaires dans les
cellules Hs 578T en réponse au traitement avec UNCI1999 (1uM, 96h). Les métabolites
intracellulaires ont été purifiés a I’aide d’une extraction au méthanol tel que décrit précédemment
(Gravel, Avizonis, and St-Pierre 2016). Ils ont ensuite été analysés et quantifiés en spectrométrie
de masse suivant une chromatographie en phase liquide (LC-MS; pairage d’ions (ion-pairing)).
L’analyse de spectrométrie de masse a été performée avec la collaboration de la plateforme de
métabolomique du Goodman Cancer Institute (GCI) a 'universit¢ McGill. Les niveaux de
métabolites obtenus par analyse spectrale ont été normalisés par le nombre de cellules respectives
de chaque échantillon pour quantification. L’analyse de métabolomique a révélé une augmentation
significative (p<0.05) des niveaux globaux de métabolites issus des étapes initiales de la glycolyse
(glucose-6-phosphate (G6P)), fructose-1,6-bisphosphate (F1,6-BP), 2,3-bisphosphoglyceric acid
(2,3-BPG)) (Figure 4.5D) et des métabolites issus de la synthese de purine (phosphoribosyl
pyrophosphate (PRPP), inosine monophosphate (IMP)) (Figure 4.5E) suite au traitement des
cellules Hs 578T avec UNC1999. La synthéese de purines a partir du PRPP requiére la disponibilité
de Ribose-5-Phosphate (R5P) et I’activité du PPP, mais aucun changement significatif a la suite
du traitement UNC1999 n’a été observé pour les métabolites du PPP (R5P et Ribulose-1,5-
bisphosphate (R1,5P)) dans les cellules Hs 578T (Figure 4.5F). Cependant, il faut noter que la
quantification globale des métabolites intracellulaires n’indique pas nécessairement une
augmentation ou une diminution de 1’abondance d’un métabolite donné. Par exemple,
I’augmentation des niveaux d’un métabolite peut signifier que sa synthése est accrue, ou que son
utilisation est diminuée, résultant en son accumulation. Donc, il est possible que la voie du PPP
soit augmentée, sans que 1’on détecte une augmentation des niveaux globaux des métabolites du
PPP. Pour les mémes raisons, 1’accumulation des métabolites dans la glycolyse pourrait indiquer
soit que la glycolyse est augmentée ou alors que des métabolites de la glycolyse s’accumulent a
cause d’une diminution de leur utilisation. Etant donné que les génes de la glycolyse sont diminués

apres le traitement UNC1999 (Figure 4.4), cette dernicre option est la plus probable.
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Figure 4.5: L’inhibition de Dactivité enzymatique d’EZH2 perturbe le métabolisme du

glucose dans les cellu

A. Diagramme représentant les voies métaboliques principales du carbone central. Le nom des
genes est indiqué en rouge, les voies métaboliques en vert. La voie surlignée en rose est la voie de
la glycolyse. B. Quantification des niveaux de glucose par BioNova© dans les milieux de culture
conditionnés suite au traitement avec UNC1999 (1uM; 96 et 144h). Barres d’erreur : déviation
standard; n=4; * p-value < 0.05; (unpaired t-test. C. Méme analyse qu’en B pour le lactate. D.
Quantification par LC-MS des métabolites intracellulaire de la glycolyse dans les cellules Hs 578T
suite au traitement UNC1999 (1uM, 96h). Barres d’erreur : déviation standard; n=4; * p-value <
0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value < 0.001 (unpaired t-test). E. Méme analyse qu’en D pour les
métabolites de la biosynthese de purine. F. Méme analyse qu’en D pour les métabolites du PPP.

En résumé, nous concluons donc que I’inhibition d’EZH2 dans les cellules du CSTN
n’affecte pas la consommation de glucose mais pourrait changer son utilisation a travers la

glycolyse. Comme décrit dans la discussion, des expériences supplémentaires (tragage par isotope

les du CSTN.
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stable, profilage bioénergétique) seront nécessaires pour ¢Elucider complétement les

reprogrammations du métabolisme du glucose par I’inhibition d’EZH2.

4.6) L’inhibition de P’activité enzymatique d’EZH2 augmente la consommation
de glutamine et change son utilisation dans les cellules CSTN.

Parce que I’inhibition d’EZH2 induit des changements dans 1’expression de geénes qui
encodent des enzymes régulant le métabolisme des acides aminés (Figure 4.4), nous avons voulu
mesurer les changements de consommation et d’utilisation d’acides aminés a la suite de
I’inhibition d’EZH2 (UNC1999; 1uM, 96 et 144h). Les milieux de culture conditionnés et naifs
obtenus a la suite de I’inhibition d’EZH2 dans les cellules MDA-MB436 et Hs 578T ont été
analysés a 1’aide de I’instrument BioNova400©. Nous observons que les deux lignées cellulaires
¢tudiées absorbent une plus grande quantité de glutamine et sécrétent une plus grande quantité de
glutamate que les cellules non-traitées apres 96 et 144h suivant le traitement avec UNC1999
(Figure 4.6A-B). Nous avons aussi extrait les métabolites résiduels dans les milieux de culture
conditionnés et naifs, traités ou non avec UNC1999 (1uM, 96 et 144h) a I’aide d’une extraction
au méthanol tel que décrit précédemment (Gravel, Avizonis, and St-Pierre 2016). Les métabolites
isolés par LC-MS sur colonne IntradaAA (McGuirk et al. 2013), permettent la détection d’une
vaste gamme d’acides aminés (en collaboration avec la plateforme de métabolomique du GCI,
McGill). Nous observons une augmentation significative de la consommation de plusieurs acides
aminés par les cellules du CSTN a la suite du traitement avec ’inhibiteur d’EZH2 (UNC1999)
pour 96h, incluant une augmentation de la consommation de glutamine, d’aspartate, de cystine, de

méthionine et leucine (Figure 4.6C).

L’augmentation de la consommation de glutamine pourrait signifier une utilisation accrue
de cet acide aminé dans les diverses voies métaboliques qui sont alimentées par la glutamine,
incluant la biosynthése des purines et pyrimidines, la biosynthése de glutathion (servant a la
détoxification des especes oxydées réactives (ROS) et a la réponse antioxydante), la biosynthese
d’acides aminés, ainsi que la production d’acide alpha-cétoglutarique, permettant I’utilisation de
la glutamine comme source bioénergétique alimentant le cycle du TCA (Figure 4.6D, région
bleues). De plus, la sécrétion du glutamate est souvent reliée a I’absorption de cystine, a travers un

récepteur intégral membranaire contre-transporteur (x-CT), La cystine, peut par la suite étre
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utilisée par les cellules cancéreuse lors de stress ou de traitements cytotoxiques afin d’alimenter la

biosynthése du glutathion (GSH), qui permet la détoxification et la capacité antioxydante.

L’analyse des données de métabolomique intracellulaire LC-MS, décrites a la Figure 4.5
a révélé une augmentation significative (p<0.05) des niveaux d’acides aminés branched chain
(valine, isoleucine) a la suite du traitement avec UNC1999 (Figure 4.6E). Nous observons aussi
la diminution intracellulaire des acides aminés glutamine, aKG et lysine (Figure 4.6F), ce qui
pourrait indiquer leur utilisation accrue pour alimenter des voies métaboliques alternatives. En
particulier, cette observation est intéressante pour la glutamine dont les niveaux globaux sont
diminués dans les cellules a la suite du traitement avec UNC1999 alors que les cellules
consomment plus de glutamine a la suite du traitement. Nos résultats suggerent donc une
augmentation de la consommation et de 1’utilisation de glutamine a la suite du traitement par

UNCI1999 dans les CSTN.

Nous avons ensuite fait une expérience de tragage métabolomique de la glutamine pour
étudier des changements possibles dans ’utilisation intracellulaire de la glutamine a la suite du
traitement avec UNC1999 dans les cellules Hs 578T. Les cellules ont été exposées a un milieu de
culture ou la glutamine a été remplacée par une glutamine dont les 5 carbones sont marqués au
carbone-13 (*Cs-glutamine), augmentant donc la masse de ce métabolite de 5 unités. Les
métabolites intracellulaires ont été extraits aprés 30 minutes, 2h ou 6h d’exposition avec la
glutamine marquée dans les cellules Hs 578T préalablement traitées ou non avec UNC1999 (1uM)
pour 96h. Les métabolites extraits pour chacun des temps ont été analysés par LC-MS (ion pairing,
centre de métabolomique, GCI, McGill). La distribution des isotopomeres de masse des
métabolites en aval de la glutamine a travers différentes voies métaboliques alimentées par la
glutamine nous permet d’identifier les changements dans I’utilisation de la glutamine par les
cellules a la suite de I’inhibition d’EZH2 (Figure 4.6G). L’analyse des résultats de tracage en LC-
MS nous a permis d’identifier une augmentation du marquage du glutamate (m+5) et de I’aKG
(m+5) aprés 30 minutes d’exposition a la 3Cs-glutamine (Figure 4.6H). Ces résultats suggérent
donc une augmentation de ’utilisation de la glutamine pour la synthése de glutamate et aKG, ce
qui indique une augmentation de de la glutaminolyse. Puisque que les niveaux globaux d’oKG
sont diminués dans les cellules a la suite de 1’inhibition d’EZH2 (Figure 4.6F), ce résultat de

tragage suggere que I’augmentation de la glutaminolyse pourrait permettre une utilisation accrue
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Figure 4.6: L’inhibition de ’activité enzymatique d’EZH2 augmente la consommation de

glutamine et module son utilisation dans les cellules du CSTN.

A. Quantification des niveaux de la glutamine par BioNova© dans les milieux de culture
conditionnés a la suite du traitement avec UNC1999 (1uM; 96 et 144h). Barres d’erreur : déviation
standard; n=4; * p-value < 0.05; (t-test non-couplé). B. Méme analyse qu’en A pour le glutamate.
C. Diagramme représentant les voies métaboliques principales du carbone central. Le nom des
genes est indiqué en rouge, les voies métaboliques en vert. Les voies surlignées en bleu indiquent
les voies utilisant la glutamine. D. Quantification par LC-MS (IntradaA A) des métabolites présents
dans les milieux conditionnés a la suite du traitement UNC1999 (1uM, 96h) dans les cellules Hs
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578T. Barres d’erreur: déviation standard; * p-value < 0.05 (t-test non-coupl¢). E. Quantification
par LC-MS des métabolites intracellulaire d’acides aminés branched chain dans les cellules Hs
578T suite au traitement UNC1999 (1uM, 96h). Barres d’erreur : déviation standard; n=4; * p-
value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value < 0.001 (t-test non-coupl¢). F. Méme analyse qu’en
E pour les métabolites en aval de la glutamine. G. Schéma représentant le marquage des
isotopomeres en aval de la glutamine par suite du tragage avec 13C5-glutamine. H. Quantification
de I’incorporation du 13-C dans les isotopomeres de la voie de la glutaminolyse a la suite de
I’analyse par LC-MS ion pairing. Barres d’erreur : déviation standard; n=4; * p-value < 0.05; **
p-value < 0.01 (t-test non-couplé).

de I’aKG pour alimenter le cycle du TCA. Il sera intéressant d’étudier le marquage d’autres
isotopomeres en aval de la glutamine et du o KG pour identifier les voies métaboliques auxquelles
la glutamine contribue lorsqu’EZH2 est inhibé. De plus, la glutamine est une source d’azote pour
la synthése de purines et pyrimidines avec PRPP (Figure 4.6C). C’est donc impossible d’identifier
la contribution de la glutamine dans la formation de purines et pyrimidines avec cette expérience
car la glutamine est marquée sur les carbones. Il serait intéressant de performer un tracage

d’isotopomeres avec une glutamine marquée sur 1’azote (15N) pour d’étudier la contribution de la

glutamine dans la synthése de purines et pyrimidines a la suite de 1’inhibition d’EZH2.

4.7) L’inhibition d’EZH2 change la sensibilité des cellules du CSTN aux
modulations du métabolisme du glucose et de la glutamine.

Nos résultats de séquencage d’ARN et de métabolomique a la suite de I’inhibition d’EZH2
dans les cellules CSTN ont montré une diminution d’expression des génes de la glycolyse et une
accumulation des métabolites glycolytiques. L’inhibition d’EZH2 pourrait perturber la glycolyse
dans les cellules du CSTN, et rendre les cellules moins dépendantes au glucose. Afin de tester cette
hypothese, nous avons cultivé des cellules du CSTN (Hs 578T et MDA-436) dans un milieu de
culture complet (4.5g glucose/L) ou dans un milieu pauvre en glucose (0.225¢g glucose/L). A I’aide
d’essais de viabilité par crystal violet, nous avons observé qu’alors que les cellules non-traitées
sont trés sensibles a la déprivation de glucose, I’inhibition d’EZH2 par UNC1999 (1uM, 96h)
diminue la sensibilité des cellules a la privation de glucose (Figure 4.7A). Cette protection contre
les perturbations de la glycolyse par ’inhibition d’EZH2 est aussi observée avec le composé Bay-
876, un inhibiteur du transporteur de glucose-1 (GLUT-1), car le traitement avec UNC1999 ou
EPZ-6438 diminuent la sensibilité a I’inhibition de. GLUT-1 par Bay-876 (Figure 4.7 B). Nous
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Figure 4.7: L’inhibition d’EZH2 change la sensibilité des cellules du CSTN aux modulations
du métabolisme du glucose et de la glutamine.

A. Mesure de la viabilité par crystal violet a la suite du traitement des cellules MDA-MB-436
(gauche) et Hs 578T (droite) avec UNC1999 (1uM; 96 et 144h) exposées a des milieux de culture
complets (4.5g/L) ou privés de glucose (0.275g/L). Barres d’erreur : déviation standard; n=4; * p-
value < 0.05; (paired student t-test). B. Mesure des changements de viabilité des cellules MDA -
MB-436 et Hs 578T traitées ou non avec UNC1999 (1uM, 96h) en réponse a une gamme de doses
de I’inhibiteur de GLUT-1 (Bay-876). Barres d’erreur : déviation standard; n=4. C. Méme analyse
qu’en A pour les cellules exposées a des milieux privés de glutamine (4mM vs 0.8mM). D. Méme
analyse qu’en B pour le traitement avec une gamme de doses de Buthionine Sulfoximine (BSO)
avec ou sans UNC1999 (1uM; 96h) ou EPZ-6438 (1uM; 96h). E. Immunobavardage (western
blot) démontrant les niveaux protéiques de GCLC dans les cellules MDA-MB-436 et Hs 578T
exposées a UNC1999 (1uM; 96h) ou EPZ-6438 (1uM; 96h). Alpha-tubulin est utilis¢ comme
contrdle interne. F. Immunobavardage (western blot) montrant les niveaux protéiques de GCLC
dans les cellules MDA-MB-436 exposées a BSO (1uM; 72h) et UNC1999 (1uM; 96h) ou EPZ-
6438 (1uM; 96h). Alpha-tubulin est utilis€ comme contrdle de chargement.

concluons donc que I’inhibition pharmacologique d’EZH2 diminue la dépendance au glucose dans

les cellules du CSTN.
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Nos résultats de transcriptomique et métabolomique indiquaient aussi une augmentation de
I’expression des geénes du métabolisme des acides aminés et une augmentation de la consommation
de glutamine et de la glutaminolyse a la suite du traitement avec UNC1999, ce qui pourrait
suggérer une dépendance accrue pour ce métabolite a la suite de I’inhibition pharmacologique
d’EZH2. Pour tester cette hypothése, nous avons cultivé les cellules de CSTN (MDA-MB-436 et
Hs 578T) dans des milieux de culture complets (4mM) ou dans des milieux faibles en glutamine
(0.08mM). A I’aide d’essais de viabilité par crystal violet, nous avons observé que I’inhibition
pharmacologique d’EZH2 par UNC1999 (1uM, 96h) augmente la sensibilité¢ des cellules a la
privation de glutamine (Figure 4.7C). Nous observons aussi une augmentation de la sensibilité
des cellules du CSTN aux inhibiteurs de de la biosynthése du glutathion (un métabolite dont la
production requiert la glutamine) avec un inhibiteur de Glutathione Citrate Lyase (GCLC/GCLM),
le BSO (Figure 4.7D), a la suite de I’inhibition pharmacologique d’EZH2. Nous observons
d’ailleurs une légere augmentation des niveaux protéiques de GCLC a la suite du traitement avec
UNC1999 (1uM, 96h), ce qui pourrait contribuer a la sensibilité accrue au BSO (Figure 4.7E). En
résumeé, nos observations indiquent que I’inhibition d’EZH?2 augmente la dépendance des cellules
du CSTN pour la glutamine et sensibilisent a la perturbation du métabolisme de la glutamine, alors

qu’elle diminue la dépendance des cellules pour le glucose.

4.8) Le facteur de transcription Estrogen-Related Receptor-alpha (ERR)
contribue en partie aux changements métaboliques résultant de I’inhibition
d’EZH2 dans les cellules du CSTN.

Puisque nos résultats suggerent une augmentation de la dépendance a la glutamine et une
diminution de la dépendance au glucose lors de I’inhibition d’EZH2 dans les cellules du CSTN,
nous avons voulu comprendre les mécanismes qui régulent cette transition métabolique. Nous
avons utilisé des données existantes de séquengage d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP-
seq) profilant la maque épigénétique H3K27me3 dans les cellules MDA-MB-436 et dans une PDX
issue de tumeur du CSTN (Deblois et al. 2020), pour voir si les génes régulant les voies
métaboliques affectés par I’inhibition d’EZH2 (en RNA-seq) pourraient étre directement régulés
par cette modification épigénétique. Méme si nous observons la marque H3K27me3 au promoteur
de certains des geénes codant pour les enzymes métaboliques régulant les voies identifiées (ex.
Lactate Dehydrogenase B (LDHB), Glutamate Amonia Lygase (GLUL), Solute Carrier Family 6

member 1 (SLC6A1)) (Figure 4.8A), plusieurs autres génes impliqués dans les voies métaboliques
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altérées par I’inhibition d’EZH2 ne posseédent pas de marque H3K27me3 a leur promoteur.
H3K27me3 pourrait aussi contrdler ces genes par d’autres régions plus distales. Cependant, ces
observations suggerent un mécanisme plus global de régulation transcriptionnelle des genes
métaboliques a la suite de 1’inhibition d’EZH2. Nous avons donc étudié¢ 1’enrichissement de sites
de liaison de facteurs de transcription dans les séquences des promoteurs des génes métaboliques
induits a la suite de I’inhibition pharmacologique d’EZH2 dans les cellules du CSTN (-800 a +200
paires de bases autour du site d’initiation de la transcription des génes issus de la Figure 4.4B-C,
fonctions de béta-oxydation des acides gras, métabolisme des xénobiotiques, métabolisme du
cholestérol, et le métabolisme des acides aminés). Nous avons utilisé les s€quences des promoteurs
accessibles par ATAC-seq dans ces cellules de CSTN et de PDX (Deblois et al. 2020) comme
contrdle pour identifier I’enrichissement de sites de liaison pour les facteurs de transcription dans
les promoteurs des génes métaboliques a I’aide de 1’outil Homer (findmotif.pl, version 4.4 (Heinz
et al. 2010)). Nous avons identifi¢ que les facteurs de transcription LEF1, FOXF2, CHX10,
FOXMI, ESRRA, POU2F1 et PBX1 (Figure 4.8B) sont enrichis dans les promoteurs des genes
métaboliques régulés par I’inhibition pharmacologique d’EZH2. L'accessibilité de ces sites de
recrutement des facteurs de transcription est augmentée suite au traitement avec les inhibiteurs
d'EZH1/EZH2. Méme si plusieurs de ces facteurs peuvent étre reliés au métabolisme cellulaire,
nous nous sommes intéressés au facteur Estrogen-Related Receptor-alpha (ERRa) étant donné sa
fonction connue dans la régulation du métabolisme cellulaire des cellules de cancer du sein,
incluant la régulation de la glutaminolyse (Deblois and Giguére 2013).

Une étude antérieure avait rapporté une augmentation de 1’expression de ERRa a la suite
de I'inhibition de EZH2 par EPZ-6438 dans différentes lignées cellulaires de cancer du sein
(Kumari et al. 2018). L’inhibition pharmacologique d’EZH2 par UNC1999 ou EPZ-6438 (1uM,
96h) n’augmente pas les niveaux de la protéine ERRa dans les cellules MDA-MB-436 et les
augmente tres faiblement dans les Hs 578T, ou les niveaux de base sont faibles (Figure 4.8C).
Nous avons ensuite examiné si ERRa joue un role dans la régulation des effets métaboliques
résultants de I’inhibition pharmacologique d’EZH?2 dans les cellules du CSTN. Nous avons déplété
la protéine ERRa a I’aide d’un ARN d’interférence de type siARN ciblant spécifiquement le
transcrit de ESRRA (le géne codant pour ERRa) dans les cellules MDA-MB-436 et Hs 578T.
Nous avons validé que la transfection avec le siERRa induit la diminution (dégradation) de la

protéie ERRa dans les cellules Hs 578T et MDA-MB436 comparativement a la transfection avec
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Figure 4.8: Le facteur de transcription Estrogen-Related Receptor-alpha (ERRa) contribue,
en partie, aux changements métaboliques résultant de I’inhibition d’EZH?2 dans les cellules
du CSTN.

A. Représentation graphique des immunoprécipitations de chromatine pour H3K27me3 dans les
cellules MDA-MB-436 (bleu clair) ou PDX de CSTN (bleu fonc¢) sur des régions génomiques
couvrant des promoteurs de génes métaboliques dont I’expression est augmentée avec 1’inhibition
d’EZH2. Les régions génomiques sont indiquées selon 1’assemblage du génome humain hg38. B.
Graphique représentant I’enrichissement (Homer Findmotif.pl, version 4.4 (Heinz et al. 2010) de
sites de liaison de divers facteurs de transcription dans les séquences des promoteurs des genes
métaboliques dont I’expression est changée avec le traitement UNC1999 dans les cellules du
CSTN (en RNA-seq). C. Immunobuvardages (western blot) démontrant les niveaux protéiques de
ERRa et de H3K27me3 dans les cellules MDA-MB-436 et Hs 578T exposées a UNC1999 (1uM;
96h) ou EPZ-6438 (1uM; 96h). Alpha-tubuline et H3 total sont utilisés comme controle interne.
D. Immunobavardages (western blot) démontrant les niveaux protéiques de ERRa et de
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H3K27me3 dans les cellules MDA-MB-436 et Hs 578T transfectées avec le si-ARN ciblant le
gene ESRRA (ERRa). Alpha-tubuline est utilis€ comme contrdle interne. E. Mesure de la viabilité
par crystal violet dans les cellules Hs 578T exposées a différents niveaux de glutamine dans le
milieu de culture et transfectées ou non avec le siESRRA et prétraitées ou non avec UNC1999
(1uM; 96h) ou EPZ-6438 (1uM; 96h). Barres d’erreur : déviation standard; (2way ANOVA
corrigé pour comparaison multiples avec Test de Tukey); n=4; **** p-value < 0.001.

le controle (siC) (Figure 4.8D). Nous avons ensuite effectu¢ un test de viabilité sur les
cellules traitées ou non avec I’inhibiteur d’EZH2 UNC1999 (1uM, 96h) ou EPZ-6438 (1uM, 96h)
dans un milieu faible en glutamine, en présence ou en absence de du siERRa.. Nous avons observé
que la déplétion d’ERRa prévient partiellement I’effet de UNC1999 sur la dépendance accrue a la
glutamine dans les cellules du CSTN (Figure 4.8E). Ce résultat suggére qu’ERRa pourrait
contribuer a la réponse métabolique des cellules du CSTN lors de I’inhibition d’EZH2. Cependant,
le role potentiel d’ERRa dans la diminution de la dépendance au glucose a la suite de I’inhibition
d’EZH2 devrait aussi étre examiné. Ces résultats préliminaires devront étre validées dans d’autres

contextes cellulaires et a I’aide d’autres siARN ciblant ERRa et avec un inhibiteur de ERRa (ex.

le Composé 29, C29) (Deblois et al. 2016).

Inhibition pharmacologique de

Inhibition ' “ ;
. . I'anaplérose de la glutamine
pharmaaﬂcéglggge dEZHZ  (cB-839) et métabolisme du
glutathion (BSO)
@

_

Changement de
dépendance métabolique,
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glutamine, activation du
facteur de transcription
ERR-alpha (régulation
métabolique)

Mort cellulaire Mort cellulaire

Figure 4.9: Schéma représentant les conclusions principales des résultats obtenus pour ce
projet de recherche.
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Chapitre 5 : Discussion

Dans ce mémoire, nous avons ¢étudié une fonction potentielle de la méthyltransférase EZH2
dans la régulation du métabolisme cellulaire des cellules de cancer du sein triple-négatifs. Nous
avons observé une expression élevée du géne codant pour EZH2 spécifiquement dans les tumeurs
du sein de type Basales. Nous observons que son expression est associée a un mauvais pronostique
dans les tumeurs du sein Basales et Luminales B. Nous avons ensuite montré que 1’inhibition
pharmacologique de 1’activité enzymatique de EZH2 (qui diminue les marques de H3K27me3) a
I’aide de I’inhibiteur double UNC1999, entraine des changements d’expression des génes qui sont
associées a des fonctions métaboliques, malgré le fait qu’aucun effet n’est observé sur la croissance
et la survie des cellules ou des tumeurs. Il serait intéressant d'étudier des marqueurs d'apoptose ou
autre mécanisme de mort cellulaire ou d’arrét prolifératif afin de bien étudier le mécanisme qui
impacte la viabilité ces cellules suite au traitement avec les inhibiteurs. En particulier, nous avons
observé une augmentation de 1’expression des génes controlant le métabolisme du cholestérol, des
acides gras et des acides aminés alors qu’une diminution des genes régulant la glycolyse est
observée a la suite du traitement des cellules du CSTN avec I’inhibiteur UNC1999. Les études de
métabolomique en spectrométrie de masse ont suggéré une reprogrammation métabolique des
cellules du CSTN a la suite du traitement avec l’inhibiteur UNC1999, caractérisée par une
diminution de la dépendance au glucose (et possiblement de la glycolyse) et une augmentation de
la dépendance a la glutamine et au métabolisme de la glutamine. Nous avons ensuite montré que
les changements métaboliques résultant de I’inhibition pharmacologique de 1’activité enzymatique
d’EZH2 crée une nouvelle vulnérabilité métabolique dans les cellules de CSTN. Finalement nous
avons avancé I’hypothése que le facteur de transcription Estrogen-Related Receptor-alpha
(ERRa) pourrait jouer un role mécanistique dans cette réponse, en contrélant les changements

métaboliques résultant de I’inhibition de I’activité d’EZH2 (Figure 5.1)

L’étude présentée dans ce mémoire suggere pour la premiére fois un rdle métabolique pour
EZH2 dans les modeles de cancer du sein. Plusieurs éléments et mécanismes soutenant cette

fonction demeurent a élucider et sont décrits ci-dessous.
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5.1) EZH2 joue un role important dans le cancer du sein triple négatif.

5.1.1) Les niveaux d’EZH2 (et non EZH1) sont associés a un mauvais pronostic dans les cancers

du sein de sous-type triple-négatifs

Tel que rapporté a la Figure 4.1 de ce mémoire, les niveaux d’expression d’EZH?2 sont
significativement plus ¢levés dans les cancers du sein de sous-type Basal (enrichis pour les tumeurs
du CSTN) que dans les autres sous-types de cancer du sein. Il est a noter que 1’expression d’EZH1,
une méthyltransférase paralogue qui peut substituer EZH2 dans le complexe PRC2 est plus
significativement élevée dans les tumeurs luminales (Luminal A) que dans les autres sous-types et
que son expression est inversement corrélée a celle d’EZH2 dans les cancers du sein. L’expression
anti-corrélée de EZH2 et EZH1 pourrait suggérer que les deux protéines assurent l’activité
enzymatique de méthyltransférase dans le complexe PRC2 et pourraient étre interchangeables.
Cependant, les analyses présentées a la Figure 4.2 suggérent qu’alors qu’une expression élevée
d’EZH2 est associée a un mauvais pronostic dans les tumeurs Basales, tel n’est pas le cas pour
I’expression élevée d’EZHI, qui est quant a elle associée a un bon pronostic dans les tumeurs
Luminales B (tout comme SUZI12). Cette observation suggere que EZH2 et EZH1 pourraient
donner lieu a différentes fonctions du complexe PRC2, tel que préalablement suggéré (X. Shen et
al. 2008). Comme notre étude utilise principalement la molécule UNC1999, qui inhibe a la fois
I’activité¢ de EZH2 et EZHI, il serait important de répéter les expériences d’expression génique,
de métabolomique et de survie avec des inhibiteurs spécifiques de I’activité¢ de EZH2 (ex. EPZ-
6438, GSK-126) ou en utilisant des siARN contre EZH2 ou EZH]1 afin de bien comprendre le rdle
spécifique que joue chacune de ces enzymes dans les mécanismes métaboliques rapportés ici et

d’évaluer si EZH1 contribue aussi aux observations rapportées dans ce projet.

5.1.2) Le role d’EZH2 dans le contrdle du métabolisme cellulaire dans un contexte PRC2-
dépendant et PRC2-indépendant.

Des études préalables ont rapporté des fonctions d’EZH2 qui sont indépendantes de son
activit¢ de méthyltransférase et du complexe PRC2. Notre étude utilise des inhibiteurs
pharmacologiques de la fonction enzymatique (méthyltransférase) d’EZH2 (UNC1999, EPZ-
6438) afin de bloquer son activité dans les modéles du CSTN utilisés. L utilisation des inhibiteurs
dans notre étude suggere que I’activité enzymatique de méthyltransférase d’EZH?2 est requise pour

les changements métaboliques observés dans cette ¢tude. Cependant, des données de d’autres
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membres du laboratoire indiquent que les traitements avec ces inhibiteurs n’affectent pas la
stabilité et les niveaux protéiques d’EZH2 dans les cellules du CSTN. C’est donc possible que
certains effets métaboliques observés soient aussi reliés a 1’activité résiduelle non-canonique
d’EZH2 (indépendante de PRC2 et de son activité de méthyltransférase). De plus, a la Figure 4.2
nous avons noté que I’expression d’aucun autre membre du complexe PRC2 n’est associée a un
mauvais pronostic dans les tumeurs Basales. Pour la suite de ce projet, il sera important d’examiner
plus en détail les roles PRC2-dépendants et indépendants de EZH2 dans les CSTN, a 1’aide
d’inhibiteurs du complexe PRC2 (inhibiteur EED A-395 (Y. He et al. 2017)), d’ARN
d’interférence ciblant spécifiquement EZH2, ainsi que des siARN ciblant les unités structurelles
et essentielles du complexe PRC2 (eg. SUZ12). Méme si le role d’EZH2 est habituellement associé
a la modification épigénétique H3K27me3, de nombreuses études récentes ont décrit ce role
PRC2-indépendant d’EZH2, incluant dans les tumeurs du sein de type Basal (Lawrence and
Baldwin 2016). Cet aspect devra étre adressé en détail pour permettre une compréhension

complete du role d’EZH2 dans la régulation du métabolisme des cancer du sein.

5.2) La méthyltransférase EZH2 joue un role dans la régulation du métabolisme
des CSTN.

Cette étude met en lumiere un role de la méthyltransférase EZH2 dans la régulation du
métabolisme cellulaire des cellules Basales du CSTN. Les données présentées ici suggerent une
perturbation du métabolisme du glucose et une augmentation de la dépendance a la glutamine a la
suite de I’inhibition pharmacologique de I’activité de EZH?2 par la molécule UNC1999 dans les
cellules de CSTN.

5.2.1) La régulation de la glycolyse par EZH2 dans les CSTN

Les résultats présentés dans ce mémoire suggerent une perturbation de la glycolyse dans
les cellules du CSTN suite a I’inhibition pharmacologique d’EZH2 avec UNC1999. La diminution
de I’expression des genes et I’accumulation des métabolites de la glycolyse pourraient suggérer
une diminution de Dactivité glycolytique qui créerait 1’accumulation des métabolites
intermédiaires de la glycolyse car ils seraient moins utilisés. Aussi, comme la consommation de
glucose n’est pas affectée par I’inhibition d’EZH2, c’est possible qu’il soit métabolisé vers des
voies divergentes a la glycolyse (ex. le PPP). Des expériences de tragage métabolomique avec du

glucose marqué au carbone-13 (tracage avec isotope stable) permettraient d’explorer cette
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possibilité et d’identifier les changements potentiels dans 1’utilisation des molécules de glucose
par les cellules du CSTN lors de I’inhibition d’EZH2. Nos résultats suggerent qu’une transition
entre une dépendance au glucose vers une dépendance accrue a la glutamine pourrait avoir lieu
lors du traitement avec un inhibiteur EZH2. Cependant, des expériences de profilages
bioénergétiques par Seahorse® BioF X Analyzer permettant de mesurer 1’activité glycolytique, en
plus des tragages d’isotopes stables de glucose et de glutamine seraient nécessaires pour étudier
plus en détails les changements d’activité glycolytique et la transition vers une dépendance a la
glutamine a la suite de I’inhibition d’EZH2 dans les cellules du CSTN. Etant donné la grande
dépendance des tumeurs du CSTN pour le métabolisme du glucose, I’étude de la régulation de

cette voie par EZH2 pourrait étre d’une grande importance.

5.2.2) L’augmentation de la dépendance a la glutamine a la suite de I’inhibition pharmacologique
d’EZH2 dans les CSTN

L’augmentation de la dépendance a glutamine observée dans les cellules du CSTN traitées
avec I’inhibiteur EZH2 suggeére une nouvelle vulnérabilité métabolique induite suite au traitement.
Méme si la glutamine est un nutriment essentiel dans les milieux de culture des cellules
cancéreuses in vitro, son role au sein des tumeurs solides in vivo est moins clair. Il a été montré
que I’augmentation de la glutaminolyse peut jouer un rdle dans la croissance et la résistance aux
thérapies dans les cancers du sein (Deblois et al. 2016, 2020) et I’inhibiteur de glutaminase (CB-
839) est présentement en étude clinique dans les CSTN (phase2) (DeMichele et al. 2016). Pour ces
raisons, il sera éventuellement important de tester la synergie entre 1’inhibition de la glutaminolyse
par CB-839 et I’inhibition d’EZH2 dans différents modeles de CSTN, incluant sur des mode¢les de
CSTN in vivo (ex. PDX ou modé¢les murins). Il est a noter que d’autres études récentes ont aussi
rapporté cette synergie entre 1’inhibition d’EZH2 et I’inhibition de la glutaminolyse (Gu et al.
2019; Liu et al. 2021). A notre connaissance, notre étude est la premiére a rapporter une interaction

entre I’inhibition d’EZH2 et de la synthese du glutathion.

5.2.3) La régulation des voies métaboliques alimentées dépendantes a la glutamine par EZH2 dans
les CSTN

En plus de la régulation de la consommation de glutamine et la régulation de la
glutaminolyse, notre ¢tude a identifié¢ d’autres voies métaboliques alimentées par la glutamine qui

pourraient étre modulées a la suite de 1’inhibition d’EZH2 dans les CSTN. En effet, nous avons
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observé des augmentations de I’expression des geénes régulant le métabolisme des acides aminés
ainsi que le cycle du TCA. Nous avons aussi observé une augmentation des métabolites
intermédiaires de la synthése des purines et pyrimidines. Toutes ces voies métaboliques utilisent
la glutamine et pourraient contribuer aux effets métaboliques observés a la suite de I’inhibition
pharmacologique d’EZH?2. Le tragage d’isotope stable de la glutamine marquée dans les voies du
cycle du TCA, de la synthése d’acides aminés et de la glutamine marquée au 15-N dans les voies
de la synthése de purine et pyrimidine pourraient permettre d’identifier les changements
d’utilisation de la glutamine vers ces autres voies métaboliques a la suite de 1’inhibition d’EZH2

dans les cellules du CSTN.

5.2.4) La régulation d’autres voies métaboliques a la suite de I’inhibition d’EZH2 dans les CSTN

Nos données de transcriptomique générées a la suite de 1’inhibition pharmacologiques
d’EZH2 dans les cellules CSTN suggérent un role d’EZH?2 dans la régulation du métabolisme du
cholestérol et des acides gras. Ces fonctions ont déja été rapportées pour I’activité d’EZH2 dans
d’autres modeles de cancers (Wan et al. 2018). Considérant I’importance du métabolisme des
acides gras et du cholestérol dans les tumeurs et cellules de cancer, incluant les CSTN, il serait

intéressant d’investiguer un réle potentiel d’EZH2 dans cette régulation dans les CSTN.

5.2.5) L’importance d’étudier les changements métaboliques dans différents mode¢les.

La reprogrammation métabolique induite par I’inhibition pharmacologique d’EZH2 avec
UNCI1999 devra étre profilée dans d’autres lignées cellulaires afin d’obtenir un portrait complet
des changements métaboliques résultant de I’inhibition d’EZH?2 et pour évaluer la reproductibilité
des changements observés dans les cellules Hs 578T et MDA-MB-436. Comme il a été
préalablement rapporté que les cellules Hs 578T possédent une activité métabolique de base tres
glycolytique (Q. Wu et al. 2020), il est possible que les changements observés a la suite du
traitement avec UNC1999 diffeérent dans des cellules du CSTN possédant un profile métabolique
de base plus oxydatif. Tel que mentionné plus haut, il faudra aussi valider ces résultats dans des
modeles de CSTN in vivo puisqu’il est connu que les conditions de culture in vitro affectent les

profiles métaboliques (et épigénétiques) des cellules cancéreuses.
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5.3) La régulation mécanistique et transcriptionnelle des changements
métaboliques en réponse a I’inhibition d’EZH?2

Dans cette étude, nous avons identifié des facteurs de transcription dont les sites de liaison
sont enrichis dans les promoteurs des génes métaboliques modulés a la suite de 1’inhibition
pharmacologique d’EZH2. Notre hypothése était que [D’inhibition d’EZH2 permettrait
I’accessibilité de ces promoteurs et le recrutement des facteurs de transcription les régulant.
Cependant, nous n’avons pas observé des marques H3K27me3 sur tous les promoteurs de génes
métaboliques identifiés, ce qui suggere que I’activité métabolique résultant de 1’inhibition d’EZH2
pourrait se faire a travers un mécanisme plus global (e. un facteur commun régulant le
métabolisme). Etant donné le role caractérisé de ERRa dans la régulation du métabolisme de la
glutamine dans le cancer du sein (Deblois et al. 2016; McGuirk et al. 2013), nous avons concentré
nos efforts sur ce facteur de transcription. L’activité d’ERRa est aussi régulée par les coactivateurs
PGC-1 alpha et beta, deux coactivateurs significativement associés a la régulation métabolique.
Des études préalables ont aussi montré un lien entre I’inhibition d’EZH2 et I’expression des PGCs
(Allison et al. 2020), et nous observons une induction des transcrits de PGC1f dans nos données
d’expression transcriptionnelles en réponse a UNC1999 ainsi qu’une accumulation de la marque
H3K27me3 a son promoteur (données non présentées). Ceci pourrait suggérer un role pour ERR -
PGC dans le mécanisme de régulation métabolique résultant de I’inhibition pharmacologique

d’EZH2.

Les autres facteurs de transcription identifiés par notre analyse ont aussi des roles rapportés
dans le contrdle du métabolisme cellulaire dans divers contexte, ce qui pourrait justifier d’étudier
leur contribution a la reprogrammation métabolique a la suite du traitement avec UNC1999 dans
les cellules du CSTN. Eventuellement, une expérience de séquencage d’immunoprécipitation de
chromatine (ChIP-seq) pour ces facteurs de transcription dans les cellules traitées ou non avec
I’inhibiteur d’EZH?2 serait nécessaire afin de révéler leur recrutement aux promoteurs des génes

métaboliques a la suite de 1’inhibition d’EZH?2.
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5.4) L’utilisation des inhibiteurs d’EZH2 pour bloquer la progression des
tumeurs du CSTN.

Jusqu’a maintenant, 1’inhibiteur d’EZH2 EPZ-4836 est la seule molécule inhibitrice de
méthyltransférase cliniquement approuvée pour le traitement des lymphomes folliculaires
récidivants ou réfractaires (Morschhauser et al. 2020). Son utilisation dans d’autres types de
tumeurs suscite donc beaucoup d’intérét. Des études préalables ont suggéré 1’efficacité des
inhibiteurs d’EZH2 en combinaison avec les traitements de chimiothérapie dans les tumeurs du
CSTN résistantes aux traitements (Deblois et al. 2020; Marsolier et al. 2022). Une meilleure
compréhension des effets de ces molécules sur le métabolisme des cellules cancéreuses est donc
nécessaire. De plus, plusieurs inhibiteurs du métabolisme cellulaire sont présentement testés en
clinique, incluant pour le CSTN (ex. CB-839) (phase 2). L’étude de perturbations épigénétiques
ayant le potentiel de sensibiliser les cellules du CSTN aux inhibitions du métabolisme cellulaire a
donc une trés grande importance. Finalement, des études pré-cliniques in vivo seraient nécessaires

afin de valider les découvertes et synergies rapportés dans ce mémoire.
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Chapitre 6 : Conclusion

Dans ce projet de maitrise, nous avons caractérisé pour la premicre fois le role de la
méthyltransférase EZH2 dans la régulation du métabolisme cellulaire du cancer du CSTN. Nous
avons découvert que I’inhibition pharmacologique de I’activité enzymatique d’EZH2 augmente la
dépendance a la glutamine et induit une vulnérabilit¢é métabolique a I’inhibition des voies
métaboliques qui sont alimentées par la glutamine (ex. synthése du glutathion), alors qu’elle
protege les cellules contre la déprivation de glucose. Ces voies métaboliques ont une importance
primordiale dans la croissance des tumeurs du CSTN. Cependant les inhibiteurs ciblant le
métabolisme cellulaire n’ont démontré que des résultats mitigés en tumeurs (incluant pour les
CSTN) jusqu’a maintenant. Il serait donc d’un grand intérét de caractériser plus en détails les
reprogrammations métaboliques résultant de [D’inhibition pharmacologique d’enzymes
épigénétiques comme EZH2 dans les CSTN afin de comprendre comment elles peuvent étre

utilisées pour augmenter ’efficacité des inhibiteurs du métabolisme cellulaire.
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