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> Dans les cellules saines, un ensemble de méca-
nismes dits « épigénétiques » assure une diffé-
renciation structurale et fonctionnelle du génome,
nécessaire au silence transcriptionnel de la majo-
rité du génome et a 'activité de genes spécifiques
de différents tissus. La transformation oncogéni-
que des cellules compromet la cohérence de cette

organisation et induit des répressions et activa-
tions aberrantes de genes. Alors que le silence Equipe épigénétique

et signalisation cellulaire.
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transcriptionnel de certains régulateurs cellulai-
res critiques contribue clairement a la transfor-
mation maligne des cellules, le role oncogene de
Iactivation illégitime des genes tissu-spécifiques
dans les cellules cancéreuses et pré-cancéreuses
reste peu étudié. Cet article vise (1) @ démontrer
le potentiel oncogene de I'expression illégitime,

dans les cellules somatiques, de genes norma-

lement exclusivement exprimés dans les cellules

germinales méles, dont les produits sont connus [l est maintenant trés clairement établi que la transfor-
)

. . mation cellulaire bouleverse I"épigénome des cellules
sous le nom de facteurs testiculaires du cancer

affectées et perturbe largement I’état de I’expression

ou C/T, notamment ceux modelant I’épigénome des genes (pour revue, voir [1]).

En effet, 'une des perturbations (=+) Voir les articles de

S. Laget et P.A. Defossez,
page 725 de ce numéro,
et 'article de M. Weber,
page 731 de ce numéro

de ces cellules, et (2) & souligner leur intérét en

tant que marqueurs de I’état cancéreux et cibles épigénétiques les plus connues
et étudiées dans ce contexte est
celle de la méthylation de I’ADN
[47, 48] ().

Nous connaissons depuis longtemps I'occurrence d’une

thérapeutiques prometteuses. <

Anomalies de méthylation et expression
illégitime de genes dans les cellules cancéreuses

La différenciation cellulaire peut étre définie comme
un processus de programmation du génome conduisant
des cellules pluripotentes, telles que les cellules sou-
ches, vers un état d’organisation génomique propre a
une expression spécifique de genes. Cette programma-
tion fait largement appel a des mécanismes assurant
I"organisation structurale et fonctionnelle du génome
incluant tous les mécanismes dits « épigénétiques ». €n
effet, des balisages moléculaires impliquant la méthy-
lation de I’ADN et les modifications des histones contri-
buent de maniéere déterminante a la mise en place d’un
génome différencié et sont a I’origine de I’expression
des phénotypes définis par ces cellules.
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méthylation aberrante de génes dans les cellules can-
céreuses, affectant, entre autres, les génes codant
pour des suppresseurs de tumeurs. Cette méthylation
illégitime et la répression transcriptionnelle qui s’en
suit, contribuent grandement a la transformation onco-
génique des cellules [2]. Les données les plus récentes
laissent penser que ces anomalies épigénétiques se
produisant dans les cellules cancéreuses ne sont pas
restreintes a la seule méthylation de I’ADN et englobent
également les histones et leurs modifications post-tra-
ductionnelles [3].

Bien que I’on commence a caractériser de maniere de
plus en plus approfondie des perturbations épigéné-
tiques observées dans les cellules cancéreuses, nous
manquons de données sur 'origine de ces anomalies.
Alors qu’un dysfonctionnement ou/et une dérégulation

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20082489735
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de I’expression des modulateurs épigénétiques peuvent aisément ren-
dre compte de ces anomalies, il faudrait trés probablement envisager
aussi des scénarios a plusieurs étapes ou des perturbations limitées
et de faible impact initial sont amplifiées en réponse a I'activation
ciblée de facteurs épigénétiques plus puissants, aboutissant a des
altérations a grande échelle de I"épigénome et a la transformation
cellulaire.

Dans ce contexte, la dérégulation primaire ou secondaire de génes
normalement exprimés dans les cellules spermatogéniques pourrait
avoir des conséquences dramatiques sur I’organisation génomique
des cellules somatiques les exprimant de maniére illégitime. L'une
des réorganisations les plus spectaculaires du génome se produit lors
de la spermatogenese, associée a la méiose et plus particulierement
aux étapes post-méiotiques. En effet, en plus des recombinaisons
et des réorganisations génomiques associées ayant lieu dans les
cellules méiotiques, une reprogrammation massive du génome se
déroule dans les cellules post-méiotiques, au

cours de laquelle les histones sont enlevées et . .
q (=) Voir Particle de

A. Henckel et R. Feil,
page 747 de ce numéro

remplacées par des protéines basiques, spéci-
fiques des spermatides et des spermatozoides
(Figure 1) [491 ()

De ce fait, les cellules spermatogéniques expriment de maniére spé-
cifique un ensemble de régulateurs épigénétiques tres puissants. Il
est donc raisonnable de penser que leur expression illégitime pourrait
grandement contribuer au bouleversement du paysage épigénéti-
que des cellules somatiques et donc a la transformation cellulaire
(Figure 2).

De plus, I'expression illégitime de ces genes pourrait étre considérée
comme un excellent senseur d’anomalies épigénétiques se produisant
dans les cellules cancéreuses. Une meilleure connaissance des mécanis-
mes contrélant la répression de ces genes dans les cellules somatiques
permettra de prédire la nature des anomalies épigénétiques affectant
les cellules cancéreuses et a I'origine de la dérépression de leur trans-

cription. Enfin, "ensemble des génes codant pour des
protéines strictement spécifiques des cellules germinales
mdles peut étre considéré comme une source d’antige-
nes, susceptibles de déclencher une réaction immune lors
de leur expression illégitime dans les cellules somatiques.
La détection de leurs transcrits dans les prélevements
biologiques, ou bien d’anticorps dirigés contre les pro-
téines codées par ces transcrits dans le sérum, donne
acces a une large panoplie de marqueurs de tumeurs. Ces
marqueurs, non seulement permettent de détecter et de
suivre I’évolution des cancers, mais aussi d’envisager des
approches préventives et thérapeutiques.

Dans cette revue, nous développerons les implications
associées a I'expression illégitime des génes spécifi-
ques du testicule dans les cellules pré-cancéreuses ou
transformées.

Reprogrammation du génome male
lors de la méiose et durant
les périodes post-méiotiques

La spermatogenése, via I’accomplissement d’un pro-
gramme de différenciation unique impliquant une réor-
ganisation spectaculaire cytoplasmique et nucléaire,
aboutit a la génération des gamétes males matures
ou spermatozoides. €n particulier, les cellules enga-
gées dans ce processus reprogramment leur génome
en exprimant non seulement des facteurs spécifiques
nécessaires au déroulement de la méiose, mais aussi
ceux controlant le remplacement des histones par les
protéines de transition (TP) et les protamines ainsi
que la compaction extréme du génome qui en résulte
(Figure 1).
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Figure 1. Le génome subit deux étapes de
re-organisation majeures et spécifiques au
cours de la spermatogenése. Premiérement,
dans les spermatocytes diploides, le génome
est brassé par les recombinaisons entre chro-
mosomes homologues qui ont lieu lors de la
prophase de méiose, puis les deux divisions
nucléaires aboutissent a la formation des
cellules germinales haploides. Deuxieme-
ment, dans les cellules germinales males
post-méiotiques (spermatides), la plupart
des histones (associées a I’ADN dans la cel-
lule somatique) sont enlevées et remplacées
par des protéines spécifiques, les protamines,
qui s’associent au génome (nucléo-prota-

mines) et le compactent fortement dans le

spermatozoide. De nombreux facteurs régulant les différentes étapes de la méiose et la ré-organisation post-méiotique du génome haploide

sont exclusivement exprimés dans les cellules germinales, et réprimés dans les cellules somatiques normales.
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Alors que notre connaissance des facteurs méioti-
ques nous donne une idée relativement précise des
mécanismes en jeu, Nous Ne CONNAissoNs presque rien
de la reprogrammation post-méiotique du génome.
Uanalyse détaillée des évenements post-méiotiques a
permis néanmoins de décrire certains aspects cruciaux
de la réorganisation post-méiotique du génome. Une
vague d’acétylation massive d’histones précede leur
enlevement et leur remplacement par les TP. Cette
acétylation semble donner le signal de I'initiation
d’une reprogrammation spécifique de différentes
régions du génome, comme par exemple, celle des
régions péricentromériques [4]. Tous ces événements
impliquent des protéines structurales spécifiques
exprimées exclusivement dans les cellules sperma-
togéniques, comme des variants d’histones ainsi que
des puissants régulateurs de I’épigénome, comme le
facteur a double bromodomaine Brdt, capable d’in-
teragir, grdce a ses bromodomaines, avec les histones
acétylées et de réorganiser la chromatine de maniére
spectaculaire.

Il est donc facilement envisageable que I’expression
illégitime de ces facteurs dans les cellules somatiques
au cours de la transformation oncogénique puisse avoir
un impact dramatique sur I"épigénome de ces cellules
(Figure 2).

La littérature est néanmoins trés pauvre sur ce sujet
et trés peu d’études ont considéré le réle de facteurs
testiculaires dans la transformation de cellules soma-
tiques.

Nous décrivons les exemples les plus marquants en
indiquant les possibles mécanismes cellulaires affectés
par I’expression illégitime des facteurs testiculaires
dans les cellules somatiques corroborant I’hypothese de
leur contribution déterminante dans la transformation
maligne.

Réle oncogeéne des facteurs testiculaires
dans les cellules somatiques

Uactivation illégitime dans les cellules somatiques de
facteurs spécifiques du testicule, notamment de ceux
qui sont impliqués dans la modulation de I’épigénome,
peut avoir un effet amplificateur, aboutissant a des
perturbations épigénétiques secondaires et détermi-
nantes dans la transformation cellulaire.

Le réle de BORIS

C’est le cas d’un paralogue du facteur CTCF (CCCTC-
binding factor), nommé BORIS, spécifiquement
exprimé dans les cellules germinales madles. CTCF est
un facteur épigénétique (protéine a doigts de zinc)
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ayant un réle déterminant dans la régulation spécifique d’alléle
de geénes soumis a I"empreinte parentale [46], une fonction de
barriere transcriptionnelle ainsi qu’un réle dans la régulation de
I’expression des génes en général [5]. Dans les cellules germinales,
BORIS est exprimé, alors que CTCF ne I’est pas [6]. Bien que ’on ne
connaisse pas précisément le role de BORIS au cours de la sper-
matogenese, il est probable qu’il soit impliqué dans la régulation
de I'expression d’autres genes spécifiquement impliqués dans les
voies de signalisation propres a la spermatogenése, qui normale-
ment sont aussi réprimés dans les cellules somatiques. 'expression
illégitime de BORIS a été détectée dans un nombre significatif de
cancers [7-11]. De maniére intéressante, ’activation de BORIS
dans les cellules somatiques induit I’expression d’autres facteurs
C/T (pour cancer/testis), plus particulierement celle des geénes
MAGE-A [7] et de CTAGI/NY-£€S01 [12]. Dans ce dernier cas, BORIS
recrute le facteur de transcription SP1 au promoteur de CTAG! pour
déréprimer sa transcription [13]. Néanmoins, BORIS ne semble pas
étre le seul a agir pour induire I"activation secondaire des facteurs
C/T [10], et d’autres facteurs, comme par exemple le FGF (fibro-
blast growth factor) [14] et le récepteur a activité tyrosine kinase
KIT [15], contribuent grandement & favoriser I"expression illégi-
time de ces genes. Parmi les différents génes C/T, la dérépression
primaire des membres de la famille MAGE peut mettre les cellules
dans une configuration favorisant leur transformation maligne. €n
effet, il a été montré que la suppression de I’expression des MAGE
de classe | (membres exprimés normalement uniquement dans les
cellules germinales) induit "apoptose des lignées cellulaires issues
de mélanomes, positives pour I’expression illégitime des MAGE. Des
études supplémentaires ont montré que cette résistance a I"apop-
tose était associée a une action neutralisante des MAGE sur P53
[16]. €n accord avec ces données, une autre étude a montré que
MAGE-A2, un membre de la méme famille, recrute I’histone-déacé-
tylase 3 (HDAC3) et cible P53, et s’oppose ainsi a I’acétylation et
a activation de P53 a la suite d’un traitement génotoxique [17].
De plus, MAGE-AL recrute I’histone désacétylase HDACL et ainsi
transforme le régulateur transcriptionnel SKIP en un répresseur de
transcription [18].

... et celui de la protéine Brdt

Un autre exemple concerne la protéine a double bromodomaine, Brdt.
Cette protéine interagit fortement avec la chromatine acétylée et
joue probablement un r6le déterminant dans le contrdle des éve-
nements dépendants de I'acétylation lors de la maturation des
spermatides. €n effet, ’expression d’une protéine mutée dans son
premier bromodomaine bloque la spermatogenése aux stades qui
suivent I’acétylation massive des histones [19].

Brdt est également un facteur C/T. Bien que le gene BRDT soit exclu-
sivement exprimé dans le testicule, la présence de I’ARN codant
BRDT a été rapportée dans 12 cas (sur 47 étudiés) de cancers du
poumon non a petites cellules, et dans un cas de carcinome a cel-
lules squameuses [20]. Uexpression illégitime de BRDT dans les
cancers broncho-pulmonaires, ainsi que sa capacité extraordinaire a

737



738

remodeler et a condenser la chromatine acétylée, suggerent qu’elle
pourrait étre impliquée dans la genése et/ou I’évolution de ces
cancers (Figure 2). Les mécanismes moléculaires impliqués restent
a élucider.

Expression illégitime d’autres protéines

germinales dans les cellules cancéreuses

Les cellules germinales possedent un systéme spécifique de méthy-
lation permettant I’établissement de novo de méthylations indis-
pensables a la programmation de leur génome. La protéine DNMT3L,
qui ne possede pas d’activité enzymatique propre, interagit avec et
régule I'activité de deux méthyltransférases de I’ADN, DNMT3a et
DNMT3b. DNMT3L est exprimé au cours de I’embryogenése précoce et
dans les cellules germinales et il est normalement réprimé dans les
cellules somatiques. Une déméthylation de la région promotrice du
gene DNMT3L est clairement détectée dans les cellules cancéreuses
et associée a une expression aberrante du géne [21]. Du fait du rdle
régulateur important de DNMT3L dans la régulation de méthylations
de novo [22], il est facilement envisageable qu’une activation
illégitime de DNMT3L puisse avoir un impact non négligeable sur
I’épigénome en induisant une méthylation erronée du génome, et
ainsi favoriser la transformation maligne des cellules affectées
(Figure 2).

Parmi les facteurs C/T, il y a également la protéine SPOL11, qui induit
des coupures double brin d’ADN lors des recombinaisons méiotiques
(pour revue voir [23]). Il est trés probable que Iexpression inappro-
priée de SPOI11 dans les cellules somatiques favorise des transloca-
tions chromosomiques (Figure 2).

Récemment les fonctions d’un orthologue chez la levure de deux
C/T, CTAGI/NY-€SO1 et CTAG2/NYy-£S02, ont pu étre définies. Cette
protéine, PCC1, code pour un facteur de transcription capable de
réguler I"expression d’un réseau de genes impliqué dans le cycle
cellulaire et la croissance polarisée chez la levure. Chez les mam-
miféres, ces genes sont uniquement exprimés dans les cellules
germinales et leur dérépression aberrante pourrait affecter égale-
ment des réseaux de genes codant, comme chez la levure, pour des
régulateurs cellulaires critiques [24].

De maniére intéressante, une kinase normalement exprimée dans
les cellules germinales, PBK/TOPK, a été trouvée fréquemment
dérégulée dans les cancers du sein. Les études fonctionnelles mon-
trent que, dans les cellules somatiques, elle peut relayer la phos-
phorylation de la sérine 10 de I’histone H3 et donc avoir un rdle
important dans les balisages erronés de cette marque épigénétique
dans les cellules cancéreuses [25].

Ces exemples sont donc tres en faveur de I’hypothése selon laquelle
des dérégulations épigénétiques importantes peuvent surgir dans
les cellules somatiques suivant une expression illégitime de génes
spécifiques de la gamétogenése. Il apparait également que des
anomalies épigénétiques primaires dans les cellules pré-cancéreu-
ses, dues a I'action «illégitime » des régulateurs du génome des
gametes, peuvent rapidement évoluer et aboutir a la transforma-
tion maligne.
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Activation aberrante des facteurs C/T,
un indicateur des anomalies épigénétiques
dans les cellules pré-cancéreuses et cancéreuses

La perte, dans les cellules somatiques, de la répression
des geénes spécifiquement exprimés dans les testicule
peut étre utilisée comme un bon détecteur des ano-
malies épigénétiques se produisant dans ces cellules.
En effet, de nombreuses études ont montré que I'ex-
pression illégitime de plusieurs C/T est associée a une
altération de la méthylation de leurs genes. Par consé-
quent, lorsqu’une expression aberrante de ces genes
est détectée dans les cellules, elle peut étre considérée
comme le reflet direct de I'occurrence d’une méthyla-
tion anormale, et ainsi permettre de faire le diagnostic
de cette anomalie épigénétique.

De plus, de nouvelles données nous permettent d’entre-
prendre des analyses plus fines et de mieux comprendre
les mécanismes épigénétiques responsables du main-
tien sous silence de ces génes dans les cellules saines et
d’identifier les perturbations épigénétiques se produi-
sant dans les cancers. Par exemple, il a été montré que
Iinvalidation du géne G9a, ou du géne Glp/Eu-HMTasel,
codant pour des méthyltransférases de la lysine 9 (K9)
de I’histone H3, aboutit a une expression ectopique des
génes Mage [26, 27]. Une analyse plus fine a permis de
montrer qu'une mono-méthylation de K9, induite par
I’expression d’un mutant de G%a dans les cellules G%a™~
est suffisante pour réprimer ’expression du gene Mage-
A[28]. De plus, une acétylation des histones induite par
le traitement des cellules par I'inhibiteur des HDAC, la
trichostatine A (TSA), et la transcription qui en résulte,
permettent une déméthylation du gene C/T GAGE et son
expression stable dans les cellules somatiques [29].
D’autres données suggérent en revanche que la démé-
thylation ciblée des C/T se produit en premier lieu et
peut étre stabilisée par I"activité de ces promoteurs, les
protégeant ainsi contre une re-méthylation et le réta-
blissement de la répression [30, 31]. €n effet, il a été
montré que la déméthylation des régions promotrices
de ces génes et leur activation transcriptionnelle (due
au ciblage des méthyltransférases de ’ADN, DNMT1/3b
par des siARN), sont associées & une modification du
code histone sur ces genes en faveur d’un gain de mar-
ques actives, une augmentation de I"acétylation de K9
et de la méthylation de K4 de I'histone H3 [32].

Les facteurs C/T, marqueurs de cancers
et cibles de thérapie anti-cancéreuse

A I’heure actuelle, on recense un peu plus d’une qua-
rantaine de familles de genes C/T, comprenant environ
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une centaine de genes, dont Iexpression anormale a été
directement identifiée dans des cancers somatiques. La
plupart de ces génes sont répertoriés sur le site suivant :
http://www.cancerimmunity.org/CTdatabase/.

Les genes C/T, dont I’expression est normalement res-

treinte aux cellules de la spermatogenese méiotique
ou post-méiotique, cellules protégées du systeme
immunitaire par la barriere hémato-testiculaire,
ont un statut immunitaire tout a fait particulier. &n
effet, dans des conditions physiologiques normales,
en I"absence de cancer somatique ou d’effraction
de la barriere hémato-testiculaire, les produits de
ces genes restent inconnus du systéme immunitaire
autologue. €n revanche, lorsqu’ils sont exprimés de
maniére aberrante dans les cancers somatiques, ils
peuvent étre reconnus par le systéme immunitaire qui
les considére comme des antigenes étrangers, indui-
sant une réaction cellulaire et/ou humorale contre les
cellules tumorales.

Ainsi, du fait de leur expression tissulaire restreinte et
de leur caractére tres immunogéne, les génes C/T et
leurs produits constituent non seulement des marqueurs
potentiels de choix pour le diagnostic des cancers, mais
aussi des cibles idéales pour une immunothérapie anti-
cancéreuse.

En effet, les premiers antigénes C/T, de la famille
MAGE-A, puis BAGE et GAGE, ont été découverts
chez une patiente porteuse d’un mélanome dont
|’évolution était anormalement favorable, du fait
de la présence de lymphocytes T cytotoxiques recon-
naissant les cellules tumorales autologues [33],
révélant déja la nature fortement antigénique de ces
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d’autres antigénes tumoraux, parmi
lesquels une majorité de C/T (incluant les facteurs SSX, SCP1, NY-
€50-1). Enfin, un certain nombre d’antigénes C/T ont été identi-
fiés sur la base de leur profil d’expression [35, 36]. Uexpression
anormale d’un ou plusieurs C/T est détectée dans de nombreux
cancers somatiques, tumeurs solides [37-40] ou hémopathies [41,
42]. Cela peut étre exploité pour le développement de marqueurs
indiquant la présence et/ou de I’évolution d’un processus tumoral,
basés sur la détection des transcrits correspondants [37], ou des
protéines, ou méme d’anticorps circulants dirigés contre ces C/T
[43]. A I’heure actuelle, on ne sait pas détecter des C/T dans tous
les cancers somatiques (par exemple les C/T connus sont rarement
exprimés dans les cancers colorectaux). |l est cependant possible
que la découverte de nouveaux C/T permette de diagnostiquer de
plus en plus de tumeurs.
Plusieurs équipes ont exploité les propriétés immunogenes des
C/T pour développer des stratégies vaccinales anticancéreuses.
Les C/T MAGEAL et NY-€SO-1 ont servi a faire des vaccins destinés
a stimuler les réponses des cellules T, CD4* et/ou CD8", et un effet
bénéfique a été démontré chez certains des patients traités [44].
Afin d’assurer une efficacité optimale de ce type d’immunothé-
rapie, des recherches en cours visent a optimiser la présentation
de I’antigene aux cellules T, notamment en associant I’épitope a
un adjuvant [45]. De plus, certaines études récentes suggeérent
d’associer a cette approche vaccinale un traitement épigénéti-
que visant a induire ou augmenter ’expression de génes C/T par
les cellules tumorales, comme par exemple un agent déméthylant
I’ADN ou inhibant les histones déacétylases [42].

! Technique SEREX (Serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) a pour objectif I’ana-
lyse sérologique d’antigénes tumoraux autologues via I’expression d’ADNc recombinants. Les ARNm d’une
tumeur sont purifiés et rétrotranscrits en ADNc, qui sont insérés dans des phages, infectant des bactéries.
Les colonies bactériennes obtenues en agar formant des plages de lyse sont transférées sur nitrocellulose,
et criblées avec le sérum du patient, et les IgG ainsi immobilisées sont révélées par une technique colo-
rimétrique classique.
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Conclusions

Outre leur grand intérét pour les applications médicales, I’étude des
C/T représente une voie de recherche novatrice et puissante pour la
compréhension des mécanismes fondamentaux régulant la program-
mation du génome au cours de la différenciation cellulaire, et des
anomalies épigénétiques associées a la transformation cellulaire et
au développement des cancers. €n effet, I’expression des genes C/T
dans les cancers somatiques est le reflet d’une dérégulation épi-
génétique globale dans la cellule cancéreuse dont les mécanismes
moléculaires restent a élucider.

Il est également tres important de souligner que, du fait du statut
immunitaire tout a fait particulier des produits de ces génes et de
leur caractere hautement immunogene, les C/T sont une source de
marqueurs de grande valeur pour la détection des cancers, ainsi que
des cibles potentielles tres intéressantes pour une thérapie vaccinale,
comme le démontrent des études pilotes. Ainsi Iidentification de C/T
supplémentaires pourrait ouvrir la voie a une approche globale pour
la détection d’une pathologie cancéreuse ainsi que pour une thérapie
vaccinale. ¢

SUMMARY

Intrusion of male epigenome

regulators in somatic cancer cells

In healthy cells, several epigenetic mechanisms ensure structural and
functional differentiation of the genome, and are necessary for the
transcriptional silencing of most of the genome while a few genes, spe-
cific for each tissue type, are activated. Cell transformation disturbs
this organization and induces the aberrant repression or activation
of many genes. Whereas the transcriptional silencing of some critical
cell regulators clearly contributes to cell malignant transformation,
the oncogenic role of the illegitimate activation of tissue-specific
genes in cancerous and pre-cancerous cells is still poorly known. This
review aims to demonstrate the oncogenic potential of the illegitimate
expression, in somatic cells, of genes, whose expression is normally
restricted to male germ cells, encoding factors known as cancer testis
or C/T, and particularly those involved in re-organizing the epigenome
in these cells. The value of these genes, and of the factors they encode,
in terms of cancer markers and promissing therapeutic targets will also
be stressed. ¢
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