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Paola Arimondo est directrice de recherche au Centre National
de la Recherche Scientifique (CNRS) au laboratoire EpiChBio

de I'Institut Pasteur.

Lobjectif de ce chapitre est de
présenter le développement
de nouveaux outils chimiques
capables de reprogrammer
les cellules cancéreuses
(Figure 1).

Dans le domaine de la chimie
biologique (« chemobiolo-
gie »), le développement des
outils chimiques a deux objec-
tifs (Figure 2) :

- trouver des sondes pour
identifier et comprendre les
mécanismes biologiques
aberrantsintervenantdans les
pathologies comme le cancer;

- moduler ces processus
biologiques par des outils
chimiques en vue d’en faire
des outils thérapeutiques.

Nos recherches dans ce
domaine ont commencé au
Muséum National d'Histoire
Naturelle, pour continuer
en 2011 avec la création du

mixte entre
le CNRS et Pierre Fabre
(Figure 3), dédié, coté
recherche, & U'épigénétique’
du cancer (ETaC, « Epigenetic
Targeting of Cancer ») et situé
sur l'Oncopdle de Toulouse
dans le Centre de recherche
Pierre Fabre.

laboratoire

Le ciblage chimique
des cancers

Pour les chimistes, trois prin-
cipaux génes sont ciblés pour
traiter les cancers (Figure 4) :

- les oncogénes?, qui sont les
accélérateurs des cellules

1. Epigénétique : étude des chan-
gements dans l'activité des genes
n'impliquant pas de modification
de la séquence d’ADN et pouvant
&tre transmis lors des divisions
cellulaires.

2. Oncogéne : qui favorise le déve-
loppement des tumeurs.
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Les « epidrugs », des outils
chimiques pour reprogrammer les
cellules tumorales ?

Cellule cancéreuse

Chimie et biologie de synthése

Cellule reprogrammée

Le développement d'outils
chimiques a deux buts : sonder et
moduler les processus biologiques.

Pour SONDER les Pour MODULER les
Processus Biologiques Processus Biologiques
(BioChem) (MedChem)
élucider au niveau moléculaire moduler artificiellement
les mécanismes biologiques I'expression de génes pour
abérrants dans les pathologies de nouvelles stratégies
comme les cancers thérapeutiques

Laboratoire ETaC
en 2011 ... E!’Jg—l?ﬂ% Epigenetic Targeting of Cancer

créé en 2011, 38 membres

Le laboratoire ETaC situé sur :
['Oncopéle de Toulouse. AL : A —

on Cancérologie

Oncopole, Toulouse *
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GENES impliqués dans les CANCERS

| |

oncogeénes génes de réparation génes supresseurs
(RAS, BCL2, ...) (BRCA, MGMT, ....) de tumeur
(RB, P53, P16, ...)

|

tumorales®induisant une pro-
lifération non controdlée ;

- les génes de réparation, qui
sont les mécaniciens de la
cellule ; une cellule tumorale
a des mauvais techniciens ;

- les genes suppresseurs de
tumeurs, qui sont les freins
et normalement contrélent
la cellule. Une cellule cancé-
reuse n'utilise plus les freins et,
comme une voiture sans freins,
prolifere de facon incontrélée.

Les stratégies anticancé-
reuses actuelles visent donc
plusieurs objectifs possibles :

- inactiver les oncogeénes,
donc faire en sorte que les
cellules cancéreuses ne proli-
ferent plus de facon aberrante ;

- restaurer les mécaniciens,
ou complétement les éliminer
car si on les élimine les cel-
lules meurent ;

- réactiver les génes sup-
presseurs de tumeur : quand
la cellule réacquiert les freins,
elle est a nouveau capable
de s'arréter et retrouve son
contrdle pour induire la mort
cellulaire.

Nous nous sommes d'abord
intéressés aux topoisomé-
rases® d’ADN afin d’inactiver
les oncogénes, et plus récem-
ment nous nous intéressons a
la méthylation® de 'ADN pour

3. Cellule tumorale : cellule se
multipliant de maniére anarchique.
4. Topoisomérase : enzyme qui
régule lenroulement des molé-
cules d’ADN.

5. Méthylation modification
chimique consistant en lajout
d'un groupe méthyle (-CH,) sur
un substrat.

réactiver les freins de la cel-
lule, a savoir les génes sup-
presseurs de tumeurs.

De la génétique

a l'épigénétique
La méthylation de U'ADN fait
partie de l'épigénétique.
Etymologiquement épigéné-
tique veut dire « sur la géné-
tique ». Cette discipline a pris
de l'essor depuis le séquen-
cage® du génome humain en
2001. On pensait alors que
la génétique pourrait expli-
quer beaucoup de choses
(Figure 5), en particulier
dans les pathologies comme
les cancers, et permettre de
trouver ainsi de nouvelles
thérapies. Le séquencage est
important car il a ouvert la
médecine personnalisée.

Mais il est trés vite apparu que
les séquencages du génome

6. Séquencage : le séquencage de
UADN consiste a déterminer l'ordre

d’enchainement des nucléotides
pour un fragment d’ADN donné.

Trois principaux types de génes
impliqués dans les cancers.

Couvertures des revues
scientifiques, Nature et Science,
datant de 2001, illustrant
l'importance du séquencage du
génome humain.

THE /-
HUMAN '
GENOME
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n‘expliquent pas tout. Ils n'ex-
pliquent notamment pas d'ou
vient la diversité et comment
notre cellule integre l'impact
de U'environnement (Figure é).

Toutes les cellules de notre
corps ont recu le méme ADN,
la méme séquence ; c'est
comme un manuel d’instruc-
tion ou les mots seraient les
bases de UADN. Mais une
cellule du foie est trés diffé-
rente d’'une cellule neuronale;
ces deux cellules utilisent le

Le génome humain est séquencé :
mais d’ou vient la diversité et la réponse a
I'environnement?

e New flork Eimes

The Epigenome: Guiding Cells to Their Specialized Roles

CELL DIFFERENTIATION

Fabruary 24, 2009

Article du New York Times sur la différenciation cellulaire, datant de 2009,
illustrant la découverte de ['épigénome.

Schéma de l'impact des
modifications épigénétiques

sur ADN et les histones (les
modifications chimiques de ADN
et des histones sont réversibles).
En fonction des modifications des
histones et de la méthylation de
UADN, les génes présents sur cette
partie de UADN peuvent étre mis
sous silence ou exprimés.

méme manuel, mais ne lisent
pas les mémes chapitres :
chacune ne lit que 2 a 5 %
de ce manuel d'instruction.
Ainsi une cellule neuronale
lit un chapitre différent de
celui lu par la cellule du foie.
L'épigénétique met un masque
sur certains chapitres et par-
ticipe a dire a la cellule quel
chapitre elle doit lire.

2.1. L'épigénétique

Les modifications épigéné-
tiques sont des modifications
chimiques, soit de U'ADN,
soit des histones’, protéines
autour desquelles L'ADN
(représentée par les fils bleus
sur la Figure 7), est enrou-
lée pour former la structure
de base de la chromatine, le
nucleosome®. En fonction de
ces modifications chimiques,
soit la chromatine peut étre
fermée, et on ne peut pas lire
la séquence de base dans
L'’ADN, donc on ne peut pas
lire le manuel d’instruction,
soit elle peut étre ouverte.

7. Histones : protéines basiques

s'associant a UADN pour former
la structure de base de la chro-
matine. Les histones jouent un réle
important dans lempaquetage et
le repliement de UADN.

ADN
Chromatine b

e
"NJ Histone
)

Nucléosome

changements transmissibles et
réversibles de l'expression de génes
sans altération de la séquence dADN

Modifications
épigénétiques

ADN

oy ¥

FERMEE

B

Controle de l'acces
a l'information
stockée dans 'ADN




Ces modifications chimiques
contrélent en fait l'accés al'in-
formation stockée dans UADN.
Ce quiestencore plusintéres-
sant est que ces modifications
chimiques sont réversibles.

2.2. Epigénétique
et environnement

Les modifications épigéné-
tiques sontinduites par l'envi-
ronnement au sens large : la
cellule recoit en permanence
toutes sortes de signaux l'in-
formant sur son environne-
ment, de maniere a ce qu'elle
se spécialise au cours de son
développement ou ajuste son
activité a la situation. Ces
signaux, y compris ceux liés a
nos comportements (alimen-
tation, tabagisme, stress...),
peuvent conduire a des modi-
fications dans l'expression
de nos genes, sans affecter
leur séquence. Le phénomene
peut étre transitoire, mais il
existe des modifications épi-
génétiques pérennes, qui per-
sistent lorsque le signal qui
les a induites disparait.

Concrétement, ces modifica-
tions sont matérialisées par
des marques biochimiques,
apposées par des enzymes
spécialisées sur '’ADN ou sur
les histones. Les marques
les mieux caractérisées sont
les groupements méthyle
(-CH,) apposés sur U'ADN,
ainsi que diverses modifica-
tions chimiques des histones
(méthylation, acétylation...].

Pour qu'un géne conduise a
la synthése d'une molécule,
il doit étre lisible, c'est-a-
dire accessible a différents
complexes protéiques inter-
venant dans ce processus.
Les marques de méthylation
localisées sur '’ADN vont le

plus souvent obstruer les
aires d'arrivée de ces com-
plexes protéiques, conduisant
ainsia linactivation des génes
concernés. Les marques
apposées sur les histones
modifient quant a elles 'état
de compactage de la molé-
cule d’ADN, favorisant ou au
contraire limitant l'accessibi-
lité aux génes.

Des modifications chimiques
différentes permettent ainsi
de changer un phénotype?,
puisque qu’a partir d’'un seul
génome, d’'un seul manuel
d’instruction, on peut aboutir
a des phénotypes différents
(Figure 8A), avec plein d'épi-
génomes’ différents.

8. Phénotype ensemble des
caracteres apparents d'un individu.
9. Epigénome : état épigénétique
de la cellule.

A" Unseul génome peut aboutir a des phénotypes
différents i, _
. X information
chromatine \ﬁg\ﬁ’?\ .
"~ organisée
1génome nCRNAS = £
information =

stockée ﬂ'rT ﬂ—ﬂ—hTﬂT]Tn

épigénomes

—_—

ADN 000NN

from Allis, 2007

from Cubas et al.
Nature 1990

Linaria (toadflax) normal

B Spécimen vivant de Peloria

A) Différents épigénomes peuvent étre obtenus a partir d’un seul génome,
simplement & cause de ces modification épigénétiques ; B différents
épigénomes de la Linaria : les deux fleurs de Linaria ont des aspects
tres différents a cause d’une différence de méthylation de IADN selon la
température de croissance.

Source : Cubas P, Vincent C., Coen E. (1999). An epigenetic mutation
responsible for natural variation in floral symmetry, Nature, 401 : 157-161.
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Des modifications génétiques
sont observées durant la vie des
jumeaux.

Différences épigénétiques dans
les jumeaux monozygotes :

A) résultats mettant en évidence
une grande similarité entre

les génomes de deux jumeaux
homozygotes ; B] quantification de
certains marqueurs épigénétiques
entre deux jJumeaux homozygotes
a trois et a cinquante ans. La
différentiation de ces marqueurs
est de plus en plus significative au
cours du temps.

Un bon exemple est la fleur
Péloria (Figure 8B), qui pré-
sente deux aspects trés
différents selon sa tempé-
rature de croissance, si elle
est cultivée dans le nord ou
dans le sud de 'Europe. Juste
avant les années 2000, on
s'est apercu que cette diffé-
rence n'était pas génétique,
mais liée a une différence
de méthylation de 'ADN qui
conduit a deux phénotypes
différents, donc a deux fleurs
tres différentes.

Un autre exemple est celui
des jumeaux monozygotes
(Figure 9). Ces jumeaux

naissent de la méme cellule,
ils ont le méme ADN, mais
quand ils grandissent, l'un
peut développer une maladie,
pas l'autre, l'un peut devenir
chauve, pas l'autre, etc.

Une équipe espagnole a étudié
les différences épigénétiques
des jumeaux monozygotes et
a montré en 2005, a partir de
marqueurs épigénétiques,
qu'il y avait une différence au
niveau de l"épigénome, alors
qu’il n'y avait pas de diffé-
rences majeures au niveau
du génome (Figure 10). Ils ont
étudié, entre trois et cinquante
ans, la méthylation de 'ADN

of monozygotic twins

Epigenetic differences arise during the lifetime

Mario F. Fraga®, Esteban Ballestar*, Maria F. Paz*, Santiago Ropero®, Fernando Setien®, Maria L. Ballestar',

Damia Helne-Suher’, Juan C. Cigudesa®, Miguel Urloste’, Javier Benitez?, Manuel Bolix-Chornet!,
Abel Sanchez-Aguilera’, Charlotte Ling', Emma Carlsson', Pernille Poulsen®=, Allan Vaag**,
Zarko Stephan®', Tim D. Spector'!, Yue-Zhong Wu**, Christoph Plass*, and Manel Esteller*ss

f | '” \
» o _. .-
= -

m ﬂ"

= e W =

Temps (minutes) Temps (minutes)

agé de agé de
26ans 66 ans

r Qe R e
S &

N
S LSS
S S . 45
S 25
25 P
- o 20 35 20
—— - S 15+ 30+ 15+

%5mC
% AcH4
@

8
% AcH4
&

&
S S
— — —

PNAS | July 26,2005 | wvol. 102 | no. 30 | 10605
A agé de agéde Méthylation de 'ADN Méthylation des histones
26ans 66 ans
RN RN v E S
\\)6\0? \O&a \5\“0 \06\9 5mC H4 g H3

|5 mAU |5 mAU
= & 5
9] <
5 g
-—— e —T —T
- 7 2 214 2% 819 20

-

Jumeaux  Jumeaux Jumeaux  Jumeaux
agés agés agés agés agés
B de3ans deS0ans de3ans deS0ans

Jumeaux Jumeaux

agés

de3ans de50ans




et l'acétylation des histones
(Figure 10C) de ces jumeaux.
On peut voir, pour la méthy-
lation de U'ADN, qu’a trois ans
il n’y a pas encore beaucoup
de différences, mais qu'il y a
en revanche une énorme dif-
férence a cinquante ans. Il en
estde méme pour la méthyla-
tion des histones.

Ces deux modifications
chimiques épigénétiques
apparaissent donc avec l'age.
Plus les modes de vie sont
différents (L'un vit a la ville,
l'autre a la campagne, l'un
fume et l'autre pas), plus
ces modifications sont diffé-
rentes.

Ainsi l'épigénétique intégre
l'impact de l'environnement.

2.3. Epigénétique et plasticité
cellulaire

L'épigénétique conféere une
plasticité cellulaire. Par
exemple chez les abeilles,
l'abeille reine (Figure 11) est
plus grande, c’est la seule qui
est capable de pondre, et elle
mange la gelée royale. Un
groupe de recherche austra-
lien a montré que la méthyla-
tion de UADN de la reine est
différente.

Par des techniques dites
d’ARN interférence, les cher-
cheurs ont inhibé U'enzyme,
responsable de la méthyla-
tion, la Dnmt3, et ont trans-
formé desouvriéres enreines,
et crée ainsi beaucoup plus de
reines.

Mais l'épigénétique n'explique
pas tout parce que ces nou-
velles reines ne sont pas des
vraies reines : il y a donc tout
de méme autre chose... Cette
expérience montre néan-
moins qu'on peut changer un

90% sur le développement des larves 200 Nombre d'ovarioles par ovaire

80%  Ouvieres 180
0 Reines. 160
o 140
120

0% s
30% Mimes de Ouvriéres 80
Ia reine 60

20% 40
0% 238 | 73 74 | 188 20

%) 0f—===

Contréle RNAI Ouvriéres Mimes de la reine Reines

Résultats de Uinhibition de la Dnmt3 par ARN interférents chez les
abeilles. Lorsque la Dnmt3 est inhibée, les abeilles ouvriéres développent
certaines caractéristiques habituellement réservées aux reines.

Source : Castillo-Aguilera 0. (2017). Biomolecules, 7 : 3.

phénotype juste eninhibant la
méthylation de UADN.

2.4. Epigénétique et cancer

De nombreux processus
deviennent aberrants dans
une cellule cancéreuse
(Figure 12). Une cellule cancé-
reuse est capable d"échapper
aux signaux d'arréts, elle aug-
mente sa vascularisation pour
avoir plus d'oxygene et de
nutriments parce qu’elle pro-
lifere plus, elle devient inva-
sive, agressive, immortelle,
elle échappe a la réponse
immunitaire™.

Les stratégies actuelles par
les thérapies ciblées' visent
une de ces cascades, mais

10. Réponse immunitaire
ensemble des mécanismes per-
mettant a un organisme de se
défendre contre une substance
étrangére (antigéne) menacant
son intégrité.

11. Thérapie ciblée : utilisation a un
médicament sélectif qui s'attaque,
dans le cas du cancer, aux cellules
cancéreuses en repérant chez
elles une cible précise (récepteur,
géne ou protéine) et en épargnant
au maximum les cellules saines.
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O Processus tumorigénes ciblés Inflammation promotrice
par la thérapie épigénétique __ \.{, A
Cellule \\: O _- .
immunitaire s agressives
sch t P "{ K"\
echappen G2/
aux 5|g naux d’arrét / | Echappentaux | Cellule cancéreuse
suppresseurs ] . : =
de croissance ,Jl ¢ M|toc.r.\o.nfi% I’é'r?::sgx:qeue
_,o" £ | cellulaire
s i EH. ”
=1
), Noyau
Cellule morte
o y Permet .
II ) A | tmmortaine immortelles
augmentation d'O, " [Miclicative
et nutriments e f P JIUM I
Induit ignaflsation ey | Instabilit
I'angiogenése RAPATARY | gy genome:
N A et mutation
L= T p N .
Cellule Entretien de échappent a la réponse
mésenchymateuse | la signalisation \ | . ae s
g . | deprolifération Y 74 immunitaire
invasives > L2 j
L = k Avoiding f
Active linvasion immune e
et les métastases destruction i \

Processus aberrants dans une cellule cancéreuse : le réle de la régulation épigénétique.
Source : adapté de Baylin S. B. (2013). Nature Reviews Clinical Oncology, 10 : 256-266.

A) « Writers », protéines permettant
d'ajouter un groupement chimique
dans les processus épigénétiques ;
BJ « erasers », protéines permettant
d’enlever un groupement chimique ;
C] « readers », protéines permettant
de lire un groupement chimique
dans les processus épigénétiques.
En bas sont représentées les
molécules actives actuellement

sur le marché ou en essais cliniques
ayant un impact sur ces protéines.

pas toutes. On sait mainte-
nant que l'épigénétique est
impliquée dans toutes ces
caractéristiques de la cellule
cancéreuse, on décide donc
de cibler chimiquement les
acteurs épigénétiques.

Trois catégories des pro-
téines impliquées sont ciblées
(Figure 13) :

- les protéines « writer »,
qui ajoutent un groupement

A «Writers »

\
i

méthyltransférases
(DNMT, HMT)
acétyltransférases (HAT)

S

DNMT  2approuvés HDAC
EZH2 Phase Il

PRMT5 Phasel LSD1
DOT1L Phasel

B «Erasers »

UL

déacétylases (HDAC)
déméthylases (KDM, TET)

chimique bloquant l'infor-
mation, comme les méthyl-
transférases, quitransferent
un méthyle (-CH,), et les
acétyltransférases, qui
transférent un acétyle
(CH,CO-). Deux molécules
sont approuvées contre les
méthyltransférases d’ADN
et plusieurs autres sont en
phase d’essaiclinique contre
les histones ;

C «Readers »

IR

bromodomaine
chromodomaine

®
L
<

5 approuvés

IDH2™ut Phase I/1l
Phase |

IDH1™ut Phase I/ll

BRD Phase II/11l



- les protéines « effaceurs »,
qui enlévent un groupement
chimique, les désacéty-
lases d'histones, les HDAC
et les diméthylases sont tres
connues ; cing molécules sont
aujourd’hui approuvées en cli-
nique ;

- les protéines « readers »
peuvent lire les modifications
chimiques et transmettre le
signal a la cellule. Les bro-
modomaines, par exemple,
sont de petites molécules qui
ciblent ces readers. Des bro-
modomaines de groupements
acétyles sont aujourdhui en
phase ll etlll pour les cancers.

Les épi-drugs utilisées dans
les recherches cliniques ont
pour but de reprogrammer
globalement la cellule cancé-
reuse (Figure 14) et d'agir sur
toutes ses caractéristiques

pour qu'elle devienne moins
invasive, moins agressive,
chimiosensible et immuno-
sensible, et qu'elle soit a nou-
veau capable de mourir.

2.4. Exemple de la
méthylation de CADN

La méthylation de 'ADN cor-
respond a l'ajout d'un groupe-
ment méthyle sur le carbone
5 des résidus cytosines de
'’ADN principalement au
niveau de dinucléotides CpG
(cytosine-phosphate-guanine)
(Figure 15). Les dinucléotides
CpG se regroupent en régions
riches en CpG ; ce sont les
ilots CpG (Figure 16). Cette
modification chimique est
catalysée par des enzymes,
les méthyltransférases
d’ADN ou DNMT, a partir
d’'un donneur de méthyle, la

sensibles

1 Comportement semblable
a une cellule souche

1 CD58, MAGE antigens,
B2M, STAT1, MHCT antigens

T Métastase ou transition
épithéliale mésenchymateuse
IGFBP3, MMP9, GATA4,

moins P16 (CDKN2A, p16Ink4A), GATAS, FBN2, NRCAM, CDH13
1 II’V&I}V?‘_G %)CXT fa5nin %enes,
i I5F1 -4), mi-R-34n,
agressives DMBX (Pax B),
HOX family genes @ @ ? > @
/ M
G2
. O
S
chimio- | Chimiorésistance 7 Prolifération et
. WRN, LGRS, ASCL2, survie cellulaire
sensibles CDKn1C (p57kip2), RASSF1A, PTEN,
SNK/PLK2 DKK4, BMP3
@-3
immuno- 7T réponse immunitaire T Apoptose ou sensibilité chimiothérapique

DAPK1, APAF1, SPARC, TMS1/ASC (PYCARD), T
ESR1 (oestrogen receptor a), BNIP3

moins
invasives

id{mortelles

Les « epi-drugs » : un moyen de reprogrammer les cellules cancéreuses et de changer leurs caractéristiques.
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Source : adapté de Baylin S. B. (2013). Nature Reviews Clinical Oncology, 10 : 256-266.
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Réaction de méthylation (ajout d’'un
groupe CH,J de UADN catalysée par
les DNMT.

Al Influence de la méthylation

de lADN des ilots CpG dans
l'expression des génes

et stratégie anticancéreuse ;

BJ deux molécules approuvées
pour traiter des cancers du sang.

S-adénosyl-L-méthionine (SAM) S-adénosyl-L-homocystéine (SAH)
NH; NHj
Ny Ny
CH {’N.f,; ‘?NI’:J
*HN 1~ S“,o,, HaN Q,S ol
o0 ¥ OH OH
Ed
NH; \ / NH,
P CHa
sz ) .
| Ml / |
oé\u = = > o’J‘N
LSRN DNMT SO
désoxyeytidine méthyltransférase d'’ADN 5-meéthyl-2*
c désaxycytidine
MeC

S-adénosyl-L-méthionine
(SAM).

Ces groupements méthyle
forment ainsi un revétement
moléculaire, variable d'un
gene a l'autre, d'un type cel-
lulaire a un autre, et conférent
un caractere unique et trans-
missible a 'ADN. La structure
moléculaire de 'ADN a donc
sa composante génétique, qui
est la méme dans toutes les
cellules, et sa composante
épigénétique est variable sui-
vant les types cellulaires.
Des changements épigéné-
tiques majeurs sontassociés a
la cancérogenese, notamment
des méthylations aberrantes

de UADN (Figure 16). Si les
ilots CpG sont fortement
méthylés dans les régions
promotrices de génes, la
méthylation inhibe leur
expression. Le géne corres-
pondant est éteint, c’est un
cache qui ne permet plus de
lire Uinformation.

En fait, les cancers utilisent
ce mécanisme pour éteindre
les génes suppresseurs de
tumeurs, qui sont les freins
de la cellule. L'objectif a donc
été d'inhiber l'enzyme res-
ponsable de la méthylation,
la DNMT, pour déméthyler
les promoteurs de génes
et ainsi réactiver les genes

Méthylation +

..?..

>< R

Geéne OFF

Cancer

CpG CpG CpG CpG CpG

Inhibiteur
d’ADN
méthyltransférase
ONMT) o0 0 © O O
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inhibent les DNMT
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en clnique pour les cancers hématologiques (SMD et LAM)

besoin de nouvelles molécules séléctives,
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suppresseurs de tumeurs,
afin que la cellule cancé-
reuse récupere ses freins, et
donc, comme une voiture, son
contrdle. Deux molécules sont
déja approuvées (Figure 16B),
la 5-azacytidine et la 5-aza-
2'-désoxycytidine, quiinhibent
la DNMT pour traiter des can-
cers du sang.

Nouvelles pistes

de recherche de
thérapie épigénétique
Quatre stratégies de syn-
thése chimique classique de
la chimie médicinale ont été
mises en ceuvre pour trou-
ver de nouvelles molécules,

chimiquement stables, inhi-
bitrices de DNMT :

- la pharmacomodulation
d’inhibiteurs déja existants ;
- la synthése de conjugués
inhibiteurs (ligand de 'ADN]J ;
- l'approche bisubstrat ;

- mise au point des tests
de criblage pour cribler de
grands nombres de molécules

des chimiothéques'? et des
extractothéques'™de produits
naturels.

3.1. La pharmacomodulation

La pharmacomodulation est
une modification structu-
rale permettant d'optimiser
l'activité pharmacologique
ou de modifier les proprié-
tés physico-chimiques d'une
molécule. La Figure 17 repré-
sente la poche catalytique'
de l'enzyme ciblée (DNMT).
Elle contient deux substrats :
en orange, le SAM, qui, nous
l'avons vu sur la Figure 15,
donne le groupement méthyle
a la cytidine (représentée en
vert, sortie de la double-
hélice d’ADN].

12. Chimiothéque : banque de don-
nées de molécules.

13. Extractotheque : banque de
données d’extrait naturels.

14. Catalytique : se dit d'une subs-
tance quiaugmente la vitesse d'une
réaction chimique, sans apparaitre
dans le bilan réactionnel.

SAM AT
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Modification de la RG108 dans le
but d’en améliorer les propriétés.
On modélise la poche catalytique
de l'enzyme DNMT1.
Source : Asgatay J. (2015). Med
Chem.

5GI-1027

Pharmacomodulation du SGI 1027 :

découpage.
Source : adapté de Valente.
(2015), J. Med Chem.

IC,, : 390 uM

HO 08
déoxycytidine
COOH

N7

=

I1C,, : 50 uM

Pour synthétiser desanalogues
de SAM, l’équipe de recherche
en collaboration avec le
Dr Dominique Guianvarc'h
(Sorbonne Université) a tra-
vaillé sur un composé de base
appelé RG 108 (Figure 18), qui
était décrit dans la littérature
scientifique. La poche cataly-
tique de 'enzyme DNMT1 a été
modélisée. Le SAM (qui donne
le groupement méthyle) et la
cytidine (qui recoit le groupe-
ment méthyle] y ont été posi-
tionnés. Onyaccroche ensuite
la molécule RG108 (a la place
de SAM], et il apparait qu'elle
n‘occupe pas toute la poche.
Donc il faut faire grossir la
molécule pour occuper toute
la place disponible et obtenir
ainsi un composé dix fois plus
efficace.

D'autres modifications
chimiques basées sur la
méme stratégie ont été appor-
tées pour récupérer a la fois
Uinteraction et U'affinité.

Simultanément 'équipe du
Professeur Antonello Mai
(La Sapienza, Rome) a appli-
qué une autre stratégie de
chimie médicinale a par-
tir d'un composé connu lui
aussi dans la littérature, le

SGI 1027 (Figure 19). Celui-ci
est découpé en quatre mor-
ceaux qui sont recombinés de
facon différente, de maniere
a optimiser Uefficacité de la
molécule : c’est la version
méta-méta qui est la plus
puissante comparée aux
autres combinaisons et a la
version para-para de départ.

Des tests enzymatiques ont
été mis au point pour com-
prendre le mode d’action de
ces molécules, et l'interaction
de SAM avec UADN a été mise
en évidence. La température
de décomposition de l'en-
zyme DNMT1 diminue quand
elle interagit avec une autre
molécule (Figure 20A) : donc
le composé formé déstabi-
lise la protéine. Quand on a
Uinhibiteur DNMT1 (en rouge
sur la Figure 20B) qui se fixe a
UADN, il décroche le complexe
DNMT, ADN et SAM, etiln’y a
plus de méthylation.

3.2. Lapproche bisubstrats

Lapochedel'enzymeestrepré-
sentée a gauche de la Figure 21,
avec les deux substrats : les
SAM [en rouge) et la cytidine
(en bleu), qui va recevoir le
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A Température de désagrégation de l'enzyme DNMT1 en fonction de la concentration de différents composés
avec lesquels elle interagit ; Bl mécanisme d'action d’un inhibiteur de la DNMT.
Source : adapté de Gros et coll.(2014). J.biol.Chem.
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groupement méthyle (en vert).
Dans cette approche, l'équipe
de recherche a synthétisé
des analogues du SAM et des
analogues de la cytidine, qui
ont été couplés de facon cova-
lente : des centaines de dérivés

Linhibiteur de DNMT
de type bisubstrat
occupe les deux poches :
la cytidine et la poche SAM

ont ainsi été réalisés (schéma dc
H groupe

de drOIte]' méthyle modélisation dans la Dnmt3A
La Figure 22 est une modé-
lisation de sites catalytiques DNMT1 DNMT3A
dfe l. enzyme. On voit que Bsitl »100uM Sum - inhibiteurs sub uM
l'inhibiteur de DNMT de type . vers des inhibiteurs

) . Bs#2 21uM >100 uM
bisubstrat (en jaune) occupe sélectifs d'isoformes

Bs#3 19uM 0,3 um

bien les deux poches de deux
substrats. Ces composés ont
une bonne activité et certains
sont spécifiques de la DNMT3
oude laDNMT1, ce quiesttres

Modélisation des sites catalytiques de la Dnmt3A avec un inhibiteur

utile parce qu’aujourd’hui,
les biologistes ne savent pas
que ces deux enzymes sont

de DNMT de type bisubstrat. Tableau de comparaison des concentrations
efficaces d'inhibiteurs de DNMT.

Source : adapté de Halby et coll. (2017). J. Med. Chem.
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IC50 de quatre composés
inhibiteurs des DNMT.

Pharmacomodulation

(RG108, SGI1027) de molécules et

d'extraits naturels

En quéte d'inhibiteurs de DMT:
comment ?

Synthése de conjugués
inhibiteurs-ligands d’ADN

Conception
rationnelle

Criblage de banques

A | 03+01 | 1441
# B |006+0,02 | 1,0+02

c | 03201 | 2045

D | 0601 | 1545
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Exemple de déméthylation
passive : inhiber la méthylation
lors de la réplication de UADN.

impliquées dans les cancers.
Ces outils peuvent donc aider
a comprendre cela.

La Figure 23 montre que nous
disposons aujourd'hui de
quatre familles d’inhibiteurs,
de l'ordre du submicromolaire
pour la DNMT3 et micromo-
laire pour la DNMT1 3.1

Activité cellulaire
et nouveaux concepts
en pharmacologie

Les nouveaux objectifs sont non
pas de tuer la cellule cancé-
reuse mais de lui remettre des
freins, de la reprogrammer : il
faut donc définir des doses de
traitement qui ne soient pas
cytotoxiques™ mais épigéné-
tiques. Il faut aussi définir la
durée du traitement pour que
les cellules soient reprogram-
mées et pouvoir tester leur
comportement ultérieur.

4.1. Reprogrammation
des cellules cancéreuses

4.1.1. L'Inhibition de l'enzyme
DNMT par déméthylation
passive. Un exemple :

la réplication

Le principe est schématisé
sur la Figure 24 : a gauche,
la double hélice d’ADN a été
méthylée (point rouges). Si

15. Cytotoxique : toxique pour une
espéce de cellule.

on inhibe la méthylation, lors
de la réplication de 'ADN on
ne perd qu'une moitié de la
méthylation, donc on n'est pas
trés efficace. Il faudra donc
attendre plusieurs cycles de
réplication pour déméthyler
efficacement.

Des cellules du cancerducélon
ont ainsi été traitées durant
vingt-et-un jours, et l'on suit
la déméthylation du géne sup-
presseur de tumeur P16 qui
avait été méthylé (Figure 25A)
en présence de quatre familles
d’inhibiteur de DNMT. La
comparaison est réalisée par
rapport ala molécule approu-
vée, la 5-azadésoxycytidine
(5azadC), qui diminue bien la
méthylation de 'ADN. Ce com-
posé n'est pas cytotoxique a la
dose de 100 nM, et il inhibe la
méthylation dés trois jours de
traitement.

L'objectif une fois linhibition
réalisée est de déméthyler
les freins, les promoteurs,
pour les réactiver. Les genes
peuvent étre réactivés : aprés
sept jours de traitement, on
retrouve les genes déméthylés.

Les quatre familles d'inhi-
biteurs testées sont toutes
capables de déméthyler et
réactiver le géne suppresseur
de tumeur P16 dans la lignée
cellulaire de cancer de célon
(Figure 25).

Les nouveaux outils chimiques
capables de déméthyler des
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promoteurs de génes, dans ce
cas des génes suppresseurs
de tumeurs, et de les réacti-
ver, existent et sont capables
d'avoir un effet sur les cellules
tumorales. Des améliorations
sont encore nécessaires en
vue d'augmenter leur effi-
cacité comparée a celle la
5-azadésoxycytidine (5azadC),
connue dans la littérature. Le
traitement est de sept a dix
jours car on agit par la démé-
thylation passive.

Les quatre stratégies
chimiques présentées
peuvent étre généralisées
a toutes les méthyltransfé-
rases, en particulier la stra-
tégie bisubstrat, qui consiste
a créer des analogues du
substrat SAM et du substrat
qui est méthylé. Cette straté-
gie a été appliquée a des his-
tones méthyltransférases, les
PRMT (Figure 26). Différents
dérivés mimant les SAM et

oH O

“OGHy

IC50(PRMT4) = 1,5 £0,5 pM

la cytosine ont été synthéti-
sés soit en gardant des grou-
pements chimiques [ici des
acides aminés), soit en les
enlevant, soit en changeant
les points d’'attachement de la
position 5 a la position 6. Mais
tous sont inactifs.

Des études sont en cours
a partir d'un dérivé qui est
un inhibiteur d'une histone
méthyltransférase, la PRMT4
(Figure 26). Ainsi dans les
cristaux de PRMT4 (colla-
boration avec le Professeur
Jean Cavarelli, de Ulnstitut
de génétique et de biologie
moléculaire et cellulaire,
Strasbourg), se trouvent
quatre unités d’enzyme, dont
fait partie Uinhibiteur. C'est
un inhibiteur bisubstrats qui
occupe les deux poches, celle
du SAM et celle de l'arginine.
Il sera testé sur beaucoup
d'autres familles de méthyl-
transférases.

Déméthylation et réexpression
du géne P16 dans la lignée
cellulaire de cancer de célon :

A) déméthylation du promoteur
de P16 pour quatre familles
d'inhibiteurs ; B] réexpression du
géne P16 pour quatre familles
d’inhibiteurs.

A) Structure tridimensionnelle
de la PRMT4 ; B) formule de la
PRMTa4.

Source : adapté de Halby et coll.
(2018). Philsophical Transaction B.
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