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Démeéthyler ’ADN
contre le cancer

Vers de nouvelles stratégies
épigénétiques sans dommage a ’ADN

Matthieu Nolot, Rady Chaaban et Pierre-Antoine Defossez

Les marques épigénétiques

sont dérégulées dans le cancer

Le cancer est une maladie complexe
résultant de "accumulation d’altéra-
tions génétiques, de perturbations des
mécanismes de régulation cellulaire,
mais également d’altérations épigéné-
tiques [1]. Ces derniéres possédent un
role clé, car elles modulent I'expression
des génes sans mutation de la séquence
d’ADN.

Contrairement aux mutations, elles
sont potentiellement réversibles, ce
qui en fait des cibles thérapeutiques
attrayantes. La méthylation de I’ADN
est une des marques épigénétiques les
plus étudiées, et parmi les plus promet-
teuses en termes d’applications théra-
peutiques.

La méthylation de I’ADN : réle,
mécanismes et acteurs

La méthylation de I’ADN, une marque
épigénétique essentielle chez les mam-
miferes, consiste en I"ajout covalent
d’un groupe méthyle (CHz) sur une cyto-
sine, principalement dans un contexte
de dinucléotides CpG. C’est une marque
tres abondante, puisqu’environ 80 % des
CpG du génome humain sont méthylés.
Cette méthylation de I’ADN participe au
contrdle fin de I’expression génique et a
la stabilité du génome [2].

Dans de nombreux cancers, la répar-
tition de cette marque est déréglée :
des promoteurs de geénes suppresseurs
de tumeur sont hyperméthylés et donc
réprimés, tandis que des régions inter-
géniques sont déméthylées, aboutis-
sant a I’expression aberrante d’éléments
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répétés et augmen-
tant I'instabilité du
génome [3, 4] (=»).

La méthylation de I’ADN est cataly-

(=) Voir m/s n° 12,
2024, page 925

sée par une famille d’enzymes, les
ADN méthyltransférases (DNA methyl
transferase, DNMT). Il en existe trois
dans I’espéce humaine : DNMT3A et
DNMT3B sont des ADN méthyltrans-
férases « de novo », qui établissent
la méthylation de ’ADN au cours du
développement précoce, tandis que
DNMTIL est exprimée dans toutes les
cellules qui se divisent. Lors de la
réplication de I’ADN, les brins nou-
vellement synthétisés ne portent
aucune méthylation des cytosines,
ce qui conduit @ un ADN hémimé-
thylé (Figure 14). Le retour a un état
entierement méthylé nécessite I'acti-
vité enzymatique de DNMTI, qui se lie
aux sites hémiméthylés et méthyle la
cytosine nouvellement incorporée [5].
Un autre acteur indispensable de cette
maintenance est le cofacteur UHRF1
(ubiquitin-like PHD and RING finger
domain-containing protein 1), une
ubiquitine ligase €3 nécessaire au
recrutement de DNMTL [6]. UHRFI est
un oncogéne avéré, surabondant dans
de nombreux types de cancers, ol il
favorise la méthylation des promo-
teurs de génes suppresseurs de tumeur
[7, 8]. Les réles reconnus de la méthy-
lation de I’ADN dans les cancers font
de ses effecteurs des cibles d’intérét
pour les thérapies épigénétiques anti-
cancéreuses, consistant principale-
ment en des agents déméthylants de
I’ADN.
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Cibler la méthylation de I’ADN dans les
cancers

Sur le plan thérapeutique, la recherche
clinique a longtemps exploité la vulné-
gues nucléosidiques tels que la décita-
bine (5-aza-déoxycytidine), notamment
contre des leucémies [9]. Ces molécules,
incorporées dans I’ADN durant sa répli-
cation, forment des liens covalents avec
DNMTI, laquelle est alors dégradée par
la machinerie de réparation de I’ADN;
il en résulte une perte progressive de la
méthylation de I’ADN, mais également
de nombreux dommages a I’ADN. Ainsi,
I’effet de ces molécules repose d’une
part sur une reprogrammation épigé-
nétique, et d’autre part sur un effet
génotoxique, ce qui limite la tolérance
clinique et complique I'interprétation
des roles respectifs de la déméthylation
de ’ADN et du dommage a I’ADN dans
IPactivité anticancéreuse des traite-
ments déméthylants (Figure 14).

La méthylation de I’ADN proteége les
cellules cancéreuses de la sénescence
La capacité de distinguer 'effet de la
déméthylation de ’ADN elle-méme de
celui des dommages a I"ADN est ainsi
cruciale pour comprendre le role antitu-
moral propre des analogues de nucléo-
sides. Nous avons donc cherché a iden-
tifier les conséquences de la perte de
méthylation de I’ADN en elle-méme sur
les cellules cancéreuses, en utilisant
un systeme dégron a I’auxine (auxine-
inducible degron, AID). Cet outil repose
sur "gjout d’une « étiquette AID » a une
protéine d’intérét qui, en présence d’une
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Figure 1. La déméthylation de 'ADN dans des cellules cancéreuses induit la sénescence. A. Mécanismes et acteurs de la méthylation de I’ADN.
B. Principe du dégron a I’auxine. AID : auxin-inducible degron ; OsTIRL : ubiquitine-ligase €3 de plante. €. Quantification du pourcentage global de
dinucléotides CpG méthylés par WGBS (whole genome bisulfite sequencing) dans les lignées cellulaires témoin et « dégrons » dans les conditions
indiquées. D. Courbes de prolifération cellulaire. **** p < 0,0001. €. Coloration SA-P-gal (senescense-associated -galactosidase) des lignées
traitées a I’auxine. Les cellules sénescentes sont en bleu. F. Marquage immunohistochimique de coupes de tumeurs pour le marqueur de proliféra-
tion cellulaire Ki67 (en brun), avec contre coloration par hématoxyline. G. Coloration SA-[B-gal (en bleu) et nuclear fast red (en rose) de coupes
de tumeurs. H. Schéma comparant les perspectives thérapeutiques apportées par ces études. SASP : senescence-associated secretory phenotype.
Figure adaptée de [10] et de [11].
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ubiquitine ligase de plante (OsTIRL) et
d’auxine, permet la dégradation rapide
de cette protéine par le protéasome.
Nous avons ainsi produit dans les cel-
lules HCT116 [10], un modéle de cancer
colorectal, une «lignée dégron » pour
UHRFL et une pour DNMTl
Comme attendu, la déplétion de UHRFL
ou de DNMTI indyit une dé
globale de I’ADN

de génotoxicité ou de dommage a I’ADN,
accompagnée d’une profonde dérégula-

éthylation
Figure 10)} sans signe

tion de I’expression de nombreux genes
[11]. étonnamment, cette déméthyla-
tion provoque un défaut de la division
cellulaire|(Figure 1D)) et énotype
de sénescemceettutaire (|F[gure 16)] Ces

constats ont également pu étre faits

in_vivo_dans un modéle de xénogreffes

(F[gures IF 1G).

La sénescence cellulaire,

une conséquence de la déméthylation
de ’ADN auparavant inconnue

La sénescence correspond a un état
d’arrét permanent du cycle cellulaire,
généralement orchestré par le gene
suppresseur de tumeur P53, et impli-
quant I'activation de la protéine p2l,
un inhibiteur de cycline-kinase qui
bloque la progression du cycle cel-
lulaire. Cet état s’accompagne éga-
lement de I’émission d’un sécrétome
associé a la sénescence, composé de
cytokines, chimiokines, protéases et
facteurs de croissance [12]. Dans les
cellules HCT1l6 déplétées de DNMTI
ou de UHRFI, ralentissement du cycle
cellulaire et sécrétome sénescent
coexistent de maniére indépendante
de p53, ce qui témoigne d’un proces-
sus « non canonique » de sénescence.
Bien que la sénescence soit le plus
souvent considérée comme la consé-
quence de dommages a I’ADN [13],
nous avons constaté que la sénescence
induite par déméthylation de I’ADN
apparalt sans aucun signe de géno-
toxicité. De plus, elle n’est pas limitée
aux cellules HCT116 : elle se produit
non seulement dans d’autres lignées
de cancer colorectal, mais également
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dans d’autre types de tumeurs [11]. Le
lien entre déméthylation de I’ADN et
sénescence des cellules cancéreuses
est donc désormais établi, mais les
mécanismes sous-jacents devront faire
I’objet de futurs travaux de recherche.
Incidemment, la découverte tardive de
ce phénotype de sénescence consécutif
a la déméthylation de ’ADN s’explique
peut-étre par le fait que les agents
hypométhylants classiques induisent
de multiples dommages a I’ADN et donc

une réponse pro- igue plutot que
pro-sénescence (Figure IH).

UHRFL, une cible thérapeutique
prometteuse contre le cancer

Les résultats de nos travaux de recherche
ont également permis d’étendre les
connaissances sur UHRF1 : au-dela de
son role de cofacteur de DNMTIL, UHRF1
assure des fonctions « non canoniques »
essentielles a la stabilité du méthylome
[10]. Il interagit avec DNMT3A/3B et
antagonise les TET (ten eleven translo-
cation), une famille d’enzymes cata-
lysant la déméthylation de I’ADN. Ces
autres r6les de UHRF1 pourraient expli-
quer que la déplétion de UHRFL est plus
efficace que la déplétion de DNMTI pour
déméthyler I’ADN, et qu’elle induit la
sénescence plus profondément et plus
rapidement.

Dans une perspective thérapeutique
anti-cancéreuse, cibler UHRFL présente
donc plusieurs avantages théoriques

1) induire une sénescence des cellules
tumorales durable sans provoquer de
détérioration de ’ADN génomique, ce
qui pourrait réduire la toxicité systé-
mique ;

2) induire cette sénescence indépen-
damment de la voie p53, et donc étre
applicable aux trés nombreuses tumeurs
dans lesquelles cette voie est inactivée ;
3) cibler un point clé du réseau épigéné-
tique, intervenant a la fois dans I’établis-
sement de nouveaux profils de méthyla-
tion de I’ADN (dynamique de novo) et
dans la conservation de ces profils lors de
la division cellulaire (maintenance).

Certes, des approches alternatives
comme [|'utilisation des inhibiteurs
sélectifs de DNMT1 cherchent déja a
dissocier déméthylation de I’ADN et
incorporation génotoxique [14], mais
la déplétion ciblée de UHRF1 semble,
d’aprés les résultats expérimentaux,
produire un effet plus rapide et plus
complet sur le méthylome.

Cependant, si le sécrétome associé a la
sénescence peut favoriser I’élimination
des cellules sénescentes par le systeme
immunitaire, il peut aussi entretenir une
inflammation chronique et des effets
pro-tumoraux a long terme [12, 13]. Il est
donc pertinent d’envisager des stratégies
combinatoires associant induction de
sénescence par déméthylation de I’ADN
et élimination ciblée des cellules sénes-
centes par des médicaments sénolytiques
ou par renforcement du systéme immu-
nitaire (immunothérapies). Mais avant
d’envisager une utilisation thérapeutique
d’inhibiteurs de UHRFL, il conviendra
notamment de déterminer comment les
cellules non transformées réagissent a
cette inhibition, et de prouver I'absence
de toxicité ou la faible toxicité de tels
inhibiteurs pour les tissus non tumoraux. ¢
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