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Liste des abréviations

ADCD : Autophagy-Dependent Cell Death

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AIF : Apoptosis Inducing Factor

ALT : Alternative Lengthening of Telomeres
APAF-1 : Apoptotic Protease Factor 1

APC/C : Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
ARN : Acide RiboNucléique

ATP : Adénosine TriPhosphate

AURKB : AURora Kinase B

BAF : Barrier-to-Autointegration Factor

BAK : BCL-2 Antagonist Killer

BAX : BCL-2 Associated X

BCL-2 : B-Cell Lymphoma 2

BCL-xL : B-Cell Lymphoma extra Large

BCL-W : B-Cell Lymphoma W

BFL-1: BCL-2-related isolated from Fetal Liver 1
BH : BCL-2 Homology domain

BID : BH3 Interacting-domain Death agonist
BIM : BCL-2 Interacting Mediator of cell death
BUBS3 : Budding Uninhibited by Benzimidazole 3
BUBR1 : Budding Uninhibited by Benzimidazole-Related 1
CARD : CASPASE Recruitment Domain

CASPASE : Cysteine-ASPartic proteASE

CDC20 : Cell Division Cycle protein 20

CDK : Cyclin-Dependent Kinase

CENP : CENtromere Protein

cGAMP : cyclique GMP-AMP

CGAS : cyclic GMP-AMP synthase

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats

DAMP : Damage-Associated Molecular Patterns
DD : Death Domain

DED : Death Effector Domain

DISC : Death-Inducing Signaling Complex
DNase Il : DésoxyriboNucléase ||

ECTR : Extrachromosomal telomere repeat
EMT : Epithelial-Mesenchymal Transition

ER : Estrogen Receptor

FADD : Fas Associated via Death Domain

FGF : Fibroblast Growth Factor

GAS : Gamma-Activated Sequence

GPX4 : Glutathione PeroXidase 4

GTP : Guasonine TriPhosphate

HAS (Haute Autorité de Santé

HDAC : Histone DésACétylase

HER2 : Human EGF (Epidermal Growth Factor) Receptor 2
HSP90 : Heat Shock Protein 90

IAP : Inhibitor of Apoptosis Protein

IFN-I : InterFéroNs de type |

IFNAR : IFNa/B receptor

IHC : ImmunoHistoChimie

IKB : Inhibitor of Kappa B

IKK : Inhibitor of Kappa B Kinase

IL: InterLeukine

IMS : InterMembrane Space

INCa : Institut National du Cancer

IRF : Interferon Regulatory Factor

ISGF3 : Interferon-Stimulated Gene Factor 3
ISRE : IFN-Stimulated Response Element

JAK1 : JAnus Kinase 1

LDCD : Lysosome-Dependent Cell Death

LHRH : Luteinizing Hormone Releasing Hormone
LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

LMN : LaMiNe

MAD?2 : Mitotic Arrest Deficient 2

MCL-1 : Myeloid Cell Leukemia-1

MIM : Mitochondrial Inner Membrane

MLKL : Mixed Lineage Kinase domain-Like

MOM : Mitochondrial Outer Membrane

MOMP : Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilization

MPM?2 : Mitotic Protein Monoclonal 2

MPT : Mitochondrial Permeability Transition

NET : Neutrophil Extracellular Trap

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NLR : Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-
Like Receptors

NSG : NOD SCID Gamma

PAMP : Pathogene Associated Molecular Pattern
PARP1 : Poly(ADP-Ribose) Polymérase 1

PR : Progesteron Receptor

PRR : Pattern Recognition Receptors

PTP : Pore de Transition de Perméabilité

PUMA : P53 Upregulated Modulator of Apoptosis
Rb : Retinoblastoma

RIPK3 : Receptor-Interacting Protein Kinase 3

RLR : Retinoic acid-Inducible Gene (RIG)-I-Like Receptors
SAC : Spindle Assembly Checkpoint

SASP : Senescence-Associated Secretory Phenotype
SERM : Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux
(Estrogenes

SERD : Dégradeurs Sélectifs des Récepteurs aux
(Estrogénes

SMAC : Second Mitochondria-derived Activator of
CASPASE

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
STING : STimulator of INterferon Genes

TACE : Tumor necrosis factor-Alpha Converting Enzyme
tBID : BID tronqué

TBK1 : Tank-Binding Kinase 1

TFAM : Mitochondrial Transcription Factor A

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFR1 : Récepteur 1 du TNF

TRADD : Tumor necrosis factor Receptor type 1-
Associated Death Domain

TRAF : TNF Receptor Associated Factors

TRAIL : TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
TRAIL-R : Récepteur de TRAIL

TSP1 : ThromboSPondine-1

TYK2 : TYrosine Kinase 2

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

XIST : X Inhibitory Specific Transcript
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I. Objectif de la these

Les protéines de la famille BCL-2 (B-Cell Lymphoma 2) forment un réseau complexe et
dynamique d’interactions ayant pour réle majeur le controle de I'intégrité de la membrane
externe mitochondriale (MOM, Mitochondrial Outer Membrane), dont la perméabilisation ou
MOMP (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) est I'’événement clé a 'origine du
déclenchement de I'apoptose (Juin et al., 2013). Ces protéines sont réparties en deux groupes,
les anti-apoptotiques et les pro-apoptotiques, générant un équilibre plus ou moins fragile
évoluant en permanence en réponse aux signaux extra et intracellulaires recus par la cellule
(Montero et al., 2015; Ni Chonghaile et al., 2011; Sarosiek et al., 2017). Celle-ci ajuste ainsi sa
survie ou son élimination en fonction de son environnement afin de garantir le maintien de

I’'homéostasie de I'organisme.

En raison d’une diminution de la charge pro-apoptotique et/ou d’'une augmentation de la
charge anti-apoptotique, ce réseau est souvent dérégulé dans les cellules cancéreuses (Balko
et al., 2014; Juin et al., 2013). Le déséquilibre qui en résulte est a I'origine de résistances aux
thérapies anticancéreuses dont les effets anti-tumoraux sont intimement liés aux réponses
apoptotiques qu’elles génerent (Montero et al., 2015). L'équipe du Dr. Philippe Juin étudie
intensivement ce réseau de protéines en analysant son dynamisme subcellulaire (Pécot et al.,
2016; Vuillier et al., 2018), cellulaire (Bah et al., 2014) et intercellulaire (Louault et al., 2019)
afin de comprendre les mécanismes a |'origine de la sensibilité ou de la résistance aux

traitements anticancéreux permettant a terme leur optimisation.

Un des axes de recherche de I'équipe consiste a comprendre les réponses des cellules
cancéreuses mammaires aux antimitotiques, chimiothérapies fréquemment utilisées dans la
prise en charge des cancers du sein, se confrontant cependant a de nombreuses résistances.
S’inscrivant pleinement dans cette thématique, I'objectif de ma thése est de comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires a l'origine des effets anti-tumoraux des agents

antimitotiques en identifiant leurs impacts in vivo sur les protéines de la famille BCL-2.



Il. Introduction

1. Les cancers du sein

Les chiffres parlent d’eux-mémes, le cancer du sein demeure un probléme de santé publique.
Selon le rapport de I'Institut National du Cancer (INCa), 58 968 nouveaux cas de cancer du sein
ont été diagnostiqués en 2017. Si le taux de mortalité baisse de 1,5 % par an en moyenne

entre 2005 et 2012, le cancer du sein demeure a I'origine de 11 883 décés en 2017.

Représentant 31,8 % de I'ensemble des cancers incidents féminins, le cancer du sein est le
plus fréquent chez la femme, devant le cancer colorectal et le cancer du poumon. Il est, de
plus, le cancer a I'origine du plus grand nombre de déces chez la femme représentant 17,9 %

des déces féminins par cancer.

Le cancer du sein est une maladie hétérogene. Ainsi, on ne parle plus du cancer du sein mais
des cancers du sein pouvant étre classés selon des criteres histologiques ayant des valeurs
diagnostiques et pronostiques. Les cancers du sein sont répartis en deux groupes, in situ ou
infiltrant, selon leurs caractéres invasifs. Chague groupe est ensuite subdivisé en sous-groupes

selon leurs caractéristiques histologiques et leurs profils de croissance.

L'analyse par immunohistochimie (IHC) de I'expression de récepteurs par les cellules
cancéreuses mammaires a généré une nouvelle classification des cancers du sein. Véritable
test compagnon, cette analyse a permis d’orienter les stratégies thérapeutiques en rendant

éligibles certaines patientes a des thérapies ciblées. On distingue ainsi :

» les cancers luminaux (70 % des cancers du sein) exprimant les récepteurs aux
cestrogénes (ER, Estrogen Receptor) et a la progestérone (PR, progesteron

Receptor), hormono-dépendants, eux-mémes subdivisés en deux sous-groupes A



et B selon leur caractere proliférant, le sous-groupe B étant le plus proliférant et
de moins bon pronostic.

» les cancers surexprimant le récepteur HER2 (Human EGF (Epidermal Growth
Factor) Receptor 2) (15 % des cancers du sein), résultat d’'une amplification
chromosomique du gene codant pour cette protéine.

» les cancers triples négatifs (15 % des cancers du sein) n’exprimant aucun des trois

récepteurs HER2, PR et ER.

Comme énoncé précédemment, la prise en charge thérapeutique des cancers du sein va
grandement dépendre des caractéristiques biologiques de la tumeur. L’arsenal thérapeutique
pour traiter les cancers du sein comprend la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et

les thérapies ciblées, ces traitements pouvant étre utilisés seuls ou associés.

» Chirurgie
L'exérese chirurgicale est généralement réalisée dans un premier temps suivi ensuite d’un
traitement par radiothérapie, chimiothérapie et/ou hormonothérapie. Il existe deux types
d’intervention chirurgicale : la tumorectomie, chirurgie conservatrice consistant a retirer la

tumeur, et la mastectomie, chirurgie non conservatrice consistant a retirer la totalité du sein.

Afin de réduire la taille tumorale et, ainsi, faciliter son exérése, un traitement par
chimiothérapie ou hormonothérapie avant l'intervention chirurgicale peut étre réalisé. Le

traitement est alors qualifié de néo-adjuvant.

Une analyse des ganglions axillaires drainant I'ensemble du sein, par la technique du ganglion
sentinelle, permet de détecter la présence de cellules cancéreuses. Le résultat renseigne sur
la nécessité d’effectuer une ablation des ganglions, intervention appelée curage ganglionnaire
axillaire. Le ganglion sentinelle est le premier ganglion recevant le drainage lymphatique d’'une
tumeur. Il est représentatif des autres ganglions de I'aisselle et permet donc de déterminer si

un curage axillaire est nécessaire ou non.



L’avantage de la technique du ganglion sentinelle est d’éviter les conséquences génantes d’un
curage ganglionnaire axillaire systématique, qui se révele inutile lorsque les ganglions prélevés

sont négatifs.

Si des cellules cancéreuses ont été détectées dans les ganglions axillaires, un curage
ganglionnaire axillaire est réalisé. Cela consiste a enlever une dizaine de ganglions situés sous
le bras. Il est réalisé sous anesthésie générale en méme temps que la chirurgie conservatrice

ou la mastectomie.

» Radiothérapie
La radiothérapie consiste en l'irradiation localisée des cellules cancéreuses par des rayons
ionisants. Ces rayons permettent une action cytotoxique sur les cellules cancéreuses via la
génération d’importants dommages a ’ADN (Acide DésoxyriboNucléique). Le recours a la
radiothérapie dépend du stade du cancer du sein. Elle est également indiquée pour traiter les

métastases osseuses, cérébrales et ganglionnaires.

» Chimiothérapie
La chimiothérapie peut étre utilisée avant I'exérése chirurgicale (chimiothérapie néo-
adjuvante) dans le cas de tumeur trop volumineuse ou pour permettre une chirurgie
conservatrice. La chimiothérapie est le plus souvent utilisée aprés I'intervention chirurgicale
(chimiothérapie adjuvante) dans le cas de cancers du sein présentant des métastases, de

cancers du sein présentant un risque important de récidive ou de cancers récidivants.
Les principes actifs actuellement utilisés sont :

= Les antimitotiques se fixant aux microtubules et inhibant leur dynamique,
perturbant ainsi le bon déroulement de la mitose. Cette classe thérapeutique est
divisée en 3 sous-groupes : les taxanes (paclitaxel, docétaxel) et les dérivés de
I’épothilone (ixabépilone) inhibant la dépolymérisation des microtubules ; les
vinca-alcaloides (vinorelbine, vinblastine, vincristine) inhibant la polymérisation
des microtubules. Ces chimiothérapies vont par conséquent étre actives sur des

cellules en mitose.

= Les composés ciblant I’ADN. Les intercalants de ’ADN tels que les anthracyclines

(doxorubicine, épirubicine), s’intercalant entre les bases, perturbant ainsi les



mécanismes régulant le métabolisme de I'ADN. Les alkylants de I’ADN
(cyclophosphamide, sels de platine) se liant de fagon covalente a I’ADN, entrainant
ainsi des cassures lors de la réplication de I’ADN. Ces composés vont donc étre

actifs sur les cellules cyclantes.

= Les anti-métabolites tels que les inhibiteurs du métabolisme des folates
(méthotrexate), précurseurs des bases puriques et pyrimidiques bloquant ainsi la
syntheése de I’ADN. Ces agents anticancéreux sont donc actifs pendant la phase S

du cycle lors de laquelle la synthése de I’ADN a lieu.

Bien que certaines molécules puissent étre utilisées seules telles que le paclitaxel et la
doxorubicine, le traitement par chimiothérapie consiste généralement en une association de
plusieurs principes actifs ayant des mécanismes d’action différents et des effets indésirables

non-chevauchants.

» Thérapies ciblées
Les thérapies ciblées anticancéreuses sont des médicaments qui visent a bloquer la croissance
et/ou la propagation des cellules tumorales en s’attaquant spécifiquement a certaines de leurs
anomalies. Leur mode d’action principal passe par une inhibition des mécanismes mémes de
I'oncogenése avec une spécificité importante pour les cellules cancéreuses ou leur
microenvironnement. |l peut s’agir d’inhibiteurs intracellulaires (inhibiteurs de protéines
kinases) ou d’inhibiteurs extracellulaires (anticorps monoclonaux). De plus une thérapie ciblée
est un traitement qui n’a démontré de bénéfice que chez certains patients identifiés par un
marqueur prédictif détecté par un test compagnon. Il existe plusieurs thérapies ciblées
utilisées dans les cancers du sein, les deux principales étant I’hormonothérapie et les anticorps

ciblant le domaine extracellulaire du récepteur HER2.

L’hormonothérapie a pour but de bloquer I'action pro-oncogénique des stéroides, cestrogenes
et progestérone, dans les cancers du sein dits hormono-dépendants. Il existe quatre groupes

de principes actifs utilisés dans le cadre d’une hormonothérapie :

= Les Modulateurs Sélectifs des Récepteurs aux Oestrogénes (SERM) tels que le
tamoxifene. L'intérét de ces composés réside dans leurs propriétés
antagonistes dans le sein et agonistes dans les autres tissus, permettant de

réduire les effets indésirables du traitement notamment au niveau des os.



. Les Dégradeurs Sélectifs des Récepteurs aux Oestrogénes (SERD) tels que le
fulvestrant. Ces composés vont entrainer, aprées fixation, la diminution sélective

de I'expression des récepteurs aux cestrogénes dans le tissu mammaire.

. Les inhibiteurs de I'aromatase (létrozole, anastrozole et exémestane) qui

préviennent la synthese des cestrogenes a partir des androgenes.

. Les analogues de la LHRH (Luteinizing Hormone Releasing
Hormone) (goséréline et leuproréline) qui suppriment la production des
hormones féminines par les ovaires chez la femme non ménopausée.
L'administration d'analogues de la LHRH a pour but d'hyperstimuler
I'hypophyse. Cette derniere va finir par ne plus répondre et donc arréter de
stimuler a son tour les ovaires. La production d'cestrogenes est ainsi stoppée.

Cela revient a induire une ménopause avec les symptomes qui lui sont associés.

Le type d'hormonothérapie et les doses utilisés sont différents chez les femmes ménopausées
ou non. Chez la femme non ménopausée, les SERM ou SERD sont le plus souvent proposés en
premier intention pour une durée de 5 ans. Chez la femme ménopausée, les inhibiteurs de
I'aromatase sont généralement utilisés en premier intention pour une durée de 5 ans ou
pendant 2 ans, suivis par un traitement par tamoxifene (pour un total de 5 ans de thérapie

hormonale).

Les cancers du sein HER2 amplifié ont la particularité de présenter a la surface des cellules
cancéreuses une quantité importante de protéines HER2, appartenant a la famille des
récepteurs a I'EGF, rendant les cellules hypersensibles aux effets prolifératifs de I'EGF.
Thérapie ciblée mise sur le marché en 2000, le trastuzumab, anticorps monoclonal dirigé
contre ce récepteur, est le plus souvent démarré en association aux taxanes puis poursuivi

seul pour une durée d'un an.

L'examen IHC de la tumeur permet de déterminer I'expression éventuelle des ER et PR et le
statut HER2 et donc de savoir si des traitements par hormonothérapie ou par trastuzumab

respectivement peuvent étre utilisés.


https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-du-sein/Hormonotherapie/Anti-aromatases

D’autres thérapies ciblées sont présentes dans I'arsenal thérapeutique des cancers du sein
telles que le palbociclib, inhibiteur des kinases du cycle cellulaire CDK4/6 (Cyclin-Dependent

Kinase 4/6).

Source : guide de I’HAS (Haute Autorité de Santé) sur la prise en charge des cancers du sein — 2010.

2. La cellule cancéreuse

Bien que certains cancers puissent étre déclenchés par des infections virales (lymphome de
Burkitt déclenché par I’Epstein Barr Virus), bactériennes (adénocarcinome gastrique
déclenché par I|’Helicobacter Pylori) ou par une déstructuration tissulaire (Soto and
Sonnenschein, 2011), la majorité des cancers est la conséquence d’une succession
d’altérations génétiques (Hanahan and Weinberg, 2011). Le processus d’oncogenése peut
s’apparenter a une sélection Darwinienne ou la progression tumorale a lieu au gré d’une suite
d’expansion clonale. Ainsi 'acquisition d’une nouvelle altération génétique va conférer un

avantage sélectif par rapport aux autres sous-clones (Yates et al., 2015).

Pour permettre le processus de cancérisation, les systémes de surveillance de I'intégrité du
génome, qui ne permettent que peu de mutation a chaque division cellulaire, doivent étre
altérés. Ainsi, plus de 50 % des tumeurs présentent une mutation de la protéine « gardienne
du génome » P53 (Lane, 1992; Oren, 1985), dont la fonction est de bloquer la prolifération
cellulaire voire de déclencher I'apoptose lors de la survenue de dommages a I’ADN (Lowe et
al., 1993; Symonds et al.,, 1994; Yonish-Rouach et al., 1991). La perte de fonction de P53
pouvant étre a I'origine d’'un phénotype cancéreux et in fine du développement d’'une tumeur,
le géne codant pour cette protéine a été qualifié de géne suppresseur de tumeur. Regroupant
divers autres génes comme celui codant pour la protéine Rb (Retinoblastoma), ce terme défini
un élément génétique dont la perte ou l'inactivation entraine une croissance dérégulée des

cellules.



La découverte d’altérations génétiques a I'origine de la cancérisation a révélé un processus
d’une extréme complexité. En effet, les génes mutés ainsi que I'ordre chronologique différent
entre les types de tumeurs mais également au sein d’un type donné. Les auteurs Hanahan et
Weinberg ont établi un ensemble de caractéristiques phénotypiques acquises pendant le
processus de cancérisation communes aux cellules tumorales quels que soient le type de
cancer et les génes mutés. lls ont ainsi mis en évidence six grandes caractéristiques partagées
par les cellules cancéreuses a savoir : une signalisation proliférative soutenue, I'’échappement
aux signaux anti-prolifératifs, la résistance a la mort cellulaire, I'induction de I’angiogénése,
I'activation d’un processus d’invasion et de dissémination métastatique et un potentiel

réplicatif infini (Fig. 1) (Hanahan and Weinberg, 2000).

Evading
apoptosis

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Figure 1 : caractéristiques phénotypiques acquises par la cellule cancéreuse.

Les cellules cancéreuses acquierent pendant le processus de cancérisation six caractéristiques
phénotypiques : une signalisation proliférative soutenue, I’échappement aux signaux anti-prolifératifs, la
résistance a la mort cellulaire, I'induction de I'angiogénése, I'activation d’un processus d’invasion et de
dissémination métastatique et I'immortalité réplicative (Hanahan and Weinberg, 2000)



» Signalisation proliférative soutenue :
Afin de maintenir 'homéostasie tissulaire, la prolifération cellulaire est hautement régulée
dans les tissus sains. Les cellules tumorales ont ainsi développé différentes stratégies pour

maintenir une prolifération soutenue :

= Une stimulation mitogénique autocrine ou la cellule produit les facteurs de
croissance dont elle a besoin pour proliférer (Walsh et al., 1991).

= Lasurexpression de récepteurs aux facteurs de croissance (HER2 dans certaines
cellules cancéreuses mammaires), rendant les cellules hautement sensibles a
des stimulations mitogéniques.

= Une activation continue des voies de signalisation en aval des récepteurs de
facteurs de croissance méme en |’'absence de stimulation mitogénique (Davies
et al., 2002).

= La perte de boucles de rétrocontrole négatif dont le but est d’atténuer les voies

de signalisation activées par des stimuli mitogéniques (Amit et al., 2007).

» Echappement aux signaux anti-prolifératifs :
Les cellules cancéreuses ont, de plus, la capacité a échapper aux signaux anti-prolifératifs
reposant essentiellement sur I'action de génes suppresseurs de tumeur, les deux principaux
étant P53 et Rb (Zhu et al., 2015). La protéine Rb bloque I’entrée en cycle cellulaire en inhibant
les facteurs de transcription E2Fs. La protéine P53, elle, est un senseur de divers stress
pouvant nuire au bon déroulement de la division cellulaire tels que des dommages a I’ADN.
Suivant la nature et I'importance du stress, P53 entrainera soit un arrét du cycle cellulaire,
I'induction de la sénescence ou le déclenchement de I'apoptose (Lowe et al., 1993; Symonds

et al., 1994).

» Résistance a la mort cellulaire :
Plusieurs processus sont a I'origine de la mort cellulaire. Les plus connus sont I'apoptose, la
nécroptose et I'autophagie (nous ne parlerons ici que de I'apoptose). Plusieurs stratégies sont
employées par les cellules cancéreuses pour empécher le déclenchement de |'apoptose. La
principale est évidemment la perte de fonction de la protéine P53. Une autre stratégie est la

surexpression des protéines anti-apoptotiques telles que BCL-xL (B-Cell Lymphoma extra



Large) et MCL-1 (Myeloid Cell Leukemia-1) (Gong et al., 2013; Shimizu et al., 2010) ou la
diminution de I'expression des protéines pro-apoptotiques telles que NOXA, PUMA (P53
Upregulated Modulator of Apoptosis) et BIM (BCL-2 Interacting Mediator of cell death)
(Garrison et al., 2008; Mestre-Escorihuela et al., 2007; Richter-Larrea et al., 2010).

» Induction de I’angiogéneése :
La prolifération soutenue des cellules cancéreuses requiére un apport en nutriments et en
oxygene. Le développement d’une tumeur macroscopique nécessite donc une vascularisation,
or les cellules endothéliales sont majoritairement quiescentes. Les cellules cancéreuses ont la
capacité de sortir les cellules endothéliales de leur état de quiescence (switch angiogénique)
par la production de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor
et le FGF, Fibroblast Growth Factor) ou la diminution de facteurs anti-angiogéniques (TSP-1,

ThromboSpondine-1) (Carmeliet and Jain, 2011).

» Activation d’un processus d’invasion et de dissémination métastatique
La dissémination métastatique, principale cause de mortalité liée aux cancers, représente un
enjeu considérable dans la prise en charge des patients. La transition epithélio-
mésenchymateuse (EMT), lors de laquelle les cellules cancéreuses perdent leurs attachements
entre elles, semble étre I'’évenement initial de la dissémination d’une cellule cancéreuse (Hotz
et al., 2007; Rhim et al., 2012) méme si de récents travaux infirment cette hypothése (Fischer
et al., 2015; Zheng et al., 2015). S’en suit une migration trans-endothéliale pour entrer dans
le compartiment sanguin (intravasation) puis en sortir (extravasation) et ainsi générer une

micro-métastase.

» Potentiel réplicatif infini
L'acquisition d’un potentiel réplicatif illimité par les cellules cancéreuses est nécessaire a la
formation de tumeur macroscopique. En effet, la grande majorité des cellules présente un
nombre de division limité portant le nom de son découvreur : « la limite de Hayflick » (Hayflick

and Moorhead, 1961). A I'origine de cette limite, une succession d’hexanucléotide en tandem,



les séquences télomériques, dont le but est la protection des chromosomes. La perte de
séquences a chaque réplication de ’ADN conduit a une érosion des téloméres déclenchant un
état de sénescence (Abdallah et al.,, 2009). Pour contrecarrer cette limite, les cellules
cancéreuses expriment la télomérase dont la fonction est d’ajouter des segments de télomeére

a I'extrémité des chromosomes conduisant a un processus d’immortalisation.

Dans une mise a jour de leur revue parue en 2011, Hanahan et Weinberg ont ajouté deux
nouvelles caractéristiques phénotypiques partagées par les cellules cancéreuses: la
reprogrammation du métabolisme, ou effet Warburg, et I'échappement au systéme
immunitaire (Hanahan and Weinberg, 2011). La formation d’une tumeur cancéreuse est donc
le résultat d’une succession d’altérations génétiques favorisées par un fond cellulaire

hautement mutagene.

3.Ll’apoptose

Contrairement a la mort cellulaire accidentelle correspondant a la disparition brutale d’une
cellule exposée a des contraintes physiques, chimiques ou mécaniques, les morts cellulaires
programmées reposent sur des voies de signalisation spécifiques pouvant par conséquent

étre modulées génétiquement ou pharmacologiquement.

La mort cellulaire se manifeste par des altérations morphologiques macroscopiques. Les
morphologies des cellules ont historiquement été utilisées pour classer les morts cellulaires
en trois différentes formes (Schweichel and Merker, 1973) : (1) mort cellulaire de type | ou
apoptose caractérisée par un gonflement du cytoplasme, la condensation de la chromatine,
une fragmentation du noyau et la formation de bourgeons au niveau de la membrane
plasmique. L’étape finale est la formation de petites vésicules (corps apoptotiques) prises
en charge par les cellules avoisinantes par phagocytose et dégradées dans des lysosomes.
Ceci est permis par I'exposition de résidus phosphatidylsérine sur le versant extracellulaire

de la membrane plasmique délivrant un signal « EAT ME » aux cellules avoisinantes.



Classiquement, I'apoptose est considérée comme une mort non inflammatoire, surtout
impliquée dans des conditions physiologiques (développement et homéostasie tissulaire)
(Green et al., 2009) ; (2) mort cellulaire de type Il ou autophagie caractérisée par une
intense vacuolisation cytoplasmique, et, de fagon similaire a I’apoptose, se termine par une
phagocytose par les cellules avoisinantes et une dégradation lysosomale; (3) mort
cellulaire de type Il ou nécrose dont la particularité est I'absence de phagocytose des corps

cellulaires, entrainant par conséquent la libération de DAMP (Damage-Associated Molecular

Patterns) et I'induction d’une réponse pro-inflammatoire.

Ces dernieres années, la découverte de nouvelles voies de signalisation a mis en évidence
I'existence de nombreux types de mort cellulaire programmée ayant des mécanismes
moléculaires trés interconnectés (Fig. 2). Les types de mort cellulaire couvrent tout le
spectre morphologique allant de la cellule nécrotique a la cellule apoptotique, et un profil

immunomodulateur allant de la mort tolérogénique (anti-inflammatoire) a la mort

immunogénique (pro-inflammatoire) (Galluzzi et al., 2018).

- jon NECrosis Necr
ot aer OPlogjg
O
& P
R 7%
R %,
O %
& KR
& %
S
&
g)
$ RCD 4
§ 3
Q
@ <,
o S
7] @,
S @
=
€ — »
C ~ L
2 ® @
% Apoptotic Necrotic &
morphology morphology I
©
Q
N
>
4
o, &
O &°
<«
N
de?
LDCD NETotic cel

Figure 2 : principaux types de mort cellulaire programmée.

Les cellules exposées a des perturbations irrémédiables du microenvironnement intracellulaire ou
extracellulaire peuvent activer I'un des nombreux types de mort programmeée, conduisant finalement a leur

disparition.(Galluzzi et al., 2018)



Ces types de mort cellulaire programmeée sont :

L’autophagie (ADCD, Autophagy-Dependent Cell Death) : mort cellulaire dont les processus

cellulaires dépendent des voies de signalisation de I'autophagie.

L’entose (Entotic cell death) : internalisation puis dégradation lysosomale d’une cellule par

une autre cellule.

L'apoptose extrinseéque (Extrinsic apoptosis) : mort cellulaire initiée par la perturbation du

microenvironnement extracellulaire détectée par des récepteurs membranaires, propagée
par la CASPASE (Cysteine-ASPartic proteASE) 8 et exécutée par des CASPASEs effectrices
(principalement la CASPASE 3).

La ferroptose (Ferroptosis) : mort cellulaire initiée par des perturbations oxydatives sous le
controle de GPX4 (Glutathione PeroXidase 4) et pouvant étre inhibée par des chélateurs du

fer et des antioxydants lipophiles.

L’apoptose intrinséque (Intrinsic apoptosis) : mort cellulaire initiée par des perturbations extra

ou intracellulaires, délimitée par la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale,

et exécutée par des CASPASEs effectrices (principalement la CASPASE 3).

La mort cellulaire dépendante des lysosomes (LDCD, Lysosome-Dependent Cell Death) : mort

cellulaire délimitée par la permébilisation de la membrane plasmique par les lysosomes suivi

par le relargage de cathepsine dans le cytosol.

La transition de perméabilité mitochondriale (Mitochondrial permeability transition (MPT)-

driven necrosis) : mort cellulaire déclenchée par I'ouverture du pore de transition de

perméabilité (PTP) localisé dans la membrane interne de la mitochondrie.

La_nécroptose (Necroptosis): mort cellulaire dépendante de MLKL (Mixed Lineage Kinase
domain-Like) et de RIPK3 (Receptor-Interacting Protein Kinase 3) déclenchée par des

perturbations intra ou extracellulaires.

La NETose (NETotic cell death) : mort cellulaire causée par la formation du NET (Neutrophil
Extracellular Trap) qui est une structure composée de I’ADN des polynucléaires neutrophiles
associé a un grand nombre de protéines piégeant les bactéries, les champignons et les

protozoaires.



La_parthanatose (Parthanatos): mort cellulaire initiée par I’hyper-activation de PARP1

(Poly(ADP-Ribose) Polymérase 1) et exécutée par AIF (Apoptosis Inducing Factor) suite a sa

translocation de la mitochondrie au noyau ou il sera a I'origine d’'une fragmentation de I’ADN.

La pyroptose (Pyroptosis) : mort cellulaire due a la formation de pores dans la membrane

plasmique par les gasdermines.

Les effets anti-tumoraux des chimiothérapies reposant principalement sur le déclenchement
de I'apoptose (Juin et al., 2013; Montero et al., 2015; Ni Chonghaile et al., 2011), nous nous

sommes par la suite focalisés sur ce type de mort cellulaire.

Le terme apoptose, provenant du grec et signifiant « chute en se détachant », a été pour la
premiere fois proposé en 1972 pour distinguer la nécrose et la formation de structures
cellulaires maintenant connues pour étre des corps apoptotiques (Kerr et al., 1972). Bien
gu’étant un programme génétiquement codé a l'origine d’une autodestruction de la cellule,
I'apoptose est indispensable au développement de l'organisme et au maintien de son
homéostasie (Ke et al., 2018). L'apoptose intervient notamment pour éliminer les cellules
interdigitales et I'excés de neurones, et participe a I’éducation thymique des lymphocytes T
par élimination des cellules T auto-réactives (Punt et al., 1994; Wright et al., 1983; Zakeri et
al.,, 1994). Une dérégulation de I'apoptose sera a l'origine de diverses pathologies, des
maladies neurodégénératives dans le cas d’'un exces d’apoptose ou le développement de
tumeur cancéreuse dans le cas d’un défaut d’apoptose (Ichim and Tait, 2016; Tait et al., 2014).
Il existe deux voies principales d’induction de I'apoptose : la voie extrinseque (ou voie des
récepteurs de mort) et la voie intrinséque (ou voie mitochondriale), toutes deux reposant sur
I'activation d’une famille de protéases a cystéine, les CASPASEs. L'apoptose peut
classiqguement étre divisée en deux phases : une phase d’initiation, au cours de laquelle le
signal apoptotique (intra- ou extracellulaire) est transmis aux CASPASEs initiatrices et une

phase d’exécution correspondant a I'activation des CASPASEs effectrices (Fig. 3).
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Figure 3 : voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose.

Dans la voie extrinseque de I'apoptose : apres liaison de leurs ligands respectifs, les récepteurs de mort vont
activer les CASPASEs initiatrices 8 et 10 qui, a leur tour, activeront les CASPASEs effectrices 3 et 7 induisant
alors I'apoptose. Dans la voie intrinseque de I'apoptose : divers stress cellulaires aboutissent a I'induction
de protéines BH3-only qui, en activant BAX et BAK, déclenchent la MOMP. Cet évenement est par ailleur
inhibé par les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 telles que BCL-xL et MCL-1. La MOMP permet
la libération dans le cytosol de protéines jusqu’alors contenues dans I'expace inter-membranaire de la
mitochondrie comme le cytochrome c ou SMAC. Le cytochrome c interagit avec APAF-1 pour former
I'apoptosome et ainsi active la CASPASE initiatrice 9 qui, a son tour, activera les CASPASEs effectrices 3 et 7
déclenchant I'apoptose. SMAC favorise I'apoptose en inhibant les protéines inhibitrices des CASPASEs de la
famille des IAP telles que XIAP. Le clivage du BH3-only BID en tBID par la CASPASE 8, pouvant alors activer
les protéines BAX et BAK, lie les voies extrinseque et intrinséque de I'apoptose. (Ichim and Tait, 2016).



L'apoptose extrinseque est déclenchée par la fixation de ligands spécifiques tels que le TNF
(Tumor Necrosis Factor), FASL ou TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand), sur des
récepteurs présents au niveau de la membrane plasmique. Ces récepteurs, tels que le
Récepteur 1 du TNF (TNFR1), FAS et le récepteur de TRAIL (TRAIL-R), appartiennent a la
superfamille des récepteurs du TNF et sont activés suite a leur trimérisation aprés fixation de
leurs ligands respectifs. Au niveau intracellulaire, I'apoptose extrinséque repose sur la
formation du DISC (Death-Inducing Signaling Complex) initié par le domaine DD (Death

Domain) des récepteurs de mort.

Le DISC inclut, pour tous les récepteurs de mort, la protéine FADD (Fas Associated via Death
Domain) et la CASPASE 8. Dans le cas d’une activation du TNFR1, un autre adaptateur, TRADD
(Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain), est d’abord engagée
permettant par la suite le recrutement de FADD. FADD est une protéine adaptatrice possédant
un DD a son extrémité C-terminale et un Death Effector Domain (DED) a son extrémité N-
terminale. FADD est recrutée au niveau des récepteurs de mort trimérisés via une interaction
homotypique des DDs. Cette interaction induit un changement conformationnel de la protéine
permettant une exposition du DED et le recrutement de la CASPASE 8 (la CASPASE 10 peut
également étre recrutée au niveau de la protéine FADD mais son réle dans I'apoptose reste a
définir) (Fig.3) (Hughes et al., 2016). La CASPASE 8 est exprimée sous forme de zymogene, la
pro-CASPASE 8, comprenant deux DEDs (situés dans le pro-domaine), une grande sous-unité
possédant une activité protéase, une région charniere et une petite sous-unité (Fig. 4). La
CASPASE 8 se fixe au DED du FADD via son DED1 formant ainsi le DISC. Cette interaction va
ainsi entrainer le recrutement d’autres pro-CASPASEs 8 via la fixation de leur DED1 au DED2
de la CASPASE 8 précédente, et ainsi aboutir a I'oligomérisation de 6 ou 8 pro-CASPASEs 8 (Fu
et al., 2016). L’agrégation des pro-CASPASEs 8, permettant une dimérisation des domaines
protéolytiques, entraine un clivage auto-catalytique entre la région charniere et la petite sous-
unité activant partiellement la protéine. Un second clivage entre le DED2 et la grande sous-

unité entraine la libération de I’'enzyme mature (Fig. 4).

La CASPASE 8 va alors pouvoir activer les CASPASEs effectrices 3 et 7, également exprimées
sous forme de zymogene, par clivage entre leurs grandes et petites sous-unités (Fig. 4).

L'activité des CASPASEs effectrices pourra néanmoins étre inhibée par les protéines de la



famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein). La CASPASE 8 peut outrepasser cette inhibition
en clivant le BH3-only BID (BH3 Interacting-domain Death agonist) en BID tronqué (tBID) qui
pourra alors activer les protéines effectrices BAX (BCL-2 Associated X) et BAK (BCL-2
Antagonist Killer) entrainant le déclenchement d’'une MOMP. La MOMP, a I'origine de la voie
intrinseque de I'apoptose, permettra de plus la libération d’inhibiteurs des IAP, tel que SMAC
(Second Mitochondria-derived Activator of CASPASE), restaurant ainsi |I’action des CASPASEs

effectrices (Jost et al., 2009).

Les cellules déclenchant une apoptose extrinséque sans intervention de la mitochondrie sont
appelées « cellules de type | ». Cependant, cette voie n’est généralement pas suffisante pour
entrainer la mort cellulaire. Les cellules requérant I'intervention de la mitochondrie via le
clivage de BID en tBID par la CASPASE 8 sont appelées « cellules de type Il » (Tait and Green,
2010). Outre le déclenchement de I'apoptose, la liaison du TNF, TRAIL ou de FASL a leur
récepteur respectif peut également entrainer une nécroptose et/ou activer d’autres voies de
signalisation telles que les voies NF-kB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells) ou MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases).
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Figure 4 : activation des CASPASEs.

a. Les CASPASEs sont réparties en deux sous-groupes : les CASPASEs initiatrices (2, 8 et 9) et les CASPASEs
effectrices (3, 6 et 7). Les CASPASEs initiatrices sont les premieres a intervenir dans |'apoptose et leur
activation est nécessaire a I'activation des CASPASEs effectrices. b. La dimérisation de monomeéres de
CASPASEs inactives est nécessaire pour I'activation des CASPASEs initiatrices. Elle a lieu au niveau des pro-
domaines et nécessite la présence de FADD. Une fois le dimere formé, le clivage entre le pro-domaine et la
grande sous-unité ainsi qu’entre les petite et grande sous-unités engendre la formation de CASPASEs
initiatrices actives. L’activation des CASPASEs effectrices se fait via le clivage entre les petite et grande sous-
unités par les CASPASEs initiatrices activées (Tait and Green, 2010).



La voie intrinseque est également appelée voie mitochondriale de I'apoptose puisqu’elle
repose obligatoirement sur la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Les
fonctions principales des mitochondries sont en effet portées par ses membranes. La
membrane interne mitochondriale (MIM, Mitochondrial Inner Membrane) porte la chaine
respiratoire, source d’énergie pour la cellule via la phosphorylation oxydative. La membrane
externe mitochondriale délimite avec la MIM, I'espace inter-membranaire de la mitochondrie
(IMS, InterMembrane Space) contenant des protéines activant ou favorisant la mort cellulaire

telles que le cytochrome c ou SMAC.

La MOM est perméable a des molécules faisant moins de 5 kDa. Durant la MOMP, les pores
formés par les protéines effectrices BAX ou BAK suite a leur activation permettront a des
protéines de 100 kDa de rejoindre le cytosol (Rehm et al., 2003). La MOMP est un processus
durant quelques secondes a I’échelle d’une mitochondrie mais requiére environ cing minutes
pour que la totalité des mitochondries d’une cellule soit perméabilisée via un phénomeéne de

propagation de la MOMP (Goldstein et al., 2000).

Pendant longtemps, la MOMP a été considérée comme un évenement binaire conduisant
inévitablement a la mort cellulaire. Cependant, certains contextes cellulaires ont remis en
cause ce dogme du « tout ou rien ». A ce jour, deux scénarii de MOMP partielle ne conduisant
pas a la mort cellulaire ont été décrits : la MOMP incompléte lors de laquelle la MOMP se
produit dans la plupart mais pas toutes les mitochondries (Tait et al., 2010) ; la MOMP
minoritaire lors de laquelle la MOMP se produit seulement dans un faible nombre de
mitochondrie apres un stress sublétal (Ichim et al., 2015). La survie des cellules subissant une
MOMP incompléte repose sur I'absence ou l'inhibition de I'activité des CASPASEs permettant
une expansion et un repeuplement des mitochondries (Tait et al., 2010). Dans le cas d’une
MOMP minoritaire, I'activation sublétale des CASPASEs entraine des dommages a I’ADN

pouvant induire une transformation oncogénique de la cellule (Ichim et al., 2015).

Outre son réle crucial dans le transport des électrons de la chaine respiratoire entre les
complexes Il et IV, le cytochrome c est également une protéine pro-apoptotique clé de
I’apoptose mitochondriale située dans I'IMS de la mitochondrie. En effet, la perte d’intégrité

de la MOM entraine la libération du cytochrome c qui sera a I'origine de la formation de



I’'apoptosome et de |'activation de la CASPASE initiatrice 9. Pour cela, le cytochrome c, une fois
dans le compartiment cytosolique, interagit avec la protéine APAF-1 (Apoptotic Protease
Factor 1). I'oligomérisation de 7 complexes cytochrome c-APAF-1 formant ainsi I'apoptosome
(Kim et al., 2005). La formation de ce complexe permet I'exposition du domaine CARD
(CAspase Recruitment Domain) de APAF-1 alors en mesure de lier celui de la pro-CASPASE 9.
La proximité des pro-CASPASEs 9 permet un auto-clivage et une stabilisation de la CASPASE 9
par formation de dimére. Tandis que I'apoptosome pourra poursuivre le recrutement de
nouvelles pro-CASPASEs 9, les CASPASEs 9 néoformées activeront les CASPASEs effectrices 3

et 7 déclenchant ainsi I’'apoptose (Fig. 3).

L'initiation de I'apoptose mitochondriale est donc liée a I'intégrité de la MOM. La MOMP est
subtilement régulée par un réseau de protéines présentant de fortes similitudes structurales,
les protéines de la famille BCL-2, véritables senseurs des stimuli extra et intracellulaires recus

par la cellule.

4. Les protéines de la famille BCL-2

La fonction principale des protéines de la famille BCL-2 est de réguler l'intégrité de la MOM
en fonction des stimuli pro ou anti-apoptotiques recus par la cellule. Pour cela, cette famille
se compose de deux grands groupes de protéines : les protéines pro-apoptotiques favorisant
le déclenchement d’'une MOMP et les protéines anti-apoptotiques inhibant la survenue de cet
évenement. Chaque membre de cette famille posséde un ou plusieurs des quatre domaines
BH (BCL-2 Homology domain) numérotés de BH1 a BH4. L’association des critéres
morphologiques et fonctionnels permet d’identifier trois groupes de protéines : les protéines
anti-apoptotiques (BCL-xL, BCL-2, MCL-1, BCL-W (B cell ymphoma W) et BFL-1 (BCL-2-related
isolated from Fetal Liver 1)) qui partagent avec les protéines pro-apoptotiques BAX et BAK
qguatre domaines BH et des protéines pro-apoptotiques ne possedant que le domaine BH3
(tels qgue NOXA, PUMA, BID, BIM, BAD (BCL-2 Associated Death promoter), HRK (HaRaKiri)),

protéines ainsi dénommées BH3-only (Singh et al., 2019). Les membres a multi-domaine pro



et anti-apoptotiques ont une structure globulaire présentant une poche hydrophobe formée
par les domaines BH1, BH2 et BH3. Cette poche correspond a I'interface d’interaction avec le

domaine BH3 d’autres protéines (Juin et al., 2013).

Le déclenchement de la MOMP est la conséquence de I'activation des protéines BAX et/ou
BAK au niveau de la MOM. Cette activation va entrainer un changement de conformation
leur permettant de s’oligomériser et, ainsi, de former des pores (Suzuki et al., 2000). Le
subtil contréle de I'intégrité de la MOM repose donc sur |’activation ou non de BAX et BAK et
se fait via un ensemble d’interactions dynamiques entre les membres de la famille BCL2. Les
protéines anti-apoptotiques, via leur poche hydrophobe, interagissent et par conséquent
inhibent les membres pro-apoptotiques (BH3-only ou a multi-domaine) en fixant leur domaine
BH3. De plus, via un phénomeéne appelé rétrotranslocation, les protéines anti-apoptotiques
ont la capacité d’éloigner de la mitochondrie leur partenaire pro-apoptotique BAX et BAK
diminuant davantage le risque de survenue d’'une MOMP (Edlich et al., 2011; Gilmore et al.,
2000). Bien gu’ayant une structure semblable, la séquence peptidique des membres d’'une
méme classe difféere en certains points. La conséquence est la sélectivité d’interaction de
certains membres de la famille BCL2 (Chen et al., 2005; Willis et al., 2005). Par exemple, NOXA
interagit uniguement avec MCL-1 et BFL-1 (Fig. 5). Ces interactions sont de plus modulables
notamment par modifications post-traductionnelles des protéines anti-apoptotiques. Par
exemple, le laboratoire a démontré que lors d’un arrét mitotique, BCL-xL est phosphorylé sur

la sérine 62 diminuant son affinité pour BAX et donc ses fonctions anti-apoptotiques (Bah et

al.,, 2014).
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Figure 5 : interactions entre les protéines de la famille BCL-2.

En raison de différences de séquences peptidiques, il existe une spécificité d’interactions de certains
membres de la famille BCL-2, qu’elles soient inhibitrices ou activatrices (Singh et al., 2019).



Le déclenchement de I'apoptose nécessite donc que les protéines anti-apoptotiques soient
submergées et que BAX et BAK soient activés. Trois modéles d’interaction des membres de la
famille BCL2 sont proposés pour expliquer I'activation de BAX et BAK (Fig. 6) (Czabotar et al.,
2014).

Modeéle d’activation indirecte :
Dans ce modele, les effecteurs BAX et BAK sont constitutivement actifs, leur séquestration par
les protéines anti-apoptotiques permettant de prévenir la survenue de la MOMP. En réponse
a des stimuli pro-apoptotiques, les BH3-only nouvellement induits vont entrer en compétition
avec BAX et BAK au niveau de la poche hydrophobe des anti-apoptotiques permettant alors

leur libération et I'induction de la MOMP (Willis et al., 2005).

Modeéle d’activation directe :
Des travaux ont mis en évidence l|'existence de deux types de BH3-only: les BH3-only
sensibilisateurs (NOXA, BAD, BIK, BMF) ayant la capacité d’interagir avec les protéines anti-
apoptotiques et ainsi libérer d’éventuelles protéines pro-apoptotiques jusqu’alors
séquestrées et les BH3-only activateurs (BIM et tBID) ayant en plus la capacité d’activer les
effecteurs BAX et BAK via I'interaction de leur BH3 avec la poche hydrophobe des protéines
effectrices. Dans le modeéle d’activation directe, les protéines anti-apoptotiques préviennent
I'activation de BAX et BAK en séquestrant les BH3-only activateurs. En raison d’une affinité
plus importante, les BH3-only sensibilisateurs prennent la place des BH3-only activateurs dans
la poche hydrophobe des anti-apoptotiques, permettant ainsi I'activation des effecteurs et le

déclenchement de la MOMP (Letai et al., 2002; Wei et al., 2000).

Modeéle unifié :
Ces deux modeles présentent des contradictions. Llambi a proposé un modele unifié
suggérant que ces modeles ne sont pas nécessairement exclusifs. Dans ce modéle, les
protéines anti-apoptotiques agissent soit en séquestrant les BH3-only activateurs laissant les
effecteurs inactifs (mode 1) soit en capturant les effecteurs BAX et BAK juste aprées leur

activation par les BH3-only activateurs libres (mode 2). Quel que soit le mode d’inhibition des



anti-apoptotiques, celui-ci est bloqué par I'action des BH3-only sensibilisateurs (Llambi et al.,

2011).

a Direct activation b Indirect activation ¢ Unified model

BAD BAD

Mode 1

BAX multimerization and membrane permeabilization

Figure 6 : les modéles d'activation des protéines effectrices BAX et BAK.

a. Dans le modele direct, la séquestration des BH3-only activateurs par les protéines anti-apoptotiques est
levée par I'induction de BH3-only sensibilisateurs permettant I'activation des effecteurs BAX et BAK. b. Dans
le modele indirect, la séquestration des effecteurs BAX et BAK constitutivement actifs par les protéines anti-
apoptotiques est levée par I'induction de BH3-only. c. Dans le modele unifié, les protéines anti-apoptotiques
séquestrent les effecteurs BAX et BAK activés mais également les BH3-only activateurs. Ces deux modes
d’inhibition sont contrecarrés par I'induction de BH3-only sensibilisateurs (Czabotar et al., 2014).

L’apoptose intrinseque peut étre déclenchée par divers stimuli tels que les dommages a
I’ADN (radiation, chimiothérapies génotoxiques) (Kaufmann and Earnshaw, 2000; Sarosiek
et al.,, 2017), des stress du réticulum endoplasmique (Corazzari et al., 2017), des
dysfonctionnements des mitochondries (Panduri et al., 2004) ou I’activation d’oncogénes
(notamment dans le cas de I'oncogene MYC) (Murphy et al., 2008). Les cellules peuvent
également entrer en apoptose lors d’'un défaut de stimulation (privation en nutriment,
défaut de facteurs de croissance) (Farlie et al., 1995; Mercille and Massie, 1994). La diversité
des stimuli apoptotiques a en miroir la diversité des facteurs pro-apoptotiques qu’elle

induit. Par exemple, les dommages a I’ADN induisent une apoptose par déclenchement de



I"activité transcriptionnelle de P53 pour ses génes cibles notamment ceux codant pour les
BH3-only PUMA et NOXA (Wiederschain et al., 2005) tandis que le défaut en facteur de
croissance conduit a l'induction transcriptionnelle de BIM (Deng et al., 2007). Outre
I'induction transcriptionnelle de protéines pro-apoptotiques, ces stimuli peuvent
également contrecarrer le phénomeéne de rétrotranslocation des effecteurs BAX et BAK
favorisant ainsi la survenue d’'une MOMP. En effet, notre équipe a démontré que la
protéine E2F1, induite par des stimuli apoptogénes (chimiothérapies), diminuait la
rétrotranslocation de BAK en interagissant et perturbant la mobilité de BCL-xL déclenchant

ainsi une MOMP (Vuillier et al., 2018).

Les niveaux d’expression des protéines de la famille BCL-2 dépendent du tissu, du stade de
développement et de tous les stress et dommages que la cellule aura subi. La balance entre
les protéines pro et anti-apoptotiques détermine si une cellule vit ou entre en apoptose (Ni
Chonghaile et al., 2011). Une cellule qui survit en exprimant juste assez de protéines anti-
apoptotiques pour tamponner les protéines pro-apoptotiques existantes est définie comme
étant « primée » pour l'apoptose. Ces cellules pourront alors déclencher une MOMP en
réponse a un trés faible signal pro-apoptotique. En revanche, une cellule qui exprime des anti-
apoptotiques en quantité importante permettant de tamponner tous les pro-apoptotiques
existants et d’éventuelles protéines nouvellement synthétisées est définie comme « non
primée ». Enfin, une cellule ne pouvant pas déclencher de MOMP en raison d’une expression
trop faible des effecteurs BAX et BAK est définie comme réfractaire a I'apoptose. lllustré dans
la figure de fagon catégorique, il existe en fait un continuum de priming, les cellules pouvant

étre a n'importe quel stade entre les états primé et non primé (Fig. 7) (Singh et al., 2019).

En conclusion, le priming d’une cellule se définit par sa proximité du seuil de

déclenchement de la MOMP.
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Figure 7 : une cellule peut étre plus ou moins proche du seuil de déclenchement de la MOMP.

Les cellules primées pour I'apoptose expriment de grandes quantités de protéines pro-apoptotiques (ou de
faibles quantités de protéines anti-apoptotiques) de fagon basale. Ainsi, méme un léger stress induisant
I'expression de protéines pro-apoptotiques peut déclencher la MOMP. Les cellules non primées pour
I’'apoptose peuvent également déclencher une apoptose mais requiérent de plus importants stress pour
submerger les protéines anti-apoptotiques non impliquées de fagon basale dans la séquestration de protéines
pro-apoptotiques. Les cellules réfractaires n’expriment pas BAX et BAK a des niveaux suffisants pour
déclencher la MOMP méme sous |'effet d’'importants stress (Singh et al., 2019).

De récents travaux ont mis en évidence une hétérogénéité de priming apoptotique des
cellules saines selon I'origine du tissu (Sarosiek et al., 2017) : les neurones présentant un faible
priming contrairement aux cellules hématopoiétiques, ceci expliquant les effets secondaires
des chimiothérapies différents selon les tissus et I'age des patients. De plus, les auteurs ont
démontré que le priming apoptotique des cellules d’un lignage donné évoluait avec le temps :
a mesure du vieillissement de I’étre humain, le priming des cellules diminue, cette diminution
étant due a une baisse de I'expression des effecteurs BAX et BAK rendant les cellules
réfractaires a I'apoptose. En raison d’une prolifération soutenue inhérente a la formation
d’une tumeur, les cellules cancéreuses sont soumises a des conditions extrémes : compression
mécanique, hypoxie, carence en nutriment et en facteur de croissance... Ceci, associé aux
effets pro-apoptotiques d’oncogenes comme cMyc (notamment par induction de BIM et de
BAX), résulte en une augmentation du priming apoptotique des cellules cancéreuses (par

rapport aux cellules normales) par augmentation des protéines pro-apoptotiques ou par



diminution des protéines anti-apoptotiques (Certo et al., 2006; Egle et al., 2004; Mitchell et
al., 2000). Il est a noter que, dans les conditions de culture recommandées par les fournisseurs
de lignées cellulaires, les cellules cultivées in vitro ne sont pas primées pour I'apoptose. Ceci
peut étre expliqué par les conditions de culture optimales dans lesquelles sont cultivées les
cellules (Gillet et al., 2013). Afin de mimer le priming apoptotique des cellules présentes au
sein d’une tumeur, I'’équipe de Stephen Tait a mis au point des lignées cellulaires dites mito-
primées par surexpression équimolaire d’un anti-apoptotique et d’un pro-apoptotique
pouvant interagir entre eux (par exemple tBID et BCL-xL) (Lopez et al., 2016). Une autre
possibilité, utilisée dans de récents travaux de I'équipe, consiste a réduire I'apport en

nutriment pour primer les cellules (Louault et al., 2019).

Les thérapies anticancéreuses, en induisant la synthese de protéines pro-apoptotiques,
vont modifier I’état basal du priming des cellules cancéreuses. Le laboratoire d’Anthony
Letai a démontré que I'augmentation ou non du priming apoptotique aprés un traitement
anticancéreux était I’élément principal déterminant la sensibilité ou la résistance d’une
tumeur (Ni Chonghaile et al., 2011). De plus, ce méme laboratoire a ensuite démontré que
I’analyse du priming permettait de prédire la réponse d’une tumeur a des chimiothérapies,
et donc de choisir la thérapie optimale. En effet, I'analyse du priming apoptotique faite sur
des cellules cancéreuses issues de biopsie et soumises a divers traitements permettait de
connaitre, en quelques heures, le traitement engendrant la plus forte augmentation de
priming. L'analyse de la mort cellulaire trois jours apres le traitement, la réponse in vivo
ainsi que la survie sans progression sont toutes intimement corrélées a I'augmentation du
priming apoptotique mesurée quelques heures apres le traitement validant ainsi ce modele

préclinique (Montero et al., 2015).

Que I’état de priming apoptotique soit basal ou induit par des agents anticancéreux, la survie
des cellules cancéreuses primées est dépendante des protéines anti-apoptotiques pour
tamponner leurs partenaires pro-apoptotiques présents, rendant pertinent leur ciblage
pharmacologique. Plusieurs molécules, inhibitrices des protéines anti-apoptotiques, ont ainsi

été développées. Ces molécules sont appelées BH3 mimétiques car elles miment le domaine



BH3 des protéines BH3-only en se logeant dans la poche hydrophobe des anti-apoptotiques.
Les BH3 mimétiques peuvent étre spécifiques d’une protéine (BCL-xL pour le WEHI-539) ou
cibler plusieurs anti-apoptotiques (BCL-xL, BCL-2 et BCL-W pour I’ABT-737). Dans le cas de
cellules primées pour I'apoptose, les BH3 mimétiques vont déplacer les pro-apoptotiques

jusqgu’alors séquestrés et ainsi déclencher I'apoptose.

Les BH3 mimétiques sont de prometteuses stratégies anticancéreuses seules ou en
combinaison avec d’autres agents anticancéreux. Tandis que I'’ABT 199 (ou Venetoclax),
inhibiteur sélectif de BCL-2, est d’ores et déja utilisé en clinique dans la prise en charge de la
leucémie lymphoide chronique (LLC), plusieurs BH3 mimétiques sont également en essai
clinique pour traiter diverses tumeurs solides. Un des problémes majeurs que rencontrent les
inhibiteurs de BCL-xL est I'induction d’une thrombocytopénie, les plaquettes ayant une survie

tres dépendante de cet anti-apoptotique (Vlahovic et al., 2014).

Etant donné I'extréme complexité du réseau formé par les protéines de la famille BCL-2 pour
réguler l'intégrité de la MOM, il est difficile de connaitre le priming apoptotique d’une
cellule/tumeur via des approches biochimiques. En revanche, des approches fonctionnelles,
en délivrant des signaux pro-apoptotiques directement au niveau des mitochondries,
permettent de mettre en évidence le caractere primé ou non d’une cellule. Une de ces
approches correspond au BH3 profiling ou de petits peptides mimant des domaines BH3
des protéines BH3-only sont incorporés dans les cellules aprés perméabilisation douce de
la membrane plasmique, la perte de cytochrome c étant par la suite mesurée. En fonction
du type de peptide et de la quantité qu’il a fallu ajouter pour induire la MOMP, il est
possible de déterminer le caractére primé ou non d’une cellule pour I'apoptose ainsi que la
nature des anti-apoptotiques impliqués (Davids et al., 2012; Montero et al., 2015; Ni
Chonghaile et al., 2011; Sarosiek et al., 2017). Une autre approche consiste a exposer les
cellules a divers BH3 mimétiques spécifiques d’un anti-apoptotique. Cette technique, plus
simple, est cependant dépendante des caracteres physico-chimiques propres a la molécule

(notamment son affinité pour les anti-apoptotiques) et peut étre impactée par d’éventuels



effets non spécifiques des BH3 mimétiques ou la présence de pompes d’efflux dans les

membranes plasmiques des cellules cancéreuses.

Des travaux récemment publiés (Soderquist et al., 2018) ont permis de révéler le priming
apoptotique d’'un important nombre de lignées cellulaires. Pour cela les auteurs ont exposé
plusieurs dizaines de lignées cellulaires provenant de différents tissus a des BH3 mimétiques
ciblant BCL-xL (WEHI-539), BCL-2 (ABT-199) et MCL-1 (A-1210477). Les résultats obtenus
mettent en évidence une hétérogénéité de priming de lignées cellulaires bien que provenant
du méme tissu. De plus, parmi les lignées primées d’'un méme tissu, les membres de la famille
BCL-2 impliqués peuvent différer. Ainsi, parmi les lignées provenant de cancers du sein, les
cellules MDA-MB-231 sont dépendantes de BCL-xL pour leur survie tandis que les cellules
MCF7 sont dépendantes de MCL-1. Ces résultats démontrent I’existence d’une hétérogénéité

inter-tumorale de priming apoptotique méme au sein d’un méme type de cancer.

En plus d’une hétérogénéité inter-tumorale, notre équipe a démontré qu’au sein d’'une méme
lignée cellulaire, une différence de priming apoptotique existait entre les cellules résultant de
différence stochastique d’expression de BCL-xL (Pécot et al., 2016). De plus, de nombreux
travaux ont rapporté des sensibilités partielles de tumeurs, qu’elles soient solides ou liquides,
a des BH3 mimétiques (Barreca et al.,, 2014; Bhola et al.,, 2016; Keitel et al., 2014;
Zervantonakis et al., 2017), démontrant qu’une hétérogénéité intra-tumorale de priming

existe également (Fig. 8).
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Figure 8 : mise en évidence d'une hétérogénéité intra-tumorale de priming apoptotique par I'utilisation de
BH3 mimétique.

a, b. L’évaluation des réponses apoptotiques in vivo d’'un modele de PDX de cancer ovarien a I’ABT-263 (forme
orale de I’ABT-737) par marquage IHC pour la CASPASE-3 clivée (a) (barre d’échelle : 100 um) (Zervantonakis
et al., 2017) et ex vivo de 163 tumeurs mammaires traitées pendant 48h par de I’ABT-737 (b) mettent en
évidence une hétérogénéité intra-tumorale de sensibilité aux BH3 mimétiques.



Les données accumulées par I'équipe vont également dans ce sens. Le laboratoire a en effet
mis en place, il y a une dizaine d’années, un modele de culture ex vivo de tranches de tumeurs
mammaires soumises a différents traitements pendant 48h. Apres fixation, ces tranches font
I'objet d’'une analyse IHC pour la CASPASE 3 active afin d’analyser la réponse apoptotique des
cellules cancéreuses. L'analyse de la réponse apoptotique de 163 tumeurs traitées pendant
48h avec un inhibiteur de BCL-2 et BCL-xL a confirmé l'importante hétérogénéité inter-
tumorale de priming apoptotique mais également une hétérogénéité intratumorale, la
cohorte de tumeurs présentant en effet un continuum de sensibilité a I'inhibiteur, démontrant
qgque ces tumeurs comportaient des cellules primées car sensibles et des cellules non

répondeuses donc non primées (Fig. 8).

La cause de [I'hétérogénéité intra-tumorale peut s’expliquer par des différences
génétiques existant au sein de la tumeur : (1) une tumeur étant en effet composée de
plusieurs sous clones tumoraux de maniéere inhérente au processus oncogénique (Yates et al.,
2015) (2) des stress subis par quelques cellules peuvent avoir modifié leur épigénome et alors
se répandre dans la tumeur par transmission a la descendance (Assenov et al., 2018). Il peut
également s’agir de modifications phénotypiques (non génétiques) via, par exemple, la
proximité de fibroblastes ayant des effets anti-apoptotiques sur les cellules cancéreuses en
diminuant leur priming apoptotique (Louault et al., 2019; Marusyk et al., 2016). Enfin,
plusieurs travaux ont mis en évidence une hétérogénéité subcellulaire de réponse a des
stimuli pro-apoptotiques. En effet, notre équipe a démontré que tous les couples pro et anti-
apoptotiques d’'une méme cellule n’étaient pas sensibles de facon équivalente aux BH3
mimétique selon leur localisation intracellulaire, les couples ancrés dans la MOM étant plus
stables et donc difficiles a rompre (Pécot et al., 2016). De plus, Tait et Green ont mis en
évidence une répartition inégale des protéines de la famille BCL2 au niveau du pool de
mitochondries et ont suggéré que cette hétérogénéité était un élément expliquant la

survenue de MOMP incompléte (Tait et al., 2010).



5. La mitose

L'objectif de mes recherches est de décrypter les mécanismes cytotoxiques des antimitotiques
et, notamment, du paclitaxel, chef de file des taxanes. Les taxanes, comme les vinca-alcaloides
ou les dérivés de I'épothilone, agissent en perturbant la dynamique des microtubules,
éléments clés de la division cellulaire permettant notamment la répartition dans chaque
cellule fille du matériel génétique dupliqué. Afin de comprendre les mécanismes anti-
tumoraux de ces molécules, il est utile de connaitre les ressorts moléculaires de la mitose et

les conséquences d’une perturbation pharmacologique de son bon déroulement.

La majorité des cellules saines d’un étre humain adulte ne sont pas en cours de cycle cellulaire,
celles-ci se trouvant dans un état quiescent appelé Go.L'entrée dans le cycle cellulaire dépend
de la présence de facteurs mitogéniques permettant a la cellule de franchir le point de
restriction Gi. En aval de ce point, les cellules progressent irréversiblement a travers les
différentes phases du cycle cellulaire. Cette progression est coordonnée par les cyclines dont
le nom provient des variations cycliques de leur concentration par expression transitoire et
rapide dégradation. Leurs réles est d’activer spécifiquement une CDK (Cyclin Dependent
Kinase) dont la concentration ne varie pas nécessairement au cours du cycle. Ainsi différents
complexes Cycline-CDK seront présents a différents moments du cycle cellulaire régulant les
transitions entre les phases (Fig. 9). Identifié en 1983 par Gerdes, I'antigene Ki67 présent dans
le noyau des cellules cyclantes est couramment utilisé en recherche ou en clinique pour

évaluer la prolifération d’'une tumeur (Gerdes et al., 1983).

Brievement, le cycle cellulaire comprend deux phases : I'interphase et la mitose. L’interphase,
période la plus longue (15h), se décompose en une phase Gi, une phase S et une phase G. La
phase G1 est une phase de synthése des enzymes et molécules nécessaires a la phase S, phase
durant laquelle 'ADN est dupliqué. La phase G2 est une phase de préparation a la mitose
notamment en dupliquant le centrosome, centre organisateur des microtubules de la cellule

(Fig. 9).



PP | Cyclin B/CDK1
The cell "double checks” the g 2 N CyclinD/CDK4/6
e I ) M G
i Mitosis y 1
e S
o eyeo e
= )Cyclin E/CDK2
Cyclin A/CDK1

Each of the 46
Cyclin A/CDK2

Lk

chromosomes is
duplicated by the/ _Cellular contents,
excluding the chromosomes,

il
e are duplicated.

3
G, !

Cell cycle arrest.

iy

Figure 9 : les différentes étapes du cycle cellulaire (Clinical Tools, Inc).

a. Les grandes étapes du cycle cellulaire. b. Couples cycline/CDK intervenant pendant le cycle cellulaire.

La cellule 4N (ayant 46 chromosomes a deux chromatides) entre alors en mitose, processus
fondamental permettant une ségrégation fidéle du matériel génétique entre les deux cellules
filles. Cette phase, la plus courte du cycle cellulaire (1h), est classiquement séparée en cinq

étapes (Fig. 10) :

(i) La prophase, étape caractérisée par la condensation du matériel génétique en
chromosomes et la migration bipolaire des deux centrosomes d’ou naissent des

fibres, appelées les microtubules, formées par la polymérisation de la B-tubuline.

(ii) La prométaphase correspondant au désassemblage de I'enveloppe nucléaire et a

la capture des chromosomes par les microtubules.

(iii) La métaphase, étape controlée par le point de contréle mitotique garantissant le
bon alignement sur la plague métaphasique des chromosomes et la tension

adéquate générée par les microtubules sur les chromatides sceurs.

(iv) L'anaphase, étape pendant laquelle la séparation des chromatides sceurs et leurs

migrations bipolaires ont lieu. Des nouvelles membranes nucléaires se forment



alors autour des noyaux fils, les chromatides se décondensent et les microtubules

se dispersent.

(v) La cytocinese, phase finale de la mitose lors de laquelle la cellule mere est
physiquement divisée en deux cellules filles. Cette étape fait notamment intervenir
la protéine AURora Kinase B (AURKB) dont I'inhibition nous servira pour prévenir

la cytocinese et générer des cellules tétraploides.
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Figure 10 : les différentes étapes de la mitose (Clinical Tools, Inc).

Afin de garantir le bon déroulement de la division cellulaire, la cellule eucaryote est équipée
de points de contréle. En cas de mauvais déroulement, les points de contrdle interrompent la
progression dans le cycle cellulaire jusqu’a régularisation de la situation. Si celle-ci est
impossible, des processus de mort cellulaire seront activés. Il existe trois points de contréle
au cours du cycle des cellules eucaryotes : le point de contréle de la phase Gi, activé en
réponse a la présence de dommages a I’ADN, le point de contréle de la phase G2/M, senseur

d’ADN endommagé ou non répliqué et le point de contréle mitotique ou SAC (Spindle



Assembly Checkpoint) activé en réponse a I'absence ou la mauvaise liaison des kinétochores

des chromosomes aux microtubules.

Ce dernier point de contréle est d’'une grande importance pour nos travaux puisqu’il est activé
par les agents anticancéreux inhibant la dynamique des microtubules tels que le paclitaxel.
Lors de la métaphase, I'attachement bipolaire de tous les kinétochores aux microtubules avec
une tension appropriée va permettre la levée du point de contréle mitotique et ainsi la
progression de la cellule en anaphase via I'activation du complexe APC/C-CDC20 (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome-Cell Division Cycle protein 20). De par son activité E3-ligase,
ce complexe active la séparase par dégradation de la sécurine qui sera, a son tour, responsable
de la dégradation de la cohésine reliant jusqu’alors les deux chromatides sceurs. Une autre
cible de ce complexe est la cycline B dont la dégradation entraine la diminution de I'activité
de CDK1 et, par conséquent, la sortie de mitose. Le paclitaxel, en inhibant la dépolymérisation
des microtubules va empécher la génération d’une tension adéquate sur chaque chromatide
sceur lors de la métaphase. Ainsi, CDC20 demeurera séquestré par le complexe du point de
controle mitotique constitué des protéines MAD2 (Mitotic Arrest Deficient 2), BUB3 (Budding
Uninhibited by Benzimidazole 3) et BUBR1 (Budding Uninhibited by Benzimidazole-Related 1).
L’absence d’activation du complexe APC/C préviendra la sortie de mitose via le maintien de la

cycline B et donc de I'activité de CDK1 (Fig. 11).

Figure 11 : le point de contréle
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Parmi les antimitotiques, deux sous-groupes de molécules se distinguent: les « mitotic

blockers » et les « mitotic drivers » (Haschka et al., 2018).

Les mitotic blockers regroupent les molécules induisant un arrét mitotique prolongé via
I'activation du point de contréle mitotique. Cette catégorie regroupe les inhibiteurs des
microtubules mais également les inhibiteurs des protéines KSP (Kinesin Spindle Protein), a
I'origine de la ségrégation des centrosomes, et PLK1 (Polo-Like Kinase 1) intervenant a
différents stades de la mitose. Nous montrons dans ces travaux que la gédunine est également
un mitotic blocker, cet inhibiteur de la protéine co-chaperonne d’HSP90 P23 (Patwardhan et
al.,, 2013) possédant des propriétés antimitotiques mises en évidence par I'équipe, via un

mécanisme pour I’"heure non élucidé.

Les mitotic drivers regroupent les inhibiteurs des kinases MPS1 (MonoPolar Spindle 1) et
AURKB. Ces molécules conduisent a une sortie prématurée de mitose sans cytocinese

induisant ainsi des cellules tétraploides.

Malgré I'activation du point de contréle mitotique par le paclitaxel, le niveau de cycline B
diminue lentement par dégradation. Quand la concentration en cycline B1 devient trop faible
pour garantir une activité CDK1 nécessaire au maintien en mitose, une sortie de mitose sans
division cellulaire se produit, phénomeéne connu sous le nom d’échappement a l'arrét

mitotique.

Simultanément a la lente dégradation de cycline B1, est déclenchée dans la cellule en arrét
mitotique une réponse apoptotique liée notamment a I’érosion de I'activité anti-apoptotique
de MCL-1 et BCL-xL. En effet, la protéine MCL-1 est dégradée par le protéasome apres
ubiquitinylation par les complexes APC/C-CDC20 et/ou SCF-FBXW?7 et la protéine BCL-xL est
modifiée post-traductionnellement par CDK1 au niveau de la sérine 62, diminuant ainsi sa
capacité a inhiber BAX (Bah et al., 2014; Barillé-Nion et al., 2012; Harley et al., 2010; Inuzuka
et al.,, 2011). Lors d’un arrét mitotique prolongé, d’autres types de mort cellulaire ont été
décrits comme la nécroptose ou la catastrophe mitotique (Castedo et al., 2006; Frank et al.,

2019).



Ainsi deux réseaux de signalisation sont déclenchés pendant I'arrét mitotique induit par un

inhibiteur des microtubules : une augmentation des signaux de mort et une diminution des

niveaux de cycline B1 permettant a la cellule d’échapper a 'arrét mitotique. Chaque réseau

possédant son propre seuil, la destinée de la cellule en arrét mitotique dépendra du seuil

atteint en premier (Fig. 12).
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Figure 12 : le modéle des réseaux compétitifs.
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Lors d’un arrét mitotique prolongé, deux réseaux ayant leurs propres seuils vont entrer en compétition : (i)
I’'augmentation des signaux de mort résultant notamment de la baisse des charges anti-apoptotiques de la
cellule (ii) la baisse de I’activité de CDK1 due a une lente dégradation de la cycline B1 concourant a la sortie
de mitose (mitotic slippage). La destinée de la cellule en arrét mitotique sera fonction du seuil atteint en

premier (Barillé-Nion et al., 2012).

Ainsi, les travaux de Gascoigne et Taylor par vidéomicroscopie ont démontré que deux cellules

cancéreuses génétiguement identiques arrétées en mitose pouvaient avoir des destins

différents : 'une déclenchant une apoptose tandis que I'autre échappait a I'arrét mitotique.

Ceci illustre I'hétérogénéité de réponse des cellules a une perturbation de la mitose sur des

bases non nécessairement génétiques (Gascoigne and Taylor, 2008).



Les cellules en arrét mitotique lors d’un traitement par un inhibiteur des microtubules tel que
le paclitaxel ont donc deux destinées possibles : mourir par apoptose ou échapper a I'arrét
mitotique. L'échappement pourra se faire sans cytocinese, conduisant alors a des cellules
tétraploides ou avec cytocinése anormale conduisant a des cellules aneuploides via la
répartition inégale du matériel génétique. Les cellules aneuploides ou tétraploides auront a
leur tour différentes destinées : entrer en apoptose, étre bloquée en interphase ou progresser

dans un nouveau cycle cellulaire (Gascoigne and Taylor, 2008, 2009) (Fig. 13).
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Figure 13 : les différentes destinées d'une cellule exposée a un agent antimitotique tel que le paclitaxel.

Les cellules soumises pharmacologiquement a un arrét mitotique pourront soit déclencher une apoptose soit
échapper a l'arrét mitotique sans cytocinése ou avec cytocinése inégale conduisant alors a des cellules
aneuploides. Ces cellules auront plusieurs destinées possibles : étre bloquée en interphase, mourir en
interphase ou progresser dans un nouveau cycle cellulaire (Gascoigne and Taylor, 2009).

Dans les cellules cancéreuses, deux mécanismes de résistance au déclenchement d’une
réponse apoptotique lors d’un arrét mitotique sont prépondérants: un point de controle
mitotique moins robuste (par rapport aux cellules saines) et une surexpression de la protéine

anti-apoptotique BCL-xL, protéine de la famille BCL-2 majeure pour la survie pendant I'arrét



mitotique, tous deux concourant a I'’échappement massif des cellules a I'arrét mitotique et a

la génération de nombreuses cellules aneuploides.

L’aneuploidie est un état cellulaire caractérisé par un nombre anormal de chromosomes, qu’ils
soient entiers ou partiels. L'aneuploidie résulte principalement de perturbations de la mitose :
échappement a I'arrét mitotique, défaut de cytocinese ou mitose multipolaire (Nicholson and
Cimini, 2011). La majorité des cancers présentant une aneuploidie (Weaver and Cleveland,
2006), il est légitime de penser que celle-ci ait un role dans le processus de cancérisation. Si
peu de cellules cancéreuses présentent une mutation sur les génes codant les protéines
impliquées dans le point de controle mitotique, ces génes sont fréquemment dérégulés aux
niveaux ARN (Acide RiboNucléique) et/ou protéique suggérant de possibles altérations
épigénétiques, traductionnelles ou post-traductionnelles des membres du SAC (Johnson et al.,
2015; Simonetti et al., 2019; Wang et al., 2015; Yuan et al., 2006). Toutefois, les conséquences
d’une aneuploidie sur la cellule cancéreuse restent paradoxales. L’aneuploidie pouvant
conduire a un processus oncogénique dans certains modéles (Levine et al., 2017; Michel et al.,
2001) ou onco-suppresseur dans d’autres (Weaver et al., 2007; Zasadil et al., 2016). Ces
résultats contradictoires peuvent étre expliqués par les différents niveaux d’aneuploidie
générés. En effet, il a été suggéré que des faibles niveaux d’aneuploidie favorisaient une
évolution tumorale tandis que des forts niveaux d’aneuploidie contrecarraient la progression
tumorale par inhibition de la prolifération, déclenchement d’'une sénescence ou d’une mort
cellulaire. Les conséquences d’'une aneuploidie sont de plus dépendantes du fond cellulaire,
du contexte ainsi que des chromosomes impliqués (Baker et al., 2007; Ben-David et al., 2014;

Liu et al., 1997; Silk et al., 2013; Weaver et al., 2007; Zasadil et al., 2016).

Les cellules ayant échappé a l'arrét mitotique sont caractérisées par une importante
aneuploidie. Plusieurs études ont rapporté le déclenchement d’une mort cellulaire en réponse
a une mauvaise ségrégation des chromosomes induite pharmacologiquement. Ces études ont
mis en évidence une stabilisation de P53 et de P73 et l'induction de leurs cibles pro-
apoptotiques telles que NOXA, PUMA ou BAX (Castedo et al., 2006; Dar et al., 2008; Ohashi et
al., 2015; Shah et al., 2010). Si un consensus émerge sur la nature apoptotique de la mort des

cellules aneuploides, les signaux a |'origine des réponses P53 ou P73 demeurent mal compris.



Plusieurs stress ou dommages peuvent étre a I’origine du déclenchement de I'apoptose dans
la cellule aneuploide. La cellule aneuploide est en effet soumise a un bouleversement de son
homéostasie entrainant d’importants changements du transcriptome comparables a ceux
induits par des stress oxydatifs, des défauts en nutriments ou des chocs thermiques:
diminution de l'expression des voies impliquées dans la croissance cellulaire, dans le
métabolisme des acides nucléiques et la biogénése des ribosomes et augmentation des voies
impliquées dans I'autophagie, la dégradation lysosomale et la glycolyse (Dirrbaum et al.,
2014; Sheltzer, 2013; Stingele et al., 2012). Les cellules aneuploides présentent également un
phénotype pro-inflammatoire avec, notamment, déclenchement d’une réponse interféron

(IFN) (Dirrbaum et al., 2014).

De plus, I'analyse des taux de protéines par spectrométrie de masse dans des cellules
humaines aneuploides indique que les niveaux de protéines sont directement corrélés au
nombre de copie des chromosomes les codant, impactant ainsi I’équilibre de la cellule (Halevy
et al., 2016; Lockstone et al., 2007; Mao et al., 2005). S’il est présent en deux copies, le
chromosome X posséde néanmoins un systeme de régulation via son inactivation par le long
ARN non codant XIST (X Inhibitory Specific Transcript), phénomene appelé lyonisation a
I'originine du corpuscule de Barr (Barr and Bertram, 1949; Lyon, 1961; Penny et al., 1996).
Face a I'augmentation des taux de protéines résultant des chromosomes surnuméraires, les
fonctions chaperonnes de la protéine HSP90 (Heat Shock Protein 90) seront dépassées.
L'accumulation cytoplasmique de protéines non conformées qui en résultera va induire la
formation d’agrégats protéiques et ainsi déclencher un stress protéotoxique. (Donnelly and

Storchov3, 2015).

Enfin la cellule rendue aneuploide par échappement a I’arrét mitotique présente de nombreux

micronoyaux, structures dont I’enveloppe peut se rompre spontanément.



6. Les micronoyaux

Les micronoyaux sont des petites structures contenant de I’ADN (chromosome entier ou
partiel) entourées d’une enveloppe nucléaire indépendante du noyau. L’ADN micronucléaire
peut étre répliqué, traduit et réparé de facon analogue a I’ADN présent dans le noyau principal
(Kisurina-Evgenieva et al., 2016). Bien que physiologique pendant le développement
embryonnaire de certaines espéeces (Lemaitre et al., 1998), I'apparition de micronoyaux est
principalement le résultat de dysfonctionnement pendant la mitose, et ainsi considéré comme

marqueur d’aneuploidie et d’instabilité génomique (Fenech, 2007).

Les micronoyaux peuvent étre induits par deux types de facteurs : les facteurs aneugenes et
clastogenes. Les facteurs aneugenes (e.g. chimiothérapies antimitotiques) induisent la
formation de micronoyaux contenant des chromosomes entiers en perturbant la ségrégation
du matériel génétique durant la mitose (Fig. 14) tandis que les facteurs clastogenes (e.g.
chimiothérapies génotoxiques) induisent des micronoyaux contenant des fragments de
chromosomes résultant de cassures double brin de ’ADN (Fenech, 2006; Hermine et al., 1997;
Kisurina-Evgenieva et al., 2016). Dans le cas d’agents aneugenes, les chromosomes non reliés
aux microtubules ou non répartis par défaut de dynamique des microtubules vont étre
aléatoirement distribués dans I'une des cellules filles ou ils formeront des micronoyaux. Les
micronoyaux pourront alors soit étre extrudés, réincorporés au noyau, dégradés ou persister

(Hintzsche et al., 2017).

Figure 14 : génération
d'un micronoyau par
perturbation de la mitose.
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Il existe plusieurs techniques pour générer des cellules porteuses de micronoyaux. Beaucoup
d’antimitotiques, tels que les inhibiteurs de la tubuline ou de I’AURKB, générent des
micronoyaux apreés échappement a l'arrét mitotique ou sortie prématurée de mitose
respectivement. Il en est de méme pour les inducteurs de dommages a I’ADN tels que les
chimiothérapies génotoxiques et les radiations ionisantes (Hintzsche et al., 2017). Ces
méthodes génerent une population cellulaire tres hétérogeéne en nombre de micronoyaux par
cellule et en nature des chromosomes impliqués. Il est, de plus, difficile de discriminer les
conséquences de la génération des micronoyaux des autres effets des molécules utilisées. Une
autre technique, cette fois-ci mécanique, consiste a faire migrer des cellules a travers des
pores de 3 um entrainant une rupture de I’enveloppe nucléaire et la génération de
micronoyaux mais également de dommages a I’ADN (Harding et al., 2017; Irianto et al., 2017).
Une technique plus raffinée pour générer des micronoyaux consiste a tirer parti d’une
spécificité du chromosome Y. En effet, le kinétochore se forme au niveau de la chromatine
centromérique grace a la protéine CENP-C (CENtromere Protein C) recrutée via son interaction
avec les protéines CENP-A (CENtromere Protein A) et CENP-B (CENtromere Protein B). L'une
ou l'autre de ces protéines est suffisante pour la formation du kinétochore et la ségrégation
subséquente des chromosomes. Ces protéines peuvent se fixer sur I'ensemble des
chromosomes excepté le chromosome Y qui ne posséde pas les séquences nécessaires pour
le recrutement de CENP-B. En générant des lignées cellulaires exprimant une protéine CENP-
A mutée (CENP-A®“"3) de facon inductible, il est possible d’inactiver spécifiquement le
centromeére du chromosome Y et par conséquent de bloquer sa ségrégation. Les auteurs ont
ainsi pu former des cellules ne contenant qu’un seul micronoyau renfermant uniquement le

chromosome Y (Ly et al., 2017) (Fig. 15).
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Figure 15 : génération de micronoyaux par inhibition de la formation du kinétochore sur le chromosome Y.

CENP-A et CENP-B sont recrutées au niveau des centromeres des chromosomes, la présence d’une seule
d’entre elles étant suffisante pour la formation des kinétochores nécessaires pour la ségrégation des
chromosomes pendant la mitose. Dépourvu des séquences permettant le recrutement de CENP-B, le
centromere du chromosome Y peut étre spécifiquement inactivé par la mutation du CENP-A. Ainsi, le
chromosome Y ne sera pas ségrégé et sera a |'origine de la formation d’un micronoyau (Ly et al., 2017).

L’enveloppe nucléaire se forme a la fin de I'anaphase par I'association des membranes du
réticulum endoplasmique et de la chromatine. La formation d’un seul noyau dépend de
I'interaction de la protéine BAF (Barrier-to-Autointegration Factor) aux chromosomes. Cette
protéine compacte les chromosomes entre eux prévenant toute insertion de membrane entre
deux chromosomes ce qui aurait pour conséquence la formation de cellules multinuclées. Ce
processus nécessite une proximité entre les chromosomes ce qui explique la formation de
micronoyau lorsqu’un chromosome entier ou partiel se trouve éloigné des autres (Samwer et
al.,, 2017). L’enveloppe nucléaire est composée des membranes nucléaires, des complexes
protéiques constituant les pores et de la lamina. La membrane nucléaire externe est en
continuité avec le réticulum endoplasmique tandis que la membrane interne est tapissée du

c6té nucléoplasmique par une structure fibreuse : la lamina. Ces deux membranes fusionnent
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Figure 16 : structure de I'enveloppe nucléaire (Schirmer and Gerace, 2002).



a intervalle régulier pour donner naissance aux pores nucléaires (Anderson and Hetzer, 2008;

Lu et al., 2011) (Fig. 16).

La lamina nucléaire est formée par la polymérisation de protéines appelées lamines (LMNs)
(Aaronson and Blobel, 1974). Les LMNs sont codées, chez les mammiféres, par 3 genes :
LMNA, LMNB1 et LMINB2. Ces derniers, via un épissage alternatif, codent pour sept protéines :
LMNA, LMNAA1O, LMNC, LMNC2, LMNB1, LMNB2 et LMNB3. Les LMNs possedent des roles
structuraux, dictant la taille et la forme du noyau et sa résistance a la déformabilité, mais
interviennent également dans la régulation de I'expression de certains génes en organisant et

compartimentant la chromatine (Schirmer and Gerace, 2002; Zullo et al., 2012).

L’enveloppe micronucléaire présente certaines différences de structure conduisant a des
dysfonctionnements. En effet, cette enveloppe posseéde un faible nombre de pores par
rapport a I'enveloppe nucléaire. Par conséquent, le transport des protéines du cytoplasme
vers les micronoyaux est diminué altérant les capacités réplicatives et de réparation des
micronoyaux. Ainsi, seuls 9 % des micronoyaux de fibroblastes humains ont la capacité de se
répliquer (Terradas et al., 2009). De plus, dans certains micronoyaux, la lamina présente une
discontinuité (Hatch et al., 2013) a l'origine d’une rupture spontanée de I|’enveloppe

micronucléaire (Fig. 17).
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Figure 17 : un défaut d'organisation de la lamina entraine une rupture de I'enveloppe micronucléaire.

Certains micronoyaux présentent une lamina discontinue (révélée par une discontinuité du marquage
LMNB1). Hatch et al ont mis en évidence que I'enveloppe de ces micronoyaux était encline a se rompre
(rupture visualisée par une absence d’accumulation de GFP couplée a une séquence d’adressage aux noyaux
NLS (Nuclear Localisation Signal) dans certains micronoyaux) (Hatch et al., 2013).



Ce défaut d’organisation de la lamina est probablement le résultat d’un défaut d’accumulation

de la LMNB1 a l'intérieur du micronoyau (Zhang et al., 2015) puisque plusieurs équipes ont

réussi a prévenir cette rupture en surexprimant la LMNB1 et la LMNB2, dont les fonctions

chevauchent celles de la LMNB1 (Bakhoum et al., 2018; Hatch et al., 2013) sans engendrer

d’altérations structurales en cas de surexpression contrairement a la LMNB1.

La rupture de I'enveloppe micronucléaire va avoir deux conséquences majeures :

>

la survenue de dommages au niveau de I’ADN jusqu’alors contenu, phénomeéne
probablement a I'origine de la chromothripsis (du grec chromo pour chromosome et
thripsis pour briser en éclat) (Hatch et al., 2013). La chromothripsis consiste en la
pulvérisation d’'un chromosome suivi du réarrangement aléatoire des fragments
chromosomiques (parfois des centaines) et ce, en un seul évenement cellulaire. La
chromothripsis pourrait jouer un role déterminant dans la cancérogénése ce qui
bouleverserait les modeles établis de développement progressif des tumeurs

(Stephens et al., 2011).

La détection de I'ADN jusqu’alors contenu par le senseur d’ADN cytosolique cGAS
(cyclic GMP-AMP synthase), quelques minutes apres la perte de |'enveloppe
micronucléaire, déclenchant une réponse pro-inflammatoire dans la cellule (Fig. 18).
Cette réponse, a I'origine d’un recrutement de cellule immunitaire, est un mécanisme
permettant la clairance des cellules subissant une erreur de mitose (Mackenzie et al.,
2017).
Figure 18 : le senseur de I'ADN
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De plus, cet événement contribue a I'effet abscopal de la radiothérapie (effet anti-
tumoral généré par l'irradiation via le recrutement de cellules immunitaires sur des

tissus éloignés du site irradié) (Harding et al., 2017).

Nos travaux nous ont conduits a nous intéresser a I'activation de la voie cGAS/STING
(STimulator of INterferon Genes) par les micronoyaux générés des suites d’'une exposition aux

antimitotiques, rendant une description de cette voie nécessaire.

7.La voie cGAS/STING

Premiére défense de I'organisme, le systeme immunitaire inné permet la détection des motifs
moléculaires partagés par des pathogenes (PAMP, Pathogene Associated Molecular Pattern)
gu’ils soient intra ou extracellulaires, ainsi que la détection de signaux de danger libérés par
des cellules endommagées (DAMP). Lorsque les pathogénes pénetrent et se répliquent a
I'intérieur de la cellule, de multiples senseurs appartenant a la famille des récepteurs PRR
(Pattern Recognition Receptors) sont activés tels que les récepteurs de la famille des NLR
(Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptors) qui détectent des
protéines de micro-organismes (Broz and Dixit, 2016) ou les récepteurs de la famille des RLR
(Retinoic acid-Inducible Gene (RIG)-I-Like Receptors) qui détectent les ARN viraux présents
dans le cytosol (Yoneyama et al., 2015). cGAS, protéine sur laquelle nous allons nous

attarder, est un senseur de I’ADN cytosolique.

La protéine cGAS possede un domaine nucléotidyl-transférase et deux sites de fixation a
I’ADN. En I'absence d’ADN, cGAS demeure dans un état d’auto-inhibition et est activé par de
I’ADN double brin indépendamment de toute séquence. In vitro, une taille de 15 paires de

base est suffisante pour qu’un fragment d’ADN soit détecté par cGAS et puisse I'activer. De



plus, plusieurs études ont mis en évidence que, pour des longueurs totales identiques, des
grands fragments d’ADN activaient davantage cGAS que des petits fragments. Enfin, des
travaux suggerent que cGAS détecte la chromatine qu’elle soit condensée ou non, y compris
les chromosomes lors de la perte de I'enveloppe nucléaire pendant la mitose. Cependant,
CGAS se dissocie de ’ADN du noyau immédiatement a la fin de la mitose via un processus pour
I’heure incompris (Harding et al., 2017). cGAS se fixe a ’ADN pour former un complexe 2 : 2,
induisant un changement conformationnel au niveau de son site catalytique permettant la
synthése d’un dinucléotide cycliqgue GMP-AMP (cGAMP, cycliqgue GMP-AMP) via I'ATP
(Adénosine TriPhosphate) et le GTP (Guanosine TriPhosphate). Le cGAMP fonctionne comme
un second messager se fixant a la protéine STING située au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique (Ishikawa and Barber, 2008; Wu et al., 2013; Zhang et al., 2013) et
induisant un changement dans sa conformation. Des travaux ont mis en évidence que le
cGAMP pouvait diffuser dans les cellules avoisinantes directement via des connexines ou
indirectement via leur présence dans des particules virales nouvellement formées (Chen et
al., 2016a; Gentili et al., 2015). Une fois activée, STING migre au niveau du Golgi ou il recrutera
et activera TBK1 (TANK -Binding Kinase 1) qui, a son tour, activera IRF-3 (Interferon Regulatory
Factor 3) par phosphorylation (Fitzgerald et al., 2003; Ishikawa et al., 2009; Saitoh et al., 2009;
Tanaka and Chen, 2012). Le facteur de transcription p-IRF-3 va alors se dimériser puis entrer
dans le noyau ou il induira la transcription des interférons de type | (IFN-1). STING va également
activer IKK (Inhibitor of Kappa B Kinase) qui, a son tour, phosphorylera les protéines IkB
(Inhibitor of Kappa B), inhibitrices du facteur de transcription NF-«kB (Ishikawa and Barber,
2008). La phosphorylation de IkB va induire sa dégradation par le protéasome entrainant la
libération et la phosphorylation du facteur de transcription NF-kB, constitué des sous-unités
P65 et P50, qui induira alors la transcription de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa,

IL-1 (InterLeukine 1) et IL-6 (Hornung et al., 2014) (Fig. 19).
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Figure 19 : la voie de signalisation cGAS/STING (Hornung et al., 2014).

Parmi les cytokines pro-inflammatoires transcrites par NF-kB suite a I'activation de la voie
cGAS/STING, nos recherches nous ont conduits a étudier le TNFa. Cette cytokine est exprimée
par de nombreux types cellulaires, les cellules immunitaires étant les principaux producteurs
(Vassalli, 1992). Elle est synthétisée sous forme de protéines transmembranaires trimériques
pouvant étre clivées par I’'enzyme TACE (Tumor necrosis factor-Alpha Converting Enzyme) afin
de générer des molécules solubles (Black et al., 1997) et agit via deux récepteurs TNFR1 dont
I'expression est ubiquitaire et TNFR2 seulement présent sur les cellules immunitaires,
endothéliales et tumorales (Faustman and Davis, 2010). Tandis que TNFR1 interagit avec les
formes solubles et membranaires du TNFa, TNFR2 interagit principalement avec la forme
membranaire (Grell et al., 1995). De plus, leurs domaines intracellulaires présentent des
différences : TNFR1 possede un DD tandis que TNFR2 possede un site d’interaction pour les
protéines TRAFs (TNF Receptor Associated Factors) (Wallach et al., 1999) ce qui aura pour

conséquences des effets intracellulaires distincts selon le type de récepteurs activés.



En effet, si TNFR1 et TNFR2 peuvent tous les deux activer les voies MAPK et NF-kB, concourant
a la survie cellulaire notamment via la transcription de protéines anti-apoptotiques et a
I'amplification de la réponse inflammatoire, seul TNFR1 peut déclencher une réponse
apoptotique via son DD (Fig. 20). Cependant, des études ont démontré que I'activation de NF-
kB pouvait également étre pro-apoptotique notamment via la transcription de protéines BH3-

only telles que NOXA (Bu et al., 2016; Inta et al., 2006; Knowlton et al., 2012).
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Figure 20 : voies de signalisation du TNFa (Rahman and McFadden, 2006).

Les IFN de type |, cytokines de I'immunité innée, ont été découverts il y a plus de 50 ans pour
leurs capacités a inhiber la réplication et la propagation virale (Isaacs Alick et al., 1957). Cette
famille de protéines comprend les IFNa (protéines homologues codées par 13 génes, IFNA1 a

IFNA13), IFNB et plusieurs autres IFN moins étudiés tels que IFNg, IFNw et IFNk. Ils sont



produits par de multiple types cellulaires en réponse a I'activation des PRRs (Kawai and Akira,

2010) et ont un role majeur dans les défenses antivirales du systeme immunitaire.

Les IFN-I ont un récepteur homodimérique IFNoa/pB receptor 1 (IFNAR1) trés affin pour I'lIFNB
et un récepteur hétérodimérique IFNAR1-IFNAR2 pouvant fixer tous les IFN-I. La fixation
des IFN-I a leur récepteur active les protéines TYK2 (Tyrosine Kinase 2) et JAK1 (Janus Kinase
1) qui induisent le recrutement et la phosphorylation de STAT1 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 1). STAT1 phosphorylé va alors s’homodimériser ou
s’hétérodimériser avec STAT2 puis migrer au noyau. Le dimére STAT1-STAT2 va fixer IRF9
(Interferon Regulatory Factor 9) pour former le complexe ISGF3 (Interferon-Stimulated
Gene Factor 3) qui ira transcrire les génes possédant une séquence ISRE (IFN-Stimulated
Response Element) tandis que I’lhomodimeére STAT1 ira transcrire les génes possédant une
séquence GAS (Gamma-Activated Sequence), ces genes codant la plupart du temps pour

des protéines ayant des propriétés antivirales (Doyle et al., 2015) (Fig. 21).
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Figure 21: voies de signalisation des IFN-I (Doyle et al., 2015).



Toujours dans le but de bloquer la propagation virale, les IFN-1 ont également la capacité
de déclencher I'apoptose via I'expression de protéines pro-apoptotiques telles que NOXA
ou BIM (Dal Col et al., 2012; Eitz Ferrer et al., 2011; Fuertes Marraco et al., 2011; Knowlton et
al., 2012; Moore et al., 2012; Rosebeck et al., 2011; Shi et al., 2016; Sun and Leaman, 2005;
Wang et al., 2016).

cGAS peut détecter I’ADN exogéne ou I’ADN hote si celui-ci est présent dans le compartiment
cytosolique. Outre ’ADN contenu dans les micronoyaux, plusieurs autres contextes cellulaires
peuvent entrainer la présence d’ADN dans le cytosol et par conséquent I'activation de la voie

cGAS/STING (Fig. 22) (Mann and Kranzusch, 2017).
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Figure 22 : les différents contextes cellulaires pouvant activer cGAS.

Plusieurs contextes cellulaires peuvent induire la présence d’ADN dans le compartiment cytosolique : (i) la
rupture de I'enveloppe d’un micronoyau généré suite a une perturbation de la mitose ou a des dommages
de I’ADN (ii) la présence de pathogenes (iii) la fuite d’ADN nucléaire dans les cellules sénescentes du fait
d’une désorganisation de I'enveloppe nucléaire (iv) la diffusion d’ADN mitochondrial lors de la MOMP ou
lors de dommages mitochondriaux (Mann and Kranzusch, 2017).



» Fuite d’ADN nucléaire dans les cellules sénescentes et induction du SASP
La senescence est caractérisée par un arrét permanent du cycle cellulaire induit par divers
stress (Kuilman et al.,, 2010). Les cellules sénescentes sécrétent une variété de facteurs
inflammatoires collectivement appelés SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype)
via un mécanisme qui demeure mal compris. L'altération de I'enveloppe nucléaire par
déficience en LMNB1 a l'origine de la fuite cytosolique de fragments de chromatine est
caractéristique d’une cellule sénescente (Freund et al., 2012; Ivanov et al., 2013). Les auteurs
d’une récente étude ont mis en évidence que I’enveloppe nucléaire des cellules sénescentes
présentait des hernies au niveau desquelles s’agrégeait cGAS, suggérant une fuite de matériel
génétique a cet endroit (Fig. 23). L'activation subséquente de STING entraine alors la

production du SASP et I'induction paracrine d’'une sénescence (Glick et al., 2017).
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Figure 23 : hernie présente au niveau de I'enveloppe nucléaire de cellules sénescentes ol s'agrege cGAS
(Gliick et al., 2017).

» Fuite cytosolique d’ADN mitochondrial
Plusieurs travaux ont mis en évidence la capacité de I’ADN mitochondrial, une fois dans le
cytosol, a activer cGAS. L'ADN mitochondrial se présente sous forme de double brin cyclique
de 16569 paires de base emballé par la protéine TFAM (Mitochondrial Transcription Factor A)
dans des structures appelées nucléoides. Une étude récente a montré que la déplétion de
TFAM, induite génétiquement ou lors d’une infection virale, entrainait une perte de
I'organisation nucléoidale, une fuite cytosolique de I'ADN mitochondrial et I'activation
subséquente d’une réponse inflammatoire via I’activation de la voie cGAS/STING. Les auteurs
ont de plus démontré que ce processus contribuait aux défenses antivirales lors d’'une

infection (West et al., 2015).

De plus, en réponse a des stimuli pro-apoptotiques, le déclenchement d’'une MOMP peut

également entrainer la fuite cytosolique d’ADN mitochondrial via les pores formés par BAX et



BAK (McArthur et al., 2018; Riley et al., 2018; Rongvaux et al., 2014; White et al., 2014). Par
un mécanisme encore inconnu, les auteurs ont démontré que |'activation des CASPASEs
conséquente a la MOMP, prévient I'activation de la voie cGAS/STING et ainsi le

déclenchement d’une réponse pro-inflammatoire (Rongvaux et al., 2014; White et al., 2014).

Enfin, I’équipe de Richard Youle a récemment mis en évidence qu’un défaut de mitophagie
entrainait une accumulation cellulaire de mitochondries altérées dont I’ADN diffuse dans le
cytosol. Dans des modeéles murins déficients en mitophagie, I'activation subséquente de la
voie cGAS/STING induisait une inflammation, la mort des neurones dopaminergiques de la

voie nigro-striée et I'apparition des symptomes de la maladie de Parkinson (Sliter et al., 2018).

> ADN exogene phagocyté
La DNase Il (DésoxyriboNucléase Il) est une endonucléase lysosomale responsable de la
dégradation de I’ADN exogene phagocyté. Des souris déficientes en DNase || meurent au stade
embryonnaire via I'induction d’une mort cellulaire dépendante des IFN-I (Kawane et al., 2003).
Cette létalité est partiellement sauvée par une délétion des récepteurs aux IFN-I (Yoshida et
al., 2005) et totalement par des délétions de STING (Ahn et al., 2012) ou cGAS (Gao et al.,
2015) mettant en évidence que cGAS détecte également ’ADN phagocyté non digéré. Chez
I’'homme, une perte de fonction par mutation de la DNase Il est associée a une inflammation

des tissus et une production élevée d’anticorps (Rodero et al., 2017).

> Le versant anti-tumoral de la voie cGAS/STING
L’activation de cGAS entraine le recrutement et l'activation de cellules immunitaires
permettant d’éliminer les cellules a I'origine de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.
Ainsi, cette voie relie toutes mitoses aberrantes générant des micronoyaux au systeme
immunitaire inné, permettant d’éliminer les cellules aneuploides dangereuses car douées

d’un potentiel oncogénique (Mackenzie et al., 2017).

L'ADN télomérique extrachromosomal (ECTR, Extrachromosomal telomere repeat)
s’accumule dans le cytosol des cellules cancéreuses dans lesquelles les télomeres sont

allongés via un mécanisme de recombinaison homologue appelé prolongation alternative



des télomeres (ALT, alternative lengthening of telomeres) (Henson et al., 2009; Kim et al.,
1994). Des travaux ont démontré que cette accumulation d’ADN cytosolique activait la voie
cGAS/STING déclenchant la sécrétion d’IFN-I a I'origine d’'une diminution de la croissance
tumorale. Ces travaux ont par ailleurs mis en évidence que les tumeurs ALT (utilisant la RH
pour allonger les télomeéres, 10 a 15 % des tumeurs) présentaient une voie cGAS/STING
défectueuse leur permettant d’outrepasser les effets antiprolifératifs dus aux ECTR (Chen

et al., 2017).

De plus, cette voie peut contribuer aux effets anti-tumoraux de certaines thérapies comme
dans le cas de la radiothérapie. En effet, la formation de micronoyaux détectés par cGAS dans
les cellules ciblées par les rayons contribue a I’effet abscopal de la radiothérapie. La libération
de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN-I aura pour conséquence le recrutement et
I'activation de cellules immunitaires sur la |ésion irradiée ainsi que sur les |ésions avoisinantes
(Harding et al., 2017). La voie cGAS/STING pouvant étre a 'origine du SASP des cellules
sénescentes, elle permettra de propager la sénescence de facon paracrine et de recruter le
systéme immunitaire qui éliminera ces cellules sénescentes (Gliick et al., 2017; Yang et al.,
2017) contribuant ainsi aux effets anti-tumoraux des chimiothérapies et radiothérapies. Kitai
et al. ont de plus démontré que le traitement de cellules cancéreuses mammaires avec
I'inhibiteur de la topoisomérase | topotécan (une chimiothérapie entrainant des cassures
double brin de ’ADN) augmentait leur production d’exosomes contenant de I’ADN. Cet ADN
exosomal pouvait ainsi stimuler des cellules dendritiques avoisinantes via I’activation de leur
voie cGAS/STING, participant ainsi a I'effet anti-tumoral de la chimiothérapie (Kitai et al.,
2017). Enfin, des travaux ont montré que I’ADN sous forme de nucléosome pendant la mitose
n’empechait en rien I'agrégation de cGAS sur les chromosomes une fois I'envelope nucléaire
disparue mais prévenait son activation. Un arrét mitotique prolongé induit par le paclitaxel
entrainait toutefois I'activation de la voie cGAS/STING via un mécanisme inconnu, cette

activation contribuant au déclenchement d’une mort mitotique (Zierhut and Funabiki, 2017).

L’ensemble de ces données indique que I'activation de la voie cGAS/STING peut étre anti-
tumorale via le déclenchement de la sénescence et la stimulation de la surveillance
immunitaire. Ainsi, favorisant le développement tumoral, la perte de la voie cGAS/STING a été
observée dans des cellules de cancers colorectaux, de mélanomes et donc dans certaines

cellules cancéreuses n’exprimant pas de télomérase, les rendant de plus trés sensibles a



I’action de virus oncolytique (Chen et al., 2017; Xia et al., 2016a, 2016b). Les mutations de
STING et cGAS étant rares dans les cancers, les mécanismes épigénétiques ou post-
transcriptionels permettant la diminution de I'expression de ces deux protéines, restent a

élucider (Chen et al., 2016b).

> Le versant pro-tumoral de la voie cGAS/STING
Une inflammation chronique représente un terrain privilégié pour la cancérogénese. Il n’est
pas étonnant qu’une activation chronique de la voie cGAS/STING puisse induire un processus

oncogénique (Ahn et al., 2014; Lemos et al., 2016).

De travaux ont démontré que la voie cGAS/STING induisait des métastases cérébrales d’une
facon cellulaire autonome et non cellulaire autonome. En effet, I'activation de STING dans les
astrocytes favorise le développement de métastases cérébrales de cancers du sein et du
poumon. De fagon surprenante, cGAMP est produit par les cellules cancéreuses et diffuse dans
les astrocytes via des gap jonctions entre les deux types cellulaires. La production subséquente
d’IFN-I1 et de TNFa par les astrocytes permet, dans ces travaux, de favoriser la prolifération des

cellules cancéreuses et leur résistance a la chimiothérapie (Chen et al., 2016a).

La voie cGAS/STING peut également favoriser la dissémination métastatique de fagon
cellulaire autonome. De récents travaux ont en effet corrélé I'instabilité chromosomique avec
la survenue de métastases cérébrales via I'activation de la voie cGAS/STING et I'induction

subséquente d’un set de genes impliqués dans 'EMT (Bakhoum et al., 2018).

En conclusion, ces études démontrent que la voie cGAS/STING peut étre anti ou pro-tumorale
selon le type et le contexte cellulaire. De plus, il est évident que les activations aiglie ou
chronique de cette voie ont des conséquences différentes. En effet, une activation aiglie de
CGAS est probablement anti-tumorale via la sécrétion d’IFN-I, I'induction d’une sénescence et
la stimulation d’une surveillance immunitaire. En revanche, des cellules soumises a une
stimulation chronique de la voie cGAS/STING ou une exposition prolongée aux cytokines en
résultant peuvent s’adapter pour en tirer parti et ainsi favoriser un développement tumoral,
la résistance a la sénescence ou aux thérapies anti-tumorales (Fig. 24) (Bakhoum and Cantley,

2018).
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Figure 24 : selon le caracteére aigtlie ou chronique des stimuli, la voie cGAS/STING pourrait étre anti ou pro-
tumorale.

Certains cancers instables chromosomiquement activent de fagon chronique la voie cGAS/STING. Il est
probable que les cellules cancéreuses s’adaptent a cette imprégnation cytokinique pour en tirer parti,
rendant ainsi la voie cGAS/STING pro-tumorale (Bakhoum and Cantley, 2018).



lll. Justification du sujet

Cibler la mitose est une stratégie anticancéreuse utilisée depuis des décennies. De nombreux
agents antimitotiques, perturbant le déroulement de la mitose, ont en effet fait preuve de
leur efficacité, et ce, dans les cancers ayant des pronostics les plus défavorables. Les
antimitotiques les plus utilisés sont les taxanes, ayant pour chef de file le paclitaxel, inhibiteurs
de la B-tubuline perturbant ainsi la dynamique des microtubules nécessaire a la ségrégation
des chromosomes dans chaque cellule fille. En raison d’effets indésirables importants
engendrés par ces composés (neuropathies), de nouveaux antimitotiques ont été développé,

inhibant généralement une kinase impliquée dans le processus mitotique.

Le mécanisme anti-tumoral des antimitotiques classiquement proposé est I'induction d’une
apoptose dans la sous population de cellules cancéreuses proliférantes bloguées en
prométaphase. En effet, favoriser I'’échappement in vitro permet a court terme de prévenir le
déclenchement d’une réponse apoptotique au prix d’une forte aneuploidie. Cependant,
plusieurs études ont démontré que la robustesse du point de contrdle mitotique n’était pas
correlée a la sensibilité des cellules aux agents antimitotiques suggérant que I'échappement
a I'arrét mitotique contribuait également aux effets de ces chimiothérapies a plus long terme
(Rieder and Maiato, 2004; Ryan et al., 2012; Weaver and Cleveland, 2005; Yamada and
Gorbsky, 2006).

De plus, plusieurs observations réalisées in vivo ont remis en cause le dogme de l'arrét
mitotique comme seule explication aux effets anti-tumoraux de ces chimiothérapies.
Premieérement, aucune augmentation du nombre de cellules en mitose n’est visible in vivo
guelgues heures aprés I'administration d’'un antimitotique et ce, malgré des effets anti-
tumoraux importants. En revanche, les antimitotiques vont engendrer in vivo la formation de
cellules multinuclées ayant des durées de vie plus longues qu’en condition in vitro (Orth et al.,
2011; Zasadil et al., 2014). Au vu de ces observations, on peut se demander quels sont les
mécanismes moléculaires et cellulaires responsables de ['effet anti-tumoral des
antimitotiques. Ainsi, promouvoir la mort durant I'arrét mitotique n’est peut-étre pas la

meilleure stratégie pour traiter le cancer.



Enfin, comment expliquer le déclenchement d’une forte cytoxicité apres traitement par des
antimitotiques dans des tumeurs ne possédant que peu de cellules cyclantes (Komlodi-Pasztor
et al.,, 2011, 2012; Mitchison, 2012). Plusieurs études ont mis en évidence des effets
cytotoxiques indirects du paclitaxel via la libération de dérivés réactifs de I'oxygéne (Alexandre
et al., 2007) ou la production de TNFa (Lanni et al., 1997; Qi et al., 2018; Sprowl et al., 2012).
Notre travail s’est axé sur I’hypothése que les effets anti-tumoraux du paclitaxel sont le
résultat d’effets indirects liés a la perturbation des mitoses de quelques cellules en cycle a
I'intérieur de la tumeur propageant ainsi des signaux pro-apoptotiques a I'ensemble de la
population de cellules cancéreuses. Une mort lente des cellules subissant un stress mitotique

pourrait-elle entrainer un effet anti-tumoral plus important ?

Les chimiothérapies antimitotiques sont souvent a I'origine d’une élimination incompléte des
cellules cancéreuses responsable de la persistance d’une maladie résiduelle conduisant a
terme a une récidive tumorale (Balko et al., 2014). Une compréhension des mécanismes a
I'origine des effets anti-tumoraux des antimitotiques est un préalable indispensable pour
comprendre les ressorts biologiques de cet effet partiel et ainsi optimiser ces traitements par
des combinaisons d’agents anticancéreux pertinentes via des protocoles d’administration
optimaux. C'est dans cette optique qu’ont été réalisés mes travaux de thése présentés dans

ce manuscrit.



IV. Résultats

1. Les cellules aneuploides générées par le paclitaxel
ont une survie dépendante de BCL-xL suite a
I"induction de NOXA.

Afin de comprendre les mécanismes cytotoxiques des antimitotiques, nous avons choisi
d’utiliser, sur des lignées cellulaires cancéreuses mammaires (dont les principales
caractéristiques sont présentées en Table 1), plusieurs molécules de cette classe possédant
des mécanismes d’action différents. Le paclitaxel, inhibiteur de la dynamique des
microtubules, largement utilisé en clinique comme agent anticancéreux depuis des
décennies ; I’AZD1152 (Barasertib), inhibiteur de I’AURKB, actuellement en essai clinique dans
le traitement des cancers solides ; la gédunine, inhibiteur de la protéine P23, co-chaperone
d’HSP90, dont nous avons découvert au laboratoire la propriété de bloquer les cellules en
phase G2/M du cycle cellulaire. A 'aide d’'un immuno-marquage anti-MPM2 (Mitotic Protein
Monoclonal #2) (Fig. 25a), correspondant a des phospho-antigénes générés par CDK1 donc
détectables pendant la mitose, nous avons caractérisé la propension de ces trois molécules a
induire un arrét mitotique. Contrairement a I’AZD1152, le paclitaxel et la gédunine entrainent
une accumulation importante de cellules en mitose aprés 24h de traitement (Fig. 25b). Nous
avons ensuite évalué la robustesse de I'arrét mitotique induit par le paclitaxel ou la gédunine
et leurs capacités a déclencher une réponse apoptotique en suivant sur 45h des cellules
traitées par vidéomicroscopie (Fig. 25c). Pour identifier 'entrée et la sortie de mitose, nous
avons tiré parti des changements morphologiques des cellules lors de cette phase. Ces
changements morphologiques correspondent a un arrondissement transitoire des cellules,
celles-ci ne ré-adhérant au support qu’apres la cytocinese (Fig. 25d). De plus, afin d’identifier
précocement le déclenchement d’une réponse apoptotique des cellules en arrét mitotique,
une sonde fluorescente substrat de la CASPASE 3, le NucView™, fut ajoutée dans le milieu de

culture. La prolifération soutenue des cellules cancéreuses sans déclenchement d’une



apoptose spontanée dans la condition contréle atteste des bonnes conditions expérimentales.
Dans les conditions traitées, nous avons constaté I'induction d’un arrét mitotique important,
toutes les cellules exposées au paclitaxel ou a la gédunine étant en mitose a 15h. Cependant,
tandis qu’aucune sortie de mitose n’eut lieu dans la condition gédunine, nous avons constaté
la sortie de mitose précoce, parfois en quelques heures, des cellules jusqu’alors bloquées par
le paclitaxel et ce, sans cytocinése. Pour ces deux traitements antimitotiques, nous n’avons
constaté qu’une trés faible réponse apoptotique des cellules en arrét mitotique. Cette sortie
de mitose sans division appelée échappement a I'arrét mitotique induit par le paclitaxel fut
confirmée par marquages anti-MPM?2 (Fig. 25e). Une analyse du contenu en ADN des cellules
traitées 24h par du paclitaxel, de la gédunine ou de I'AZD1152 a été réalisée de maniere
cinétique (Fig. 25f). Apres 24h, les trois traitements induisent une accumulation massive de
cellules avec un matériel génétique dupliqué (4n). Apres retrait de la drogue, les cellules
traitées par la gédunine reprennent un profil identique a la condition contrdole au bout de 7
jours. En revanche, les profils des conditions paclitaxel et AZD1152 deviennent tres altérés
présentant un continuum de quantité de matériel génétique dans la population cellulaire
reflétant une importante aneuploidie (les lignées cellulaires cancéreuses utilisées ici étant non
diploides, le terme aneuploide utilisé ci-aprés correspondra a un changement de quantité de
matériel génétique résultant de la perturbation pharmacologique des mitoses). Ces résultats
attestent des impacts différents qu’ont ces trois antimitotiques sur la mitose et le devenir de
la cellule. Tandis que le paclitaxel et la gédunine induisent un arrét mitotique, la robustesse
de cet arrét présente une différence. La majorité des cellules bloquées en mitose par le
paclitaxel a la capacité d’y échapper sans se diviser, ceci étant a I'origine d’une forte
aneuploidie. La gédunine induit un arrét mitotique sans échappement, le retrait de la drogue
permettant aux cellules bloquées en mitose de poursuivre la fin de la division cellulaire avec
une cytocinése normale. L’AZD1152, n’entrainant pas d’arrét mitotique mais prévenant la

cytocinese, engendre une aneuploidie comparable a celle générée par le paclitaxel.
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Figure 25 : le paclitaxel génere des cellules aneuploides par échappement a I’arrét mitotique.

a. Dot plot représentatif d’une expérience. b. Analyse par immuno-marquage anti-MPM2 dans la lignée
MDA-MB-468 du pourcentage de cellules en mitose apres 24h des traitements indiqués. c, d.
Vidéomicroscopie sur 45h de cellules MDA-MB-468 traitées comme indiqué (c). L’entrée et la sortie de
mitose ont été analysées sur la base de changements morphologiques des cellules (d) et I’activation des
caspases par la sonde fluorescente substrat de la caspase-3 NucView (Barre d’échelle : 20 um). e. Evaluation
du pourcentage de cellules en mitose lors d’un traitement par du paclitaxel dans la lignée MDA-MB-468. f.
Analyse de la quantité de matériel génétique par marquage a l'iodure de propidium de cellules MDA-MB-
468 traitées comme indiqué. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles
correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non significatif.



Nous avons par la suite étudié les réponses apoptotiques des cellules cancéreuses exposées a
ces agents antimitotiques. Nous avons eu recours a une technique d’édition du génome par
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas9 afin de générer de
nombreuses lignées cellulaires invalidés pour les génes (Knock Out, KO) codant pour une ou
deux protéines impliquées dans I'apoptose afin d’évaluer sur le plan fonctionnel leurs
implications. Ainsi, tandis que les MDA-MB-231 Ctl présentent 40 % de cellules en apoptose
48h aprés 24h de traitement par du paclitaxel (analyse par marquage a I’Annexine-V), les
cellules MDA-MB-231 BAX”- BAK/- présentent une réponse apoptotique a hauteur de 15 %
indiquant que les cellules traitées par du paclitaxel subissent une mort dépendante de la
MOMP. Ensuite, afin d’identifier le role des protéines anti-apoptotiques bloquant la MOMP
nous avons utilisé deux lignées cellulaires KO pour des génes codant des protéines anti-
apoptotiques : MCL-1 et BCL-xL. Aucune différence de niveau de mort cellulaire n’est mise en
évidence dans les cellules MDA-MB-231 MCL-17 par rapport aux cellules Ctl tandis que le taux
de mort avoisine les 90 % dans des cellules BCL-xL”" (Fig. 26a et 26b). Ces résultats démontrent
gue le frein au déclenchement de I'apoptose induite par la paclitaxel est BCL-xL, les cellules
devenant dépendantes de cette protéine pour leur survie. Pour savoir si cette dépendance
était générée pendant I'arrét mitotique ou aprés échappement, nous avons réalisé des
traitements de 24h par le BH3 mimétique WEHI-539, un inhibiteur spécifique de BCL-xL, de
facon différée apres une exposition de 24h a I'un des trois antimitotiques étudiés (Fig. 26c).
Premiérement, la gédunine, qui induit un arrét mitotique sans échappement (et donc sans
aneuploidie), n’entraine une mort ainsi qu’une sensibilité au WEHI-539 qu’a d1 et d2,
correspondant a la période de blocage en mitose des cellules. L’AZD1152, molécule
n’‘induisant pas d’arrét mitotiqgue mais une aneuploidie par inhibition de la cytocinése,
entraine une mort et une sensibilité au WEHI-539 croissante a mesure que le traitement par
BH3 mimétique est réalisé tardivement. Enfin, le paclitaxel, qui induit un arrét mitotique suivi
d’un échappement générant une forte aneuploidie, entraine une mort et une sensibilité au
WEHI-539 importante, se maintenant dans le temps au-dela de la période de blocage en
mitose. La corrélation entre la mort cellulaire et la dépendance a BCL-xL suggére que le

priming apoptotique est un état nécessaire pour la survenue de la MOMP puis de I'apoptose.
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Figure 26 : les cellules aneuploides sont dépendantes de BCL-xL.

a. Analyse de la mort par marquage a I’Annexine-V de cellules MDA-MB-231 Ctl, BAX_/_ BAK_/_, MCL-l_/_ et

BCL-xL/ 48h apreés un traitement de 24h par du paclitaxel. b. Validation par immunoblot des lignées
cellulaires générées par la technique CRISPR-Cas9. c. Analyse de la mort de cellules MDA-MB-468 traitées
24h par du paclitaxel, de I’AZD1152 ou de la gédunine puis traitées ou non par du WEHI-539 pendant 24h
comme indiqué sur le schéma de gauche. d. Analyse par immunoblot de cellules MDA-MB-468 traitées par
du paclitaxel. e. Analyse de la mort de cellules MDA-MB-468 traitées 24h par du paclitaxel puis traitées ou
non par du Q-VD-OPh. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent

a une p-value inférieure a *0.05 et ***0.001. NS : non significatif.



La présence de CASPASE-3 clivée, détectable 48h apres un traitement de 24h de paclitaxel,
associée au blocage de la mort cellulaire par le Q-VD-OPh, un inhibiteur pan-CASPASE,
indiguent que la mort des cellules induite par cet agent antimitotique est dépendante de
I’activation des CASPASEs (Fig. 26d et 26e). Ces données indiquent que les cellules en arrét
mitotique et aussi les cellules aneuploides sont dépendantes de la protéine anti-apoptotique

BCL-xL pour leur survie.

La cytotoxicité des antimitotiques dépendant de la MOMP, nous avons analysé I'induction des
protéines BH3-only, protéines a I'origine de I'activation des effecteurs BAX et BAK et/ou de
I'inhibition des protéines anti-apoptotiques. L'analyse protéique de BH3-only a révélé
I'induction de I'expression de NOXA 48h aprées un traitement de 24h par du paclitaxel ou par
de ’'AZD1152 (Fig. 27a). L’analyse par qPCR du gene PMAIP1 codant pour NOXA renseigne sur
la nature transcriptionnelle de I'induction de I'expresion de NOXA et ce, dans toutes les lignées
cellulaires testées (Fig. 27b). Nous avons par la suite évalué I'importance de NOXA dans la
mort cellulaire induite par le paclitaxel en utilisant des lignées KO pour I'un des genes codant
une des protéines BH3-only BID, BIM ou NOXA. Dans les deux lignées cellulaires testées, NOXA
est le seul BH3-only dont I'absence entraine une diminution de la mort induite par le
paclitaxel. De plus, la perte de NOXA diminue considérablement la dépendance a BCL-xL des
cellules traitées par le paclitaxel 72 h auparavant, temps correspondant a des cellules
aneuploides (Fig. 27c et 27d). Nous avons également observé I'implication de NOXA dans la
dépendance a BCL-xL des cellules aneuploides par traitement des lignées cellulaires MDA-MB-
468 Ctl, BCL-xL”" et NOXA7-a ’AZD1152. La réponse apoptotique importante des cellules BCL-
XL au traitement et la diminution de la sensibilité au WEHI-539 des cellules NOXA”" indique
gue les cellules aneuploides ont une survie dépendante de BCL-xL due a I'induction de NOXA
(Fig. 27e). NOXA inhibant les fonctions anti-apoptotiques de MCL-1, nous avons voulu savoir
si la perte de MCL-1, phénocopiant I'induction de NOXA en terme d’activité anti-apoptotique,

entrainerait également une dépendance a BCL-xL (Fig. 27f et 27g).
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Figure 27 : la dépendance a BCL-xL des cellules aneuploides est liée a I'augmentation de I'expression de
NOXA.

a. Analyse par immunoblot de cellules MDA-MB-468 48h apres un traitement de 24h par du paclitaxel ou de
I’AZD1152. b. Analyse par gPCR de lignées cellulaires 48h aprés un traitement de 24h par du paclitaxel. c.

/2 /2 I . .
Analyse de la mort de cellules Ctl, BID , BIM et NOXA traitées ou non par du WEHI-539 48h apres un
traitement de 24h par du paclitaxel. d. Validation par immunoblot des lignées cellulaires générées par la

_/_ _/_
technique CRISPR-Cas9. e. Analyse de la mort de cellules MDA-MB-468 Ctl, BCL-xL et NOXA traitées ou
non par du WEHI-539 48h apres un traitement de 24h par de ’AZD1152. f. Analyse de la mort de cellules Ctl

- s . . . 0 o
et MCL-1 traitées ou non par du WEHI-539 pendant 24h. g. Validation par immunoblot d’une lignée
cellulaire générée par la technique CRISPR-Cas9. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé.
Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05, **0.01 et ***0.001.



La mort de toutes les cellules MCL-17- & un traitement de 24h par du WEHI-539 confirme que
les cellules utilisées dans nos travaux possedent, en conditions basales, deux freins au
déclenchement de I'apoptose mitochondriale, MCL-1 et BCL-xL. L'induction de NOXA dans les
cellules aneuploides altérant les fonctions anti-apoptotiques de MCL-1, les cellules deviennent

dépendantes de BCL-xL pour leur survie.

Nous avons ensuite étudié les mécanismes a |'origine de I'induction de NOXA dans les cellules
aneuploides. Une cellule aneuploide est caractérisée par un nombre important de
micronoyaux ayant une enveloppe nucléaire fragile pouvant se rompre spontanément en
raison d’une déficience en LMNB1 (Hatch et al., 2013). Cette rupture, qui précéde la survenue
de cassure double de I’ADN jusqu’alors contenu dans le micronoyau, pourrait étre
I’évenement a l'origine de I'induction de NOXA. Pour tester cette hypothése nous avons
généré une lignée cellulaire MDA-MB-468 surexprimant une protéine de fusion LMNB2-
mCherry (appelée cellules LMNB2) et confirmé son expression au niveau des enveloppes
micronucléaires (Fig. 33a). Nous avons par la suite évalué l'induction de NOXA dans des
cellules aneuploides Ctl ou LMNB2 générées par traitement au paclitaxel. Aucune induction
de NOXA ne fut détectée, au niveau protéique ou transcriptionnel, dans les cellules LMNB2
(Fig. 28a). De plus, nous avons évalué la réponse apoptotique des cellules aneuploides Ctl et
LMNB?2 et leurs sensibilités au WEHI-539 a différents temps aprés le traitement antimitotique
(Fig. 28b). Les deux lignées cellulaires présentent une sensibilité identique au paclitaxel mais
aussi au co-traitement paclitaxel et WEHI-539 a d1, temps correspondant a l'induction
maximale de l'arrét mitotique. En revanche, a mesure que I'on s’éloigne de la période
d’exposition au paclitaxel et que par conséquent soient générées des cellules aneuploides, la
réponse apoptotique au paclitaxel ainsi que la dépendance a BCL-xL diminuent
significativement dans les cellules LMNB2. Nous avons confirmé ce résultat dans des cellules
aneuploides générées par un traitement par ’AZD1152. Les cellules LMNB2 présentent en
effet une réponse apoptotique réduite et une dépendance moindre a BCL-xL que les cellules
Ctl (Fig. 28c). Ces données arguent pour une induction de NOXA résultant de la rupture des

micronoyaux générés suite a la perturbation pharmacologique des mitoses.
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Figure 28 : I'augmentation de I’expression de NOXA dans les cellules aneuploides est prévenue par la

surexpression de LMNB2.

a. Analyse par immunoblot et par gPCR de cellules MDA-MB-468 Ctl et LMNB2 48h apres 24h de paclitaxel.
b. Analyse de la mort de cellules MDA-MB-468 Ctl et LMNB?2 traitées 24h par du paclitaxel puis traitées par
du WEHI-539 pendant 24h comme indiqué sur le schéma de gauche. c. Analyse de la mort de cellules MDA-
MB-468 Ctl et LMNB2 traitées ou non par du WEHI-539 24h aprés un traitement de 24h par de ’AZD1152.

Barre d’erreur :

inférieure a *0.05, **0.01 et ***0.001. NS : non significatif.

moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value



L’ensemble des résultats de cette premiere partie indique que la majorité des cellules utilisées
dans nos travaux échappe a I'arrét mitotique induit par le paclitaxel. La survie des cellules a
I'arrét mitotique par échappement se fait cependant au prix d’'une importante aneuploidie.
Ces cellules aneuploides sont caractérisées par la présence de nombreux micronoyaux dont la
déficience en LMNB1 entraine la rupture spontanée de leur membrane. Il semble que
I'induction de I’expression de NOXA détectée dans les cellules aneuploides soit la
conséquence de la rupture des enveloppes micronucléaires. NOXA, en contrecarrant les
fonctions anti-apoptotiques de MCL-1, rend les cellules aneuploides dépendantes de BCL-xL.
Ces cellules, devenues sensibles a des BH3 mimétiques ciblant BCL-xL, sont dites primées pour

I'apoptose.

2.Les cellules cancéreuses subissant un stress
mitotique par le paclitaxel augmentent de
maniere paracrine le priming apoptotique des
cellules avoisinantes.

Dans la suite de nos travaux, nous nous sommes intéressés a la réponse au paclitaxel dans un
contexte de tumeur entiere. Que se passe-t-il dans des tumeurs solides souvent peu
proliférantes et présentant une hétérogénéité intra-tumorale de priming apoptotique
(Komlodi-Pasztor et al., 2011; Marquez-Jurado et al., 2018; Montero et al., 2015) ? Pour cela,
nous avons utilisé le modele de culture organotypique d’explants de tumeurs mammaires mis
en place par notre laboratoire (Séveno et al.,, 2012; Véquaud et al., 2015). Ces tumeurs
mammaires, issues de patientes prises en charge a I'ICO (Institut de Cancérologie de I'Ouest),
sont acheminées au laboratoire quelques heures aprés leur résection chirurgicale. Ces
tumeurs sont ensuite coupées en tranches de 250 um et mises en culture 48h avec ou sans

traitement dans un milieu de culture optimisé. Les tranches sont ensuite fixées et font I'objet



d’une analyse immunohistochimique pour les marqueurs de réponse apoptotique : la
CASPASE-3 active et le PARP clivé et pour le marqueur de prolifération Ki-67 (Fig. 29a). A noter
gu’une tranche est également fixée juste aprés la coupe de la tumeur pour évaluer une
éventuelle apoptose liée a la mise en culture ex vivo. Seuls sont conservés les échantillons
ayant une apoptose spontanée liée aux conditions de culture inférieure a 15 %. Les résultats
présentés ci-aprés représentent les réponses apoptotiques spécifiques des traitements

obtenues par soustraction du score apoptotique de la condition non traitée.

Nous avons vu dans la premiere partie de notre travail le lien étroit entre I'apoptose
mitochondriale et la sensibilité au paclitaxel. Nous avons donc tout d’abord comparé les
sensibilités ex vivo au paclitaxel et a ’ABT-737, BH3 mimétique ciblant BCL-2 et BCL-xL, utilisé
ici comme un outil pour révéler la présence de cellules cancéreuses primées pour |'apoptose
dans les tumeurs. 163 tumeurs du sein, dont les caractéristiques sont présentées ici (Fig. 29b),
ont recu ces deux traitements séparément ex vivo. Considérant un seuil situé a un index
apoptotique de 25 %, seuls 14 % des tumeurs ont présenté une sensibilité aiglie au paclitaxel
apres 48h de traitement contre 42 % pour I’ABT-737. |l est intéressant de voir le continuum
d’index apoptotique reflétant I’'hétérogénéité inter et intra-tumorale de réponse a ces deux
traitements. Un résultat important pour la suite de nos travaux fut I'observation que toutes
les tumeurs sensibles au paclitaxel étaient également sensibles a ’ABT-737, et donc qualifiées
de primées pour I'apoptose. Cependant, 28 % des tumeurs primées n’ont pas présenté de
sensibilité au paclitaxel indiquant que le priming apoptotique est nécessaire mais insuffisant

pour déclencher une réponse apoptotique aiglie au paclitaxel (Fig. 29c).

Etant donné le mécanisme d’action du paclitaxel, nous avons par la suite évalué si, parmi les
tumeurs primées, les sensibles au paclitaxel étaient les plus proliférantes (Fig. 29d). De fagon
surprenante, aucune différence de prolifération ne fut constatée entre les tumeurs sensibles
et résistantes au paclitaxel (seuil a 25 % d’index apoptotique). De méme, aucune corrélation
entre prolifération et la réponse apoptotique au paclitaxel ne fut mise en évidence : des
tumeurs peu proliférantes pouvant déclencher une réponse apoptotique massive au paclitaxel

et inversement.

L’'ensemble de ces données suggere que le paclitaxel dans un contexte de tumeur entiere,
induit I'apoptose des cellules cancéreuses primées pour I'apoptose indépendamment de leur

état prolifératif.



)?
- .
-

vV {f”—ffi’ i
NAIVE HUMAN EMBED TISSUE ' IMMUNOHISTOCHEMISTRY
SRR e aer TUMOR SLICING TREATMENTS S EAVES CAGFASES
+ Ki67
N =163
Tumor size: 23,5 (10-80)mm
ER IHC 210% Histological grade Lymph node metastasis
@l ER+ & Bl No metastasis
= R = BN Mcrometastasis
=R E m%uomelaslasls
c d
100 NS
80 YT
1004 — .
] .
3 2 601 .
* . >
28 % % x coos .
o . . ~ 40 . N
4 o
8 o e o A = — _'_‘E
3 E * . * - essee o
c *% . 20 esen .o
gg 60 L - b - b ee oo .
= © . .
=3 . . o .
o - P . sssce *
LI . * . 0 -
3 P> - T T
o N LI . RESISTANT SENSITIVE
%l— 40- . ® . . e
L . ., 801
- * * * ° Y -
S8 . * ¢ < . .
o ® s, M . E . .
‘: T LY . 3 60 . .
= 20 PR . &
. . @ .
° ?‘:. & ¢ N . § *
*P % o, o= -
o..oo @ S 401 .
Py . o a - .
Poe 25
X g€
X7 LY
T T T T T 1 2=
0 20 40 60 80 100 3
s
% active caspase-3* tumor cells E
after paclitaxel treatment =

Ki-67 index value (%)

Figure 29 : le paclitaxel déclenche I'apoptose de cellules tumorales primées pour I'apoptose
indépendamment de leur état prolifératif.

a. Protocole du modele d’étude de culture organotypique d’explants de tumeurs mammaires. b. Taille
tumorale moyenne, expression du récepteur aux cestrogénes (évaluée par IHC), grade tumorale et
dissémination ganglionnaire de la cohorte de tumeurs figurant en c. c. Sensibilité ex vivo a I’ABT-737 et au
paclitaxel de 163 tumeurs mammaires. d. Index Ki-67 de 55 tumeurs sensibles a I’ABT-737 (tumeurs issues
de la cohorte figurant en c) en fonction de leur sensibilité/résistance au paclitaxel (seuil a 25 %) (panel
supérieur) ou de l'index apoptotique apres traitement par du paclitaxel (panel inférieur). Barre d’erreur :
moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral non pairé (d. panel supérieur) et test de Pearson (d. panel inférieur). NS :
non significatif.



Ces résultats nous ont amené a émettre I’"hypothése que le déclenchement de I'apoptose des
cellules primées présentes dans la tumeur était di a un effet indirect du paclitaxel suite a la
génération d’'un stress mitotique dans les cellules proliférantes. Nous nous sommes par
conséquent demandé si les cellules dont la mitose était impactée par le paclitaxel pouvaient
sécréter des facteurs solubles augmentant le priming apoptotique de fagon paracrine et, ainsi,

induire I'apoptose des cellules avoisinantes les plus primées.

Pour tester cette hypothése nous avons conditionné pendant 48h des milieux de culture par
des cellules traitées par du paclitaxel pendant 24h (cellules donneuses). Ces milieux
conditionnés étaient ensuite appliqués sur des nouvelles cellules pendant les 48h suivantes
(cellules receveuses). Nous avons traité les cellules receveuses du milieu conditionné par un
BH3 mimétique afin de mettre en évidence une éventuelle augmentation du priming. Ayant
démontré le réle clé de BCL-xL lors d’un traitement par paclitaxel, principal frein au
déclenchement de I'apoptose mitochondriale dans les lignées cellulaires utilisées dans nos

travaux, nous avons utilisé le WEHI-539, inhibiteur spécifique de BCL-xL.

Dans les conditions expérimentales utilisées, aucune des lignées cellulaires utilisées ne
présente de sensibilité au WEHI-539 en condition basale (Fig. 30a). Cependant, le milieu
conditionné par des cellules exposées au paclitaxel permet de sensibiliser 35 % de cellules
MDA-MB-468 et 45 % de cellules MDA-MB-231 a 'effet du WEHI-539, |le milieu conditionné
seul n‘ayant que peu d’effet. Afin d’évaluer la durée de cet effet paracrine, nous avons
conditionné un deuxiéme milieu (CM #2) immédiatement aprés le premier (CM #1), nous
rendant ainsi compte du caractére prolongé du phénotype sécrétoire des cellules donneuses.
La diminution de I'effet du CM #2 dans la lignée MDA-MB-231 est probablement due a la mort
importante des cellules donneuses, plus sensibles au paclitaxel que les cellules MDA-MB-468,
et donc a un conditionnement moindre du milieu. Nous avons ensuite voulu savoir si le
phénotype sécrétoire des cellules donneuses dépendait bien de la génération d’un stress
mitotique par le paclitaxel. Pour cela nous avons utilisé la lignée cellulaire T47D, car seule
lignée utilisée dans nos travaux a ne plus proliférer lors d’une privation en sérum (0 % FBS).
Nous nous sommes assurés que le paclitaxel n’avait pas d’effet sur les cellules non cyclantes

en terme de cycle cellulaire (Fig. 30b panel supérieur) ou d’apoptose (Fig. 30b panel



inférieur). L'absence complete d’effet du milieu conditionné par des cellules non cyclantes
exposées au paclitaxel démontre que le phénotype sécrétoire est lié a la perturbation de la
mitose dans les cellules donneuses (Fig. 30c). Nous avons également évalué le réle de la
prolifération cellulaire dans les cellules receveuses en utilisant des conditions expérimentales
similaires. Le caractére non cyclant des cellules receveuses n’a pas diminué I'effet du milieu
conditionné, les taux plus importants de mort en privation de sérum étant dus a un état de
priming basal plus élevé (Fig. 30d). Enfin, I'labsence d’effet du milieu conditionné sur le cycle

cellulaire des cellules receveuses permet d’exclure tout effet résiduel du paclitaxel (Fig. 30e).

Nos données démontrent qu’un stress mitotique déclenché par le paclitaxel induit un
phénotype sécrétoire dans les cellules proliférantes responsable d’'une augmentation du

priming de maniere paracrine des cellules avoisinantes, qu’elles soient proliférantes ou non.

3. Les tumeurs mammaires traitées par du paclitaxel
acquierent un phénotype pro-inflammatoire
dépendant de la voie cGAS/STING.

Afin d’identifier le profil du sécrétome produit par les cellules traitées par du paclitaxel, nous
avons choisi d’utiliser les modeles in vivo les plus pertinents possibles. Nous avons donc établi
3 modeles de PDX de cancer du sein humain orthotopique sur souris immunodéprimées NSG
(NOD SCID Gamma). L'intérét des modéles de PDX réside dans le maintien des caractéristiques
histologiques, cellulaires et moléculaires de la tumeur d’origine permettant ainsi, aprés

amplification, de pouvoir travailler sur du matériel biologique tres pertinent.
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Figure 30 : les cellules traitées par le paclitaxel sécrétent des facteurs solubles entrainant une augmentation du priming
apoptotique paracrine.

a. Des cellules traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner consécutivement pendant 48h deux
milieux appliqués sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. La mort cellulaire
des cellules receveuses a été évaluée par marquage a I’Annexine-V. b. Analyse du cycle cellulaire par marquage a l'iodure de
propidium de cellules T47D avec ou sans 5 % de sérum (FBS) traitées 24h par du paclitaxel (panel supérieur). Analyse de la mort par
marquage a I’Annexine-V de cellules T47D avec ou sans 5 % de sérum 48h apres un traitement de 24h par du paclitaxel. c. Des
cellules T47D avec sérum (cyclante) ou sans (non cyclante) traitées 24h par du paclitaxel ont été lavées pour conditionner pendant
48h un milieu appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. d. Des cellules
TA7D traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules
correspondantes (receveuses) avec sérum (cyclante) ou sans (non cyclante) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. e.
Analyse du cycle cellulaire de cellules receveuses des milieux conditionnés. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé.
Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01.



Nous avons dans un premier temps caractérisé ces 3 modeéles de PDX par analyses
histologiques, immunohistochimiques et génétiques a I'aide d’un séquencage sur les hotspot
mutationnels de plusieurs genes, les résultats confirmant une préservation des
caractéristiques des tumeurs initiales aprés plusieurs passages sur souris (Fig 31a). Apres
amplification in vivo des 3 PDX, nous avons effectué des traitements par le paclitaxel et
récupéré les tumeurs a différents temps apres traitement : 6 jours aprés 1 injection pour le
modele #248 (N = 2 souris par groupe) ; 13 jours aprés une deuxieme injection pour le modeéle
#249 (N = 3 souris par groupe) ; 10 jours aprées une premiere injection, 5 et 25 jours aprés une
deuxiéme injection pour le modele #306 (N = 1 souris par condition) (Fig. 31b). Ces tumeurs
ont ensuite fait I'objet d’'une analyse transcriptomique globale par Digital Sequencing (DGSeq)
en collaboration avec le Dr Laurent David (CRTI UMR 1064). Cette analyse a permis de mettre
en évidence pour chagque modele de PDX une liste de genes différentiellement exprimés avant

et aprés traitement par du paclitaxel.

Etant a la recherche de facteurs solubles sécrétés par les cellules ayant subi un stress
mitotique par le paclitaxel, nous avons analysé quels ligands endogenes pouvaient étre a
I'origine de I'expression différentielle des génes. Nous avons pour cela eu recours a I'outil
d’analyse OMIC EnrichR et de la base de données LINCS L1000 Ligand Perturbations up. Cette
base de données a été établie par analyse du transcriptome d’un large panel de lignées
cellulaires traitées par une variété de ligands endogenes. Les résultats obtenus suggérent
I'induction d’un phénotype pro-inflammatoire des PDX traités par du paclitaxel, la majorité
des geénes différentiellement exprimés étant des genes cibles du TNFa et de I'interleukine-1

(IL-1), deux cytokines pro-inflammatoires (Fig. 31c).
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Figure 31 : le paclitaxel induit un phénotype pro-inflammatoire dans des modéles de Patient-Derived
Xenograft (PDX) de cancer du sein.

a. Caractérisation des PDX et des tumeurs d’origine correspondantes par IHC (HES (Hématoxyline Eosine
Safran) et expression des récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone) b. Evolution de la croissance
tumorale des 3 modeéles de PDX de cancer du sein traités ou non par paclitaxel (N = 2 par groupe pour le PDX
#248, N = 3 par groupe pour le PDX #249, N = 1 par condition pour le PDX #306 ; les astérisques correspondent
aux exéreses des tumeurs). c. Analyse transcriptomique globale des PDX #248, #249, #306 traités ou non par
du paclitaxel a I'aide de I'outil EnrichR LINCS L1000 Ligand Perturbations up. Barre d’erreur : moyenne +/-

SEM.



Nous avons par la suite recherché I'origine du phénotype pro-inflammatoire déclenché par un
traitement au paclitaxel. Comme nous |'avons précédemment évoqué, cet antimitotique, en
perturbant les mitoses, engendre la formation de micronoyaux. Nous nous sommes alors
appuyés sur les travaux de deux équipes ayant démontré que la rupture spontanée des
enveloppes micronucléaires permettait a I’ADN, jusqu’alors contenu au sein des micronoyaux,
d’étre reconnu par le senseur de I’ADN cytosolique cGAS (Harding et al., 2017; Mackenzie et

al., 2017).

L'analyse immunohistochimique des PDX a en effet révélé la présence de nombreux
micronoyaux marquant cGAS aprés traitement par le paclitaxel (Fig. 32a). Cette donnée,
associée au phénotype pro-inflammatoire des PDX traitées, nous ont conduits a analyser par
gPCR linduction du TNFax et de [I'IFNB1. Les résultats montrent une induction
transcriptionnelle, méme 13 jours apres la derniéere injection de paclitaxel, du TNFa et de

I'IFNB1 (Fig. 32b).

Enfin, nous avons terminé notre analyse de la réponse in vivo au paclitaxel en analysant
I’évolution de différentes protéines de la famille BCL-2 du PDX #306 aprés traitement (Fig.32c).
En ce qui concerne les protéines anti-apoptotiques, I'expression de la protéine MCL-1 diminue
considérablement apres un traitement par paclitaxel et ce, méme 25 jours aprés. L'expression
de BCL-xL augmente considérablement 5 jours aprés le traitement par paclitaxel et demeure
augmentée 25 jours apres. Quant a BCL-2, son expression augmente a mesure que l'on
s’éloigne du moment de I'injection. Nous avons également analysé plusieurs BH3-only et mis
en évidence l'induction transitoire de BIM et surtout I'induction de NOXA, celle-ci se
maintenant 25 jours aprées l'injection de paclitaxel. Nous avons analysé par gPCR le niveau de
transcription du gene PMAIP1 codant pour la protéine NOXA. Les résultats montrent une
induction transcriptionnelle dans les modeles #248 et #306 ainsi qu’une tendance dans le
modele #249 (Fig. 32d). L'ensemble de ces résultats indique que le paclitaxel génére in vivo
des micronoyaux, potentiellement reconnus par le senseur de I’ADN cytosolique cGAS, et

induit la transcription de maniere durable des genes TNFa, I'IFNB1 et PMAIP1.
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Figure 32 : le paclitaxel génere in vivo des micronoyaux cGAS positifs et induit durablement le TNFa, les
IFN-I et NOXA.

a. Quantification par IHC des micronoyaux cGAS positifs dans les PDX #248 et #249 traités ou non par du
paclitaxel (panel de gauche). Champs représentatifs aprés marquage IHC du PDX #249 par un anticorps anti-
CGAS (panel de droite, barre d’échelle : 50 um). b. Analyse par qPCR des PDX #248, #249 et #306 traités ou
non par du paclitaxel. c. Analyse par immunoblot du PDX #306 traité ou non par du paclitaxel d. Analyse par
gPCR des PDX #248, #249 et #306 traités ou non par du paclitaxel. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test
bilatéral non pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non
significatif. Les résultats de qPCR comportent un duplicat technique pour le PDX #248 et un triplicat
technique pour le PDX #306.




Nous avons par la suite confirmé la formation de micronoyaux cGAS* par des antimitotiques
inducteurs d’aneuploidie. Un traitement de 24h de paclitaxel ou d’AZD1152 sur la lignée MDA-
MB-468 entraine la présence de micronoyaux dans 85 % et 60 % des cellules respectivement.
De plus, un marquage immunocytochimique met en évidence dans 60 % des cellules traitées
par du paclitaxel et 40 % des cellules traitées par de ’/AZD1152 un ou plusieurs micronoyaux
cGAS* (Fig. 33a, 33b et 33c). Nous avons confirmé que, tout en ne prévenant pas la génération
de micronoyaux, la surexpression en LMNB2 diminue de moitié le pourcentage de cellules

contenant au moins un micronoyau cGAS* (Fig. 33a, 33b et 33c).

Afin de corréler la présence de micronoyaux cGAS* et le phénotype pro-inflammatoire des
tumeurs traitées par du paclitaxel, nous avons analysé par qPCR et immunoblot des cellules
Ctl et LMINB2 48h aprés un traitement de 24h par du paclitaxel. Nous avons constaté une
induction moindre du TNFa ainsi que I'absence d’induction d’/FNB1 dans les cellules LMNB2.
De plus, les diminutions des phosphorylations de P65 et de STAT1 dans les cellules LMNB2
traitées au paclitaxel témoignent respectivement d’une activation de la voie NF-kB et d’une
production d’interféron moindres (Fig. 34a). Aprés avoir démontré que le renforcement de la
membrane micronucléaire diminuait I'induction d’'un phénotype pro-inflammatoire par le
paclitaxel, nous avons étudié I'implication de STING. Nous avons par conséquent réalisé cette
méme expérience en utilisant cette fois-ci des cellules Ctl et STING”-. Pour chacune des lignées
testées, la perte de STING prévient I'induction transcriptionelle du TNFa et de I'l[FNB1, et
diminue I'activation de NF-kb (sauf pour la lignée T47D) et de STAT1 (Fig. 34b). Enfin, aucune
production d’IFNa ne fut détectée dans le milieu conditionné pendant 48h par des cellules
STING™ traitées 24h par du paclitaxel (Fig. 34c). L'ensemble de ces données démontre que le
phénotype pro-inflammatoire des cellules cancéreuses induit par le paclitaxel est le résultat
de I'activation de la voie cGAS/STING. Cette activation est due a la rupture des enveloppes des

micronoyaux générés suite a la perturbation des mitoses.
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Figure 33 : la détection par le senseur de I'ADN cytosolique cGAS des micronoyaux générés par des
antimitotiques est réduite par la surexpression en LMINB2.

a. Visualisation de la localisation de cGAS par immunocytochimie (ICC) dans des cellules MDA-MB-468 Ctl ou
LMNB?2 traitées ou non par du paclitaxel (barre d’echelle : 60 um). b. Méme expérience que a. en microscopie
confocale (barre d’echelle : 20 um). c. Quantification de a. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral
pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05.
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Figure 34 : le phénotype pro-inflammatoire des cellules traitées par le paclitaxel est di a I'activation de la
voie cGAS/STING par la rupture de I'enveloppe des micronoyaux.

a. Analyse par immunoblot et qPCR de cellules MDA-MB-468 Ctl ou surexprimant la LMNB2 48h aprés un

. . . e 5
traitement de 24h de paclitaxel. b. Analyse par immunoblot et gPCR de cellules Ctl ou STING  48h apres un
traitement de 24h de paclitaxel. c. Quantification de I'lFNa par ELISA dans le milieu conditionné pendant

_/_
48h par des cellules Ctl ou STING ' aprés un prétraitement de 24h par du paclitaxel. Barre d’erreur : moyenne
+/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01.



4.’augmentation du priming de maniere paracrine
dépend de I'activation de |la voie cGAS/STING et
est prépondérant pour I'activité anti-tumorale du
paclitaxel.

Nos travaux démontrent que des cellules cancéreuses traitées par du paclitaxel acquiérent a
la fois un phénotype pro-inflammatoire dépendant de I'activation de la voie cGAS/STING et la
capacité d’augmenter de maniere paracrine le priming des cellules cancéreuses non
directement impactées par le paclitaxel. Nous avons par la suite corrélé ces deux éveénements
en conditionnant des milieux par des cellules Ctl ou STING” traitées pendant 24h par le
paclitaxel (Fig. 35a). La diminution de la sensibilisation au WEHI-539 par les milieux
conditionnés par les cellules STING” et ce, dans chacune des lignées cellulaires testées,
montre que l'augmentation du priming de facon paracrine repose en grande partie sur
I’activation de la voie cGAS/STING dans les cellules donneuses. Nous avons voulu confirmer ce
résultat dans un modeéle de co-culture de cellules traitées ou non par du paclitaxel. Pour cela,
nous avons généré des lignées cellulaires exprimant la protéine de fusion Histone 2B-RFP
(H2B-RFP) afin de distinguer les cellules traitées des cellules non traitées. Apres un traitement
de 24h par du paclitaxel, les cellules Ctl et STING”- ont été lavées puis mises en culture avec
des cellules H2B-RFP non traitées a un ratio de 1 : 1. Aprés 48h de co-culture, les cellules ont
été traitées par du WEHI-539 pendant les 48h suivantes, I'apoptose des cellules H2B-RFP fut
ensuite évaluée par marquage a I’Annexine-V couplée a I’APC (Fig. 35b). La diminution de
I’apoptose des cellules H2B-RFP en présence de cellules STING’- démontre le role de STING
dans I'effet paracrine (Fig. 35c). Enfin, I'effet identique d’un milieu conditionné par des cellules
traitées au paclitaxel sur des cellules Ctl ou STING” indique que STING est requis pour induire

I'effet paracrine mais pas pour y répondre (Fig. 35d).
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Figure 35 : I'augmentation du priming apoptotique paracrine par les cellules traitées au paclitaxel est dépendante de
STING.

a. Des cellules Ctl ou STING ' traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner pendant 48h un
milieu appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. La mort des

cellules receveuses a été évaluée par marquage a I’Annexine-V. b, c. Des cellules Ctl ou STING/ prétraitées 24h par du
paclitaxel ont été mises en culture avec des cellules non traitées exprimant la protéine de fusion H2B-RFP (dot plot
représentatif d’'une expérience en b). Aprés 48h de co-culture, les cellules ont été traitées par du WEHI-539 pendant les 48h
suivantes. La mort des cellules H2B-RFP a été évaluée par marquage a I’Annexine-V (c). d. Des cellules MDA-MB-468 traitées
24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules

_/_
correspondantes Ctl ou STING  (receveuses) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. Barre d’erreur : moyenne +/-
SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non significatif.



Nous savons que lI'induction du phénotype pro-inflammatoire par le paclitaxel, résultant de
I’activation de la voie cGAS/STING, dépend de la rupture des enveloppes micronucléaires.
Nous avons tout d’abord voulu savoir si des traitements par les deux autres antimitotiques
étudiés, ’AZD1152 et la gédunine, induisaient un effet paracrine semblable a celui induit par
le paclitaxel. Pour rappel, 24h de traitement par I’AZD1152 induit 40 % de cellules contenant
un ou plusieurs micronoyaux cGAS*, tandis qu’aucune aneuploidie ne fut détectée aprés un
traitement par de la gédunine. Tout en étant plus faible que le paclitaxel, et contrairement a
la gédunine, les cellules traitées par de I’AZD1152 acquiérent la capacité d’augmenter de facon
paracrine le priming apoptotique (Fig. 36a). De plus, I'association de la gédunine au paclitaxel,
bloquant tout échappement a I'arrét mitotique (Fig. 36b), prévient I'effet paracrine des
cellules traitées (Fig. 36a). Enfin, la diminution de |'effet du milieu conditionné par des cellules
LMNB?2 traitées au paclitaxel par rapport aux cellules Ctl démontre I'origine micronucléaire de

I’effet paracrine (Fig. 36c).

De récents travaux ont montré la possible activation de la voie cGAS/STING par I’ADN
mitochondrial relargué lors de la MOMP via les pores formés par les effecteurs BAX et BAK
(McArthur et al., 2018; Riley et al., 2018; Rongvaux et al., 2014; White et al., 2014). Nous avons
par conséquent évalué son implication en conditionnant des milieux par des cellules BAX”
BAK”", incapables de déclencher une MOMP, traitées 24h par du paclitaxel. Les effets
identiques des milieux conditionnés ainsi que le maintien d’'un phénotype pro-inflammatoire
inductible dans les cellules BAX”" BAK’- exposées au paclitaxel démontrent I'absence de
contribution de I’ADN mitochondrial dans I’effet paracrine (Fig. 37a et 37b). Enfin, nous avons
confirmé ce résultat en générant des cellules déplétées en ADN mitochondrial appelées pO0.
Encore une fois, aucune différence d’effet du milieu conditionné par des cellules p0 ou Ctl
traitées par du paclitaxel ne fut mise en évidence (Fig. 37c), un contréle par qPCR sur ’ADN

génomique ayant de plus confirmé la déplétion en ADN mitochondrial (Fig. 37d).
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Figure 36 : I'augmentation du priming paracrine par les cellules traitées au paclitaxel dépend de la
formation de micronoyaux et de la rupture de leur enveloppe.

a. Des cellules MDA-MB-468 traitées 24h comme indiqué (donneuses) ont été lavées pour conditionner
pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en présence ou
non de WEHI-539. La mort cellulaire des cellules receveuses a été évaluée par marquage a I’Annexine-V. b.
Analyse du cycle cellulaire par marquage a l'iodure de propidium de cellules MDA-MB-468 traitées 72h
comme indiqué. c. Méme expérience que a. en utilisant des cellules Ctl ou LMNB2 en cellules donneuses.
Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value
inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non significatif.
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Figure 37 : I'activation de la voie cGAS/STING est indépendante de I’ADN mitochondrial.

o . 5t lave

a. Des cellules MDA-MB-468 Ctl ou BAX BAK ' traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées
pour conditionner pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant
48h en présence ou non de WEHI-539. La mort cellulaire des cellules receveuses a été évaluée par marquage

a I’Annexine-V. b. Analyse par immunoblot et qPCR de cellules Ctl ou BAX/ BAK/ 24h apres un traitement
de 24h de paclitaxel. c. Méme expérience que (a) en utilisant des cellules Ctl ou p0 en cellules donneuses. d.
Quantification de la déplétion en ADN mitochondrial dans les cellules p0. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM
; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05. NS : non significatif.



Apres avoir démontré que l'augmentation du priming apoptotique dans les cellules

receveuses est dépendante de la présence de STING dans les cellules donneuses, nous avons

voulu savoir si I'activation de cette voie jouait également un rdéle dans la mort des cellules

aneuploides (donneuses) suite a un traitement par antimitotique. Aucune différence de

sensibilité, que ce soit en terme de mort cellulaire ou de priming, ne fut mise en évidence

aprés un traitement par paclitaxel ou par AZD1152 (Fig. 38a et 38b). Nous avons également

montré que I'induction de NOXA, principal contributeur de la charge pro-apoptotique dans les

cellules aneuploides, bien que légerement diminuée, était toujours visible dans les cellules

STING”- donneuses (Fig. 38c).
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Figure 38 : Iinduction de NOXA dans les cellules aneuploides (donneuses) est indépendante de STING.

A . .
a, b. Analyse de la mort de cellules Ctl et STING * traitées ou non par du WEHI-539 48h apres un traitement de 24h

A . - X
par du paclitaxel (a) ou de I’AZD1152 (b). c. Analyse par immunoblot de cellules Ctl, STING et LMNB2 48h aprés un
traitement de 24h par du paclitaxel. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. NS : non significatif



Nous avons ensuite évalué la contribution de I'augmentation du priming de fagon paracrine
dans la réponse in vivo au paclitaxel. Des cellules MDA-MB-231 Ctl et STING”" ont été
xénogreffées dans la glande mammaire de souris immunodéprimées NSG, permettant ainsi
de s’affranchir de tout effet du systéme immunitaire. De fagon surprenante, une perte
compléte de la sensibilité fut observée dans les tumeurs STING” aprés deux injections de

paclitaxel (Fig. 39).

L'ensemble de ces résultats démontre que le sécrétome de cellules traitées au paclitaxel,
induisant une augmentation paracrine du priming apoptotique, est le résultat de I'activation
de la voie cGAS/STING consécutive a la rupture des enveloppes des micronoyaux. L’activation
de cette voie n’est pas impliquée dans I'induction de NOXA se produisant dans les cellules
aneuploides (cellules donneuses) et par conséquent dans leur mort mais a cependant une

contribution majeure dans la sensibilité in vivo des tumeurs mammaires au paclitaxel.
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Figure 39 : la sensibilité des tumeurs mammaires au paclitaxel dépend de STING.
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Xénogreffes orthotopiques de cellules MDA-MB-231 Ctl et STING  traitées par du paclitaxel (10 mg/Kg en
intrapéritonéal) comme indiqué. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral non pairé. Le symbole
correspond a une p-value inférieure a **0.01.



5.l"augmentation du priming apoptotique de
maniere paracrine est le résultat de |Ia
transcription du gene codant pour NOXA dans les
cellules receveuses.

Nous avons analysé les xénogreffes de MDA-MB-231 a J17, soit 8 jours aprées la seconde
injection de paclitaxel. Nous avons confirmé I'induction par le paclitaxel d’'un phénotype pro-
inflammatoire par la présence de p-STAT1 et de p-P65 et par I'induction transcriptionnelle du
TNFa et de I'IFNB1, ainsi que d’une cible des IFN-I, I'IFIT1. De plus, afin de comprendre les
ressorts biologiques de I'augmentation du priming apoptotique de maniére paracrine, nous
avons analysé des protéines de la famille BCL-2 et mis en évidence une induction

transcriptionnelle de NOXA détectable uniquement dans les tumeurs Ctl traitées au paclitaxel

(Fig. 40).
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Figure 40 : induction transcriptionnelle de NOXA dépendante de STING dans les xénogreffes de cellules MDA-
MB-231 traitées au paclitaxel.

Analyse par immunoblot et qPCR des xénogreffes de cellules MDA-MB-231 Ctl et STING_/_ issues de la figure
15 a j17 (soit 8 jours aprées la deuxieme injection de paclitaxel). N = 7 souris par groupe. Barre d’erreur :
moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral non pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05,
**0.01 et ***0.001.



Nous avons démontré précédemment que I'induction de NOXA dans les cellules aneuploides
était indépendante de STING. La détection dans les xénogreffes traitées par du paclitaxel
d’une induction de NOXA, dépendante de STING, suggére que I'augmentation du priming

apoptotique de maniére paracrine résulte de I'induction transcriptionnelle de ce BH3-only.

Nous avons donc analysé les variations de différentes protéines de la famille BCL-2 dans des
cellules MDA-MB-231 exposées a un ou deux milieux conditionnés successivement par des
cellules traitées 24h par du paclitaxel. Parmi plusieurs BH3-only, seul NOXA est induit (Fig.
41a). En conditionnant des milieux par des cellules Ctl ou STING” traitées par du paclitaxel,
nous avons mis en évidence que l'induction de NOXA dans les cellules receveuses est

dépendante de I'activation de la voie cGAS/STING dans les cellules donneuses (Fig. 41b).

L’absence compléte d’effet du milieu conditionné sur des cellules BAX7- BAK”" a tout d’abord
confirmé I'implication de la MOMP dans la sensibilisation au WEHI-539 (Fig. 42a). Pour mettre
en évidence l'implication de NOXA dans I'augmentation paracrine du priming, nous avons
évalué I'effet du milieu conditionné sur des cellules KO pour les genes codant un des BH3-only
BIM, BID ou NOXA. Seule la perte de NOXA dans les cellules receveuses permis de prévenir la
sensibilisation au WEHI-539 confirmant son implication dans I'augmentation du priming

apoptotique de fagon paracrine et ce, dans les trois lignées cellulaires testées (Fig. 42b).

Enfin, la sensibilité des cellules BCL-xL”" au milieu conditionné seul est en accord avec la
spécificité du WEHI-539 pour BCL-xL. NOXA antagonisant MCL-1, ceci explique I'absence

d’effet du milieu conditionné sur les cellules MCL-17- (Fig. 42c).

Nos résultats démontrent que I'augmentation paracrine du priming apoptotique est le résultat
de I'induction transcriptionnelle de NOXA dans les cellules receveuses. L'inhibition de MCL-1

qui s’en suit rend les cellules dépendantes de BCL-xL pour leur survie.
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Figure 41 : le milieu conditionné par des cellules traitées par du paclitaxel induit NOXA dans les cellules

receveuses.

a. Analyse par immunoblot et qPCR de cellules MDA-MB-231 ayant été incubées 48h avec des milieux
conditionnés successivement pendant 48h par des cellules prétraitées 24h par du paclitaxel. b. Analyse par
immunoblot et qPCR (seulement pour la lignée cellulaire MDA-MB-468) de cellules ayant été incubées 48h

avec un milieu conditionné pendant 48h par des cellules correspondantes Ctl ou STING = prétraitées 24h par

du paclitaxel. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-

value inférieure a *0.05.
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Figure 42 : I'augmentation paracrine du priming est liée a I'induction de NOXA dans les cellules receveuses.

a. Des cellules traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner pendant 48h un

ol S A /- )
milieu appliqué sur des cellules correspondantes Ctl ou BAX  BAK (receveuses) pendant 48h en présence
ou non de WEHI-539. La mort cellulaire des cellules receveuses a été évaluée par marquage a I’Annexine-V.

+ SA— 4
b, c. Méme expérience que (a) avec des cellules receveuses Ctl, NOXA , BIM , BID (b) et et Ctl, MCL-1 et

_/_
BCL-xL" (uniquement dans des cellules MDA-MB-468) (c). Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral
pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non significatif.



6. L'induction de NOXA est dépendante du TNFa et
est amplifiée par les IFN-I.

Nous savons a présent que I'activation de la voie cGAS/STING dans des cellules traitées au
paclitaxel entraine la production d’un sécrétome capable d’induire I'expression de NOXA dans
les cellules receveuses. Nous nous sommes ensuite intéressés aux facteurs solubles, présents
dans ce sécrétome, responsables de l'induction de NOXA. Aprés un traitement par du
paclitaxel, nous avons mis en évidence que les niveaux transcriptionnels du TNFa et des IFN-
I, induits suite a I'activation de la voie cGAS/STING, étaient augmentés durablement. Nous

avons donc étudié leur contribution dans I'induction paracrine de NOXA.

Plusieurs données issues du modeéle de culture ex vivo mis en place par I'’équipe suggerent
une contribution de ces cytokines dans I'effet du paclitaxel. Ainsi, dans le but d’identifier des
marqueurs prédictifs de réponse au paclitaxel, nous avons sélectionné 60 tumeurs, naives de
tout traitement, dont les sensibilités ex vivo au paclitaxel et les caractéristiques tumorales
étaient connues (Fig 43a et 43b), pour faire I'objet d’une analyse transcriptomique globale.
Nous avons analysé les transcriptomes de ces tumeurs en identifiant des différences de
signature d’expression génique (Jézéquel et al., 2015) selon la sensibilité/résistance ex vivo au
paclitaxel. Parmi I'ensemble des signatures testées, seules les signatures STAT-1 et IFN-I
étaient différentes dans le sens d’une forte signature dans les tumeurs sensibles (Fig 44a et
44b). Aucune différence dans le score de prolifération ne fut mise en évidence, suggérant une
nouvelle fois que la sensibilité au paclitaxel n’est pas directement corrélée a la prolifération
tumorale. Un des avantages de la culture organotypique des explants de tumeurs mammaires
est la conservation du stroma tumoral. Pour évaluer I'éventuelle contribution du stroma et
notamment de l'infiltrat immunitaire dans les différences de signature IFN-I, nous avons
calculé les scores stromal et immun pour chaque tumeur basé sur les données

transcriptomiques (Fig 44c). Si aucune différence dans le score stromal n’apparait entre les



tumeurs sensibles et résistantes ex vivo au paclitaxel, une tendance a un score immun
supérieur dans les tumeurs sensibles est visible. A ce stade de nos travaux, une contribution
d’un infiltrat immun aux signatures STAT-1 et IFN-I ne peut étre exclue. De plus, nous avons
analysé la présence d’IFNa dans le surnageant de tranches tumorales traitées ou non par du
paclitaxel. Du fait d’une cellularité non calibrée entre les différentes tumeurs, nous n’avons
pas pu comparer les tumeurs entre elles mais seulement la condition non traitée a la condition
traitée pour une méme tumeur. Nous avons constaté que, parmi les tumeurs primées pour
I’'apoptose (sensibles a ’ABT-737), les tumeurs produisant de I'lFNa sous paclitaxel étaient en
majorité des tumeurs sensibles (Fig. 44d). Ces résultats suggerent qu’une voie de signalisation
IFN-1 actionnable est importante pour une réponse apoptotique aiglie de la tumeur au

paclitaxel.
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Figure 43 : caractéristique de la cohorte de tumeurs mammaires naives de traitement dont le transcriptome
a été analysé.

a. Taille tumorale moyenne, expression du récepteur aux cestrogenes (évaluée par IHC), grade tumorale et
dissémination ganglionnaire de la cohorte de tumeur. b. Sensibilité ex vivo au paclitaxel de la cohorte de
tumeur.
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Figure 44 : une signature IFN-I dans une tumeur mammaire est prédictive d’une sensibilité aigiie au
paclitaxel.

a. Signatures d’expression génique STAT1, TYPE | IFN et PROLIFERATION issues du transcriptome de la
cohorte de tumeur présentée Figure 43 selon la sensibilité ex vivo au paclitaxel. b. Tableau récapitulant
I'ensemble des signatures d’expression génique analysées. c. Scores stromal et immunitaire issus de
I’'analyse transcriptomique de la cohorte de tumeur selon la sensibilité ex vivo au paclitaxel. d. Quantification
de I'lFNa par ELISA dans le surnageant de tranches tumorales traitées ou non par du paclitaxel pendant 48h.
Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral non pairé. Les symboles correspondent a une p-value
inférieure *0.05 et **0.01. NS : non significatif.



Nous avons ensuite analysé les résultats de 33 tumeurs traitées ex vivo a la fois au TNFa et au
paclitaxel. Nous avons constaté que les sensibilités d’'une méme tumeur aux deux traitements
étaient corrélées. Cette corrélation semble étre spécifique de I'antimitotique puisque ce
résultat ne fut pas retrouvé entre des traitements ex vivo au TNFa et a un intercalant de I’ADN,
la doxorubicine, dans une cohorte de 14 tumeurs ayant regu ces deux traitements (Fig. 45a).
Nous avons également constaté que, dans une cohorte de 29 tumeurs mammaires, le TNFa
élevait le priming apoptotique des cellules cancéreuses augmentant leur sensibilité a I’ABT-
737 (Fig. 45b). De plus, dans 42 % des tumeurs, ces deux traitements présentaient un effet
synergique (Fig. 45c). Ces résultats, issus du modele d’étude ex vivo, suggérent que le TNFaq,
en augmentant le priming apoptotique des cellules cancéreuses, contribue aux effets

cytotoxiques du paclitaxel.

Afin d’étudier les roles du TNFa et des IFN-I dans I'augmentation du priming apoptotique de
maniére paracrine, nous avons généré des lignées KO pour les genes codant pour le TNFa et
pour le récepteur aux IFN-I, IFNAR1, par la technique CRISPR-Cas9. La diminution de la
sensibilisation au WEHI-539 par le milieu conditionné par des cellules TNFa/ traitées au
paclitaxel démontre la contribution de cette cytokine dans I'augmentation paracrine du
priming apoptotique (Fig. 46a et Fig. 46d). Nous avons de plus confirmé ce résultat en ajoutant
des anticorps neutralisant le TNFa dans les milieux conditionnés (Fig. 46b). Une réduction de
I’effet du milieu conditionné fut également constatée lorsque les cellules receveuses étaient

des cellules IFNAR1”- démontrant le role des IFN-I dans le processus (Fig. 46c).
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Figure 45 : corrélation entre les sensibilités ex vivo au TNFa et au paclitaxel.

a. Index apoptotique de 33 (panel de gauche) et 14 (panel de droite) tumeurs mammaires aprées 48h de
traitement ex vivo par du paclitaxel et du TNFa séparément (gauche) ou par de la doxorubicine et du TNFa
séparément (droite). b. Index apoptotique de 29 tumeurs mammaires aprés 48h de traitement ex vivo par
du TNFa et de I’ABT-737 séparément et en combinaison. c. Index apoptotique des 12 tumeurs mammaires
issues de la cohorte figurant en (b) ayant présenté une réponse apoptotique synergique avec la combinaison
TNFa et ABT-737 (index apoptotique supérieur a la somme des index apoptotiques résultant des traitements
séparés). Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; test de Pearson (a) et t-test bilatéral pairé (b). Les symboles
correspondent a une p-value inférieure ***0.001.
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Figure 46 : I'augmentation paracrine du priming dépend de la sécrétion de TNFa et d’IFN-I par les cellules donneuses.

a. Des cellules Ctl ou TNFa-/-traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont été lavées pour conditionner pendant 48h un milieu
appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. La mort cellulaire des
cellules receveuses a été évaluée par marquage a I’Annexine-V. b. Des cellules traitées 24h par du paclitaxel (donneuses) ont
été lavées pour conditionner pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules correspondantes (receveuses) pendant 48h en
présence ou non de WEHI-539 et d’un anticorps neutralisant le TNFa. c. Des cellules traitées 24h par du paclitaxel (donneuses)

ont été lavées pour conditionner pendant 48h un milieu appliqué sur des cellules correspondantes Ctl ou IFNAR1 " (receveuses)
pendant 48h en présence ou non de WEHI-539. D. Validation par immunoblot de lignées cellulaires générées par la technique

_/_
CRISPR-Cas9 : analyse par immunoblot de cellules Ctl et TNFa traitées 24h par du paclitaxel puis incubées 72h avec de la

monensine ; analyse par cytométrie en flux de cellules Ctl et IFNAR1 aprés marquage par un anticorps anti-IFNAR1. Barre
d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01.



Etant donné le role du TNFa et des IFN-I dans I'augmentation du priming apoptotique de
maniere paracrine, nous avons évalué leur contribution dans I'induction transcriptionnelle de
NOXA. Nous avons donc analysé par immunoblot des cellules receveuses d’un milieu
conditionné par des cellules Ctl ou TNFa/" traitées par du paclitaxel et avons mis en évidence
gue l'induction de NOXA était dépendante du TNFa (Fig. 47a). Nous avons par la suite analysé
des cellules receveuses Ctl ou IFNAR1”/ soumises aux mémes milieux conditionnés. Les
résultats obtenus indiquent que l'induction de NOXA est également dépendante de la
présence du récepteur IFNAR1 et donc de I'action des IFN-I (Fig. 47b). Ces résultats indiquent
que le TNFa et les IFN-I agissent de concert pour augmenter le priming apoptotique en

induisant NOXA.

Nous nous sommes alors demandé si ces cytokines induisaient NOXA seulement dans le
contexte d’un milieu conditionné par des cellules traitées par du paclitaxel, c’est-a-dire de
maniére dépendante d’autres facteurs solubles, ou si elles se suffisaient a elles-mémes. Nous
avons donc traitées des cellules avec du TNFa et de I'IFN-a recombinants. Les analyses par
immunoblot et qPCR des cellules traitées confirment I'induction de NOXA par la combinaison
de cytokines. Dans les cellules MDA-MB-231, nous avons constaté que le TNFa seul induit
NOXA, cette induction étant renforcée par I'addition de I'IFNa (Fig. 48). L'analyse d’autres
protéines de la famille BCL-2 a également mis en évidence l'induction de BIM par ces

cytokines.
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Figure 47 : I'induction paracrine de NOXA dans les cellules receveuses dépend du TNFo et des IFN-I.

a. Analyse par immunoblot et gPCR (seulement pour la lignée cellulaire MDA-MB-468) de cellules ayant été

incubées 48h avec un milieu conditionné pendant 48h par des cellules correspondantes Ctl ou TNFa
prétraitées 24h par du paclitaxel. b. Analyse par immunoblot et qPCR (seulement pour la lignée cellulaire

_/_
MDA-MB-468) de cellules Ctl ou IFNAR1  ayant été incubées 48h avec un milieu conditionné pendant 48h
par des cellules correspondantes prétraitées 24h par du paclitaxel. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test
bilatéral pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01.
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Par la suite nous avons confirmé que la combinaison TNFa/IFN-I, en entrainant une
augmentation du priming apoptotique, induisait une sensibilisation au WEHI-539. Dans les
cellules MDA-MB-468, tandis que I'IFNa n’a que peu d’effet seul avec le WEHI-539, il
potentialise le priming induit par le TNFa faisant passer de 25 a 55 le pourcentage de cellules
en apoptose lors de I'ajout du WEHI-539 (Fig. 49a). Nous avons traité de la méme fagon une
batterie de lignées cellulaires dérivées des cellules MDA-MB-468, KO pour les genes codant
pour une ou plusieurs protéines par CRISPR-Cas9. Nous avons ainsi confirmé que
I'augmentation du priming induite par le duo de cytokine était dépendante de NOXA.
L'induction d’une apoptose dans les cellules BCL-xL”- mais pas dans les cellules MCL-17-
confirmant que I'induction de NOXA érode les propriétés anti-apoptotiques de MCL-1 rendant
les cellules dépendantes de BCL-xL pour leur survie (Fig. 49a). Nous avons confirmé la

dépendance a NOXA du priming induit par les cytokines dans des lignées cellulaires dérivées



des MDA-MB-231 (Fig. 49b). Ces données démontrent que le TNFa augmente le priming

apoptotique de fagon paracrine en induisant I'expression de NOXA, cet effet étant potentialisé

par les IFN-I.
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Figure 49 : 'augmentation du priming induite par la combinaison TNFa/IFN-I est dépendante de NOXA.

a, b. Analyse de la mort cellulaire des lignées MDA-MB-468 Ctl, NOXA_/_, BID>/_, BIM_/} BAX>/_ BAK_/_, MCL-l_/_
et BCL—xL>/> (a, les histogrammes correspondent de gauche a droite aux conditions UNTREATED, IFNa, TNFa

et IFNo+TNFa) et des lignées MDA-MB-231 Ctl et NOXA” (b) traitées 48h par la combinaison TNFa et IFNa
associée ou non au WEHI-539. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral pairé. Les symboles
correspondent a une p-value inférieure a *0.05 et **0.01. NS : non significatif.



Enfin, nous avons démontré in vivo que la perte de sensibilité au paclitaxel des tumeurs STING"
/- était liée a I'absence d’augmentation paracrine du priming apoptotique. Etant donnée le role
majeur du TNFa dans le priming paracrine induit par I'antimitotique, nous avons réalisé des
xénogreffes de cellules MDA-MB-231 Ctl et TNFa”" et les avons traitées au paclitaxel comme
indiqué (Fig. 50). L’absence compléte de sensibilité au traitement des tumeurs TNFa”-
confirme le réle majeur de I'augmentation du priming paracrine apres traitement par du

paclitaxel.
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Figure 50 : la sensibilité au paclitaxel in vivo est dépendante du TNFa.

Xénogreffes orthotopiques de cellules MDA-MB-231 Ctl et TNFa ~ traitées par du paclitaxel (10 mg/Kg en
intrapéritonéal) comme indiqué. N = 7 souris par groupe. Barre d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral
non pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure a **0.01.



7.Un traitement paclitaxel/ABT-263 différé permet
de mieux exploiter 'augmentation du priming
apoptotique dépendante de STING.

Nos résultats nous ont conduits a évaluer I'effet in vivo d’'un BH3 mimétique ciblant BCL-xL
associé au paclitaxel. Nous avons démontré que les cellules subissant un stress mitotique par
le paclitaxel deviennent dépendantes de BCL-xL pour leur survie. De plus, ces cellules ont la
capacité de propager au sein de la tumeur une augmentation du priming apoptotique rendant
les cellules avoisinantes également dépendantes de BCL-xL. Nous nous sommes alors
demandé si'augmentation du priming de maniére paracrine, que nous savons prépondérante
dans I'effet in vivo du paclitaxel, était mieux exploitée par I'addition d’'un BH3 mimétique de
facon séquentielle par rapport au paclitaxel. L'idée, ici, est de laisser les cellules cancéreuses
rendues aneuploides par le paclitaxel vivre assez longtemps pour propager une augmentation
du priming apoptotique. Nous avons donc réalisé des xénogreffes de cellules MDA-MB-231 Ctl
ou STING™ et nous les avons traitées suivant deux protocoles : un protocole #1 ou '’ABT-263,
BH3 mimétique utilisable par voie orale ciblant BCL-2 et BCL-xL, est utilisé simultanément au
paclitaxel ; et un protocole #2 ou I’ABT-263 est utilisé de facon décalée par rapport au
paclitaxel (Fig 51). Seul le protocole #2, correspondant aux traitements décalés, permet
d’améliorer les effets du paclitaxel. Parmi les xénogreffes STING”, aucune sensibilité ne fut
détectée démontrant que la sensibilisation au BH3 mimétique, in vivo, est dépendante de
I"augmentation du priming apoptotique de facon paracrine médiée par I'activation de la voie

cGAS/STING.
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Figure 51 : un traitement paclitaxel/ABT-263 différé permet de mieux exploité I’'augmentation paracrine du
priming dépendant de STING.

a. Xénogreffes orthotopiques de cellules MDA-MB-231 Ctl et STING _/_traitées par du paclitaxel (10 mg/Kg
en intrapéritonéal) permettant d’étudier I'efficacité antitumorale de 2 protocoles différents de traitement
par '’ABT-263 (100 mg/Kg en intrapéritonéal) comme indiqué sur le schéma. N = 5 souris par groupe. Barre
d’erreur : moyenne +/- SEM ; t-test bilatéral non pairé. Les symboles correspondent a une p-value inférieure
a *0.01. NS : non significatif.



V. Discussion

1.Réponse apoptotique des cellules cancéreuses
mammaires suite a un stress mitotique.

Afin de maintenir l'intégrité du génome lors de la mitose, la cellule possede un mécanisme
onco-suppressif intégré dans son code génétique, le point de contrdle mitotique ou SAC, qui
garantit le bon déroulement de la division cellulaire. Il est activé par I'absence de liaison ou
par une liaison trop lache des microtubules aux kinétochores lors de la métaphase (Hwang et
al., 1998; Li and Murray, 1991; Sudakin et al., 1995, 2001). Le paclitaxel, agent prévenant la
dépolymérisation des microtubules et donc les empéchant d’exercer une tension adéquate,
entraine I'activation de ce point de controle. Il a été démontré par plusieurs équipes que
I'activation de ce point de contréle favorisait la survenue d’une apoptose par déclenchement
de la MOMP. Dans un contexte de matériel génétique condensé et donc avec une activité
transcriptionnelle réduite, I'activation du SAC entraine I’érosion des signaux anti-apoptotiques
via des modifications post-traductionnelles (Bah et al., 2014; Bekier et al., 2009; Gascoigne
and Taylor, 2008; Haschka et al., 2015; Topham et al., 2015). En accord avec plusieurs études,
nos travaux démontrent cependant que peu de cellules entrent en apoptose pendant I'arrét
mitotique (Bah et al., 2014; Gascoigne and Taylor, 2008). En effet, les cellules cancéreuses
possedent deux mécanismes anti-apoptotiques majeurs leur permettant de survivre a I'arrét
mitotique : la surexpression de la protéine anti-apoptotique BCL-xL et un point de controle
mitotique moins robuste que les cellules normales permettant leur échappement a I'arrét

mitotique.

Plusieurs études ont en effet démontré que BCL-xL représente le principal frein au
déclenchement de la MOMP lors de I'arrét mitotique (Bah et al., 2014; Bennett et al., 2016;

Shi et al., 2011). Les cellules deviennent ainsi dépendantes de cette protéine pour leur survie



et, par conséquent, sensibles a des BH3 mimétiques ciblant BCL-xL. Les lignées cellulaires
cancéreuses ne possédant pas toutes des niveaux équivalents de BCL-xL, certaines sont plus

promptes a déclencher une apoptose lors d’un blocage en mitose.

Le second mécanisme est la capacité des cellules a échapper a I'arrét mitotique induit par les
antimitotiques activant le SAC, et ce, en quelques heures apres le début du blocage. Cette
sortie de mitose se fait au prix d’'une forte aneuploidie (Cahill et al., 1998; Iwanaga et al.,

2007).

Etant donné la prépondérance de cellules échappant a I'arrét mitotique aprés un traitement
par du paclitaxel, nous avons étudié le devenir de ces cellules devenues aneuploides. Afin de
mimer une exposition in vivo des cellules aux agents anticancéreux, nous avons effectué des
traitements de 24h puis retiré la drogue. Les marquages anti-MPM2 indiquent que 48h aprés
un traitement de 24h, la majorité des cellules cancéreuses testées a échappé a l'arrét
mitotique. Nous avons donc choisi d’étudier les cellules principalement a ce temps. De plus,
nous avons comparé les effets du paclitaxel a deux autres antimitotiques ayant des
mécanismes d’action différents permettant ainsi de distinguer les effets de I'arrét mitotique
transitoire des effets dus a I'état d’aneuploidie : la gédunine entrainant un arrét mitotique
sans échappement propriété découverte par notre équipe lors de travaux sur une molécule
analogue ayant des propriétés antimitotiques similaires (Dioum et al., 2016) et ’AZD1152
générant des cellules aneuploides sans induction d’un arrét mitotique. Nous avons alors
constaté a I'aide d’un suivi sur plusieurs jours que des cellules exposées a 24h de gédunine
présentaient une réponse apoptotique bréeve, les cellules, une fois la drogue enlevée, se
remettant a proliférer. Au contraire, les cellules traitées par du paclitaxel ou de 'AZD1152
présentaient une réponse apoptotique durable qui augmentent avec le temps, les cellules
devenant de plus non proliférantes. Ces résultats suggeérent qu’un échappement a l'arrét
mitotique condamne les cellules a entrer en apoptose parfois plusieurs jours apres le retrait

de la drogue.

Nos travaux démontrent que les cellules aneuploides, générées apres un arrét mitotique ou

par absence de cytocinése, sont dépendantes de la protéine BCL-xL pour leur survie. Ceci est



en accord avec des travaux de (Shah et al., 2010), qui par I'intermédiaire d’un screening de
molécules, a mis en évidence que les cellules exposées a 1’AZD1152 devenaient sensibles a
I’ABT-263, un BH3 mimétique ciblant BCL-2 et BCL-xL. Une étude des variations de protéines
de la famille BCL-2 indique une induction du BH3-only NOXA dans les cellules aneuploides.
Cette induction de NOXA apreés traitement antimitotique a été montrée par plusieurs équipes
(Bates et al., 2013; Shah et al., 2010; Zall et al., 2010). Via l'utilisation de lignées cellulaires
NOXA”- générées par CRISPR-Cas9, nous avons démontré son réle majeur dans la mort des
cellules aneuploides et dans leur dépendance a BCL-xL. NOXA a pour fonction d’antagoniser
les fonctions anti-apoptotiques de MCL-1 en se fixant dans sa poche hydrophobe, libérant
potentiellement d’autres protéines BH3-only ou des protéines effectrices BAX ou BAK
jusqu’alors séquestrées. Ces effecteurs pourront alors soit étre tamponnés par d’autres
protéines anti-apoptotiques telles que BCL-xL, rendant les cellules dépendantes de cette
protéine, soit déclencher une MOMP et donc I'apoptose. L'importante sensibilité des cellules
MCL-17", par rapport a la lignée contréle, a un traitement inhibant BCL-xL indique que les
cellules utilisées dans nos travaux ont, dans des conditions basales, deux principaux freins a
I'apoptose MCL-1 et BCL-xL. Bien qu’exprimé dans nos modeéles, BCL-2 ne semble pas jouer un

réle important dans le maintien de I'intégrité de la MOM.

D’aprés nos connaissances, aucun travail n’a permis de comprendre les processus cellulaires
a l'origine de l'induction de NOXA dans des cellules aneuploides. L’équipe de Martin Hetzer a
montré que la rupture des enveloppes des micronoyaux précédait la survenue de dommages
au niveau de I’ADN jusqu’alors contenu (Hatch et al., 2013). Les cellules aneuploides étant
caractérisées par un nombre important de micronoyaux, nous avons émis I’hypothése que
I'induction de NOXA pouvait résulter du déclenchement d’un processus apoptotique suite a la
rupture des enveloppes micronucléaires. Pour incriminer les micronoyaux comme étant a
I'origine de I'induction de NOXA, nous nous sommes appuyés sur les travaux de (Hatch et al.,
2013) ayant démontré que la rupture spontanée des micronoyaux résultait d’'une déficience
en LMNB1. Dans plusieurs travaux, les auteurs ont par conséquent réussi a renforcer les
enveloppes micronucléaires en surexprimant la LMNB2 (Bakhoum et al., 2018; Hatch et al.,
2013) dont les fonctions chevauchent celles de la LMNB1. Dans nos travaux, la prévention de
I'induction de NOXA dans des cellules LMNB2 appuie cette hypothese. |l reste cependant a

confirmer ce résultat par d’autres expériences, I'absence d’induction de NOXA pouvant étre



simplement due a I'impossibilité pour certains facteurs de transcription d’accéder au noyau
du fait d’'une surexpression en LMNB2. La suite de nos travaux nous a conduits a étudier le
réle de la voie cGAS/STING dans les effets anti-tumoraux des antimitotiques. Cette voie, que
nous savons activée apres rupture de I'enveloppe micronucléaire, a été décrite comme
pouvant étre a I'origine de I'induction de NOXA dans des lymphocytes (Gulen et al., 2017).
L'induction de NOXA étant toujours détectable dans des cellules STING” traitées au paclitaxel,
I'induction de NOXA semble étre le résultat de la rupture de I'enveloppe micronucléaire tout
en étant indépendante de I’activation de la voie cGAS/STING. D’autres travaux suggerent
également que la cytotoxicité du paclitaxel serait fonction du taux de multinucléation post

échappement (Huang et al., 2011; Zhu et al., 2014).

Nos résultats indiquent que cette induction est indépendante de P53, car ayant également
lieu dans des cellules ayant une perte de fonction de la protéine par mutation. Les travaux de
(Dar et al., 2008) ont démontré que l'induction de NOXA dans les cellules traitées par des
inhibiteurs d’AURKB était dépendante de P73. Cependant, aucune des pistes que nous avons
étudiés, telles que I'implication des facteurs de transcription P73, E2F1 et ATF4, connus pour

induire la transcription de NOXA, ne se sont révélées concluantes (données non montrées).

L'ensemble de ces résultats démontre que les cellules devenues aneuploides suite a
I’échappement a l'arrét mitotique induit par le paclitaxel déclenchent des processus
apoptotiques principalement via l'induction transcriptionnelle de NOXA. L’échappement, s'il
représente a court terme un mécanisme de résistance promouvant la survie des cellules
cancéreuses a I'arrét mitotique, permet a long terme de prolonger les effets anti-tumoraux
d’un antimitotique bien au-dela de son temps d’exposition. Ceci peut expliquer les résultats
de plusieurs études démontrant que le statut du point de contrdle mitotique, robuste a
I'origine d’une mort mitotiqgue importante ou faible entrainant un échappement massif,
n’affecte en rien la sensibilité au paclitaxel (Rieder and Maiato, 2004; Ryan et al., 2012;

Weaver and Cleveland, 2005; Yamada and Gorbsky, 2006).



2. Diffusion paracrine de signaux pro-apoptotiques
par les cellules ayant subi un stress mitotique.

Les mécanismes anti-tumoraux des antimitotiques, impactant uniquement la sous-population
de cellules proliférantes lors de I'exposition a la drogue, restent a élucider. Plusieurs
observations nous ont laissé penser que I'arrét mitotique induit n’était peut-étre pas la seule
réponse. Premierement, les données issues du modeéle d’étude ex vivo mis en place par le
laboratoire indiquent que la prolifération tumorale ne permet pas de prédire la sensibilité au
paclitaxel. De plus, aucune corrélation entre la sensibilité au paclitaxel et la prolifération de la
tumeur ne fut mise en évidence, des tumeurs peu proliférantes pouvant déclencher une
apoptose massive et inversement. Enfin, aucune augmentation de I'index mitotique ne fut
détectée dans les tranches tumorales traitées ex vivo au paclitaxel (données non montrées).
L’hypothése que la cytotoxicité du paclitaxel pourrait étre expliquée par d’autres événements
qgue l'induction d’un arrét mitotique avait été suggérée par plusieurs chercheurs arguant d’un
trop faible nombre de cellules passant en mitose pendant I’exposition au paclitaxel (Komlodi-
Pasztor et al.,, 2011, 2012; Mitchison, 2012). Cette hypothése est de plus alimentée par
différents résultats. Dans les travaux de (Zasadil et al., 2014), bien que le paclitaxel engendra
une régression tumorale importante, aucune augmentation de l'index mitotique ne fut
décelée dans des biopsies de cancers du sein réalisées chez des patientes 20h aprés I'injection.
Dans cette étude, les auteurs ont par ailleurs montré une intéressante corrélation entre la
réduction du volume tumoral et l'induction par le paclitaxel de cellules aneuploides par
mauvaise ségrégation des chromosomes. De facon similaire, malgré la présence de
microtubules stabilisés, aucun arrét mitotique ne fut détecté dans quatre biopsies de cancer
du sein 24h apres un traitement par de I'ixabepilone, un autre inhibiteur de la dynamique des
microtubules (Komlodi-Pasztor et al., 2011). Enfin, utilisant une technique d’imagerie par
microscopie in vivo, Orth et al. ont mis en évidence que I'induction d’un arrét mitotique par le
paclitaxel était considérablement plus faible in vivo que in vitro, entrainant pourtant une
régression tumorale de 80 % deux semaines apres 'injection. De plus, les auteurs ont constaté

que, in vivo, les cellules dont la mitose était impactée par I'antimitotique survivaient tres



longtemps apres échappement a I'arrét mitotique et devenaient multinucléées, représentant

environ 15 % des cellules cancéreuses une semaine apreés le traitement (Orth et al., 2011).

Par ailleurs, nous avons constaté que seules les tumeurs possédant des cellules primées pour
I’'apoptose, c’est-a-dire sensibles a ’ABT-737, présentaient une sensibilité au paclitaxel apres
48h de traitement. Il semble donc que le priming apoptotique des cellules cancéreuses soit
nécessaire mais insuffisant pour étre sensible au paclitaxel puisque 28 % des tumeurs étaient
sensibles a I’ABT-737 tout en étant résistantes au paclitaxel. Nous nous sommes alors
demandé si le paclitaxel, en perturbant la dynamique des microtubules, pouvait déclencher
une apoptose dans les cellules cancéreuses les plus primées pour I'apoptose méme non
proliférantes. En accord avec de précédentes études (Baguley et al., 1995; Gascoigne and

Taylor, 2008), I'absence d’effet de I'antimitotique sur des cellules non proliférantes bien que

primées pour I'apoptose par privation de sérum, infirme cette hypothése.

Face a 'ensemble de ces données, nous avons fait I'hypothése que les cellules directement
impactées par le paclitaxel pouvaient augmenter le priming apoptotique de I'ensemble de la
population cellulaire entrainant ainsi le déclenchement précoce de |'apoptose des cellules

cancéreuses les plus primées.

Pour tester cette hypothése, nous avons étudié les effets de milieux conditionnés par des
cellules traitées au paclitaxel. Nos travaux mettent en évidence la capacité de ces cellules a
augmenter le priming apoptotique de facon paracrine. Nous démontrons de plus que cet effet
est généré par les cellules aneuploides obtenues soit suite a un échappement a l'arrét

mitotique soit par blocage de la cytocinése.

De récents travaux ont mis en évidence que les micronoyaux, structures possédant des
enveloppes nucléaires fragiles se rompant spontanément, induisaient un phénotype pro-
inflammatoire de la cellule (Harding et al., 2017; Mackenzie et al., 2017). En effet, suite a la
rupture de I’enveloppe nucléaire, ’ADN, jusqu’alors contenu dans le micronoyau, est reconnu

par le senseur de I’ADN cytosolique cGAS qui par I'intermédiaire de STING, déclenche la



synthése de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN-I. Les cellules aneuploides étant
caractérisées par la présence de nombreux micronoyaux, nous nous sommes demandé si
I'induction d’un sécrétome pro-inflammatoire dans les cellules traitées au paclitaxel pouvait
étre responsable de I'augmentation du priming apoptotique de maniére paracrine. Pour tester
cette hypothése, nous avons généré des lignées cellulaires STING” par la technique CRISPR-
Cas9 et avons mis en évidence que I'augmentation du priming apoptotique de fagon paracrine
par les cellules traitées par du paclitaxel dépendait de la présence de cette protéine dans les
cellules donneuses. Pour incriminer les micronoyaux comme étant a I’origine de I'activation
de cGAS, nous avons utilisé les lignées cellulaires LMNB2 et avons mis en évidence une
diminution significative du nombre de micronoyaux cGAS* associée a une réduction de I'effet
paracrine des milieux conditionnés par ces cellules par rapport aux cellules Ctl. Plusieurs
travaux ont mis en évidence que cGAS pouvait également étre activé par de I'ADN
mitochondrial (Rongvaux et al., 2014; White et al., 2014). La présence de cet ADN dans le
compartiment cytosolique résultait de sa sortie par les pores formés par I'oligomérisation de
BAX et/ou BAK lors de la MOMP (McArthur et al., 2018; Riley et al., 2018). Récemment,
I’équipe de Richard Youle a également démontré qu’une déficience en mitophagie, entrainant
I"'accumulation de mitochondries défectueuses, permettait la libération d’ADN mitochondrial
au niveau cytosolique et I'activation de cGAS (Sliter et al., 2018). Afin d’identifier une
éventuelle contribution de I’ADN mitochondrial dans I'augmentation du priming apoptotique
de maniere paracrine nous avons généré des cellules appelées p0 déplétées en ADN
mitochondrial. Nous n’avons pu mettre en évidence de contribution de cet ADN dans I'effet
paracrine suggérant que ce dernier est uniqguement le résultat de la rupture des enveloppes

micronucléaires.

De facon tres intéressante, aucune différence de sensibilité au paclitaxel ne fut mise en
évidence entre les lignées cellulaires Ctl et STING”-, celles-ci pouvant toutes deux induire la
protéine NOXA aprés échappement a I'arrét mitotique. En revanche, ces mémes cellules
prétraitées par du paclitaxel avaient des effets différents sur des cellules non traitées mises
en co-culture. Confirmant nos précédents résultats, les cellules STING”" avaient un impact
nettement moindre sur le priming apoptotique des cellules non traitées. Ces résultats
démontrent que |'effet paracrine est visible lorsque deux populations de cellules co-existent :

des cellules subissant un stress mitotique produisant un sécrétome pro-apoptotique et des



cellules non directement impactées par le paclitaxel sur lesquelles pourra s’exercer |'effet
paracrine. La perte totale de I'effet anti-tumoral du paclitaxel dans des tumeurs STING”-
démontre que les effets du paclitaxel ne sont pas seulement le résultat d’un stress mitotique
induit dans les cellules passant en mitose lors du traitement mais également les conséquences
de I'augmentation du priming apoptotique de fagon paracrine par les cellules aneuploides sur
I’ensemble de la population cellulaire de la tumeur. Une récente étude a mis en évidence que
le phénotype sécrétoire des cellules sénescentes (SASP) était dépendant de la voie
CGAS/STING (Gluck et al., 2017). De plus, ce phénotype est a I'origine d’une amplification de
la sénescence via une induction paracrine de cet état caractérisé par un arrét définitif de la
prolifération cellulaire (Acosta et al., 2013). Etant donné que le sécrétome des cellules
directement impactées par le paclitaxel s’apparente a un SASP, une induction paracrine de
sénescence par ces cellules ne peut étre exclue, plusieurs travaux ayant mis en évidence
I'induction d’une sénescence par I'agent antimitotique (Demaria et al., 2017; Khongkow et al.,
2016). Ainsi, la perte d’effet du paclitaxel sur des xénogreffes STING” pourrait également étre
expliqué par I'absence de sénescence. Une analyse par IHC de la B-galactosidase, marqueur
de sénescence, dans les xénogreffes de MDA-MB-231 serait un premier élément de réponse

pour évaluer le réle du processus de sénescence dans |'effet paracrine que nous observons.

L’analyse des xénogreffes de MDA-MB-231 Ctl et STING” & J17 (soit 8 jour aprés la deuxiéme
injection de paclitaxel) a tout d’abord montré le déclenchement par le paclitaxel d’un
phénotype pro-inflammatoire fonctionnel dépendant de STING in vivo. Ensuite, I’évaluation
de protéines de la famille BCL-2 a mis en évidence I'induction transcriptionnelle de NOXA, elle
aussi dépendante de STING. Etant donné que l'induction de NOXA dans les cellules devenues
aneuploides par un traitement antimitotique ne dépendait pas de STING, nous avons fait
I’hypothese que I'augmentation du priming apoptotique de maniére paracrine dans les
cellules receveuses reposait sur l'induction de NOXA. Nous avons par conséquent analysé

I'impact du milieu conditionné par des cellules traitées au paclitaxel sur les protéines de la



famille BCL-2 de cellules receveuses. Nous avons ainsi confirmé que le sécrétome déclenché
par I'activation de la voie cGAS/STING dans des cellules traitées par du paclitaxel induisait
NOXA, aucune autre variation de protéines de la famille BCL-2 n’ayant été détectée. Nos
travaux mettent donc en évidence que le paclitaxel induit NOXA par deux mécanismes
différents : un mécanisme indépendant de STING dans les cellules aneuploides et dépendant
de STING par effet paracrine. La détection dans les xénogreffes d’'un NOXA dépendant de

STING confirme la contribution majeure de cette voie dans I'effet in vivo du paclitaxel.

Nos travaux démontrent le réle majeur de NOXA dans la réponse apoptotique au paclitaxel.
Plusieurs études ont également mis en évidence le déclenchement d’une apoptose
dépendante de l'induction de NOXA suite a des traitements par différents agents
anticancéreux tels que des agents antimitotique (Bates et al., 2013; Shah et al., 2010; Zall et
al., 2010), des agents génotoxiques (Mei et al., 2007; Oda et al., 2000; Saha et al., 2013; Shibue
et al.,, 2003), des inhibiteurs des HDAC (Histone DésACétylase) (Brinkmann et al., 2013;
Fritsche et al., 2009; Inoue et al., 2007; Xargay-Torrent et al., 2011), des inhibiteurs du
protéasomes (Brinkmann et al., 2013; Ferndndez et al., 2005; Nikiforov et al., 2007) ou des
molécules entrainant un stress du réticulum endoplasmique (Armstrong et al., 2010; Gupta et

al., 2012; Nadanaka et al., 2004; Verfaillie et al., 2013; Wang et al., 2008).

Parmi les facteurs solubles présents dans le sécrétome de cellules aneuploides résultant de
I’activation de la voie cGAS/STING, nous avons identifié le TNFa et les IFN-I comme étant
responsables de I'induction transcriptionnelle paracrine de NOXA. Nos données suggerent que
ces cytokines agissent de facon synergique, les IFN-I amplifiant I'induction de NOXA par le
TNFa. De récents travaux ont également démontré la coopération de ces cytokines pour
déclencher une nécroptose sans toutefois comprendre les ressorts biologiques de cette
synergie (Brault et al., 2018). En I'état actuel de nos travaux, nous ne connaissons pas les
facteurs de transcription responsables de I'induction transcriptionnelle de NOXA dans nos
modeles. Plusieurs travaux ont démontré que le facteur de transcription NF-kB, activé par le
TNFa, pouvait se fixer au promoteur de NOXA et induire son expression (Bu et al., 2016; Inta

et al., 2006; Knowlton et al., 2012). De méme, de nombreuses études ont mis en évidence que



les IFN-I pouvaient également entrainer I'induction de NOXA, notamment via les facteurs de
transcription IRFs (Dal Col et al., 2012; Eitz Ferrer et al., 2011; Fuertes Marraco et al., 2011;
Knowlton et al., 2012; Rosebeck et al., 2011; Sun and Leaman, 2005; Wang et al., 2016). Une
récente étude a mis en évidence que les IFN-I, par modification épigénétique, pouvaient
amplifier les effets transcriptionnels du TNFa (Park et al., 2017). Ceci pourrait expliquer les
effets synergiques de ces cytokines sur I'induction de NOXA d’autant plus que des données du
laboratoire mettent en évidence des changements importants de |'épigénome aprés
traitement par du paclitaxel (données non montrées). Ainsi, une perspective intéressante de
ce travail consiste a étudier de facon ciblée les changements épigénétiques de PMAIP1 apres
une exposition au paclitaxel. Il est possible que, dans d’autres fonds cellulaires, ces cytokines
induisent un autre BH3-only que NOXA. En effet, des travaux ont démontré des actions pro-
apoptotiques des IFN-I via I'induction du BH3-only BIM (Dal Col et al., 2012; Fuertes Marraco
et al.,, 2011; Moore et al., 2012; Shi et al., 2016). En accord avec ceux-ci, nous avons constaté
que I'lFNa induisait BIM dans la lignée cellulaire MDA-MB-231 et, de fagon synergique avec le
TNFa, dans les cellules MDA-MB-468, sans pour autant mettre en évidence d’induction par

des milieux conditionnés par des cellules traitées par du paclitaxel.

Nous avons de plus constaté une corrélation entre les sensibilités au paclitaxel et au TNFa de
tranches tumorales traitées ex vivo, corrélation qui ne fut pas retrouvée entre la doxorubicine,
une chimiothérapie génotoxique, et le TNFa, suggérant que le mécanisme d’action paracrine
serait spécifique des antimitotiques. Renforcant notre modéle dans lequel le paclitaxel exerce
un effet paracrine via l'action du TNFa, les xénogreffes TNFa’/- ne présentérent aucune
sensibilité in vivo a I'antimitotique. En accord avec nos résultats, plusieurs études avaient
auparavant mis en évidence la production de TNFa par les cellules traitées par du paclitaxel
ainsi que sa contribution a I'effet cytotoxique de la chimiothérapie (Lanni et al., 1997; Qi et

al., 2018; Sprowl et al., 2012).

De nombreuses études attribuent également au TNFa des effets anti-apoptotiques via
I’activation de NF-kB et I'induction subséquente de protéines anti-apoptotiques (Chen et al.,
2000; Grossmann et al., 2000; Grumont et al., 1999). Il est certain que le fond cellulaire a un
role prépondérant dans ces effets contradictoires, certaines cellules tirant avantage d’une
imprégnation par cette cytokine. De plus, il est probable que les conséquences d’une

exposition soient différentes si celle-ci est aigué ou chronique. Ces hypothéses aménent a une



intéressante perspective de ce travail : le sécrétome déclenché par le paclitaxel est-il a
I'origine d’une sélection de sous clones tumoraux présents dans la tumeur sur lesquels les
cytokines auraient eu des effets anti-apoptotiques ? Cette hypothese est de plus alimentée
par I'observation d’une induction transcriptionnelle du TNFR2 dans tous les modéles de PDX
de cancers du sein traités par du paclitaxel (données non montrées). L’expression du TNFR2
est-il un mécanisme d’adaptation permettant aux cellules cancéreuses qui I’exprime de tirer
avantage de la présence du TNFa. Plusieurs études ont en effet corrélé I'expression de TNFR2
par les cellules cancéreuses a un stade avancé de la maladie et un mauvais pronostique (Cui
et al., 2008; Dobrzycka et al., 2009; Vanamee and Faustman, 2017; Yang et al., 2017). De plus,
TNFR2 induit une progression tumorale via I'activation de différentes voies de signalisation.
Dans les cellules cancéreuses mammaires, TNFR2 protege les cellules cancéreuses des
dommages a I’ADN via I'activation de la voie AKT et accélére la croissance tumorale via
I’activation des voies NFKB et MAPK (Rivas et al., 2008). Enfin, la délétion de TNFR2 dans des
modeéles de xénogreffe de cancer des poumons induit une diminution importante de la

croissance (Sasi et al., 2014).

Afin de répondre a cette question, nous avons envisagé de générer, au sein des cellules Ctl et
STING”, deux populations exprimant soit la protéine H2B-GFP soit la protéine H2B-RFP
conjointement a une invalidation du gene codant pour le TNFR2 par CRISPR-Cas9. Une
xénogreffe de ces deux populations cellulaires aux fluorescences distinctes avec un rapport 1 :
1 permet leur suivi avant et aprés traitement paclitaxel. Un enrichissement de la population
GFP, visible dans les xénogreffes Ctl et non dans les xénogreffes STING", serait un premier
élément de réponse quant a un éventuel réle pro-survie du TNFR2 lors de I'activation de la

voie cGAS/STING par le paclitaxel.

Les BH3 mimétiques ciblant BCL-xL sont de prometteuses stratégies thérapeutiques dans les
cancers du sein. En effet, nous avons vu que pres d’'une tumeur sur deux présentait une
sensibilité ex vivo a ’ABT-737 apres 48h de traitement. De plus de nombreuses études ont

démontré une synergie d’effet in vivo entre des chimiothérapies et des BH3 mimétiques dans



différents types de cancer (Chen et al., 2011; Kotschy et al., 2016; Leverson et al., 2015; Tan
etal,, 2011). Un frein important au développement clinique de tels inhibiteurs est la survenue
d’un effet indésirable grave, la thrombopénie, la survie des plaguettes étant dépendante de
BCL-xL (Vogler et al., 2011). Lors d’un essai clinique du Navitoclax dans des cancers ovariens,
cet effet indésirable a pu étre maitrisé par la diminution du nombre d’administration du BH3
mimétique. Il est donc intéressant de connaitre le moment optimal pour "utilisation du BH3
mimétique afin de minimiser I'impact sur les plaquettes tout en conservant un effet

thérapeutique.

Nos travaux démontrent qu’une cellule cancéreuse subissant un stress mitotique par le
paclitaxel, devenant alors primée pour I'apoptose sur BCL-xL, va avoir la capacité de primer
les cellules avoisinantes également sur BCL-xL. Nous nous sommes alors demandé si un
traitement par BH3 mimétique différé par rapport a l'injection de paclitaxel permettrait de
laisser en vie plus longtemps les cellules aneuploides et, ainsi, de mieux exploiter
I'augmentation du priming apoptotique de fagcon paracrine. Nous avons donc établi deux
protocoles : un protocole ou le paclitaxel et ’ABT-263 (forme orale de I’ABT-737) furent
administrés de fagon concomitante et un protocole ou les injections d’ABT-263 furent
différées par rapport a celles de I'antimitotique. Nous avons constaté que seul le protocole de
traitements différés permet d’améliorer I'effet du paclitaxel. De plus, ce méme protocole de
traitement n’eut aucun effet sur des tumeurs STING”, confirmant que la synergie d’effet entre
paclitaxel et ABT-263 est dépendante de I'augmentation du priming apoptotique de maniére

paracrine et que celle-ci est mieux exploitée en différant le traitement par 'ABT-263.

Contrairement aux travaux affirmant que I’échappement a I'arrét mitotique est un mécanisme
de résistance au paclitaxel (Brito and Rieder, 2006; Huang et al., 2009; Sudo et al., 2004), nous
avons démontré, a I'aide d’un suivi a long terme de cellules exposées a I'antimitotique, que
I’effet anti-tumoral de I'antimitotique repose principalement sur la capacité qu’ont les cellules
cancéreuses d’échapper au blocage en mitose. Nos travaux permettent de comprendre les
effets anti-tumoraux moindres des inhibiteurs de kinases mitotiques induisant un arrét

mitotique robuste sans échappement (Otto and Sicinski, 2017).



L'étude de signatures d’expression génique du transcriptome de 60 tumeurs naives de
traitement dont la sensibilité ex vivo au paclitaxel était connue a mis en évidence des scores
STAT1 et IFN-I supérieurs dans les tumeurs sensibles au paclitaxel. Plusieurs travaux avaient
également mis en évidence une corrélation entre une signature IFN-I et la sensibilité des
tumeurs a des agents génotoxiques (Legrier et al., 2016; Sistigu et al., 2014). Nous avons vu
qgue les IFN-I et le TNFa avaient des effets synergiques sur I'induction des BH3-only NOXA et
BIM. Ce résultat suggere qu’une imprégnation basale de la tumeur en IFN-I permettrait
d’amplifier rapidement les effets du TNFa sécrété par les cellules aneuploides et
représenterait donc un terrain favorable au déclenchement paracrine d’'une apoptose lors
d’un traitement par du paclitaxel. L'origine de la signature IFN basale est, pour I’heure, non
définie. L’analyse transcriptomique ayant été réalisée sur des tumeurs non micro-disséquées,
nous avons estimé la contribution du micro-environnement dans les données
transcritomiques par le calcul du score ESTIMATE, évaluant la fraction de I'ensemble des
cellules stromales, et immun, spécifique aux cellules du systéme immunitaire (Jézéquel et al.,
2015; Yoshihara et al., 2013). Si aucune différence de fraction stromale n’est visible, on ne
peut écarter une différence entre les scores immuns des tumeurs sensibles et résistantes au
paclitaxel et, par conséquent, une possible contribution de l'infiltrat immunitaire dans la
signature IFN des tumeurs sensibles. Confirmant nos précédents résultats, aucune correlation
entre la sensibilité/résistance au paclitaxel et une signature génique de prolifération ne fut
mise en évidence. Il en est de méme pour la signature d’instabilité chromosomique
contrairement aux travaux de Swanton corrélant une instabilité chromosomique des tumeurs

a une résistance aux taxanes (Swanton et al., 2009).



VI. Conclusion

Les cellules cancéreuses présentent une hétérogénéité de réponse a une chimiothérapie
antimitotique, la perturbation de la mitose pouvant soit conduire a une mort mitotique soit a
un échappement générant alors des cellules aneuploides. Auparavant considéré comme un
mécanisme de résistance aux agents antimitotiques, nos travaux démontrent que
I’échappement a I'arrét mitotique permet au contraire de propager des signaux pro-

apoptotiques a I'ensemble de la population cellulaire, cyclante ou non.

En effet, le paclitaxel, en perturbant les mitoses de cellules proliférantes, engendre la
formation de micronoyaux dans les cellules ayant survécu a I'arrét mitotique. La rupture de
I’enveloppe des micronoyaux active le senseur de I’ADN cytosolique cGAS activant a son tour
la protéine STING. La production de TNFa et d’IFN-I en résultant augmente le priming
apoptotique des cellules avoisinantes via I'induction paracrine de la protéine pro-apoptotique

NOXA.

Les cellules aneuploides présentent également une augmentation de leur priming
apoptotique liée a I'induction de I'expression de NOXA via un mécanisme indépendant de la
voie cGAS/STING. Ces inductions de NOXA, en neutralisant I’activité anti-apoptotique de MCL-
1, ont pour conséquence de sensibiliser 'ensemble de la population cellulaire a des inhibiteurs
de la protéine anti-apoptotique BCL-xL. Les augmentations de priming apoptotique directe et
indirecte engendrées par le paclitaxel sont donc paradoxales : plus une cellule aneuploide vit
longtemps plus elle a le temps de propager des signaux de mort. Ainsi, seul un traitement par
un inhibiteur de BCL-xL différé par rapport au traitement par paclitaxel permet d’exploiter
I’augmentation collective du priming apoptotique dépendante de cGAS/STING en laissant le

temps aux cellules aneuploides d’exprimer leur phénotype sécrétoire.

En augmentant notre compréhension sur les mécanismes cellulaires et moléculaires a |'origine
des effets anti-tumoraux des antimitotiques, nos travaux permettent d’optimiser les
chimiothérapies antimitotiques par I'administration séquentielle de BH3 mimétique ciblant

BCL-xL.
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Figure 52 : propagation des signaux de mort par activation de la voie cGAS/STING lors d’un traitement
antimitotique.



VIl. Matériels et méthodes

1. Lignées cellulaires et réactifs

Les lignées cellulaires proviennent de la société ATCC (American Type Culture Collection) et
ont été cultivées a 37°C sous 5 % de CO; dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Gibco, Saint Aubin, France) supplémenté de 5 % de Sérum de Veau Foetal (SVF) (Eurobio,
Courtaboeuf, France), 2 mM de glutamine et 1 % de pénicilline/streptomycine (Gibco). Les
principales caractéristiques des lignées cellulaires cancéreuses mammaires utilisées sont

résumées en Table 1.

Les lignées cellulaires exprimant la protéine LMNB2 fusionnée au fluorochrome mCherry ont
été établies par infection avec des rétrovirus contenant un vecteur codant pour la LMNB2
(pQCXIB-mCherry-LMNB2) généreusement offert par le laboratoire de Lewis C. Cantley. La
présence d’'un géne de résistance a la blasticidine sur le vecteur a permis d’utiliser cet

antibiotique a 10 pug/mL pour sélectionner les cellules exprimant la LMNB2 ectopique.

Les lignées cellulaires exprimant la protéine Histone 2B couplée au fluorochrome RFP (H2B-
RFP) ont été établies par infection avec des lentivirus contenant un vecteur codant pour I'H2B-
RFP généreusement offert par le laboratoire de Jan van Deursen. Les cellules exprimant
modérément la protéine H2B-RFP ont été triées par cytométrie en flux avec le trieur BD-FACS

ARIA 111,

Pour les lignées cellulaires dont un ou deux genes ont été invalidés par la technique d’édition
du génome CRISPR-Cas9, des séquences guides d’ARN ont été designées via I’outil MIT CRISPR

DESIGN TOOL (http://crispr.mit.edu/). Ces séquences guides, décrites en Table 2, ont été

ensuite clonées dans un vecteur plentiCRISPRV2 (codant notamment pour la protéine Cas9 et
pour un gene de résistance a la puromycine) (Addgene plasmid # 52961). Apres infection avec
des lentivirus contenant ce vecteur, les cellules ont été sélectionnées par 1 pug/mL de

puromycine et la délétion protéique confirmée par immunoblot.


http://crispr.mit.edu/

Pour la préparation des milieux conditionnés, 1.10° cellules ont été traitées comme indiqué
durant 24h, lavées trois fois avec du PBS et cultivées dans du DMEM sans SVF pendant les 48h
suivantes. Les milieux conditionnés ont ensuite été collectés, centrifugés (1500 rpm, 5 min) et
supplémentés par 5 % de SVF avant leur incubation sur les cellules receveuses pendant 48h
avec les traitements indiqués. Pour les expériences de neutralisation du TNFa, |’anticorps
bloquant (clone D1B4, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA) fut ajouté dans le milieu

conditionné (100 ng/mL) 30 min avant son incubation sur les cellules receveuses.

Pour la génération de cellules p0, les cellules ont été traitées pendant 4 jours par du bromure
d’éthidium (500 ng/mL) dans du DMEM supplémenté par 10 % de SVF, 2 mM de glutamine,
1% de pénicilline/streptomycine et 100 pg/mL de pyruvate, avant d’étre traitées ou non par
du paclitaxel. Pour évaluer la déplétion en ADN mitochondrial, des qPCR ont été réalisées sur
I’ADN total (40 ng d’ADN dans un volume final de 10 pL) extrait des cellules en utilisant le kit
NucleoSpin Tissue (Macherey Nagel, Hoerdt, France). La quantité relative d’ADN
mitochondrial a été mesurée par le ratio entre I’ADN mitochondrial (via deux génes
mitochondriaux nd1 et rnr2) et ’ADN génomique (via le géne poly).

Amorces utilisées :

poly : 5'- TCCTGGAACAGTTGTGCTTTC / CCATCTACTCAGGACGGAGTTC -3’

ndl : 5’- CAAACACTTATTACAACCCAAGAACA / TCATATTATGGCTATGGGTCAGG -3’

rnr2 : 5’- AAACAGCTTTTAACCATTGTAGGC / TTGAGCTTGAACGCTTTCTTTA -3’

Les cocultures ont consisté aux cultures combinées de cellules prétraitées par du paclitaxel
durant 24h et de cellules non traitées exprimant la protéine de fusion H2B-RFP dans un ratio

de 1:1. Aprés 48h, les cocultures furent traitées comme indiqué pendant les 48h suivantes.

In vitro, les traitements ont été utilisés aux concentrations suivantes : 1 uM de WEHI-539
(ApexBio, Houston, TX, USA), 10 uM d’ABT-737 (Selleckchem, Houston, TX, USA), 3,5 nM de
paclitaxel, 50 nM d’AZD1152 et 15 uM de gédunine (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier,
France), 10 uM de Q-VD-OPh (R&D Systems, Abindgon, UK), 2 uM de monensine (Biolegend,
London, UK), 10 ng/mL de TNFa (Biolegend, London, UK), 2000 Ul/mL d’IFNa (Sigma-Aldrich,

St Quentin Fallavier, France).



2. Analyses biochimiques

Pour les analyses par immunoblot, les protéines de 300 000 cellules ont été obtenues en lysant
les cellules par du tampon CHIP (SDS 1%, EDTA 10 nM, Tris-HCI [pH 8,1] 50 nM et cocktail
d’inhibiteurs de protéases/phosphatases) suivi par une sonication a 4°C puis ont été dosées
en utilisant le kit BC Assay (Uptima). 40 ng de protéines par échantillon ont été dénaturés par
chauffage 5 min a 95°C avant d’étre séparés par SDS-PAGE puis transférés sur une membrane
en nitrocellulose (Amersham Protran 0.45 pum NC). Un blocage des sites de liaisons
aspécifiques a ensuite été réalisé par incubation de la membrane dans une solution de TBS-T
(Tris Buffered Saline Tween : 25 mM Tris, 150 Mm NacCl, 0.05 % Tween 20, PH 8,0) contenant
1 % de lait. Les membranes ont ensuite été incubées sur la nuit a 4°C avec les anticorps
primaires (1 : 1000) suivant : Actine (MAB1501) et BIM (AB17003) de Millipore (Molsheim,
France); STAT1 (9176), pTyr701-STAT1 (9167), p65 (8242), pSer536-p65 (3033), STING
(13647), TNFa (3707), CASPASE-3 clivée (9662), PUMA (4976), BID (2002) et BAK (3814) de Cell
Signalling Technology; BAX (A3533) et BCL-2 (M0887) de Dako (Santa Clara, CA, USA), BCL-xL
(ab32370) et NOXA (ab13654) de Abcam (Cambridge, UK); MCL-1 (sc-819) de Santa Cruz
Biotechnology (Heidelberg, Germany). Apres plusieurs lavages par du TBS-T, les membranes
ont été incubées pendant 1h a température ambiante avec un anticorps secondaire approprié
couplé ala HRP (Horse Radish Peroxydase) (1 : 1000). Aprés de nouveaux lavages, la révélation
a été effectuée via le kit Clarity™ western ECL kit (Bio-Rad, Marne la Coquette, France) sur un

bio-imager ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad).

Pour les ELISA, la quantité d’IFNa dans les milieux conditionés ou dans les surnageants de
tranches tumorales a été déterminée selon le protocole du fournisseur (BioLegend, London,

UK).



3. Analyses par gPCR

L’ARN total de 300 000 cellules a été isolé en utilisant le kit Nucleospin RNA plus (Macherey
Nagel, Hoerdt, France) puis dosé au Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 1000 ng d’ARN ont
ensuite été rétrotranscrit en ADN complémentaire en utilisant le kit Maxima First Strand cDNA
synthesis Kit (Thermo Scientific, lllkirch, France) avec le programme suivant : 5 min a 25°C, 15
min a 50°C, 5 min a 85°C. La PCR quantitative (qPCR) a été réalisée en utilisant le mix
EurobioGreen gPCR Mix Lo-Rox et |'acquisition faite sur une qTOWER (Analityk-jena, Jena,
Germany). La réaction a été effectuée dans un volume final de 10 ul contenant 4 ng d’ADN
complémentaire et 150 nM d’amorces. Les séquences des amorces utilisées pour
I’'amplification de ’ADN complémentaire sont listées en Table 3. Les quantités relatives d’ARN
messager ont été estimées par la méthode Pfaffl (Pfaffl, 2001) et normalisées par la quantité

relative moyenne de trois génes de ménage : RPS18, RPLPO et HPRT1.

4. Analyses par cytométrie en flux

Les taux d’apoptose ont été évalués sur 10 000 cellules par un marquage avec de I’Annexine
V-FITC (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) ou de [|’Annexine-V-APC (BD
Pharmingen, le Pont de Claix, France) pour les expériences de coculture selon les

recommandations des fournisseurs.

Pour les analyses de cycles cellulaires, les cellules ont été fixées par une solution composée
d’éthanol 70% (450 uL), de SVF (50 pL) et de PBS (150 pL) pendant au moins 1h a 4°C. Apres
un lavage au PBS, une perméabilisation des cellules a la saponine (0,1 % dans du PBS, sur glace
pendant 15 min) a été réalisée. Aprés un lavage au PBS, un marquage intracytoplasmique a
été effectué par un anticorps anti-MPM2 (Upstate 16155, 0.25 pL/échantillon) pendant 1h, a
4°C sous agitation. Aprés deux lavages au PBS, les cellules ont été marquées par de l'iodure

de propidium (10 pg/mL) avant d’étre analysées par cytométrie en flux (20 000 cellules



analysées pour un cycle cellulaire). Toutes les acquisitions ont été réalisées sur FACS Accuri C6

plus (BD Biosciences).

5.Vidéomicroscopie

Les cellules ont été ensemencées a une confluence de 50 % dans du DMEM dépourvu en rouge
phénol et supplémenté par 5 % de SVF, 2 mM de glutamine et 1% de
pénicilline/streptomycine. Pour visualiser le déclenchement d’une apoptose, un substrat de
la CASPASE-3/7 fluorogénique, le NucView™ 488, fut ajouté au milieu (5 uM). L’acquisition a
été réalisée sur un vidéomicroscope Jull Stage (NanoEntek) a raison d’une prise de vue par
heure pendant 45h. Le suivi d’une dizaine de cellules par condition a été réalisé

manuellement.

6. Immunofluorescence et immunohistochimie

Pour le marquage immunocytochimique de cGAS, les cellules ont été cultivées sur lamelle de
verre, traitées comme indiqué et fixées par une solution de PBS contenant 4 % de
paraformaldéhyde (PFA) pendant 20 min a température ambiante. Aprés un lavage au PBS,
les cellules ont été perméabilisées par une solution contenant 0.5 % de triton X-100 pendant
5 min avant que les sites aspécifiques soient bloqués par une solution de PBS contenant 3 %
de BSA pendant 30 min. Les cellules ont ensuite été incubées avec un anticorps anti-cGAS
(clone D1D3G, Cell Signalling Technology, 1:200) pendant 1h. Apreés trois lavages au PBS, les
cellules ont été incubées avec un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 488
pendant 45 min. Apres trois lavages au PBS, le montage des lamelles de verre a été réalisé en
utilisant le ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
L'observation des cellules a été réalisée sur des microscopes Zeiss Axioplan Il fluorescence et

Nikon Al Rsi. Le comptage a été réalisé manuellement sur 200 cellules.



Pour les marquages IHC sur PDX, des coupes de tissus de 3 mm d’épaisseur ont été
déshydratées a 37 °C sur la nuit. Apres déparrafinage, elles ont été incubées avec une solution
de démasquage a 95°C (CC1, Cell Conditioning Medium-1, pH=8.4, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) en utilisant un BenchMark XT immunostainer (Ventana Medical Systems). Les
coupes ont ensuite été marquées a 37°C avec des anticorps monoclonaux anti-ER (clone SP1,
Abcam), anti-PR (clone 1E2, Ventana Medical Systems) ou anti-cGAS (clone D1D3G, Cell
Signalling Technology). La révélation chromogénique a été réalisée en utilisant le kit de
détection Ventana iView DAB IHC detection kit, avec remplacement de |'anticorps secondaire
par un anticorps secondaire polyclonal de chévre anti-lapin (E0433, DAKO), suivi d'une contre-
coloration a I'nématoxyline-Il. Un contréle négatif a été réalisé en remplacant les anticorps
primaires avec du sérum de lapin (Negative Control Rabbit Ig, Ventana Medical Systems). Le
nombre de micronoyaux cGAS* parmi 500 cellules cancéreuses a été évalué manuellement en
utilisant le logiciel image J software (National Institute of Health, Research Service Branch,

Bethesda, Maryland, USA).

7. Modele d’étude ex vivo

Des fragments de tumeurs mammaires provenant de patientes consentantes prises en charge
a I'Institut de Cancérologie de I'Ouest (René Gauducheau, Nantes, France) entre 2009 et 2017,
ont été acheminés au laboratoire immédiatement apres leur exérese chirurgicale. Les
fragments ont ensuite été coupés en tranches de 250 um a l'aide d’un vibratome (Microm
International, ThermoFischer Scientific, llikirch, France) incubées pendant 48h avec 700 nM
de paclitaxel (Sigma-Aldrich), 1 uM d’ABT-737 (Selleckchem), 100 ng/mL de TNFa, 50 ng/mL
de doxorubicine ou sans traitement. Les tranches tumorales ont ensuite été fixées dans du
formol et incluses dans de la paraffine avant de faire I'objet d’analyses IHC pour évaluer
I’'apoptose des cellules cancéreuses a I'aide d’un anticorps anti-caspase-3 clivée (clone D64E10
Ozyme, St Quentin en Yvelines, France) et la proliferation des cellules cancéreuses a I'aide
d’'un anticorps anti-Ki67 (clone 30-9, Roche Diagnostics, Meylan, France), comme
précédemment décrit (Séveno et al., 2012). Les données représentées correspondent au

pourcentage de cellules tumorales positives dans la condition traitée moins le pourcentage de



cellules tumorales positives dans la condition non traitée. Le protocole fut approuvé par un

comité d’éthique (2012-A00682-41).

8. Expériences In vivo

Les modeles de PDX ont été générés via des xénogreffes orthotopiques de fragments de
tumeurs mammaires, fraichement prélevées sur des patientes prises en charge a I'Institut de
Cancérologie de I'Ouest, dans le fat pad de la glande mammaire de souris femelles
prépubescentes NOD-scid IL2Rgamma"' (NSG) supplémentées en B-estradiol via I'eau de
boisson et via une pastille implantée en sous-cutanée comme décrit précédemment (DeRose
et al.,, 2013). Apres croissance et exérese de la tumeur, des fragments de PDX ont été
xénogreffés sur d’autres souris et ainsi de suite garantissant le maintien et I'amplification du
modele. La majorité des expériences sur PDX a été réalisée au cours d’un quatrieme passage
sur souris. Les PDX#248 et #249 ont été établis avec des tumeurs ER*/PR*/ HER2 non amplifié
et P53 mutée provenant de patientes non traitées. Le PDX#306 a été établi avec une tumeur
ER/PR/HER2 non amplifié et P53 mutée provenant d’une patiente ayant recu un traitement
néoadjuvant. L’expression des récepteurs ER et PR ainsi que les mutations de P53 des tumeurs

d’origine sont maintenues dans les PDX.

Dans les expériences de xénogreffes orthotopiques de cellules des lignées MDA-MB-231 Ctl,
STING” ou TNF/-, 60 pl d’un mix (1:1) PBS-low enrichment Matrigel (BD Biosciences)
contenant 4.10° cellules ont été injectés dans le fat pad de la glande mammaire de souris
femelle prépubescente NSG. Une fois les tumeurs devenues palpables, une mesure de leur
volume au pied a coulisse fut réalisée deux fois par semaine. Quand le volume tumoral
atteignait 80-150 mm?3, les souris étaient traitées comme indiqué. Tous les traitements ont été
administrés par injection intrapéritonéale aux concentrations suivantes : 10 mg/kg de
paclitaxel (Sigma-Aldrich), 100 mg/kg d’ABT-263 (Selleckchem). Aprés traitement, les volumes
tumoraux ont été mesurés quotidiennement, calculés par la formule 4/37t((\/de)/2)3 et
normalisés par le volume tumoral mesuré juste avant de commencer le traitement. Les souris

ont été euthanasiées humainement lorsque les volumes tumoraux atteignaient le point limite.



Toutes les expériences sur animaux ont été approuvées par un comité d’éthique

(APAFIS#9634-201704191725600 et APAFIS#5114-2016042011155376).

9. Analyses transcriptomiques

Les analyses d’expression génique des tumeurs mammaires humaines naives de traitement
ont été réalisées en utilisant des kits Affymetrix® Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays
(Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA) selon les recommandations du fournisseur. Ce kit permet
de mesurer 54 000 transcrits représentant 20 000 génes humains comme précédemment

décrit (Jézéquel et al., 2015). Toutes les analyses ont été soumises a un controle qualité.

Les analyses d’expression génique des PDX ont été réalisées par Digital Gene Expression
RNAseq (DGE seq) selon Kilens et al (Kilens et al., 2018). Les sets de genes différentiellement

exprimés ont ensuite été analysés en utilisant I'outil EnrichR :

(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) (Kuleshov et al., 2016).

10. Calcul des scores des signatures d’expression
genique

12 signatures d’expression génique (GES) ont été séléctionnées pour évaluer I'activité de
différentes voies de signalisation : 5 concernent des réponses immunitaires ou inflammatoires
(IL-8, MHC-1, MHC-2, STAT1 et type | IFN), 2 concernent le métabolisme (glycolysis et iron
[iron regulatory gene signature: IRGS]), et 5 concernent des voies de signalisation souvent
dérégulées dans les cellules cancéreuses (chromosomal instability [CIN], mitochondrial
oxidative phosphorylation [MITO/OXPHQOS], proliferation, reactive stroma et wound
response). Les scores des GES ont été calculés pour chaque patiente via I'expression de

différents sets de genes impliqués dans les voies de signalisation évaluées.



GES name N° genes | N° probes | Statistics | Reference
Immune response IL-8 - 4 AE S1
MHC-1 - 17 AE s1
MHC-2 - 14 AE S1
STAT1 - 14 AE S1
Type | IFN - 14 AE S1
Metabolims Glycolysis 6 - AE S2
IRGS - 19 WAE S3
Critical biological | CIN 25 - AE S4
pathways in cancer | MITO/OXPHOS 38 - AE S5
Proliferation - 47 AE S1
Reactive stroma - 47 AE S1
Wound response 459 - WAE S6

GES: gene-expression signature; AE: average expression; IRGS: iron regulatory gene signature;
WAE: weighted average expression; CIN: chromosomal instability; MITO/OXPHOS:

mitochondrial oxidative phosphorylation
Références:
S1. Karn, T. et al. Homogeneous datasets of triple negative breast cancers enable the identification of novel

prognostic and predictive signatures. PLoS One 6, e28403 (2011).

S2. Hu, Z. et al. A compact VEGF signature associated with distant metastases and poor outcomes. BMC Med. 7,
9 (2009).

S3. Miller, L.D. et al. An iron regulatory gene signature predicts outcome in breast cancer. Cancer Res. 71, 6728-
6737 (2011).

S4. Carter, S.L., Eklund, A.C., Kohane, I.S., Harris, L.N. & Szallasi, Z. A signature of chromosomal instability inferred
from gene expression profiles predicts clinical outcome in multiple human cancers. Nat. Genet. 9, 1043-1048
(2006).

S5. Whitaker-Menezes, D. et al. Hyperactivation of oxidative mitochondrial metabolism in epithelial cancer cells
in situ: visualizing the therapeutic effects of metformin in tumor tissue. Cell Cycle 23, 4047-4064 (2011).

S6. Chang, H.Y. et al. Gene expression signature of fibroblast serum response predicts human cancer progression:
similarities between tumors and wounds. PLoS Biol. 2, E7 (2004).

Les scores stromal et immun ont été calculés a parir des analyses transcriptomiques réalisées

sur puce Affymetrix en utilisant le package R Estimate :



(http://bioinformatics.mdanderson.org/estimate/rpackage.html) (Yoshihara et al., 2013)

11. Analyses statistiques

Le test t de Student ou le test de Pearson ont été utilisés pour les analyses statistiques sur le
logiciel GraphPad Prism 5.0 Software. Sauf indication contraire, toutes les expériences ont été
réalisées au moins trois fois. Les barres d’erreurs représentent le paramétre SEM (Standard
Errors of Mean). Les symboles correspondent a une p-value inférieure a *0.05, **0.01 and ***

0.001. NS : Non Significatif.

12. Tables

Table 1 : caractéristiques des lignées cellulaires cancéreuses mammaires utilisées

Lignée cellulaire Sous-type P53 Origine Autres

MDA-MB-231 Triple négatif | Mutée | Effusion pleurale RIPK3 déficiente

RIPK3 et PTEN

MDA-MB-468 Triple négatif | Mutée | Effusion pleurale e s
déficientes

T47D Luminal Mutée | Effusion pleurale -

RIPK3 et CASPASE-3

MCF7 Luminal Sauvage | Effusion pleurale e
déficientes

Table 2 : séquences guides utilisées

Human BAX AGTAGAAAAGGGCGACAACC

Human BAK GCCATGCTGGTAGACGTGTA

Human PMAIP1 | TCGAGTGTGCTACTCAACTC

Human BID CACCGTCAACAACGGTTCCAGCCTC




Human BCL2L11 | CACCGAGTTCTGAGTGTGACCGAGA

Human BCL2L1 | GCAGACAGCCCCGCGGTGAA

Human MCL1 CGCGGTGACGTCGGGGACCT

Human STING GCAGGCACTCAGCAGAACCA

Human TNF TGAAAGCATGATCCGGGACG

Human IFNAR1 | GCGGCTGCGGACAACACCCA

Table 3 : amorces utilisées

RPS18 5’-ATCCCTGAAAAGTTCCAGCA / CCCTCTTGGTGAGGTCAATG-3’
RPLPO 5’-AACCCAGCTCTGGAGAAACT / CCCCTGGAGATTTTAGTGGT-3’
HPRT1 5’-ATGCTGAGGATTTGGAAAGG / GATGTAATCCAGCAGGTCAGC-3’
PMAIP1 | 5’-CTCTGTAGCTGAGTGGGCG / CGGAAGTTCAGTTTGTCTCCA-3’
BBC3 5’-ACCTCAACGCACAGTACGA / GCACCTAATTGGGCTCCATC-3’

BID 5’-GAAGCGGGTAGTCGACCG / GGAACCGTTGTTGACCTCAC-3’
BCL2L11 | 5’-GCCTTCAACCACTATCTCAG / TAAGCGTTAAACTCGTCTCC-3’
BCL2L1 | 5’-TTCAGTGACCTGACATCCCA / TCCACAAAAGTATCCCAGCC-3’
MCL1 5’-TCGGTACCTTCGGGAGCAGGC / CCCAGTTTGTTACGCCGTCGCT-3’
BCL2 5’-TCTTCAGAGACAGCCAGGAG / CCTTCTTTGAGTTCGGTGGG-3’
TNF 5’-CTGCACTTTGGAGTGATCGG / CTCGGGGTTCGAGAAGATGA-3’
IFNB 5’-ATGACCAACAAGTGTCTCCTCC / GCTCATGGAAAGAGCTGTAGTG-3’
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IX. Annexes

Durant ma thése, j’ai également eu I'occasion de travailler sur d’autres projets contribuant

ainsi a la publication de deux d’entre eux :

Dioum MD, Seck M, Silvestre V, Planchat A, Loquet D, Lohard S, Barille-Nion S, Remaud GS,
Robins RJ, Tea I. (2016). A Ring-D-Seco-Tetranortriterpenoid from Seeds of Carapa procera
Active against Breast Cancer Cell Lines. Planta Med, 82(11-12):967-72.

Vuillier C, Lohard S, Fétiveau A, Allegre J, Kayaci C, King LE, Braun F, Barillé-Nion S, Gautier F,
Dubrez L, Gilmore AP, Juin PP, Maillet L. (2018). E2F1 interacts with BCL-xL and regulates its
subcellular localization dynamics to trigger cell death. EMBO Rep. 19(2):234-243.

Dans les travaux de Dioum et al., mon travail a consisté a évaluer les effets anti-tumoraux de
molécules extraites des graines de |'arbre Carapa Procera sur des lignées de cellules
cancéreuses mammaires humaines. J'ai pour cela effectué des tests de clonogénicité et

mesuré les |Csp (Concentrations Inhibitrices médianes) de ces molécules.

Dans les travaux de Vuillier et al., j’ai mis au point un modele d’étude qui a permis de
démontrer que le facteur de transcription E2F1 peut induire une MOMP indépendamment de
son activité transcriptionnelle. Ce modele d’étude correspond a la lignée MDA-MB-231
exprimant de facon stable une protéine OMI couplée au fluorochrome mCherry. Apres
survenue d’une MOMP, la protéine OMI-mCherry située dans I'lMS est relarguée dans le
cytosol ou sa rapide dégradation entraine la perte de la fluorescence de la cellule. La
guantification de la MOMP peut ainsi étre réalisée par microscopie ou cytométrie en flux. J'ai
de plus participé aux travaux demandés lors de la révision de I'article dans le journal EMBO

report.
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XL. Cet effet dépendant de la voie cGAS/STING est nécessaire pour la réponse au paclitaxel
in vivo, qui est elle-méme amplifiée par I'administration séquentielle, mais non synchrone, de
BH3 mimétiques ciblant BCL-xL.
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Abstract: a fascinating but uncharacterized action of anti-mitotic chemotherapy is to collectively
prime cancer cells to apoptotic mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP), while
impacting only on cycling cell subsets. Here, we show that acute apoptotic responses to
paclitaxel of organotypic cultures of primary human breast tumors and of patient-derived
xenografts associate with gene expression signatures marking exposure to type | IFN and
TNFa. These cytokines are secreted by micronuclei-positive cGAS/STING-active cancer cells
maintaining mitochondrial integrity despite intrinsic apoptotic pressure during anti-mitotic
treatment. In turn, they trigger pro-apoptotic NOXA expression in neighboring cells. STING-
dependent apoptotic effects are required for paclitaxel response in vivo, and they are amplified
by sequential, but not synchronous, administration of BH3 mimetics.



