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Cadre et but du travail

Cette thése, débutée en octobre 2013, s’inscrit dans les travaux de 1’EA3922
« Estrogenes, Expression Génique et Pathologies du Systéme Nerveux Central » et concerne

I’étude de I’implication de I’autophagie dans les cancers du sein avec pour modele I’analyse

de la protéine ATGIA.

Notre équipe de recherche a identifié le géne GEC1/GABARAPLI (Glandular epithelial
cell 1/GABA, receptor-associated protein like 1) comme étant régulé positivement par les
estrogénes dans un modele de cellules d’endométre de cobaye (Pellerin ef al, 1993; Vernier-
Magnin et al, 2001). La protéine GABARAPLI1 a d’abord été décrite pour étre impliquée
dans le transport intracellulaire de récepteurs dans le cerveau via son interaction avec la
tubuline et le récepteur GABAA (Mansuy et al, 2004). Depuis, il a ét¢ mis en évidence au
laboratoire que GABARAPLI joue également un role dans I’autophagie car elle est associée a
la membrane des autophagosomes (Chakrama ef a/, 2010). En effet, cette protéine appartient a
la famille ATG8 (AuTophaGy related 8) qui comprend deux sous-familles : MAP-LC3
(Microtubule-associated protein light chain 3) et GABARAP (GABA, receptor-associated
protein). GABARAPLI appartient a la sous-famille GABARAP comprenant GABARAP,
GABARAPL1 et GATE16/GABARAPL2 (Golgi-associated ATPase enhancer of 16
kDa/GABA, receptor-associated protein like 2). La protéine GABARAPLI1 possede
¢galement un role suppresseur de tumeur. En effet, notre laboratoire a mis en évidence une
perte de I’expression de GABARAPLI dans des tissus cancéreux comparativement a des tissus
normaux (Nemos et al, 2003). D'autre part, GABARAPLI inhibe la prolifération de cellules
de cancer du sein in vitro et une forte expression du géne GABARAPLI est également
associée a un facteur de bon pronostic chez des patientes atteintes de cancer du sein (Berthier
et al, 2010). De plus, I’inhibition de I’expression de GABARAPLI dans les cellules de cancer
du sein MDA-MB-436 conduit a l'aggravation des phénotypes cancéreux de cette lignée et a

une diminution du flux autophagique (Boyer-Guittaut et al/, 2014).

Ces données suggerent donc que le role de GABARAPL1 dans les cancers est en lien
avec sa fonction dans 1’autophagie. C’est pourquoi ce projet de thése a eu pour but initial de :

- déterminer comment 1’expression de GABARAPLI est régulée dans les cancers du
sein, en analysant les modifications épigénétiques au niveau de ce géne,

- quantifier I’expression de différents génes de 1’autophagie dans une cohorte de
patientes atteintes de cancer du sein afin de déterminer si d’autres génes de I’autophagie

pourraient étre régulés comme GABARAPLI dans ce type de cancer.
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Cadre et but du travail

Cette étude nous a permis de mettre en évidence que l’expression d’ATG9A4 est
augmentée dans les tissus cancéreux comparativement au tissu sain adjacent dans notre
cohorte de patientes atteintes de cancer du sein. L’objectif secondaire de cette thése a donc
consisté en I’étude du role de la protéine autophagique ATG9A dans la lignée cellulaire

MDA-MB-436 de cancer du sein triple négatif.

L’ensemble de ces résultats a fait I’objet de trois publications, dont une en préparation.
Par ailleurs, une revue décrivant le role des agents modulant les modifications épigénétiques

dans les cancers du sein a été également publiée.

Claude-Taupin A, Fonderflick L, Gauthier T, Mansi L, Monnien F, Algros MP, Delage-Mourroux R,
Hervouet E, Boyer-Guittaut M. ATG94 is overexpressed in triple negative breast cancer and its in vitro/in vivo

extinction leads to the inhibition of pro-cancer phenotypes. En préparation.

Claude-Taupin A, Boyer-Guittaut M, Delage-Mourroux R, Hervouet E. Use of epigenetic modulators as

a powerful adjuvant for breast cancer therapies. Methods Mol Biol, 2015. Review

Gauthier T, Claude-Taupin A, Delage-Mourroux R, Boyer-Guittaut M, Hervouet E. Proximity Ligation
In situ Assay is a Powerful Tool to Monitor Specific ATG Protein Interactions following Autophagy Induction.
PLoS One, 2015.

Hervouet E, Claude-Taupin A, Gauthier T, Perez V, Fraichard A, Adami P, Despouy G, Monnien F,

Algros MP, Jouvenot M, Delage-Mourroux R, Boyer-Guittaut M. The autophagy GABARAPLI gene is

epigenetically regulated in breast cancer models. BMC Cancer, 2015.
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Introduction

1. Les cancers du sein

1.1 Généralités

Le sein a pour fonction biologique de produire du lait afin de nourrir un nouveau-né.
Chaque sein contient ainsi une glande mammaire et du tissu de soutien qui contient des
vaisseaux, des fibres et de la graisse. Les glandes mammaires sont constituées d’une vingtaine
de compartiments séparés par du tissu graisseux. Chacun de ces compartiments est constitué
de lobules producteurs de lait en période d’allaitement et de canaux transportant le lait produit
vers le mamelon. L’épithélium mammaire est constitué d’une enveloppe formée par des
cellules myoépithéliales (cellules basales) ainsi que de cellules épithéliales (cellules
luminales). Les cellules luminales ont un réle de production du lait et sont caractérisées
notamment par 1’expression de récepteurs hormonaux, tel que celui liant les estrogénes
(récepteur aux estrogeénes, RE) ou encore le récepteur a la progestérone (RP). Les cellules

basales, quant a elles, se contractent pour permettre 1’éjection du lait (Figure 1).
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Figure 1 : Anatomie du sein. Adapté de I’illustration de Lynch, 2006.
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Le cancer du sein est I’un des trois cancers les plus fréquemment diagnostiqués chez les
femmes (25,2 %, suivi du cancer colorectal : 9,2 % et du cancer du foie : 8,7 %) et on estime
que 53 969 nouveaux cas de cancers du sein féminin vont étre diagnostiqués en France en
2020 (Ferlay et al, 2015). Grace a une meilleure détection et des traitements plus adéquats, la
mortalité liée a ce cancer a diminué de 11 % au cours des 20 derni¢res années en France
(Autier et al, 2010). Cependant, plus de 13 000 déces liés a ce cancer sont encore estimés
pour 2020 en France.

Le cancer du sein se développe le plus fréquemment (95 % des cas) au niveau des
cellules épithéliales. On ’appelle dans ce cas adénocarcinome, et il nait le plus souvent a
partir de cellules de canaux (carcinome canalaire) et plus rarement a partir de cellules de
lobules (carcinome lobulaire, 10 a 15 % des adénocarcinomes). Le cancer du sein est un
processus multi-étapes ou les cellules cancéreuses se trouvent a 1’origine uniquement a
I’intérieur des canaux ou des lobules, sans franchir la membrane basale (carcinome in situ),
pour ensuite infiltrer les tissus avoisinants (carcinome infiltrant). Les carcinomes infiltrants
sont associés a un risque d’envahissement ganglionnaire (les ganglions lymphatiques de

I’aisselle sont les premiers a étre potentiellement touchés) et de métastases.

1.2 Les différents types de cancer du sein

En pratique clinique, le cancer du sein est considéré comme une maladie hétérogeéne qui
est catégorisée en 3 groupes thérapeutiques. Cette distinction est réalisée grace a une approche
de marquages immunohistochimiques, détectant la présence de différents marqueurs
cellulaires : le récepteur aux estrogénes (RE), le récepteur a la progestérone (RP) ainsi que le
récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2). L’analyse de I’expression
de ces 3 marqueurs a ainsi permis de décrire 3 groupes de patientes : luminal, HER2 et triple
négatif, qui sont associés a des diagnostics et des protocoles thérapeutiques distincts (Tableau
I). Cette classification immunohistochimique est actuellement utilisée en pratique clinique
mais depuis quelques années, le développement de 1’analyse de I’expression génique des
cancers du sein a permis de classifier de maniére plus fine ces sous-types de cancers du sein
mais également de mettre en évidence de nouveaux sous-groupes (Cancer Genome Atlas
Network, 2012). En effet, les cancers du sein triple négatifs ont pu étre subdivisés en 6 sous-
groupes par I’analyse de I’expression génique de preés de 600 patientes triple négatives
(Lehmann et al, 2011). Cette nouvelle classification pourrait trés prochainement étre utilisée

pour compléter la classification actuelle, mais cette classification encore imparfaite doit
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encore prouver sa reproductibilité et sa robustesse pour étre recommandée en pratique

clinique.

Tableau I: Caractéristiques des différents sous-types de cancer du sein. RE, Récepteur aux estrogenes; RP,
Récepteur a la progestérone; HER2, récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain.

Sous-type Origine HER2 Pronostic I’°rotoco.le
Thérapeutique
Luminal A | Cellule luminale + +/- - Favorable Hormonohérapie
Hormonothérapie
Luminal B | Cellule luminale + +/- + Intermédiaire +anti-HER2
+Chimiothérapie
: e anti-HER2
HER2 Cellule luminale - - + Intermédiaire L,
+Chimiothérapie
Triple , - L
X P ] Cellule basale - - - Dévaforable Chimiothérapie
négatif

1.2.1 Les cancers du sein de type luminal

Le terme luminal a été donné a un type de cancer du sein, par rapport au nom d’un des
deux types cellulaires composant 1’épithélium mammaire: les cellules luminales. En effet, les
cancers du sein de type luminal (A et B) sont caractérisés par 1’expression du RE (RE"), qui
est impliqué dans la prolifération, la survie et I’invasion des cellules cancéreuses de sein. Ce
type de cancer représente environ 70 % des cancers du sein (Wenger et al, 1993) et est
généralement associé¢ a un bon pronostic. En effet, I'utilisation de traitements hormonaux,
ciblant la voie de signalisation du RE, a montré son efficacité sur ce type de patientes
puisqu’il permet de réduire a la fois la mortalité et le risque de rechute, avec ou sans
chimiothérapie associée. Par exemple, 1’utilisation de tamoxiféne, un anti-estrogéne qui agit
comme un antagoniste de 1’estradiol, permet de réduire de moiti¢ le risque de rechute, et d’un
tiers la mortalité (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) et al, 2011).
Les inhibiteurs de l'aromatase (une enzyme permettant la synthése d'estrogénes a partir
d'androgénes), sont également prescrits dans le traitement des cancers du sein RE" chez les
femmes ménopausées. En effet, le 1étrozole, un inhibiteur compétitif de 1'aromatase, améliore
significativement le taux de réponses objectives chez ces patientes, comparé a un traitement
par le tamoxifeéne (32 % contre 21 %, respectivement) (Mouridsen et al, 2003).

Environ 10 % des cancers du sein de type luminal expriment a la fois le RE et HER2
(Dowsett et al, 2008). Ces patientes RE™ et HER2" (luminal B) présentent généralement un
pronostic moins bon que les patientes RE" (luminal A). Ceci est dii & ’amplification du géne

HER?2, qui est associé a un phénotype de prolifération élevé. Comme les patientes luminal B
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expriment a la fois le RE et HER2, elles peuvent bénéficier de thérapies combinant a la fois
un traitement hormonal et un traitement ciblant HER2, tel que le trastuzumab, un anticorps

monoclonal humanisé dirigé contre HER2.

1.2.2 Les cancers du sein de type HER2

Les patientes HER2" sont caractérisées par 1’amplification de 1’oncogéne HER2 et
représentent environ 10 % des cancers du sein. Il semblerait que les cellules luminales
mammaires soient a l’origine de ces tumeurs. La protéine HER2 est un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase et son activation et dimérisation permet
I’activation de différentes voies de signalisation contribuant a la carcinogénése et a la
progression du cancer (Igbal & Igbal, 2014). Les tumeurs HER2" différent des patientes de
type luminal B par 1’absence de 1’expression du RE. Les thérapies hormonales ne sont donc
d’aucune efficacité. La surexpression d’HER2 était initialement associée a un mauvais
pronostic mais depuis les quinze derni¢res années, le développement de nouvelles thérapies
dirigées contre HER2, comme le trastuzumab et le pertuzumab, qui sont des anticorps
monoclonaux humanisés dirigés contre HER2, ou encore le lapatinib qui est un inhibiteur de
I’activité tyrosine kinase d’HER2, ont permis d’améliorer de manicre significative le devenir
de ce type de patiente. La combinaison de ces thérapies ciblées avec des chimiothérapies a
montré une bonne efficacité sur la survie a long terme de ces patientes. Par exemple, la
combinaison de trastuzumab avec des taxanes (tel que le paclitaxel, qui a pour role de
stabiliser et rassembler les microtubules cellulaires pour perturber notamment la division
cellulaire), permet d’augmenter la survie de 37 % et de diminuer le risque de rechutes de 40

% chez ces patientes (Perez et al, 2014).

1.2.3 Les cancers du sein de type triple négatif

Les cancers du sein triple négatif représentent environ 20 % des cancers du sein et sont
associés a un mauvais pronostic car ces patientes ont généralement un haut risque de rechute
et une moins bonne survie. Les cellules basales mammaires seraient a 1’origine de ces
tumeurs. Les cancers du sein triple négatifs sont caractérisés par 1’absence d’expression des
RE, RP et HER2, ce qui rend ces patientes inéligibles a des traitements hormonaux ou ciblant
HER2. A ce jour, seule I’utilisation de chimiothérapies conventionnelles telles que des
taxanes et/ou des anthracyclines (intercalant de ’ADN) est recommandée pour ce type de
patientes. Malgré le faible pronostic des patientes triple négatives, il a ét¢ montré que ce
groupe de cancer du sein présentait une mortalité et un risque de rechute a 10 ans plus faible

lors de I'utilisation de chimiothérapies conventionnelles comparé aux autres sous-types de
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cancer du sein (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) et al, 2008).
Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les cancers du sein triple négatifs sont tres agressifs
et que 'utilisation de chimiothérapies serait plus efficace sur ces tumeurs. Plusieurs études
ont ¢également tenté d’expliquer les mécanismes impliqués dans [’efficacité des
chimiothérapies sur les cancers du sein triple négatifs. Pour exemple, les cancers du sein triple
négatifs montreraient une expression plus fréquente de la cavéoline-1 (Pinilla et al, 2006),
impliquée dans les mécanismes permettant la capture cellulaire de nanoparticules d’albumine

liées au paclitaxel (Gradishar et al, 2005).

1.3 Recherche de nouvelles cibles pour traiter les cancers du sein

Comme décrit précédemment, malgré 1’existence de thérapies ciblées pour traiter la
plupart des cancers du sein, de nombreuses études ont montré I’existence de résistances de
novo contre les traitements ou I’apparition de résistances acquises lors de leur utilisation. De
plus, comme décrit précédemment, il n’existe & ce jour aucune thérapie ciblée pour les
patientes atteintes de cancer du sein triple négatif. De nombreuses études ont donc été
conduites afin de caractériser les phénoménes de tumorigenése des différents sous-types de
cancers du sein au cours des vingt derni¢res années, dans le but de développer de nouvelles

stratégies thérapeutiques pour combattre ces pathologies.

1.3.1 Résistances aux thérapies hormonales

L’expression du RE est un marqueur moléculaire généralement utilisé pour prescrire
une thérapie hormonale. Cependant, une réponse positive a ce type de traitement chez les
patientes RE" est d’environ 50 & 70 %. Il existe donc environ 30 % de patientes RE™ qui
présentent une résistance de novo ou acquise aux thérapies hormonales (Gonzalez-Angulo et
al, 2007). Les résistances de novo désignent les tumeurs qui n'ont jamais répondu a
I'hormonothérapie, alors que les tumeurs progressant aprés un premier traitement présentent
une résistance acquise. De nombreuses études ont montré que la résistance aux
hormonothérapies pouvait étre expliquée par différents mécanismes, comme par exemple une
faible expression du RE (Harbeck & Rody, 2012), une mutation du RE (Merenbakh-Lamin et
al, 2013) ou encore I'utilisation de voies de signalisation de prolifération indépendantes des
estrogénes (Li et al, 2013; Heckler et al, 2014) (Figure 2).

Ainsi, des études ont mis en exergue 1’activation de récepteurs a activité tyrosine kinase
chez les patientes RE" résistantes, comme la surexpression de récepteurs de la famille HER,

de facteurs de croissance a I’insuline (Insulin Growth Factor, IGF) ou encore de facteurs de
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croissance fibroblastiques (Fibroblast Growth Factor, FGF). L’activation de ces voies de
signalisation est principalement associée a une hyperactivation de la voie de signalisation
PI3K-AKT-mTOR (phosphatidyl inositol 3- kinase — AKT - mammalian Target Of
Rapamycin) (Miller et al, 2011) (Figure 2A). Des essais cliniques sont en cours pour tester
I’efficacité d’inhibiteurs de la voie PI3K-AKT-mTOR et la FDA (Food and Drug
Administration) a déja autoris¢ en 2012 1’utilisation d’éverolimus, un inhibiteur de mTOR, en
combinaison avec 1’exémestane (un inhibiteur de 1’aromatase) chez les femmes ménopausées

en récidive.
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Figure 2: Exemple de mécanismes de résistances aux thérapies hormonales décrites dans les cellules
cancéreuses. (A) Les cellules cancéreuses surexpriment des récepteurs de facteurs de croissance tels que le FGF, HER ou
I’IGF permettant l'activation de la voie PI3K-AKT-mTOR et permettant la transcription de génes impliqués dans la
régulation de 1’apoptose, la différenciation, la progression du cycle cellulaire ou encore 1’angiogénése. (B) Une faible
expression du RE ou encore une mutation activatrice constitutive du RE permettrait aux cellules cancéreuses de résister aux
thérapies hormonales. (C) L’augmentation de I’expression de la cycline D1, qui contréle le cycle cellulaire en permettant le
passage de la phase G1 vers la phase S, permettrait aux cellules cancéreuses de continuer a proliférer malgré la présence de
thérapies hormonales.

Des études pré-cliniques ont également mis en évidence une dérégulation de
I’expression de la cycline D1 dans les cancers du sein RE" résistants & I’hormonothérapie
(Hui et al, 2002; Stendahl et al, 2004) (Figure 2C). Son implication dans I’oncogenése repose
principalement sur sa capacité a activer les protéines kinases dépendantes des cyclines 4 et 6

(CDK4 et CDK®6), qui permettent la progression du cycle cellulaire. En effet, il a ét¢ montré
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une augmentation de I’expression de la cycline D1 dans les cancers du sein de type luminal
(Cancer Genome Atlas Network, 2012). La FDA a d’ailleurs autorisé trés récemment
I’utilisation de palbociclib, un inhibiteur de CDK4/6, en combinaison avec du fulvestrant (un
antagoniste compétitif du RE), pour le traitement de patientes luminal A, suite aux résultats
d’une étude clinique montrant chez ces patientes une augmentation de la survie sans
progression lors de I’utilisation de cet inhibiteur (Walker et al, 2016).

Des mutations activatrices du RE ont également été identifiées dans les cancers du sein
métastatiques RE+ résistants a ’hormonothérapie (Robinson et al, 2013; Merenbakh-Lamin
et al, 2013) (Figure 2B). De nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement ces
formes mutées sont actuellement en étude. Pour exemple, un essai clinique est en cours pour
tester ’efficacité du composé ARN-810 (un antagoniste du RE, induisant sa dégradation)

dans les cancers du sein RE " résistants ou non au tamoxiféne (Lai et al, 2015).

1.3.2 Identification de nouvelles cibles pour les patientes triple négatives

Les patientes atteintes de cancer du sein triple négatif ne disposent a ce jour d’aucune
thérapie ciblée. De nombreuses équipes travaillent donc au développement de nouvelles
approches pour traiter ces patientes.

Il a notamment été montré que pour environ 10 % des patientes TN, une mutation des
genes Breast cancer I et 2 (BRCAI et BRCA2) était détectée (Hartman et al, 2012). BRCALI
et 2 ont toutes deux un role essentiel dans les mécanismes de réparation par recombinaison
homologue (RH) des cassures double-brin de 1’acide désoxyribonucléique (ADN). Les
cellules cancéreuses mutantes pour les génes BRCAI et BRCA2, qui ne sont plus capables de
réparation par RH, présentent une forte instabilit¢ génomique. Les cellules normales disposent
de 6 mécanismes de réparation de I’ADN et les PARP (poly(ADP-ribose) polymérases) sont
des enzymes qui jouent un rdle important dans un autre de ces systémes de réparation de
I’ADN : la réparation par excision de base, qui permet d’éliminer les bases azotées
endommagées. L’utilisation d’inhibiteurs de PARP afin d’amplifier cette instabilité et
d’induire la mort des cellules cancéreuses a donc été trés largement étudiée. Des essais
cliniques de phase II sont d'ailleurs en cours pour tester I’effet de 1’olaparib, un inhibiteur de
PARP, chez les patientes triple négatives présentant des mutations de BRCAI et BRCA2
(Gelmon et al, 2011).

Entre 10 et 15 % des patientes triple négatives expriment le récepteur aux androgenes
(RA) (Niemeier et al, 2010). Une analyse de ’expression génique des patientes triple

négatives a permis de mettre en évidence 6 sous-types de cancers du sein triple négatif
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(Lehmann et al, 2011), dont le sous-type luminal RA (LRA). Le but étant de cibler ce groupe
de patientes triple négatives avec une thérapie anti-androgénique. Des essais cliniques trés
prometteurs sont d'ailleurs en cours et montrent déja les bénéfices d’un blocage des
androgeénes chez les patientes LRA avec par exemple ['utilisation du bicalutamide, un
bloquant de I’activité des androgeénes au niveau de leur récepteur (Gucalp et al, 2013).

Les cancers du sein n’étaient pas initialement considérés comme étant une maladie
immunogénique. Cependant, il a été montré que chez les patientes triple négatives, il y avait
des taux significativement plus élevés de lymphocytes infiltrant la tumeur (Tumor Infiltrating
Lymphocytes, TILs) (Ibrahim et al, 2014) et que ce taux de lymphocytes était corrélé a la
réponse des patientes triple négatives aux chimiothérapies (Ono et al, 2012).
L’immunomodulation pourrait donc devenir une nouvelle approche pour le traitement des
patientes triple négatives. Par exemple, il a ét¢é montré que les cancers du sein triple négatif
présentent une expression élevée du gene codant la protéine PD-L1 (program death-ligand 1)
(Mittendorf et al, 2014). Le récepteur de PD-L1, PD-1, se situe a la surface des lymphocytes
T et lorsqu’il est associ¢ a son ligand, cela transmet un signal permettant 1’inhibition de
’activation du lymphocyte. Des inhibiteurs de la voie de signalisation PD-1 sont en phase de
test dans des essais cliniques sur des patientes triple négatives et montrent des résultats tres
prometteurs. Par exemple, I'utilisation d’un anticorps anti PD-1, le pembrolizumab, montre
une activité thérapeutique significative (16 % de réponse partielle) dans un essai clinique de

phase Ib (Nanda et al, 2015).

De nombreux progreés sont donc en cours dans le traitement de résistances aux
thérapies hormonales, cependant, le traitement des cancers du sein triple négatifs reste un
important challenge. En effet, I’hétérogénéité des patientes triple négatives complique 1’étude
de nouvelles drogues et a ce jour, les approches les plus prometteuses sont I’immunothérapie,
les inhibiteurs de PARP et de la voie des RA. D’autre part, les chercheurs continuent leurs
¢tudes afin de découvrir des biomarqueurs permettant de prédire les résistances aux
traitements déja existants mais également de définir de nouvelles cibles spécifiques pour des
patientes triple négatives. En effet, afin de prévenir I’apparition de résistances et de mieux
cibler les sous-populations de patientes qui bénéficient de traitements ciblés, il conviendra
dans le futur de définir des biomarqueurs cellulaires et moléculaires sur la tumeur primaire,
les métastases et/ou dans le sang circulant. L’émergence de la médecine personnalisée
constitue donc un véritable défi. C’est pourquoi de nombreuses équipes de recherche ont

choisi d’orienter leurs travaux vers 1’autophagie, un mécanisme dont les cellules disposent
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pour résister a différents stress, et dont la dérégulation a été associée a différentes pathologies
telles que les maladies neurodégénératives ou encore le cancer. Cependant, afin de mieux
comprendre le lien trés complexe qui existe entre cancers du sein et autophagie,
I’identification de protéines régulant ce mécanisme est devenu un enjeu majeur pour ainsi

développer de nouvelles cibles thérapeutiques.

2. Autophagie et cancer du sein

2.1 Autophagie

2.1.1 Deéfinition générale

L’autophagie, qui vient du grec ovto « soi-méme » et @ayswv « manger », signifie
littéralement « se manger soi-méme ». Ce mécanisme permet la dégradation du contenu
cytoplasmique par le biais des lysosomes. Les cellules possedent également un autre systéme
de dégradation indépendant appelé protéasome, qui permet de dégrader de maniére ciblée des
protéines mal repliées, dénaturées ou obsolétes. L’autophagie est, quant a elle, la seule voie
qui permet de dégrader massivement des macromolécules ou des organites. Le mécanisme
autophagique a tout d’abord été décrit par Clark, dans le foie de souris nouveau-nées par
microscopie électronique (Clark, 1957), mais c’est il y a 50 ans que le terme « autophagie » a
été introduit pour la premicre fois par De Duve (I’un des trois lauréats du Nobel de médecine
en 1974) et Wattiaux, lors d’une conférence sur les lysosomes (De Duve & Wattiaux, 1966).
Il apparaissait alors que ce mécanisme était un processus de dégradation en masse de
constituants cellulaires. La connaissance de ce phénoméne est cependant restée limitée
jusqu’aux travaux d’Ohsumi (lauréat du Nobel de médecine en 2016) chez la levure, qui ont
permis au début des années 1990 d’identifier les génes de I’autophagie (Tsukada & Ohsumi,
1993).

Dorénavant, il est établi que 1’autophagie est un processus essentiel au maintien de
I’homéostasie cellulaire au cours duquel des protéines, des organites et des constituants
cytoplasmiques endommagés sont dégradés et recyclés au sein du lysosome. Ainsi, des
dysfonctionnements de 1’autophagie sont associés a de nombreuses pathologies telles que les
maladies neurodégénératives, le diabéte, le vieillissement, ou encore le cancer (Levine &

Klionsky, 2004; Levine & Kroemer, 2008).
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2.1.2 Différents types d’autophagie

Il existe trois types d’autophagie appelés macroautophagie, microautophagie et
autophagie dépendante des chaperonnes (chaperone-mediated autophagy, CMA) (Figure 3).
Ces différentes formes d’autophagie se caractérisent par leurs fonctions physiologiques et leur
voie de dégradation lysosomale. Les micro- et macroautophagie permettent la dégradation de
larges structures par le biais de mécanismes sélectifs et non sélectifs. L’autophagie
dépendante de protéines chaperonnes permet, quant a elle, uniquement la dégradation de
protéines solubles, grace a des mécanismes sélectifs (Mizushima & Komatsu, 2011).

La macroautophagie (que nous étudierons plus particuliecrement dans la suite de ce
manuscrit et que nous appellerons « autophagie ») est la forme principale des différents
processus autophagiques et est caractérisée par la formation d’une vacuole d’autophagie,
appelée autophagosome, qui va ensuite fusionner avec le lysosome afin de dégrader son

contenu (Figure 3A).

A Lysosome
Phagophore
Macroautophagie @ @ . .
Autophagosome
B
Invagination
. . O
Microautophagie — — —
Lysosome
C o
Protéine cible Lysosome

Motif KFERQ — \& )
Autophagie dépendante e 2) i O .

des chaperonnes
LAMP2A

Complexe
HSC70

Figure 3: Représentation des trois types d’autophagie. (A) La macroautophagie est caractérisée par la
séquestration du contenu cytoplasmique dans des vésicules d’autophagie appelées autophagosomes. Cet autophagosome
fusionne ensuite avec le lysosome pour permettre la dégradation de son contenu par les hydrolases lysosomales. (B) La
microautophagie est caractérisée par l’invagination directe du lysosome pour y recueillir le contenu a dégrader. (C)
L’autophagie dépendante des chaperonnes est caractérisée par la dégradation sélective des protéines présentant le motif
KFERQ. Ces protéines sont reconnues par la protéine chaperonne HSC70 qui s’associera ensuite a la protéine lysosomale
LAMP?2, conduisant a la translocation des protéines au sein du lysosome et a leur dégradation. Modifiée d’aprés (Okamoto,
2014).
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Au contraire, la microautophagie et la CMA ne requicrent pas la formation d’une
vacuole autophagique et permettent la dégradation directe des constituants cytoplasmiques par
le lysosome.

La microautophagie est caractérisée par la séquestration d’une partie du cytoplasme
directement par le lysosome chez le mammifére (Li et al, 2012) (Figure 3B). La
microautophagie peut permettre une dégradation non sélective, par 1’élimination aléatoire de
substrats solubles contenus dans le cytoplasme, mais peut également permettre une
dégradation sélective en ciblant la dégradation d’organites tels que noyaux
(micronucléophagie) (Millen et al, 2009) ou mitochondries (micromitophagie) (Kissova et al,
2007), fréquemment observées chez la levure. Pour la dégradation de constituants
cytoplasmiques et de petites particules, le lysosome (mammiféres) ou la vacuole (plantes et
mycetes) forme une invagination tubulaire appelée tube autophagique pour capturer des
portions du cytoplasme. Dans le cas de microautophagie sélective, une protrusion en forme de
bras est formée afin de permettre la capture des organites cibles situés a proximité de la
vacuole. Ce processus est induit par la vacuole suite a la réception de signaux émis par les
organites cibles.

La CMA permet la dégradation sélective de protéines endommagées ou anormales
possédant dans leur séquence un motif « KFERQ » (Dice, 2007) (Figure 3C). La CMA est un
processus multi-étapes qui nécessite tout d’abord, la reconnaissance des protéines cibles via le
motif KFERQ, par la forme constitutivement exprimée de la protéine de choc thermique de 70
kDa (constitutively expressed form of heat shock protein of 70 kDa, HSC70) (Chiang et al,
1989). Cette protéine chaperonne forme ensuite un complexe avec d’autres protéines co-
chaperonnes, pour lui permettre d’interagir avec la protéine membranaire associée au
lysosome 2A (lysosome-associated membrane protein 24, LAMP2A) qui se situe sur la face
cytoplasmique de la membrane lysosomale (Agarraberes & Dice, 2001). La protéine substrat
est alors dénaturée avant sa translocation au sein du lysosome, au travers d’un translocon

formé par les multiples segments transmembranaires de LAMP2A (Salvador et al, 2000).

2.2 Meécanismes cellulaire et moléculaire de la macroautophagie

2.2.1 Mécanisme cellulaire

La macroautophagie est un processus conservé de la levure aux mammiféres et requiert

I’intervention de plus de 30 protéines appelées ATG (Autophagy-related) (Yang & Klionsky,
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2009). Les génes codant ces protéines ont tout d’abord été découverts chez la levure (Tsukada
& Ohsumi, 1993) mais possedent pour la plupart leurs homologues chez les mammiferes. Les
protéines ATG peuvent agir seules ou en complexe au niveau des différentes étapes du
processus autophagique. En effet, ’autophagie est un processus trés complexe, qui comporte
plusieurs étapes : (1) initiation et (2) nucléation qui consistent en la formation d’une double
membrane nommée phagophore (Figure 4 ; étapes 1 et 2); (3) I’élongation du phagophore
qui va permettre la formation d’une vésicule fermée a double membrane, appelée
autophagosome et conduire a I’inclusion des constituants cytoplasmiques a dégrader (Figure
4; étape 3); (4) La fusion de I’autophagosome avec un lysosome pour former
I’autophagolysosome (Figure 4 ; étape 4) qui conduira a la (5) dégradation du matériel
cytoplasmique contenu dans 1’autophagolysosome ainsi que de la membrane interne de la
vésicule par les enzymes lysosomales (Figure 4 ; étape 5). L’autophagie se termine ainsi par
le recyclage du contenu dégradé pour la synthése de macromolécules et la production
d’énergie pour la cellule.

L’autophagie est un processus dynamique au cours duquel les autophagosomes sont
produits puis dégradés suite a leur fusion avec le lysosome. On appelle cela le flux
autophagique. Le nombre d’autophagosomes visibles au sein de la cellule n’est donc pas
directement corrélé au flux autophagique mais représente 1’autophagie a un moment donné.
En effet, un nombre important d’autophagosomes dans la cellule peut rendre compte d’une
augmentation du flux autophagique ou d’une diminution de leur dégradation par les
lysosomes. Afin d’étudier le flux autophagique, il est donc nécessaire d’utiliser des
inhibiteurs de ce mécanisme afin de comparer le nombre d’autophagosomes présents dans la

cellule avant et aprés traitement pour déterminer 1’intensité du flux autophagique.

Lysosome
Phagophore Autophagosome Autophagolysosome
(9] O — @ @ . —
1 2 4 5
In|t|at|on Nucleatlon EIongatlon Fusion Dégradation
autophagosome/lysosome

Figure 4 : Différentes étapes de ’autophagie. L’autophagie est un processus multi-étapes qui va étre initié par
formation (1) et la nucléation (2) d’une structure a double-membrane appelée phagophore. Le phagophore va ensuite
s’allonger pour séquestrer le contenu cytoplasmique et ainsi former une vacuole d’autophagie ou autophagosome (3).
L’autophagosome va ensuite fusionner avec un lysosome (4) et ainsi former 1’autophagolysosome dont le contenu sera
dégradé et recyclé (5). Modifiée d’aprés Okamoto, 2014.
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2.2.2 Induction de ’autophagie

Comme décrit précédemment, 1’autophagie présente un role essentiel dans le maintien
de I’homéostasie cellulaire. En effet, un taux basal d’autophagie permet le maintien de
I’homéostasie des cellules, via notamment 1’élimination et le recyclage des organites et
protéines non fonctionnels. Ce mécanisme peut également étre induit par différents stress,
comme une carence en nutriments ou un stress oxydatif pour permettre ainsi la production de
métabolites, qui seront ensuite utilisés dans des processus anaboliques pour produire de
I’énergie et permettre a la cellule de résister a ces différents stress et de survivre (pour une
revue, voir Kroemer et al, 2010). Le statut nutritionnel, les hormones, la température,
I’hypoxie et la densité cellulaire sont d’autres importants modulateurs du flux autophagique
(Mizushima & Klionsky, 2007), montrant ainsi 1’importance de la régulation d’un tel
processus dans la vie des cellules. Néanmoins, lorsque le stress est trop important,
I’autophagie peut conduire a la mort cellulaire par apoptose (mort cellulaire de type I) ou a la
mort autophagique (mort cellulaire de type II) (Shimizu et al, 2004). La stimulation de
I’autophagie par le stress oxydant ou une carence en nutriments implique différentes voies de
signalisation, qui seront détaillées dans les paragraphes suivants.

Chez les mammiferes, I’induction de 1’autophagie est régulée par des protéines ATG,
agissant seules ou en complexe. Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons plus
particulierement au complexe ULK (unc-51 like autophagy activating kinase), qui joue un
role dans Dinitiation, aux protéines WIPI (WD-repeat domain phosphoinositide-interacting)
qui jouent un role dans I’étape de nucléation et a la protéine ATG9A qui posséde un rdle dans

I’étape d’¢longation.

2.2.2.1 Régulation de I’étape d’initiation

L’activation des complexes ULK et PI3KC3 (PI3K de classe III, aussi connu sous le
nom de complexe BECLIN1) permet de réguler I’étape d’initiation de 1’autophagie.

Le complexe ULK est composé¢ de la kinase ULK1 et/ou ULK2, de FIP200 (FAK family
kinase-interacting protein of 200 kDa), d’ATG13 et d’ATGI101 (Alers et al, 2012). La
composition de ce complexe n’est pas modifiée en fonction du statut en nutriments mais 1’état
de phosphorylation des protéines de ce complexe déterminera s’il y aura induction ou non du
processus autophagique. Cette régulation est coordonnée par deux kinases: le complexe
mTORCI et la protéine kinase AMPK, activée par un taux élevé d’adénosine monophosphate

(AMP) (AMP-activated protein kinase). Le complexe mTORCI1 est composé de la sous-unité
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catalytique mTOR, de RAPTOR (regulatory-associated protein of mammalian target of
rapamycin) et de mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) et peut s’associer avec les
protéines PRAS40 (proline-rich Akt substrate 40kDa), DEPTOR (DEP domain containing
mTOR-interacting protein) et le complexe Ttil/Tel2 (pour une revue, voir Laplante &
Sabatini, 2012). L’AMPK est, quant a elle, une kinase qui détecte le statut énergétique au sein
de la cellule. En effet, elle s’active lorsque le taux d’AMP dans la cellule augmente, ce qui
refléte la diminution du taux d’ATP (adénosine triphosphate) disponible dans la cellule.

Lors de conditions riches en nutriments, le complexe mTORCI1 est lié au complexe
ULK par association directe entre RAPTOR et ULK1/2 (Hosokawa et al, 2009) (Figure 5).
La forme active de mTORC1 phosphoryle alors ULK1 au niveau de la sérine 757 (Kim et al,
2011) et ATGI13 au niveau de la sérine 258 (Puente et al, 2016), pour ainsi inhiber le
complexe ULK (Ganley et al, 2009).

En réponse a une carence en nutriments, le complexe mTORCI est inhibé par
I’activation d’AMPK. En effet, AMPK phosphoryle RAPTOR (Gwinn et al, 2008) mais
phosphoryle également le suppresseur de tumeurs TSC2 (tuberous sclerosis complex 2),
aboutissant a I’inactivation de Rheb (ras homolog enriched in brain) qui interagit et active
mTORCI1 (Inoki et al, 2003). L’inactivation de mTORC1 provoque sa dissociation du
complexe ULK (Hosokawa et a/, 2009). Le complexe ULK est alors régulé¢ par AMPK, qui
active ULK1 par phosphorylation, notamment au niveau des sérines 317 et 777 (Kim et al,
2011) et ATG13 par phosphorylation de sa sérine 224 (Puente et al, 2016) puis ULKI1

s’autophosphoryle au niveau de sa thréonine 180 (Lazarus et al, 2015).

Inhibition de I'autophagie NUtriments > Activation de I'autophagie
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Figure 5 : Régulation du complexe ULK par mTORC1 et AMPK. En conditions riches en nutriments, mMTORC1
est activée par Rheb et s’associe au complexe ULK via son interaction avec ULK1/2. Le complexe mTORCI inhibe alors le
complexe ULK par phosphorylation d’ULK1/2 et d’ATG13. Lors d’une carence en nutriments, mTORCI1 est inactivée par
AMPK qui phosphoryle RAPTOR et TSC2 aboutissant a 1’inactivation de Rheb. Le complexe mTORCI1 se dissocie alors
d’ULK1/2. AMPK active ensuite le complexe ULK de maniére directe en phosphorylant ULK1/2 et ATG13. De plus,
ULK1/2 est capable de s’autophosphoryler pour stimuler sa propre activité.
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L’activation du complexe PI3KC3 régule également I’initiation de I’autophagie. Ce
complexe est composé de la kinase lipidique VPS34 (vacuolar protein sorting 34) et des
protéines BECLIN1, P150 et ATGI4L. L’activation du complexe ULK permet la
phosphorylation de la protéine AMBRAI1 (activating molecule in Beclin I-related autophagy
1), qui interagit avec BECLINT1. Cette phosphorylation induite par le complexe ULK permet
la relocalisation du complexe BECLIN1 au niveau du site de I’initiation de I’autophagie (Di
Bartolomeo et al, 2010). Ceci favorise I’interaction de BECLIN1 avec VPS34 (Fimia et al,
2007). De plus, ULK1 peut phosphoryler directement BECLINI au niveau de sa sérine 14
pour favoriser ’activité¢ de VPS34 (Russell et al, 2013). Ces différents événements permettent

I’induction de 1’étape de nucléation.

L’activation des complexes ULK et PI3KC3 est hautement régulée et de nombreuses
voies de signalisation sont impliquées en fonction du stress exercé sur la cellule. Dans la suite
de ce manuscrit, les voies de signalisation impliquées dans I’induction de ’autophagie suite a
une carence en nutriments ou un stress oxydant seront détaillées, car elles ont été décrites

comme jouant un role important dans les cellules cancéreuses.

2.2.2.1.1 Régulation de l’autophagie par une carence en nutriments

La carence en nutriments est la méthode physiologique la plus efficace connue a ce jour
pour induire I’autophagie et correspond a une absence d’acides aminés et de glucose (Boya et
al, 2005). L’induction de I’autophagie par une carence en nutriments est régulée par mTOR et
AMPK (comme décrit précédemment), mais également par les sirtuines.

Les sirtuines sont des désacétylases dépendantes du NAD" impliquées dans la détection
de stress environnementaux (pour une revue, voir Haigis & Sinclair, 2010). L’induction de
I’autophagie par une carence en nutriments nécessite la protéine nucléaire SIRT1 (sirtuine 1).
En effet, SIRT1 peut désacétyler les promoteurs des génes ATG5, ATG7, LC3B ou encore le
facteur de transcription FOXO3A (Factor forkhead box O3a) (Lee et al, 2008, 1; Morselli et
al, 2010). La désacétylation de FOXO3A permet sa translocation dans le noyau et favorise
I’expression de BNIP3, une protéine pro-autophagique (Kume et al, 2010) (Figure 6A). Une
autre sirtuine, SIRT2, se dissocie de FOXO1 lors d’une carence en sérum, favorisant ainsi
I’acétylation de FOXO1 et permettant son interaction avec ATG7 pour stimuler I’autophagie

(Zhao et al, 2010) (Figure 6B).
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L’AMPK est activée suite a une baisse du statut énergétique dans la cellule et a une
augmentation du ratio AMP/ATP. Cependant, ’AMPK peut également étre activée par
d’autres kinases en amont qui détectent différents stress, telles que LKB1 (/iver kinase Bl)
qui détecte une baisse en facteurs de croissance (Woods et al, 2003) ou CaMKKf
(calcium/calmodulin kinase kinase-f) activée par une augmentation du taux de calcium
cytosolique (Hawley et al, 2005) (Figure 6C et D). Lors d’une carence en nutriments,
I’AMPK et SIRT1 agissent de maniére coordonnée pour induire I’autophagie. En effet, SIRT1
peut désacétyler LKBI1, afin d’amplifier I’activité de kinase de LKBI et stimuler sa
translocation du noyau vers le cytoplasme, ou elle activera ’AMPK (Lan et a/, 2008). De
plus, ’AMPK peut stimuler I’activit¢ de SIRT1 de maniére indirecte en augmentant la
concentration de NAD" (Cant6 et al, 2009).

Le complexe mTORCI1 peut étre, quant a lui, inhibé par différents mécanismes en
fonction de la carence. En effet, comme décrit précédemment, mTORCI peut €tre inhibée par
AMPK lorsque la cellule présente une baisse de la quantité d’ATP. D’autres acteurs agissent
lors d’une carence en facteurs de croissance. En effet, lorsque la cellule est en présence de
facteurs de croissance, les kinases AKT et ERK1/2 sont actives et phosphorylent TSC1/TSC2
pour les inhiber et ainsi activer mTORCI. De plus, AKT peut phosphoryler RAPTOR pour
induire également 1’activation de mTORCI1 (Foster ef a/, 2010). Les acides aminés, quant a
eux, activent mTORCI par les protéines de la famille des GTPases RAG, qui interagissent
avec RAPTOR pour recruter le complexe mTORCI1 a la surface des lysosomes, ou il sera
activé par Rheb (Sancak et al, 2008) (Figure 6E).

D’autres kinases peuvent également étre impliquées dans la régulation de 1’autophagie
en réponse a une carence en nutriments. Par exemple, la kinase P38a MAPK (P38a mitogen-
activated protein kinase) est capable d’inhiber I’induction de 1’autophagie suite a une carence
en nutriments. En effet, cette kinase interagit avec P38IP (P38 interacting protein), qui est
nécessaire au transport d’ATG9A lors de I’induction de I’autophagie (Webber & Tooze,
2010).
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Figure 6 : Induction de I’autophagie par une carence en nutriments. (A) Une carence en nutriments active
SIRT1, permettant la désacétylation du facteur de transcription FOXO3A, favorisant ainsi la transcription de BN/P3. BNIP3
se lie a BCL-2 par compétition avec BECLIN1, permettant la libération de BECLIN1 et d’activer le complexe PI3KC3 pour
permettre 1’activation de 1’autophagie. (B) Lors d’une carence en sérum, SIRT2 se dissocie de FOXO1 et interagit avec
ATG7 pour stimuler I’autophagie. La kinase AMPK peut étre activée par (C) une augmentation du taux de calcium
intracellulaire via la kinase CaMKKf ou encore (D) la kinase LBK1 qui détecte une baisse d’énergie. L’activation d’AMPK
permettra ensuite d’activer le complexe ULK, permettant 1’induction de 1’autophagie. (E) Les kinases AKT et ERK2 sont
inactives en absence de facteurs de croissance et 1’absence d’acides aminés inactive les protéines RAG. Ces protéines
inactivées ne pourront donc pas activer le complexe mTORCI, permettant ainsi I’induction de I’autophagie. Modifiée d’aprés
Okamoto, 2014.

Noyau

2.2.2.1.2 Régulation de I’autophagie par le stress oxydant

L’autophagie peut étre induite par un stress oxydant, qui correspond a un taux élevé
d’espéces réactives de 1’oxygeéne (reactive oxygen species, ROS) et ainsi permettre la
réduction des dommages provoqués aux lipides, protéines et ADN, par ces composés. Les
ROS incluent les anions d’oxygeéne et des radicaux libres comme le radical hydroxyl (OH),
I’anion hyperoxide (O;) et le peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). La cellule possede deux voies
majeures de production de ROS : la mitochondrie (qui produit des ROS par le biais de la
respiration) et 1’oxydase NADPH (NOX). Il semble que les mitochondries régulent
principalement 1’autophagie par le biais des ROS (Chen et a/, 2007), alors que NOX serait
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plutét impliquée dans I’induction de la dégradation sélective des bactéries par autophagie
(Huang et al, 2009). Les principaux ROS capables de réguler 1’activation de 1’autophagie sont
O, et H,O,.

H,0, est I’inducteur de ’autophagie principal car il est relativement stable comparé aux
autres ROS. 1l a ét¢ montré qu’une carence en nutriments induit une accumulation d’H,O,
dans les mitochondries, un événement essentiel a 1’induction de 1’autophagie (Zhang et al,
2009). De plus, ATG4A et ATG4B peuvent étre oxydées par H>O, ce qui inhibe leur activité
de protéase et ainsi favorise la formation d’autophagosomes en facilitant la lipidation des
protéines de la famille ATGS8 (Scherz-Shouval et al, 2007) (Figure 7A).

L’augmentation du taux d’O," dans les mitochondries, induit par un traitement avec du
sélénite de sodium, un agent anti-cancéreux qui provoque 1’augmentation de calcium
intramitochondrial induisant la synthése de ROS par les mitochondries, conduit a des
dommages mitochondriaux et favorise la mitophagie et la mort cellulaire au sein de gliomes
malins (Kim et al, 2007) (Figure 7B). De plus, une carence prolongée en glucose et en acides
aminés provoque également la production d’O,". Cette accumulation intracellulaire d’O;" est
alors suffisante pour induire 1’autophagie (Chen et al, 2009).

Il existe différentes voies impliquées dans 1’induction de 1’autophagie par les ROS. Par
exemple, les ROS générées par les mitochondries peuvent activer ’AMPK de manicre
indépendante du ratio AMP/ATP (Emerling et al, 2009). L’oxydation d’AMPK par H,0,
induit alors un réarrangement allostérique de cette kinase, qui faciliterait son activation
induite par I’AMP (Zmijewski et al, 2010) (Figure 7C). Principalement, c’est I’activation des
MAPK suite a I’accumulation de ROS dans la cellule qui permet I’induction de I’autophagie.
En effet, un taux élevé d’H,O; active INK1 (c-Jun N-terminal kinase 1), qui phosphoryle
BCL-2, libérant ainsi BECLIN1 de son interaction inhibitrice avec BCL-2, et permet
I’induction de 1’autophagie (Wong et a/, 2010) (Figure 7D).

L’hypoxie est une limitation ou une privation de I’accés a 1’oxygeéne, couramment
observée dans les cancers, due a une vascularisation limitée. HIF1 (hypoxia inducible factor
1) est un facteur de transcription activé lors de conditions pauvres en oxygene mais également
lorsque les mitochondries produisent des ROS. Il permet de contrdler la transcription de
nombreux geénes impliqués dans le métabolisme et la survie cellulaire, comme BNIP3 et NIX.
Ces protéines permettent de réguler positivement 1’autophagie par compétition de liaison avec
BCL-2, libérant ainsi BECLINI pour lui permettre d’induire 1’autophagie (Bellot et al, 2009)
(Figure 7E).
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Figure 7 : Induction de I’autophagie par le stress oxydant. (A) Le stress oxydant peut oxyder ATG4 et ainsi
inhiber la délipidation de LC3, pour favoriser I’autophagie. (B) Les ROS peuvent provoquer des dommages mitochondriaux
et induire la mitophagie. (C) Les ROS peuvent conduire a 1’oxydation de I’AMPK, ce qui augmente son activité kinase pour
favoriser 1’activation du complexe ULK. (D) Le stress oxydant active la kinase JNK1 qui phosphoryle BCL-2 pour libérer
BECLIN1 de son interaction inhibitrice avec BCL-2, et ainsi favoriser I’activation de PI3KC3. (E) L’hypoxie active le
facteur de transcription HIF1 qui induit I’expression de BNIP3 et NIX. Ces protéines se lient a BCL-2 et libérent BECLINI,
favorisant ainsi ’activation du complexe PI3KC3. Modifiée d’aprés Okamoto, 2014.

2.2.2.2 Régulation de I’étape de nucléation : les protéines WIPI

Une fois que les complexes ULK et PI3KC3 sont activés et recrutés au niveau du site de
formation de I’autophagosome, ils permettent la production localisée de PI3P (phosphatidyl-
inositol-3-phosphate). Ceci permet d’induire I’étape de nucléation de la membrane, le
recrutement d’autres protéines ATG mais également d’effecteurs spécifiques de PI3P, tels que
la protéine DFCP1 (double FYVE-containing protein 1) (Axe et al, 2008) ou encore les
protéines WIPI (Figure 8). La famille des protéines WIPI contient 4 membres : WIPII1 a
WIPI4 qui contiennent 7 répétitions de domaines WD (Proikas-Cezanne et al, 2004). Un
domaine WD est un motif d’environ 40 acides aminés qui se termine souvent par le dipeptide
tryptophane-acide aspartique (W-D). A ce jour, le role de la protéine WIPI3 demeure inconnu.
La protéine WIPI4 joue un rdle dans la maturation de I’autophagosome (Lu et al, 2011) alors

que les protéines WIPI1 et WIPI2 jouent un role dans 1’étape de nucléation et viennent se
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fixer spécifiquement sur les PI3P au niveau de la membrane. En effet, WIPI1 est rapidement
attirée par la production de PI3P et sa liaison au niveau de la naissance de 1’autophagosome
est nécessaire pour la lipidation de LC3 aux PE (phosphatidyléthanolamine) (Mauthe et al,
2011), qui est un élément primordial a I’expansion du phagophore. La fonction de WIPI2 est
¢galement essentielle a la lipidation de LC3 (Polson ef al, 2010). En effet, il a été montré que
WIPI2 peut se lier spécifiquement a ATG16L1, recrutant ainsi le complexe ATG12-ATG5-
ATGI16LI, indispensable a la lipidation de LC3 (Dooley et al, 2014). Les roles de WIPI1 et
WIPI2 dans I’étape de nucléation de la membrane autophagosomale ont été montrés dans des
conditions pauvres en nutriments mais n’ont pas pu é&tre démontrés dans le cas d’une
induction de ’autophagie par déprivation en glucose (McAlpine et al, 2013). Il semblerait
donc que I’activation de 1’autophagie par des conditions pauvres en glucose soit indépendante

de la production de PI3P.

e PI3P
e PE
Complexe ULK
L {Q 5 -
PI3KC3
ATG12- ATGS ATG12 ATGS
ATG16L1 ATG16L1
LC3

Figure 8 : Régulation de I’étape de nucléation par les protéines WIPIL. (A) Lors d’une carence en nutriments, les
complexes ULK et PI3KC3 sont activés et permettent la production de PI3P au niveau du site de formation de
I’autophagosome. (B) Le PI3P recrute des effecteurs spécifiques tels que DFCP1 ou les protéines WIPI1 et WIPI2. (C) Les
protéines WIPI1 et WIPI2 sont essentielles pour le recrutement d’autres protéines ATG pour réguler I’expansion de
I’autophagosome. En effet, WIPI2 recrute le complexe ATG12-ATGS-ATGI16L1 par liaison directe avec ATG16L1. (D) Ces
étapes aboutissent au recrutement et a la lipidation de LC3, permettant ainsi 1’expansion du phagophore. Modifiée d’apres
Okamoto, 2014.

2.2.2.3 Régulation de I’élongation du phagophore : ATG9A

Apreés D’étape de nucléation, le complexe ATG12-ATG5-ATGI6L1 est recruté au
niveau de la membrane, ou il joue un réle de ligase type E3 pour activer la lipidation de LC3.
Cependant, 1’origine des lipides qui va permettre de former 1’autophagosome reste encore
incertaine. A ce jour, nous savons que les autophagosomes dérivent de vésicules provenant de
I’appareil de Golgi, de la membrane plasmique ainsi que des endosomes. Il existe trois voies
impliquées dans I’expansion du phagophore : PI3KC3, deux protéines de la famille RAB :
RABI1 (Zoppino et al, 2010) et RAB33B (Itoh et al, 2008), ainsi qu’ATG9A. Le point
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commun de ces voies est leur localisation au niveau de ’appareil de Golgi : alors que les
protéines RAB et ATG9A peuvent jouer un role dans le trafic des vésicules vers le site de
formation des autophagosomes, ’activité de PI3KC3 serait inhibée par la séquestration de
BECLINI au niveau du Golgi (Lamb et al, 2013). Dans ce paragraphe, nous décrirons
succinctement le role d’ATG9A dans 1’étape de I’expansion du phagophore. En effet, les roles
de cette protéine seront plus amplement développés dans la section « 2.3 ».

ATGOYA est a ce jour, la seule protéine ATG transmembranaire connue. Cette protéine
est nécessaire a la fois dans les étapes précoces et tardives de 1’autophagie et demeure la
meilleure candidate pour délivrer des vésicules et des lipides pour permettre 1’expansion des
membranes. Chez les mammiféres, lors de conditions riches en nutriments, ATG9A est
localisée au niveau du Golgi-trans mais également au niveau des endosomes de recyclage et
tardifs (Orsi ef al, 2012). En réponse a une carence en nutriments, la localisation d’ATG9A
sera favorisée vers les endosomes plutot qu’au niveau du Golgi. Cette redistribution
d’ATGOA est régulée par le complexe ULK (Young ef al, 2006) mais également par la voie
des MAPK (mitogen-activated protein kinases) (Webber & Tooze, 2010). WIPI2, quant a
elle, joue un réle dans le retour d’ATG9A des phagophores vers le Golgi (Orsi et al, 2012).
Cependant, la fonction d’ATG9A n’est pas totalement explicitée dans les cellules de
mammiféres méme s’il semblerait que son changement de localisation permettrait a cette
protéine de distribuer des lipides d’un compartiment a I’autre et ainsi permettre la formation

ainsi que I’expansion de la membrane autophagique.

2.2.3 Elongation et fermeture des autophagosomes

Suite a 1’étape de nucléation, le phagophore va s’allonger pour séquestrer le contenu
cytoplasmique et former 1’autophagosome. Cette étape est appelée étape d’élongation et se
termine par la fermeture de la vacuole autophagique. Elle requiert I’intervention de deux
systémes de conjugaison : ATGI2-ATG5-ATG16L1 et ATGS8/LC3-PE. Les mécanismes
d’action de ces deux systetmes de conjugaison sont similaires a ceux des systemes
d’ubiquitinylation. En effet, lors de I’ubiquitinylation, I’ubiquitine est clivée pour exposer son
résidu glycine en position C-terminale puis est liée a une enzyme EIl et activée par création
d’un pont thioester. L’ubiquitine est ensuite transférée sur une enzyme E2 et liée au résidu

lysyl de sa cible grace a une enzyme E3 (Weissman, 2001).
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2.2.3.1 Systéme de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1

La protéine ATG12 est synthétisée avec un résidu glycine en position C-terminale. Elle
est activée par ATG7 (enzyme E1) puis transférée sur ATG10 (enzyme E2) pour finalement
étre conjuguée sur la protéine ATGS5 (Mizushima et al, 1998). Le complexe ATG12-ATG5
interagit ensuite avec ATG16L1 pour former le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 (Fujioka
et al, 2010) (Figure 9). Ce complexe est formé de manicre constitutive et indépendante de la
quantité de nutriments.

Comme cité précédemment, le complexe ATGI2-ATGS5-ATGI16L1 est recruté au
niveau de la membrane des phagophores et est nécessaire a la lipidation de LC3. On retrouve
ce complexe de maniére prédominante au niveau de la surface externe de cette membrane et il

se dissocie de cette derniere des la finalisation de I’autophagosome (Mizushima et al, 2001).
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Figure 9: Systéme de conjugaison du complexe ATG12-ATGS-ATG16L1. La protéine ATGI2 est
constitutivement synthétisée avec un résidu glycine en position C-terminale. Elle peut ainsi étre prise en charge par ATG7
pour son activation (enzyme E1), puis transférée sur ATG10 (enzyme E2) pour se conjuguer avec ATGS. Le complexe
ATGS interagit ensuite avec ATG16L1, pour former le complexe ATG12-ATG5-ATG16L1.

2.2.3.2 Systéme de conjugaison ATG8/LC3

2.2.3.2.1 Les protéines de la famille ATGS

Chez les mammiferes, il existe plusieurs homologues a la protéine de levure Atg8,
classés en 2 sous-familles : la sous-famille LC3, contenant les protéines LC3A, LC3B et
LC3C (He et al, 2003) et la sous-famille « GABA, receptor-associated protein »
(GABARAP), contenant les protéines GABARAP, GABARAP-like 1 (GABARAPLI),
GABARAP-like 2 (GABARAPL?2) aussi connu sous le nom de « Golgi-associated ATPase
enhancer of 16 kDa » (GATE-16) et GABARAP-like 3 (GABARAPL3) (Xin et al, 2001).
Cependant, a ce jour, seule 1’existence du géne GABARAPL3 a été mise en évidence, aucune
¢tude n’ayant encore démontré la présence de la protéine GABARAPL3 chez ’homme (Xin
et al,2001)
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Le géne GABARAPLI ou GECI (Glandular endothelial cell I) a été¢ mis en évidence au
sein de notre laboratoire comme étant régulé positivement par les estrogénes dans des cellules
endothéliales glandulaires d’endométre de cobaye (Pellerin et al, 1993; Vernier-Magnin et al,
2001). Chez I’homme, la protéine GABARAPLI1 présente 96% d’homologie avec la protéine
GABARAPLS3, 87% avec la protéine GABARAP et 61% avec la protéine GABARAPL2.
Cette protéine présente néanmoins un pourcentage plus faible d’homologie avec la sous-
famille LC3 : 31% d’homologie avec la protéine LC3A, 29% avec la protéine LC3B et 35%
avec la protéine LC3C (Le Grand et al, 2011) (Figure 10).

GABARAPL1 MKFQYKEDHPFEYRKKEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARVPDLDKRKYLVPSDLTVGQF-60
GABARAP MKFVYKEEHPFEKRRSEGEKIRKKYPDRVPVIVEK-APKARIGDLDKKKYLVPSDLTVGQF-60
GABARAFLZ MEWMFKEDHS LEHRCVESAKIRAKYPDRVEVIVEK-VSGSQIVDIDERKYLVPSDITVAQF=-60
LC3A MEMRFFSSPCGKAAVDPADRCKEVQOIRDOQHPSKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHV EL-66
LC3B B TFEQRRTFEQRVEDVRLIREQHPTKIPVIIERY PVLDKTKFLVP SEL-62
LC3C MPPPQKIPSY "KQRKSLAIRQEE IRAKFEFNKIPVVVERYP PPLDKTKFLVPQELTMTQF-70
Atg8s MKSTFKSEYPFEKRKAESERIADRFKNRIPVICEK-AEKSDIPEIDKRKYLVPADLTVGQF-60

GABARAPL1 YFLIRKRIHLRPEDALFFFVN-NTIPPTSATMGQLYEDNHEEDYFLYVAYSDESVYGK-117
GABARAP YFLIRKRIHLRAEDALFFFVN-NVIPPTSATMGQLYOEHHEEDFFLY IAYSDESVYGL-117

GABARAPL2 MWIIRKRIQLPSEKAIFLFVD-K (DEDGFLYVAYSGENTFGF-117

LC3A VKIIRRRLOLNPTOAFFLLVNOQ (DEDGFLYMVYASQETFGF-125

LC3B [KIIRRRLOLNANQAFFLLVNG STPISEVYESEKDEDGFLYMVYASQETFGMKLSV-125

LC3c LSIIRSRMVLRATEAFYLLVNNKSLVSMSATMAE IYRDYKDEDGFVYMTYASQETFEGCLESAARPRDGSSLEDRPCNPL=-147
Atgs VYVIRKRIMLPPEKAIFIFVN-DTLPPTAALMSAIYOEHKDKDGFLYVTYSGENTFGR-117

Figure 10 : Alignement des séquences protéiques des membres de la famille ATGS. Les séquences des protéines
GABARAP, GABARAPLI1, GABARAPL2, LC3A, LC3B, LC3C chez I’homme et Atg8 chez la levure sont comparées. En
rouge sont symbolisés les acides aminés qui différent de la protéine GABARAPLI1. En bleu est représentée la glycine en
position C-terminale conservée chez I’ensemble des membres de la famille ATGS. Cette glycine est essentielle pour leur role
dans I’autophagie. D’aprés Le Grand et al, 2011.

De plus, les protéines de la famille ATGS8 possedent de fortes similarités au niveau de
leur structure tridimensionnelle avec 2 hélices a au niveau de leur extrémité N-terminale, un

feuillet B au niveau de leur extrémité C-terminale et une poche centrale proche de celle de

I’ubiquitine (Shpilka et al, 2011) (Figure 11).
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Figure 11 : Structure cristallographique des membres de la famille ATGS ainsi que de PUBIQUITINE. Toutes
les protéines de la famille ATGS8 partagent une structure proche de celle de 1’ubiquitine, avec 2 hélices a supplémentaires au
niveau de I’extrémité N-terminale. (A) GABARAP, Protein Data Bank (PDB) : 1EO6 ; (B) GABARAPLI1, PDB : 2R2Q ;
(C) GABARAPL2, PDB : 4C07 ; (D) LC3B, PDB : 1V49 ; (E) UBIQUITIN, PDB : 1UBI. Ces structures ont été obtenues a
partir de la base de données RCSB (www.rcsb.org).

Les membres de la famille ATGS ont tout d’abord été identifiés comme étant impliqués
dans des processus de transport intracellulaire. En effet, GABARAP et GABARAPLI
participent au transport de protéines membranaires de 1’appareil de Golgi vers la membrane
plasmique, tels que les récepteurs GABA, via leur interaction avec leur sous-unité y2 (Wang
et al, 1999; Mansuy et al, 2004), le récepteur aux K opioides pour GABARAPLI1 (Chen et al,
2006) et le récepteur a la transferrine pour GABARAP (Green et al, 2002). De plus,
GABARAP et GABARAPL2 jouent un role dans le transport du réticulum endoplasmique
(ER) vers le Golgi et au sein du Golgi. En effet, GABARAP peut interagir avec la protéine
PX-RCIS (Phox homology-RhoGAP involved in the p-catenin-N-cadherin and NMDA
receptor signaling) et ainsi participer au transport du complexe N-cadhérine/B-caténine de
I’ER vers le Golgi (Nakamura et al, 2008) et GABARAPL?2 a été impliquée dans le transport
au sein du Golgi de la protéine GOS-28 (Golgi SNARE protein 28) (Sagiv et al, 2000). Les
protéines LC3A et LC3B ont été, quant a elles, initialement identifiées dans le cerveau de rat
comme ¢étant des protéines co-purifiées avec des protéines associé¢es aux microtubules (Mann
& Hammarback, 1994), mais aucune implication directe de cette protéine n’a été reportée

dans le transport membranaire.

2.2.3.2.2 Fonctions des membres de la famille ATGS dans [’autophagie

Le premier lien entre membres de la famille ATGS et autophagie a été établi chez la
levure, ou la seule protéine Atg8 a ¢été¢ identifiée comme étant un facteur essentiel de
I’autophagie mais également pour le ciblage spécifique de composants cytoplasmiques vers la
vacuole (Lang et al, 1998). En ce qui concerne les homologues de la famille ATG8 chez les
mammiferes, ils peuvent tous étre localisés au sein des autophagosomes (Kabeya et al, 2000,

2004; Chakrama et al/, 2010). Cependant, pour étre localisés au niveau des autophagosomes,
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ils doivent subir des modifications post-traductionnelles pour étre liés a un phospholipide : le
PE (Figure 12). Ainsi, contrairement au systéme de conjugaison ATG12-ATG5-ATGI16L1,
les membres de la famille ATGS ne se lient pas a une protéine, mais a un lipide. On appelle ce
type de liaison une lipidation. Tous les membres de la famille ATGS8 sont synthétisés sous la
forme immature pro-ATGS8, dont I’extrémité C-terminale sera clivée par une protéase ATG4
et ainsi exposer un résidu glycine pour donner la forme ATGS8-I mature cytosolique. En effet,
les protéines de la sous-famille GABARAP possédent une glycine C-terminale conservée en
position 116 (Tanida et al, 2003; Chakrama et al, 2010) et en position 120 pour les membres
de la sous-famille LC3 (Kabeya et al, 2004) (Figure 10). La forme ATGS8-I est ensuite
activée par ATG7 (enzyme E1) puis transférée sur ATG3 (enzyme E2). Pour finir, la
conjugaison des protéines de la famille ATGS au PE sera activée par le complexe ATG12—
ATGS5-ATGI16L1 (enzyme E3), donnant ainsi la forme lipidée et membranaire ATGS-II, li¢e
aux autophagosomes (Tanida et al, 2004). C’est la localisation du complexe ATG12-ATGS5-
ATGI16L1 qui détermine le site de la lipidation d’ATGS8 mais facilite également cette réaction
en permettant le transfert d’ATGS8 de la protéine ATG3 vers le PE (Hanada et al, 2007).
L’association des protéines de la famille ATGS aux autophagosomes concerne a la fois les
membranes interne et externe de 1’autophagosome. Cependant, cette association est réversible
pour les membres de la famille ATGS8 qui se trouvent au niveau de la membrane externe. En
effet, ATG4B peut délipider ATGS-II en donnant ainsi la forme ATGS8-I, pour permettre son
recyclage et permettre ainsi la formation de nouveaux autophagosomes (Kirisako et al, 2000)
(Figure 12). Les formes ATGS-II présentes au niveau de la membrane interne des

autophagosomes seront, quant a elles, dégradées apres la fusion avec le lysosome.

() ()
ATGS $—» ATG81-© k > ETGs-Il-e $—> ATG8I-G)

ATG12-ATG5
ATG16L1

El E2 E3

Figure 12 : Systéme de conjugaison des protéines de la famille ATGS8. La conjugaison des protéines de la famille
ATGS au PE est réalisée par une série d’étapes impliquant des protéines ATG. Les protéines ATGS sont clivées au niveau de
leur extrémité C-terminale par ATG4B afin d’exposer leur résidu glycine. Cette forme cytosolique d’ATGS8 est appelée
ATG8-I. La glycine est ensuite activée par ATG7 (enzyme E1) puis transférée sur ATG3 (enzyme E2). Pour finir, ATG8 est
lipidée au PE grace au complexe ATGI2-ATGS5-ATG16L1 (enzyme E3) et ainsi donner la forme associée aux
autophagosomes ATGS8-II. L’association des protéines de la famille ATG8 a la membrane des autophagosomes est réversible
et est réalisée par ATG4B.
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Parmi toutes les protéines ATG, la famille ATGS8 est la seule a étre associée aux
autophagosomes matures et ses membres servent donc de marqueurs des autophagosomes
(Tanida et al, 2004). L’existence de plusieurs membres dans la famille ATG8 implique
cependant que ces différents homologues pourraient avoir des roles différents dans la
biogénese des autophagosomes. En effet, alors que les membres de la sous-famille LC3
auraient un réle dans 1’élongation de la membrane autophagosomale, les membres de la sous-
famille GABARAP auraient un role plus tardif dans la maturation de I’autophagosome, dans
une étape couplée a la dissociation du complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 (Weidberg et al,
2010). En effet, il a ét¢ montré que GABARAP pouvait recruter la kinase PI4K2A
(phosphatidylinositol 4-kinase type 2 «) au niveau des autophagosomes afin de réguler la
fusion avec les lysosomes (Albanesi et al, 2015). De plus, une étude récente a suggéré un role
préférentiel des protéines de la sous-famille GABARAP par rapport a celles de la sous-famille
LC3 dans la fusion membranaire (Engedal & Seglen, 2016).

Le recrutement des membres de la famille ATGS au niveau des autophagosomes peut
¢galement étre contr6lé par d’autres modifications post-traductionnelles. En effet, il a été
montré que LC3 pouvait étre phosphorylée par la PKA (protéine kinase A) et que suite a une
induction de I’autophagie dans des cellules neuronales, LC3 est déphosphorylée pour activer
son association aux membranes (Cherra et al, 2010). De plus, les protéines de la famille
ATGS peuvent étre acétylées par I’acétyltransferase p300, ce qui régule de maniére négative

leur activité (Lee & Finkel, 2009).

En plus de leur réle dans la biogénése des autophagosomes, les protéines de la famille
ATGS ont un role important dans la reconnaissance et le recrutement spécifique des éléments
a dégrader pendant 1’autophagie sélective, via des interactions avec des récepteurs
autophagiques (Birgisdottir et al, 2013; Wild et al, 2014). En effet, ces récepteurs
autophagiques posseédent une région LIR (LC3-interacting region) interagissant avec LC3, qui
leur permet de se lier aux protéines de la famille ATGS. De nombreux substrats peuvent étre
reconnus par ces récepteurs, tels que des substrats ubiquitinylés, des agrégats protéiques ou
des mitochondries endommagées et permettent de les diriger vers les autophagosomes grace a
leur domaine LIR. Depuis la découverte de la protéine SQSTMI (séquestosome 1 ou P62),
une protéine aux multiples fonctions qui est également un récepteur autophagique pour les
agrégats protéiques ubiquitinylés (Pankiv ef a/, 2007), de nombreuses autres protéines ont &té
identifiées comme récepteurs autophagiques. Par exemple, la protéine NBR1 (neighbor of

BRCAI gene 1) a également ét¢ impliquée dans la dégradation d’agrégats protéiques (Kirkin
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et al, 2009), la protéine NDP52 (nuclear dot protein of 52 kDa) a, quant a elle, été¢ impliquée
dans 1’autophagie des pathogenes intracellulaires (Thurston et al, 2009) alors que NIX est
impliquée lors de la dégradation spécifique des mitochondries endommagées, la mitophagie
(Schweers et al, 2007). Cependant, il a ét¢ montré que la liaison de SQSTM1/P62 aux
protéines ubiquitinylées peut conduire a la formation d’agrégats protéiques grace a la capacité
de SQSTM1/P62 de se polymériser. L’agréphagie permet d’éliminer ces agrégats et ce
processus d’autophagie spécifique est contrdlé par la protéine ALFY (autophagy-linked FYVE
protein). Cette protéine est recrutée par son interaction avec SQSTM1/P62 afin de faciliter la
séquestration d’oligoméres protéiques dans des agrégats plus larges qui pourront étre
dégradés par ’autophagie. ALFY permet ainsi le recrutement d’ATG5-ATG12 (par sa liaison
avec ATGS) au niveau de I’agrégat protéique et grace a sa liaison au PI3P dans la membrane
autophagique, ALFY facilite la liaison d’ATG16L1 pour permettre la lipidation d’ATG8 dans
la membrane (Clausen et al, 2010; Filimonenko et al, 2010).

2.2.3.3 Biogénése des lysosomes

Les lysosomes, découverts par Christian De Duve (De Duve et al, 1955), sont des
organites qui ont un role dans la dégradation de macromolécules délivrées par des voies
endosomales, de phagocytose ou par autophagie. Les lysosomes sont également impliqués
dans de nombreux processus physiologiques, tels que ’homéostasie du cholestérol, la
réparation de la membrane plasmique, la défense contre les pathogénes ou encore la mort
cellulaire (Saftig & Klumperman, 2009). Le pH au sein du lysosome est acide (pH 4,5-5) et
deux classes de protéines sont essentielles pour leur fonction: les hydrolases lysosomales
solubles et les protéines de la membrane lysosomale (lysosomal membrane protein, LMP).
Chacune des 50 hydrolases lysosomales connues a ce jour ciblent des substrats spécifiques
pour induire leur dégradation. Chez les mammiferes, le lysosome contient environ 25 LMP
(Liibke et al, 2009) qui permettent 1’acidification de la lumiére lysosomale grace aux pompes
de type V-ATPases, I'importation de protéines depuis le cytosol, la fusion de membranes ou
encore le transport des produits de dégradation vers le cytoplasme (Eskelinen et al, 2003).
Parmi les LMP les plus abondantes, nous pouvons citer la protéine LAMP1 (lysosome-
associated membrane protein I) ou encore LAMP2.

La biogénese des lysosomes peut étre contrélée par un facteur de transcription « EB »
(Transcription factor EB, TFEB), qui régule positivement un ensemble de génes appartenant

a un réseau nommé CLEAR (coordinated lysosomal expression and regulation), qui
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correspond a des geénes codant des protéines lysosomales ainsi que des protéines
membranaires (Sardiello et al, 2009). Une surexpression de TFEB peut ainsi réguler le
nombre de lysosomes dans la cellule mais TFEB peut également réguler I’autophagie en
régulant de maniere positive I’expression des génes de 1’autophagie (Settembre et al, 2011).
En effet, TFEB peut étre régulé par phosphorylation par mTORCI1 ou encore par la kinase
ERK2 (extracellular signal-regulated kinase 2). L’inactivation de mTORC1 et d’ERK2 lors
d’une carence en nutriments inhibe la phosphorylation de TFEB et favorise ainsi la
translocation de ce facteur de transcription dans le noyau pour activer le réseau CLEAR

(Settembre et al, 2012; Martina et al, 2012; Roczniak-Ferguson et al, 2012).

2.2.3.4 Fusion autophagosome/lysosome et dégradation

Une fois la maturation et la fermeture compléte de 1’autophagosome, celui-ci va
fusionner avec le lysosome afin d’induire la dégradation de son contenu. Cependant,
I’autophagosome et le lysosome sont des compartiments bien distincts, avec une distribution
intracellulaire spécifique. Leur dynamique spatio-temporelle est donc un aspect essentiel au
processus de fusion afin de permettre la formation de 1’autophagolysosome. En effet, le
lysosome est localis¢ principalement a coté du centre organisateur des microtubules, le
centrosome, alors que 1’autophagosome est généré dans le cytoplasme (Kawabata &
Yoshimori, 2016). L’autophagosome doit donc « se déplacer » dans la cellule pour pouvoir
fusionner avec le lysosome. En effet, en réponse a des conditions pauvres en nutriments, le
mouvement des autophagosomes augmente de maniére significative, et de maniére
dépendante de LC3A (Kimura et al, 2008). Ce mouvement est facilité par la protéine FYCO1
(FYVE and coiled-coil domain-containing protein) qui permet de créer un lien entre
I’autophagosome via son domaine LIR et le lysosome par son interaction avec Rab7 (une Rab
GTPase localisée au niveau des endosomes tardifs et lysosomes) de maniere dépendante des

microtubules (Pankiv et al, 2010) (Figure 13A).
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Figure 13 : Mécanismes moléculaires de la fusion autophagosome/lysosome. (A) Le rapprochement de
I’autophagosome avec le lysosome est facilité par FYCO1, qui se lie a LC3 situé sur I’autophagosome mais également avec
Rab7 localisé sur le lysosome. Ce mouvement est dépendant des microtubules. (B) Plusieurs événements sont nécessaires
pour permettre la fusion autophagosome/lysosome : (1) la protéine SNAP29 interagit avec STX17 situé sur la membrane
externe de I’autophagosome et avec VAMPS localisé sur le lysosome ; (2) PLEKHM1 crée un lien entre ATGS8 et Rab7 et (3)
Les kinases STK3 et STK4 phosphorylent LC3. La formation de 1’autophagolysosome est régulée négativement par Rubicon.
Modifiée d’aprés Okamoto, 2014.

Y

Une fois que ’autophagosome et le lysosome se sont rapprochés, ils doivent se
connecter I'un a I’autre. La syntaxine 17 (STX17), un récepteur protéique appartenant a la
famille SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) et
visible uniquement sur la membrane externe des autophagosomes fermés, participe a la fusion
de I’autophagosome avec le lysosome (Itakura et a/, 2012). En effet, cette protéine est capable
d’interagir avec SNAP29, qui permet de former un lien avec la protéine SNARE lysosomale
VAMPS (Itakura & Mizushima, 2013). Cet événement nécessite 1’interaction de STX17 avec
le complexe HOPS (homotypic fusion and vacuole protein sorting), permettant ainsi la fusion
entre I’autophagosome et le lysosome (Jiang et al, 2014). De plus, il a été récemment montré
que la phosphorylation de LC3B par les kinases Hippo STK3/STK4 permet la fusion
autophagosome/lysosome (Wilkinson et al, 2015). 11 a été également démontré qu’une
protéine de liaison au complexe HOPS, PLEKHMI1 (Pleckstrin homology domain containing
protein family member 1), peut s’associer aux membres de la famille ATG8 par son domaine
LIR mais aussi avec Rab7, pour permettre la formation de I’autophagolysosome (McEwan et

al, 2015) (Figure 13B).
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Comme montré précédemment, la formation de 1’autophagolysosome est finement
orchestrée mais il existe des mécanismes permettant de limiter ce processus afin de vérifier
que les composants inclus dans 1’autophagosome sont bien destinés a étre dégradés, au regard
de la demande énergétique de la cellule mais également pour conserver I’intégrité cellulaire.
Pour cela, il existe un régulateur négatif de la formation des autophagolysosomes, la protéine
Rubicon (Run domain beclin-1 interacting and cysteine-rich containing protein) (Figure
13B). En effet, une diminution de I’expression de Rubicon augmente la formation
d’autophagolysosomes et la dégradation de substrats de 1’autophagie (Matsunaga et al, 2009;
Zhong et al, 2009; Sun et al, 2011). Rubicon est contrdlé par de multiples mécanismes de
régulation, tels que sa liaison avec la protéine UVRAG. En effet, lors de conditions riches en
nutriments, mTORC1 phosphoryle UVRAG qui peut ainsi se lier a Rubicon. Lors d’une
carence en nutriments, UVRAG est déphosphorylée et peut ainsi se lier au complexe HOPS,
favorisant ainsi la maturation de 1’autophagosome (Kim et al/, 2015). Rubicon peut également
étre controlée par BECLINI1 acétylée (Sun et al, 2015) ou encore la voie des récepteurs au
facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth factor Receptor, EGFR) (Tan et al,
2015). 11 faut cependant noter que Rubicon ne contréle pas uniquement la formation des
autophagolysosomes mais régule également négativement la maturation des endosomes (Sun
et al, 2010) et positivement la phagocytose associ¢e a LC3 (LC3-associated phagocytosis,
LAP) dans les macrophages (Martinez et al, 2015).

Afin de digérer le contenu de I’autophagosome, le pH au sein de I’autophagolysosome
doit étre maintenu, afin que les hydrolases lysosomales puissent avoir une activité optimale.
En effet, les pompes V-ATPases issues de la membrane lysosomale permettent 1’acidification
de Dl’autophagolysosome formé (Yamamoto et al, 1998). Ainsi, 1’action des hydrolases
lysosomales va permettre la dégradation totale du contenu mais également de la membrane
interne de I’autophagosome initial. Cet autophagolysosome pourra ensuite étre utilisé pour

former un nouveau lysosome (Kawabata & Yoshimori, 2016).

2.3 La protéine autophagique ATG9A

Au cours de ma thése, nous nous sommes intéressés a 1’expression d’4A7G9A4 dans les
cancers du sein ainsi qu’a son rdle dans des modeles cellulaires de cancer du sein triple
négatif. Comme cité précédemment en «2.2.2.3», ATG9A joue un role important dans 1’étape
d’initiation de 1’autophagie mais également dans différents types d’autophagie sélective, mais

surtout, elle est la seule protéine autophagique transmembranaire connue a ce jour et joue un
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rOle dans D’étape d’initiation de [’autophagie mais également dans différents types
d’autophagie sélective, qui seront décrits dans la suite de ce manuscrit. La protéine Atg9 chez

la levure posséde deux homologues chez le mammifére : ATG9A et ATG9B (Figure 14A).

ATG9A

ATGO9B

Domaine TM # aa#

68-88
128-148
290-310
378-398
401-421
476-496]

AU hWN =

Figure 14 : ATGY9A et ATG9B chez I’homme. (A) Comparaison des séquences protéiques humaines d’ATG9A et
ATG9B, qui codent respectivement des protéines de 839 et 924 acides aminés. Le domaine hautement conservé entre ces
homologues est montré en gris. Les domaines transmembranaires démontrés (vert) et probables (jaune) ainsi qu’une séquence
signal mitochondriale probable (bleu) sont montrés également. Modifiée d’aprés Yamada et al. 2005. (B) Insertion
membranaire de la protéine ATG9A humaine. Les deux extrémités N- et C-terminales se situent du c6té cytosolique. Les
acides aminés des domaines transmembranaires 1 a 6 sont présentés a droite du schéma.

Les deux génes codant ces protéines ne sont pas situés sur le méme chromosome. En
effet, ATG94 se situe sur le chromosome 2 (2q35) alors qu’A7TGY9B est localisé sur le
chromosome 7 (7q36) (Robb et al, 2004). ATG9A est exprimée de maniére ubiquitaire alors
qu’ATGYB a une expression limitée au niveau du placenta et de la glande pituitaire (Yamada
et al, 2005). ATG9B joue un rdle similaire a8 ATG9A dans le processus autophagique mais
elle semble néanmoins avoir un réle spécifique dans le développement des mammiféres, du
fait de la restriction de son expression. Les données décrites ci-aprés concerneront seulement
la protéine ATG9A car trés peu de données sont disponibles a ce jour sur le role d’ATG9B.

ATGYA posséde 6 domaines transmembranaires conservés et ses deux extrémités N- et
C-terminales sont cytosoliques (Young et al, 2006) (Figure 14B). Cette protéine joue un role
important dans 1’autophagie car il a ét¢ montré que des souris déficientes pour ATG9A ne
survivent pas a la phase de carence de la période néonatale (Saitoh et al, 2009), au cours de

laquelle le processus autophagique est essentiel a la survie (Kuma et al, 2004). De plus, des
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fibroblastes murins présentant une déficience pour ATG9A sont incapables d’induire
I’autophagie en conditions de carence en nutriments, provoquant ainsi une accumulation de
protéines a longue durée de vie ainsi que de la protéine substrat de 1’autophagie,
SQSTM1/P62 (Saitoh et al, 2009). Cependant, quelques autophagosomes peuvent étre formés
dans des cellules embryonnaires de souris (MEF) ou humaines (HEK293) déficientes pour
ATGY9A, suggérant que cette protéine ne serait pas cruciale dans des conditions d’autophagie
basale, mais que son rdle serait plus important lorsque I’autophagie est induite (Saitoh et al,
2009; Orsi et al, 2012). De plus, la déplétion d’ATG9A conduit a une diminution du nombre
de phagophores dans les cellules HEK293 (Orsi et al, 2012), ce qui confirme son rdle
important lors des étapes trés précoces de la formation des autophagosomes.

Par ailleurs, ATG9A semble importante pour différents types d’autophagie sélective.
ATGYA permet, par exemple, le recrutement du complexe PI3KC3 lors de la réponse a
I’envahissement intracellulaire par Salmomnella, ce qui conduit a 1’augmentation de
I’autophagie et a I’inhibition de la prolifération de cette bactérie (Kageyama et al, 2011). La
protéine ATG9A joue également un rdle dans un autre type d’autophagie sélective : la
mitophagie. En effet, des vésicules contenant ATG9A sont recrutées au niveau des
mitochondries endommagées lors des étapes précoces de la mitophagie, juste apres
I’ubiquitinylation de la membrane externe des mitochondries par la protéine PARKIN. Le
recrutement d’ATG9A au niveau des mitochondries est indépendant du recrutement du
complexe ULKI1. Cependant, ATG9A et le complexe ULK1 doivent étre présents sur la
mitochondrie pour que les autres effecteurs de 1’autophagie soient recrutés, afin de permettre
la dégradation de la mitochondrie ciblée (Itakura et al, 2012). De plus, 1’activation de la
mitophagie par PARKIN induit la relocalisation de TFEB dans le noyau afin de réguler la
biogénese des lysosomes. Cette relocalisation de TFEB nécessite les protéines ATGI9A et

ATGS (Nezich et al, 2015).

2.4 La protéine Atg9 chez la levure

A ce jour, la plupart des données concernant le rdle d’Atg9 dans le processus
autophagique proviennent d’études faites chez la levure. Dans cet organisme, Atg9 est
nécessaire a la formation des autophagosomes (Noda et a/, 2000) et son taux intracellulaire
est directement corrélé au nombre d’autophagosomes produits (Jin et al, 2014).

Cette protéine peut étre retrouvée a la fois dans des structures cytoplasmiques

dispersées appelées réservoirs d’Atg9, comme dans des structures pré-autophagosomales ou
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au niveau du site d’assemblage du phagophore (phagophore assembly site, PAS) (Reggiori et
al, 2004, 2005). Atg9 est produite au niveau du Golgi et son adressage au niveau des
réservoirs est dépendante d’Atg23 et Atg27 (Yamamoto ef al, 2012) mais, a ce jour, il n'existe
pas d'homologues de ces deux protéines chez les mammiferes.

Lors de I’induction de I’autophagie, Atg9 se localise au niveau du PAS grace a son
interaction avec Atgl7, un membre du complexe Atgl(ULKI1)-Atgl3, homologue du
complexe ULK1 chez les mammiféres (Sekito et a/, 2009). En conditions de carence, des
vésicules d’Atg9 provenant des réservoirs, s’assemblent au niveau du PAS et fournissent ainsi
une source membranaire pour débuter la formation d’un autophagosome (Yamamoto et al,
2012).

La recyclage d’Atg9 au niveau du PAS est dépendante du complexe Atgl-Atgl3
puisque la délétion de I’une ou I’autre de ces protéines conduit a une accumulation d’Atg9
dans le PAS (Reggiori et al, 2004). Ce recyclage d’Atg9 situé au niveau du PAS nécessite
¢galement Atg2, Atgl8 (homologue des protéines WIPI chez les mammiferes) et le complexe
PI3K qui permet de recruter le complexe Atg2-Atgl8. Atg9 est capable d’interagir avec Atg2
et Atgl8 et cette interaction permet le recrutement d’Atg2 a la membrane (Wang et al, 2001,
2). Des cellules déficientes pour Atg9 ne peuvent recruter le complexe Atg2-Atgl8 au niveau
du PAS, suggérant qu’Atg9 joue un rdle dans le recrutement des protéines nécessaires a son

propre recyclage (Suzuki et al, 2007).

2.5 La protéine ATG9A chez les mammifeéres

La localisation ainsi que les déplacements intracellulaires d’ATG9A sont moins bien
connus. Dans des conditions basales, ATG9A se localise principalement au niveau du trans-
Golgi et dans les endosomes de recyclage qui correspondent aux réservoirs observés chez la
levure (Young et al, 2006; Orsi et al, 2012). ATG9A peut se déplacer entre ces deux
compartiments via le systéme de transport des vésicules.

En effet, le transport d’ATG9A des endosomes de recyclage vers 1’appareil de Golgi est
régulé par l'interaction de la Rab GTPase TBC1D14 et du complexe TRAPIIIL. Ce trafic
d’ATGO9A vers le Golgi en conditions basales mais également en conditions de carence
permet de fournir une quantité suffisante de vésicules contenant ATG9A pour permettre la
formation d’autophagosomes (Longatti et al. 2012; Lamb et al. 2015). Le complexe
« rétromere », qui permet le recyclage de protéines membranaires des endosomes vers le

trans-golgi (pour une revue, voir Trousdale & Kim, 2015) est également impliqué dans le
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transport d’ATG9A pour permettre la formation d’autophagosomes (Zavodszky et al, 2014)
(Figure 15A).

Lors de I’induction de I’autophagie, une partie des protéines ATG9A est redistribuée au
niveau du site de formation de 1’autophagosome (Young et al, 2006; Orsi et al, 2012; Popovic
& Dikic, 2014). Cependant, ces vésicules contenant ATG9A interagissent de manicre
dynamique avec les phagophores et les autophagosomes sans étre intégrées a leur membrane
(Orsi et al, 2012). Le transport d’ATG9A vers le site de formation des autophagosomes est
trés important pour 1’induction de 1’autophagie et est régulé par des voies de transport
membranaire. En effet, le transport d’ATG9A vers le site de formation des autophagosomes
peut étre régulé par son interaction avec le complexe AP-2 (Imai et al, 2016), qui permet
d’adresser les protéines transmembranaires dans des vésicules associées a la clathrine. Lors de
I’induction de I’autophagie, les vésicules contenant ATG9A et AP-2 sont redistribuées au
niveau du site de formation des autophagosomes par le biais de TBC1DS5 qui se lie a la fois a

AP-2 et a LC3 (Popovic & Dikic, 2014) (Figure 15B).
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Figure 15 : Régulation de la localisation intracellulaire d’ATG9A. (A) ATG9A localisée dans les endosomes de recyclage
peut étre renvoyée dans le trans-golgi par le biais du complexe TRAPIII et de sa liaison 8 TBC1D14 mais également par le
complexe rétromére. (B) ATG9A présent dans les endosomes de recyclage contenant le complexe AP-2 peut étre envoyé vers
le site d’initiation de I’autophagie graice a TBC1D15. En effet, cette protéine forme un lien entre les endosomes de recyclage
et les autophagosomes par son interaction avec AP-2 et LC3. (C) Le transport d’ATG9A vers le site d’initiation de
I’autophagie est régulé positivement par P38IP, le complexe ULK1 via la myosine II ainsi que le complexe PI3K. L’a-
synucléine, la sphingomyéline ainsi que la forme phosphorylée de P38 sont des régulateurs négatifs du transport d’ATG9A
lors de I’induction de 1’autophagie. (D) WIPI2 permet le recyclage d’ATG9A présent sur le site d’initiation de 1’autophagie,
afin de permettre la poursuite du processus autophagique. (E) Le transport d’ATG9A du frans-Golgi vers le phagophore est
régulé par le complexe BIF1-Dynamine 2. Modifiée d’aprés Zavodsky et al. 2013.

2.6 Régulation de la localisation d’ATG9A

La localisation d’ATG9A étant dépendante de son role dans 1’induction de 1’autophagie,
son transport est trés régulé. ULK1 a été la premicre protéine identifiée comme étant capable
d’influencer le transport d’ATG9A. En effet, lorsque I’expression d’'ULK1 est inhibée par
siARN dans les cellules HEK293, ATG9A ne peut étre redistribuée en réponse a une carence

en nutriments et reste séquestrée dans 1’appareil de Golgi (Young ef al, 2006). Des résultats
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similaires ont été obtenus lorsqu’un autre membre du complexe ULKI1, ATG13, est éteint
(Chan et al, 2009).

Une étude a suggéré qu’ULK1 modifiait la localisation d’ATG9A via une cascade de
réactions impliquant la myosine II (Tang ef al, 2011). En effet, ULK1 peut phosphoryler
ZIPK (zipper- interacting protein kinase) qui va phosphoryler a son tour MRLC (myosin
regulatory light chain). L’activit¢ de la myosine II est dépendante du statut de
phosphorylation de MRLC et son activation est nécessaire a I’induction de 1’autophagie et a la
relocalisation d’ATG9A. En conditions de carence en nutriments, ATG9A interagit avec une
chaine lourde de la myosine II et I’¢limination de ZIPK ou d’ULKI1 casse cette interaction,
empéchant ainsi la relocalisation d’ATG9A. Ces données suggerent que la voie ULK1-ZIPK-
myosine II est importante dans la relocalisation d’ATG9A, et le role de la myosine II pourrait
étre celui d’un moteur protéique impliqué dans le mouvement d’ATG9A lors de 1’induction
de I’autophagie (Figure 15C).

Le complexe PI3K est également important dans la relocalisation d’ATG9A puisque
des inhibiteurs de PI3K empéchent son transport lors d’une carence en nutriments dans les
cellules Hela et HEK293 (Young et al, 2006; Takahashi et al, 2011). L’utilisation
d’inhibiteurs d’autres membres du complexe PI3K, comme BECLIN1 et UVRAG, a un effet
similaire (Takahashi ef al, 2011) (Figure 15C). Une étude a également montré qu’ ATG9A est
nécessaire au recrutement du complexe PI3K lors de la xénophagie spécifique de Salmonella
typhimurium (Kageyama et al, 2011). Cependant, nous ne savons pas a ce jour si ce
mécanisme est €également applicable a la macroautophagie.

Comme cité précédemment, la relocalisation d’ATG9A au niveau du site de formation
des autophagosomes est nécessaire a I’induction de 1’autophagie, mais cette interaction avec
les phagophores reste dynamique et transitoire (Orsi et al, 2012) et la protéine WIPI2
permettrait le recyclage d’ATG9A vers les endosomes de recyclage (Figure 15D). En effet,
lorsque cette protéine est absente dans la cellule, ATG9A s’accumule au niveau du
phagophore qui est incapable de devenir un autophagosome (Orsi ef al, 2012).

La localisation d’ATG9A est également régulée par BIF1, une protéine impliquée dans
le réarrangement des membranes, en induisant par courbure la formation des tubules étroits
qui deviendront ensuite des vésicules par fission des tubules (Farsad ez a/, 2001). BIF1 a été
initialement associée a la régulation de la formation des autophagosomes via son interaction
avec le complexe PI3K et son association aux membranes de différents organites, telles que
celles de I’appareil de Golgi et des mitochondries (Takahashi ef a/, 2011). Lors d’une carence

en nutriments, BIF1 permet la relocalisation d’ATG9A au niveau du site de formation des
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autophagosomes. En effet, en 1’absence de cette protéine et lors d’une carence en nutriments,
les membranes de I’appareil de Golgi contenant ATG9A ne présentent pas de tubulation ni de
fission et la lipidation de LC3 est inhibée. Cette méme équipe a récemment montré que ce
phénoméne est dépendant de I’interaction de BIF1 avec la dynamine 2. En effet, lors d’une
carence en nutriments, 1’interaction entre ces 2 protéines est augmentée pour permettre la
synthése de vésicules contenant ATG9A a partir de I’appareil de Golgi (Takahashi et al,
2016) (Figure 15E).

Une approche par double-hybride chez la levure a permis d’identifier P38IP comme
partenaire influencant la localisation d’ATG9A (Webber & Tooze, 2010). En effet,
I’interaction d’ATG9A avec P38IP permet I’induction de 1’autophagie. Cette interaction est
régulée négativement par la P38a MAPK qui est activée par phosphorylation en conditions
riches en nutriments. P38a MAPK active peut ainsi se lier a P38IP et empécher donc la
liaison de P38IP avec ATG9A pour limiter la relocalisation d’ATG9A et I’activation de
I’autophagie (Figure 15C).

Le trafic intracellulaire d’ATG9A est important dans sa fonction et la dérégulation de
son transport a notamment été associée aux maladies de Parkinson et de Niemann-Pick. En
effet, dans la maladie de Parkinson, I’a-synucléine s’accumule dans le cytoplasme des
neurones. La surexpression de cette protéine dans des cellules in vitro ou in vivo conduit a une
dérégulation de la localisation d’ATGY9A associée a un déficit dans le processus
autophagique. Les auteurs montrent que ce processus serait dépendant de I’inactivation de
RABIA par I’a-synucléine (Winslow et al, 2010). L’accumulation de sphingomyéline dans la
maladie de Niemann-Pick est également associée a un flux autophagique réduit. En effet, la
sphingomy¢line empécherait la relocalisation d’ATG9A au niveau du site de formation des

autophagosomes (Corcelle-Termeau et al, 2016) (Figure 15C).

A ce jour, seuls quelques éléments de la voie de régulation d’ATG9A sont connus et
des ¢études plus approfondies seront encore nécessaires pour mieux comprendre comment
cette voie est régulée et comment toutes ces protéines régulatrices interagissent entre-elles.
Néanmoins, il est clair que la localisation d’ATG9A est importante pour 1’induction de la
formation des autophagosomes, particulierement lorsque 1’autophagie est induite. ATG9A est
une protéine qui joue un role dans les étapes précoces de la formation des phagophores et

pourrait agir juste avant, aprés ou en méme temps que le recrutement du complexe PI3K.
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Cette protéine a donc un role dans 1’étape d’initiation de 1’autophagie mais également dans la

distribution des lipides lors de la croissance des phagophores (Orsi et al, 2012).

3. Autophagie et cancers

L’autophagie joue un rdle dans de nombreux processus biologiques et sa dérégulation
est souvent associée a des pathologies telles que les maladies neurodégénératives (Hara et al,
2006; Komatsu et al, 2006), les maladies cardiaques (pour une revue, voir Gottlieb &
Mentzer, 2010), le diabéte de type II (Jung et al, 2008), ou encore les maladies infectieuses
(Birmingham et al, 2006; Orvedahl et al, 2010). La plupart de ces maladies sont caractérisées
par une accumulation de protéines mutées ou mal repliées et a un processus autophagique
altéré, ne permettant pas I’élimination de ces protéines. C’est le cas des maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Lee et al, 2010) ou la maladie de
Huntington (Martinez-Vicente et al, 2010), qui sont associées a une altération de I’élimination
de substrats alors que certaines maladies cardiaques sont associées a une déficience de
I’élimination des autophagosomes par les lysosomes (Zhao et al, 2012). L’autophagie joue
¢galement un réle dans les cancers. Cependant, ce réle est complexe car en fonction du

contexte, I’autophagie peut avoir un rdle pro- ou anti-tumoral (Figure 16).
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Figure 16 : Roles pro- et anti-tumoraux de ’autophagie. Alors que 1’autophagie semble avoir un role suppresseur
de tumeur lors de la tumorigénése, 1’autophagie est un processus utilisé par les cellules cancéreuses pour survivre aux
différentes conditions de stress auxquelles elles devront faire face au cours de la croissance tumorale, de I’invasion ou encore
de la formation de métastases.

3.1 Autophagie et réle suppresseur de tumeur

3.1.1 Lerole suppresseur de tumeur des protéines ATG

L’autophagie a ét¢ initialement décrite comme étant un mécanisme suppresseur de
tumeur. En effet, des études ont montré une perte monoallélique du géne BECLINI dans 40 a
75 % des cancers de la prostate, des ovaires ou du sein (Saito et al, 1993; Gao et al, 1995). De
plus, des études cliniques ont montré qu’une expression aberrante de BECLIN1 (augmentée
ou diminuée) dans les tissus tumoraux est associée a un faible pronostic et a un phénotype
tumoral agressif (Koukourakis et al, 2010; Giatromanolaki et al, 2011) et que des souris
présentant une délétion monoallélique de BECLINI développent des tumeurs spontanées plus
fréquentes, telles que des tumeurs du foie ou du sein (Qu et al, 2003; Yue et al, 2003). De
plus, des délétions d’un ou plusieurs alleles de BECLINI sont fréquemment observées dans
des lignées de cancer du sein (Aita et al, 1999). Lorsque BECLINI est surexprimée dans la
lignée de cancer du sein MCF-7 (luminal A), ceci favorise I’autophagie tout en réduisant le

potentiel tumorigénique de cette lignée in vivo (Liang et al, 1999).
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Alors qu’une délétion complete de BECLINI est létale lors du développement
embryonnaire, des souris présentant une délétion d’autres génes ATG, telles quA7G5 ou
ATG7, survivent jusqu’a 1 a 2 jours apres la naissance, mais succombent de déficiences
métaboliques ultérieurement (Kuma et al/, 2004; Komatsu et al, 2005). Cette différence de
phénotype semble donc indiquer que BECLINT1 pourrait avoir d’autres fonctions en dehors de
I’autophagie et que son rdle suppresseur de tumeur ne serait pas uniquement di a ses
fonctions dans I’activation du complexe PI3KC3 et la biogénése des autophagosomes. Des
¢tudes plus récentes montrent que 1’autophagie aurait plutdt un réle suppresseur de tumeurs
spontanées. En effet, des modéles de souris présentant une délétion monoallélique d’ATGS et
des souris présentant une délétion d’A7G7 ciblée dans le foie, montrent I’apparition spontanée
de tumeurs bégnines dans le foie, non invasives et ne formant pas de métastases (Takamura et
al, 2011; Inami et al, 2011). Chez ’homme, moins de 10 % des tumeurs bégnines du foie
deviennent malignes et le role exact de 1’autophagie dans ce processus est encore inconnu
(pour une revue, voir Shanbhogue et al, 2011). Cependant, ces lésions bégnines sont
totalement déficientes pour [’autophagie, supportant ainsi I’hypothése selon laquelle

I’autophagie serait nécessaire pour permettre la progression tumorale.

3.1.2 Meécanismes anti-tumoraux de I’autophagie

Comme décrit dans le paragraphe précédent, il a ét¢ montré que différentes protéines
jouant un rdéle dans 1’autophagie peuvent avoir un rdle suppresseur de tumeurs. Les

principaux mécanismes lié€s a cette fonction seront décrits dans les paragraphes suivants.

3.1.2.1 Maintien de l’intégrité du génome et prévention des stress

Les tumeurs subissent différents stress métaboliques induits par 1’hypoxie et le manque
de nutriments, qui sont couplés a une demande en énergie croissante, due au phénotype de
prolifération important des cellules cancéreuses. Ces stress augmentent donc la possibilité de
dommages au sein de la cellule cancéreuse. L’apoptose agit comme premiére ligne de défense
pour éliminer les cellules endommagées. Cependant, lorsque le mécanisme apoptotique est
défaillant ou inactivé, ce qui est régulierement le cas lors de la tumorigenese, les cellules
utilisent I’autophagie pour produire un taux suffisant d’ATP et maintenir 1’intégrité cellulaire.
En effet, des cellules épithéliales mammaires immortalisées qui présentent une perte
monoallélique de BECLINI sont significativement moins résistantes a la mort cellulaire
induite par un stress métabolique (Karantza-Wadsworth ef a/, 2007). De maniére paradoxale,

les cellules BECLINI™" pouvant utiliser I’autophagie lors de stress pour survivre, sont moins
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tumorigénes que les cellules BECLIN ™. Ceci est principalement dii au fait que dans les
cellules déficientes en autophagie, le stress métabolique induit de manicre significative plus
de cassures de I’ADN, une amplification génique ainsi que 1’accumulation de mitochondries
endommagées, comparé aux cellules sauvages (wild-type, WT). De plus, SQSTM1/P62 forme
un lien trés étroit entre autophagie et tumorigenese (Mathew et al, 2009). En effet,
I’accumulation de mitochondries endommagées ainsi que d’agrégats protéiques dans les
cellules déficientes en autophagie provoque une augmentation des ROS conduisant a une
augmentation des dommages a I’ADN mais également une accumulation de SQSTM1/P62.
Cette accumulation de SQSTM1/P62 lors d’un stress métabolique provoque la synthése de
ROS, induisant alors un rétrocontrdle positif. L’autophagie a donc un réle suppresseur de
tumeur en maintenant un taux de ROS intracellulaire peu élevé. Pour finir, une étude a montré
qu’une perte de BECLIN] est associée de maniére significative a I’amplification d’HER2 dans
une petite cohorte de patientes atteintes de cancer du sein. Les auteurs ont également associé
la perte de BECLINI avec des mutations d’autres geénes suppresseurs de tumeurs, comme P53
et PTEN, ceci corroborant 1’hypotheése selon laquelle une perte de BECLINI et de
I’autophagie facilite les dommages a ’ADN et I’instabilité génomique chez les patientes
atteintes de cancer du sein HER2" (Negri et al, 2010). Une étude récente a confirmé ces
données dans une cohorte atteignant plus de 3000 patientes et a montré qu’une faible
expression de BECLINI est retrouvée généralement chez les patientes de type HER2" mais
¢galement chez les patientes TN et que cette baisse d’expression est associée a des mutations

de P53 (Tang et al, 2015).

3.1.2.2 Induction de la sénescence par I’oncogéne

La sénescence induite par 1’oncogeéne (oncogene-induced senescence, OIS) est un
mécanisme permettant un arrét permanent du cycle cellulaire, en réponse notamment au stress
métabolique généré lors de la transformation oncogénique. Lors de la tumorigenése, ce
processus est inhibé par des génes suppresseurs de tumeur pour permettre la transformation et
la prolifération cellulaire. L’autophagie est induite pendant I’OIS, et I’inhibition de ce
processus par une extinction des geénes A7GS5 ou ATG7 permet d’éviter la sénescence (Young
et al, 2009). En effet, I’autophagie permet le recyclage de constituants cellulaires et favorise
ainsi I’OIS en produisant les acides aminés nécessaires a la synthése des protéines de
sécrétion. Il semble donc qu’un taux basal d’autophagie permet d’inhiber la prolifération des

cellules pendant I’OIS pour ainsi éviter la progression tumorale.
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3.1.2.3 Inhibition de la nécrose pour les cellules résistantes a ’apoptose

La mort cellulaire par nécrose induit I’infiltration de cellules immunitaires, telles que
les macrophages, et la production de cytokines pro-inflammatoires qui facilitent la croissance
tumorale (pour une revue, voir Vakkila & Lotze, 2004). En effet, les cellules inflammatoires
infiltrent la tumeur en réponse aux signaux nécrotiques émis. L’inflammation chronique
tumorale associée a une hypoxie sévére au cceur de la tumeur et a un stress métabolique
favorise généralement I’immunité pro-tumorale ( pour une revue, voir DeNardo et al, 2008).
En effet, I'infiltration de cellules inflammatoires pro-tumorales, comme les macrophages, est
associée a un faible pronostic, soulignant 1’importance de comprendre les mécanismes
biologiques qu’utilisent les cellules tumorales pour favoriser une réponse immunitaire leur
permettant de proliférer (Bingle et al, 2002). L’autophagie peut donc limiter la nécrose de
cellules cancéreuses résistantes a 1’apoptose, pendant le stress métabolique et inhiber la
croissance tumorale en prévenant I’infiltration de leucocytes au niveau du site tumoral initial

(Degenhardt et al, 2006).

3.2 Lerole pro-tumoral de I’autophagie

Alors qu’une baisse de flux autophagique semble promouvoir le développement
tumoral, ce mécanisme semble étre nécessaire pour la survie et le maintien de 1’intégrité des
cellules cancéreuses. De plus, ’autophagie est induite dans des cellules transformées
lorsqu’elles sont exposées a différents stress et procure aux cellules cancéreuses un avantage
pour affronter ces stress, que cela soit au niveau du site primaire tumoral ou lors de la
progression métastatique. Les principaux mécanismes pro-tumoraux de 1’autophagie seront

décrits dans les paragraphes suivants.

3.2.1 L’hypoxie

L’hypoxie tumorale résulte d’'un manque de vascularisation au sein de la tumeur, qui est
associée a un phénotype plus agressif, une plus grande prédisposition a former des métastases
et donc a un faible pronostic. L autophagie est induite en conditions hypoxiques en particulier
dans les cellules se localisant au cceur de la tumeur et leur permet de survivre (Degenhardt et
al, 2006). L’hypoxie active le facteur de transcription HIF1, qui permet de réguler
I’expression de genes impliqués dans 1’angiogenése, 1’invasion, la résistance aux thérapies
(pour une revue, voir Bertout et al, 2008), mais permet également, comme décrit

précédemment en «2.2.2.1.2», de réguler positivement I’autophagie en induisant 1’expression
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des génes BNIP3 et NIX (Zhang et al, 2008; Bellot et al, 2009). Les mécanismes par lesquels
I’autophagie permet la survie des cellules tumorales en conditions hypoxiques restent
cependant indéterminés. Il semblerait que la fonction de recyclage de 1’autophagie pourrait
permettre aux cellules tumorales stressées de faire face a la demande accrue en nutriments (

(pour une revue, voir Rabinowitz & White, 2010).

3.2.2 Détachement de la matrice extracellulaire

Le détachement des cellules épithéliales de la matrice extracellulaire induit leur mort
par une forme d’apoptose, nommée anoikis (Frisch & Francis, 1994). Le processus
autophagique est induit dans les cellules immortalisées ou transformées par un oncogene,
suite a leur détachement de la matrice, pour se protéger de 1’anoikis (Fung et al, 2008; Lock et
al, 2011). A ce jour, les mécanismes par lesquels I’autophagie favorise la survie des cellules
aprés leur détachement ne sont pas encore connus, mais il semble que son rdle protecteur de
stress oxydant ainsi que sa capacité a synthétiser de I’énergie pourraient contribuer a la survie
des cellules cancéreuses aprés leur détachement.

Des cultures 3D de cellules mammaires ont montré que I’autophagie est induite dans les
cellules détachées et que son inhibition permet de promouvoir la mort de ces cellules
(Karantza-Wadsworth et al, 2007; Fung et al, 2008). De plus, I’inhibition de 1’autophagie
dans des cellules de cancer du foie empéche I’apparition de métastases pulmonaires, de
maniére dépendante de 1’anoikis (Peng et al, 2013). Ces études montrent que I’autophagie
peut permettre aux cellules cancéreuses de résister a 1’anoikis, ceci dans le but de survivre
suite a leur détachement de la matrice, mais également lors de leur migration jusqu’au site

métastatique €éloigné (pour une revue, voir Kenific ef al/, 2010).

3.2.3 Transformation oncogénique

Lors de la transformation oncogénique, il est nécessaire que les cellules en cours de
transformation présentent un taux basal d’autophagie, afin de répondre a 1’augmentation de la
demande en énergie. En effet, ’inhibition de 1’autophagie dans des cellules mammaires
transformées par I’oncogéne RAS (les formes mutées de RAS constitutivement actives H-RAS
ou K-RAS) diminue la croissance indépendante de I’ancrage des cellules tumorales (Lock et
al, 2011). De plus, I’inhibition de I’autophagie dans des cellules épithéliales mammaires
exprimant K-RAS conduit & une diminution de la capacité¢ de ces cellules a former des
colonies sur agar mou, mais €¢galement la croissance tumorale in vivo (Kim et al, 2011). De

manicre intéressante, 1’autophagie a trés peu d’effet sur la prolifération de cellules non
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transformées (Lock et al, 2011). La transformation oncogénique par RAS favorise la
production d’énergie et la biosynthése de macromolécules afin de permettre une prolifération
rapide et l’autophagie est un moyen de maintenir ces voies métaboliques. En effet,
I’autophagie permet d’augmenter le métabolisme du glucose en facilitant la capture du
glucose et le flux glycolytique (Lock et al, 2011). D’autres études montrent que 1’inhibition
de I’autophagie pendant la transformation par RAS est associée a une diminution de la
consommation d’oxygeéne et une diminution du taux de certains intermédiaires du cycle de
Krebs (Guo et al, 2011; Yang et al, 2011). Ces travaux montrent que 1’autophagie permet aux
cellules tumorales transformées par RAS de proliférer rapidement grace, en partie, a
I’augmentation de leurs capacités métaboliques. Cependant, des mutations de RAS ne sont
pas présentes dans tous les cancers du sein. En effet, d’autres voies oncogéniques peuvent étre
activées, telles qu’HER2 ou PI3K, qui altérent les voies métaboliques de maniére similaire a
RAS, afin de maintenir le phénotype transformé des cellules. Il serait donc important dans le
futur d’¢étudier comment ’autophagie module les voies métaboliques dans les cellules de

cancer du sein présentant ce type d’altérations génétiques.

3.2.4 Mort cellulaire de type II

Une activation prolongée de 1’autophagie conduit a un recyclage des protéines et
organites au-dela du seuil de survie, pouvant induire la mort des cellules cancéreuses
déficientes en apoptose (Wang ef al, 2015). Cependant, le concept de « mort autophagique » a
¢été sujet & de nombreuses controverses. En effet, ce processus de mort a tout d’abord été
décrit avec la présence d’autophagosomes (Schweichel & Merker, 1973) mais dans de
nombreux cas, 1’autophagie est induite par les cellules mourantes dans le but ultime de
résister au stress (Boya et al, 2005). La mort autophagique est donc définie comme une mort
non apoptotique, associée a une augmentation du flux autophagique dans les cellules
mourantes et pouvant étre évitée par I’inhibition de 1’autophagie. L’induction de mort de type
IT dans les cellules cancéreuses pourrait ainsi devenir une stratégie thérapeutique (pour une

revue, voir Eisenberg-Lerner et al, 2009).

3.2.5 Cellules souches cancéreuses

Des études récentes ont montré 1’existence d’une hiérarchie au sein des tumeurs,
préservée par une sous-population de cellules tumorales, appelées cellules souches
cancéreuses (CSCs), douées de capacités d’auto-renouvellement et de différenciation (Clarke

et al, 2006). Les CSCs seraient responsables de la progression tumorale, de la formation de
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métastases ou encore de résistances aux traitements (pour une revue, voir Gangemi et al,
2009). 1l semblerait que le processus autophagique soit nécessaire a la survie et les capacités
tumorigénes des CSCs de cancer du sein (Yue et al, 2013; Cufi et al, 2011; Gong et al, 2013).
En effet, les CSCs de cancer du sein présentent un flux autophagique plus €levé que les autres
cellules cancéreuses et 1’inhibition de I’autophagie par 1’extinction de BECLINIdans des
CSCs provenant de la lignée MCF-7, mise en culture sous forme de mammospheres, conduit
a une diminution de leur capacité a former des tumeurs in vivo, alors que I’inhibition de
I’autophagie augmente la capacité des cellules MCF-7 adhérentes a former des tumeurs in
vivo (Gong et al, 2013). Ces données suggerent que 1’autophagie peut avoir un rdle pro-
tumoral dans les CSCs, mais des travaux sont encore nécessaires afin d’identifier les
mécanismes impliqués dans la survie des CSCs. L’utilisation d’inhibiteurs de 1’autophagie
pourrait alors devenir une stratégie thérapeutique trés prometteuse pour sensibiliser les CSCs
aux thérapies déja existantes et réduire le risque de rechutes chez les patientes atteintes de

cancer du sein.

3.3 Cibler ’autophagie dans les cancers du sein

3.3.1 Inhiber I’autophagie pour augmenter I’efficacité des thérapies anti-cancéreuses

Malgré de nombreuses avancées dans le traitement des cancers, il subsiste encore des
tumeurs présentant des résistances aux thérapies existantes. Une induction de 1’autophagie est
réguliérement observée dans les cellules tumorales a la suite d’un traitement anti-cancéreux,
ce qui permet une protection contre la mort par apoptose induite par ces thérapies (pour une
revue, voir White & DiPaola, 2009). Par exemple, le tamoxiféne (un anti-estrogene) est
capable d’induire 1’autophagie dans les cellules MCF-7 (Bursch et al/, 1996). L’induction de
I’autophagie permet aux cellules tumorales de survivre dans ces conditions de stress induites
par les thérapies. L’utilisation combinée d’inhibiteurs de I’autophagie (pharmacologique ou
par I’utilisation de siRNA) et de tamoxiféne permet de favoriser la cytotoxicité et de prévenir
I’apparition de résistances liées a cette thérapie anti-estrogénique (Samaddar et al, 2008;
Qadir et al, 2008; Schoenlein et al, 2009). Les résistances aux anti-estrogeénes étant tres
fréquentes (environ 30 % des patientes RE"), I'utilisation d’inhibiteurs de 1’autophagie en
combinaison avec les thérapies ciblées dans les cancers du sein RE'™ pourrait étre
potentiellement bénéfique pour ce type de patientes. Cependant, a ce jour, aucun essai

clinique n’est en cours pour tester ce type de combinaison. De maniére similaire, une
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augmentation de 1’autophagie est un processus observé dans les cellules de cancer du sein
HER2", ce qui leur permet de résister au trastuzumab, un anticorps monoclonal dirigé contre
HER2, en contrebalangant les signaux apoptotiques induits par cette thérapie (Vazquez-
Martin et al, 2009). La radiothérapie est également un inducteur de ’autophagie dans les
cellules de cancer du sein (Paglin et a/, 2001). L’inhibition de I’autophagie par des siRNA
permet de restaurer la sensibilité de cellules résistantes a la radiothérapie en induisant leur
mort par apoptose (Apel et al, 2008).

Ces études présagent des résultats trés prometteurs quant a 1’utilisation d’inhibiteurs de
I’autophagie dans les thérapies contre les cancers du sein. Des études cliniques de phase I/11
qui utilisent des dérivés de la chloroquine, qui empéchent ’acidification des lysosomes et
inhibent la maturation des autophagosomes (Figure 17) sont actuellement en cours. A ce jour,
il existe cinq essais cliniques sur des patientes atteintes de cancer du sein, testant 1’effet de la
chloroquine et de 1’hydroxychloroquine (une version moins toxique de la chloroquine (Gunja
et al, 2009)), en combinaison ou non avec des chimiothérapies (clinicaltrials.gov,

NCT01292408, NCT00765765, NCT01023477, NCT02414776 et NCT02333890).

Lysosome
Phagophore Autophagosome
3- IVIA Bafilomycine A1
Chloroquine

Figure 17 : Inhibiteurs de I’autophagie. La 3-méthyladénine (3-MA) inhibe les étapes précoces de I’autophagie, en
inhibant la PI3K. La bafilomycine Al (inhibiteur de V-ATPases) et la chloroquine (agent lysomotropique) inhibent la
formation d’autophagolysosomes. En effet, ces deux composés préviennent 1’acidification des lysosomes et inhibent la fusion
des autophagosomes avec les lysosomes.

3.3.2 Induction de la mort autophagique

Les cellules cancéreuses présentent souvent un mécanisme apoptotique défectueux et
ceci peut augmenter leur résistance aux thérapies conventionnelles. L’utilisation de voies
alternatives induisant la mort est donc une stratégie trés intéressante pour traiter les cancers

(pour une revue, voir Schleicher et al, 2010). La mort autophagique peut étre induite in vitro
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dans certaines cellules cancéreuses (essentiellement celles présentant 1’absence de
modulateurs apoptotiques tels que BAX, BAK ou caspases) lorsqu’elles sont traitées par des
chimiothérapies. En effet, il a ét¢ montré que le traitement de cellules MCF-7 par le
fenrétinide, un dérivé synthétique de 1’acide rétinoique, conduit a I’augmentation de
I’expression de BECLIN1 et du flux autophagique, conduisant & la mort autophagique des
cellules MCF-7 (Fazi et al, 2008).

La rapamycine et ses analogues ciblent spécifiquement mTORCI1 pour stimuler
I’autophagie. Cependant, des essais cliniques ont montré une efficacité treés limitée de ces
composés (pour une revue, voir Meric-Bernstam & Gonzalez-Angulo, 2009). En effet, le
complexe mTOR existe sous deux formes : mTORCI, qui régule négativement I’autophagie
et stimule la synthése de nucléotides et mTORC?2, qui joue un role important dans la survie
cellulaire, le métabolisme, la prolifération ainsi que 1’organisation du cytosquelette (pour une
revue, voir Francipane & Lagasse, 2015). Le développement de molécules inhibant a la fois
mTORCI1 et mMTORC2, comme la torine 1 ou AZD2014, ont permis de potentialiser les effets
anti-cancéreux. En effet, la molécule AZD2014 a montré des résultats trés prometteurs et une
bonne tolérance chez les patients, dans une étude clinique de phase I (Basu et al/, 2015). Une
¢tude clinique de phase II est actuellement en cours sur des patientes atteintes de cancer du

sein RE" (clinicaltrials.org, NCT02599714).

3.3.3 Cibler la régulation épigénétique des génes de I’autophagie

Ces derniéres années, des études ont montré que 1’autophagie est régulée a la fois par
des événements cytoplasmiques, comme décrit précédemment en « 2.2 », mais également par
des événements nucléaires. En effet, des protéines ATG telles que BECLIN1 ou LC3B
peuvent étre retrouvées a la fois dans les compartiments cytoplasmique et nucléaire (Liang et
al, 2001; Huang et al, 2015). Dans le cas de BECLINI, sa localisation nucléaire empéche
I’activation de 1’autophagie et inhibe sa fonction suppresseur de tumeur dans les cellules
MCF-7 (Liang et al, 2001). De plus, de nombreux facteurs de transcription comme HIF1,
FOXO3A ou encore TFEB peuvent réguler 1I’autophagie. Mais récemment, 1’épigénétique a
¢galement été¢ décrite comme étant un nouvel acteur majeur de la régulation de 1’autophagie.
En effet, les microARN (miARN), les méthylations de I’ADN ainsi que les modifications
post-traductionnelles d’histones peuvent réguler I’expression des geénes de I’autophagie. Nous
décrirons dans la suite de ce paragraphe le rdle de 1’épigénétique dans la régulation de

I’autophagie dans les cancers.
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3.3.3.1 Meéthylations de ’ADN

La méthylation de ’ADN est la modification épigénétique la plus étudiée et joue un
role essentiel dans I’inhibition de 1’expression de geénes impliqués dans la cancérogénese.
Dans le génome des mammiferes, la méthylation de I’ADN est généralement caractérisée par
la modification de résidus cytosine dans un dinucléotide CpG. Ces dinucléotides ne sont pas
uniformément distribués dans le génome humain, mais plutét concentrés dans des zones peu
¢tendues riches en CpG, appelées ilots CpG (CpG Islands) et des régions contenant des
séquences répétées telles que les centromeres (pour une revue, voir Bird, 2002; Takai &
Jones, 2002). Les ilots CpG se localisent principalement a I’extrémité 5° des geénes et sont
présents sur environ 60 % des promoteurs des génes humains (Wang & Leung, 2004). Une
méthylation aberrante sur les CpG Islands des promoteurs peut conduire a une baisse de la
transcription ou a une absence totale de transcription du geéne, pouvant ainsi permettre
I’inactivation de certains génes suppresseurs de tumeur et ainsi favoriser des phénotypes pro-
cancer (Jones & Takai, 2001).

L’inhibition de I’expression de genes suppresseurs de tumeur par hyperméthylation de
I’ADN a été décrite dans la plupart des cancers. Par exemple, 1’hyperméthylation du
promoteur de RASSFIA (Ras association domain family 1 isoform A) est plus fréquemment
visible dans le tissu de patientes présentant un haut risque d’atteinte par le cancer du sein
(Lewis et al, 2005), suggérant que cet événement pourrait favoriser la tumorigenése. De plus,
une ¢étude a montré que I’hyperméthylation de geénes suppresseurs de tumeurs peut étre
¢galement associée a la progression tumorale. En effet, les auteurs ont montré que
I’hyperméthylation de 1’E-cadhérine est associée a un faible pronostic et un risque
métastatique ¢levé dans les mélanomes (Venza et al, 2016). L’inactivation de ces génes
suppresseurs de tumeur peut ensuite réguler I’autophagie. C’est le cas par exemple de la
protocadhérine 17 (PCDH17), dont I’expression génique est régulierement inactivée par une
hyperméthylation de son promoteur dans les cancers gastriques et colorectaux. PCDHI17
exerce son activité suppresseur de tumeur par I’induction de 1’autophagie et de I’apoptose
dans les cellules cancéreuses (Hu et al, 2013). Cependant, le lien entre méthylation du
promoteur de PCDH17 et autophagie reste encore a déterminer.

Des geénes codant les protéines ATG peuvent également étre méthylés dans les cancers
et cette modification est associée a la tumorigenése et au développement des cancers. C’est le
cas par exemple de BECLINI, dont I’hyperméthylation du promoteur est associée a une
expression significativement réduite dans les cancers du sein (Li et al, 2010). De plus, notre

équipe a récemment montré que le promoteur de GABARAPLI est hyperméthylé dans des
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tissus et modeles cellulaires de cancer du sein et que ce statut de méthylation est corrélé a la
faible expression de GABARAPLI (Hervouet et al, 2015). D’autres études ont également
montré une hyperméthylation d’autres geénes de 1’autophagie, comme BNIP3 dans les cancers
gastriques et colorectaux (Murai et al, 2005), un variant de LC3A4 dans les cancers de
I’cesophage (Bai et al, 2012) ou encore ATG16L2 dans les cancers hématologiques (Dunwell
et al,2010).

Afin d’induire a nouveau I’expression des geénes hyperméthylés, 'utilisation d’agents
déméthylants a été étudiée pour le traitement des cancers et a ce jour, la FDA a déja approuvé
’azacitidine et la décitabine, deux inhibiteurs d’ADN méthyltransférases, pour le traitement
de maladies atteignant les cellules souches hématopoiétiques présentant un haut risque de
transformation en leucémie. Des études cliniques sont en cours afin de déterminer 1’efficacité
de ces agents déméthylants sur d’autres types de cancers, tels que les cancers du sein

(clinicaltrials.org, NCT01349959, NCT01194908).

3.3.3.2 Modifications post-traductionnelles des histones

Les histones sont des protéines nucléaires associées a I’ADN qui participent a la
formation de la chromatine et au niveau de condensation de I’ADN. Ces protéines contiennent
une extrémité N-terminale qui peut subir différentes modifications post-traductionnelles,
telles que des méthylations, acétylations, ubiquitinylations, sumoylations ou phosphorylations
de résidus spécifiques (pour une revue, voir Sadakierska-Chudy & Filip, 2015). L’acétylation
est la modification post-traductionnelle des histones la plus couramment étudiée et est réalisée
par des histones acétyltransférases (HAT) et retirée par des histones désacétylases (HDAC).
De maniére générale, les HATs activent la transcription du géne alors que les HDACs
inhibent sa transcription. Ainsi, une étude a montré une perte globale de I’acétylation de la
lysine 16 de I’histone H4 (H4K16ac) dans des cellules tumorales, telle que des cellules de
cancer du sein (Fraga et al, 2005). L’ induction de 1’autophagie est associée a une diminution
globale de la marque H4K16ac, par la régulation négative de ’'HAT hMOF (human males
absent on the first). La baisse d’activité d’hMOF permet d’inhiber I’expression de geénes de
I’autophagie afin de prévenir une induction prolongée de ce mécanisme qui pourrait devenir
létale (Fillgrabe et al, 2013). Notre équipe a également montré une désacétylation de
I’histone H3 au niveau du promoteur de GABARAPLI dans des cellules de cancer du sein
(Hervouet et al, 2015).

Les enzymes controlant 1’acétylation des histones ne régulent pas uniquement

I’expression des geénes et la fonction des protéines, mais sont ¢galement impliquées dans la

65



Introduction

régulation de nombreux processus cellulaires, tels que 1’apoptose ou la réparation de I’ADN
(pour une revue, voir Marks et al, 2001) ou 1’autophagie (Robert et al, 2011). Par exemple, la
déplétion d’HDACS dans les cellules MCF-7 induit I’autophagie et permet de réduire la
croissance tumorale in vivo et d’augmenter 1’efficacité de chimiothérapies in vitro (Peixoto et
al, 2012). De plus, comme décrit précédemment, SIRTI peut réguler 1’autophagie en
désacétylant directement des protéines ATG telles qu’ATGS, ATG7 ou LC3 (Lee et al, 2008,
1; Huang et al, 2015).

La surexpression d’HDACs est généralement associée a un faible pronostic dans les
cancers comme par exemple, HDAC2 qui est surexprimée dans les cancers du sein (Zhao et
al, 2016). Aucun lien direct n’a été pour I’instant montré entre 1’expression d’HDAC2 et
I’autophagie mais, la délétion simultanée d’HDACI et HDAC2 chez la souris bloque
I’induction et la formation d’autophagosomes (Moresi et al, 2012). Des inhibiteurs ’HDACs
sont en cours de développement pour traiter les cancers. A ce jour, quatre inhibiteurs
d’HDACs ont été approuvés par la FDA : le SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid), la
romidepsine et le belinostat pour le traitement de lymphomes (Mann et al, 2007,
VanderMolen et al, 2011; Lee et al, 2015) et le panobinostat pour le traitement de myélomes
(Laubach et al, 2015). Un traitement avec le SAHA peut aussi stimuler I’autophagie et induire

la mort de cellules MCF-7 résistantes au tamoxiféne (Lee et al, 2012).

3.3.3.3 Les miARNs

Les miARNs sont des ARN non codants de petite taille (18 a 22 nucléotides) qui
exercent leur fonction de régulation épigénétique par le ciblage d’ARNm au niveau de
I’extrémité 3’ non traduite, juste aprés leur transcription (pour une revue, voir Bartel, 2004).
Ceci conduit au clivage de ’ARNm cible par la ribonucléase Ago2 dans le complexe RISC
(RNA-induced silencing complex) ou a I’inhibition de sa traduction (pour une revue, voir He
& Hannon, 2004). Les miARNs sont impliqués dans la régulation de nombreux processus
cellulaires et la dérégulation de leur expression est liée a des maladies telles que le cancer. Le
role des miARNs dans 1’autophagie est important mais aussi trés complexe car ils sont
¢galement dégradés par autophagie afin de maintenir 1’homéostasie des miARNs
intracellulaires.

La régulation de 1’autophagie par les miARNSs a été démontrée pour la premiere fois par
Zhu et ses collaborateurs. Ils ont ainsi montré que le miARN-30a (miR-30a) régule
négativement 1’autophagie en ciblant spécifiquement ’ARNm de BECLINI et en réduisant

ainsi son expression (Zhu et al, 2009). Récemment, il a ét¢ montré que d’autres miARNs
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pouvaient réguler I’expression de protéines qui ont un rdle dans la régulation de I’autophagie
ainsi que d’autres protéines ATG, a différentes étapes de ce processus. Par exemple, miR-25
régule 1’étape d’initiation en ciblant ’expression d’ULK1 et 1’expression de miR-25 est
corrélée a la résistance a I’épirubicine dans les cellules MCF-7 (Wang et al, 2014). De plus,
miR-101 régule, quant a lui, 1’étape d’¢élongation de I’autophagosome en ciblant le gene
ATG4D et son expression permet d’inhiber I’induction de 1’autophagie dans les cellules MCF-
7 traitées avec du tamoxiféne, ceci augmentant la sensibilité de ces cellules a cette drogue
(Frankel et al, 2011). Le miARN-195 (miR-195) régule quant a lui la prolifération, la
migration, I’angiogenése et 1’autophagie dans les cellules endothéliales progénitrices en
conditions hypoxiques en ciblant GABARAPLI (Mo et al, 2016). Le role des miARNs dans la
régulation de D’autophagie et leur utilisation en thérapie anti-cancéreuse restent encore
cependant trés controversés. Des études sont encore nécessaires afin de déterminer la
meilleure fagon de mettre en place en clinique des thérapies basées sur I'utilisation des
miARNS.

Les modifications épigénétiques jouent un rdle essentiel dans les cancers et ce nouvel
axe de recherche est devenu trés prometteur pour la mise au point de nouvelles thérapies anti-
tumorales. Cependant, le lien complexe qui existe entre 1’épigénétique et I’autophagie n’a pas
encore ¢té completement élucidé. Une étude trés récente a montré une hyperméthylation des
génes ATG2B, ATG4D, ATG9A et ATGY9B associée a une diminution de leur expression dans
une cohorte de patientes atteintes de cancer du sein invasif (Zhang et al, 2016), suggérant que
I’inhibition de la transcription de génes de l’autophagie jouant un réle dans les étapes
précoces de ce processus, pourrait étre a 1’origine de son inhibition dans les cancers du sein

invasifs
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Résultats

1. Contexte de 1'étude

Notre équipe de recherche, qui a découvert le géne GABARAPLI en 1993, a par la suite
démontré son implication dans le transport intracellulaire de récepteurs, dans I’autophagie
(Mansuy et al, 2004; Chakrama et al, 2010), mais que ce geéne pouvait également é&tre
considéré comme un gene suppresseur de tumeur. En effet, notre laboratoire a mis en
¢vidence une perte de 1’expression de GABARAPLI dans des tissus cancéreux, comparé a des
tissus normaux (Nemos et al, 2003), mais également qu’une forte expression de GABARAPLI
est associée a un bon pronostic chez des patientes atteintes de cancer du sein (Berthier ef al,
2010). De plus, des études in vitro effectuées au laboratoire ont montré qu’une surexpression
de GABARAPLI dans des cellules MCF-7 inhibe la prolifération de ces cellules et que son
extinction dans les cellules de cancer du sein MDA-MB-436 induit une augmentation de la
prolifération ainsi que la formation de colonies en agar mou (Berthier et al, 2010; Boyer-
Guittaut et al, 2014). Ces résultats ont été confirmés in vivo par une autre équipe, qui a montré
que la surexpression de GABARAPLI dans les cellules MCF-7 inhibe la croissance tumorale
(Zhang et al, 2011). Puisque I’altération de 1’expression de geénes dans les cancers peut
notamment &tre associée a des anomalies génétiques, telles que des mutations de I’ADN ou
des délétions chromosomiques, ou a des altérations ¢épigénétiques, telles qu’une
hyperméthylation du promoteur ou des modifications post-traductionnelles des histones,
'objectif initial de mon travail de theése a ¢été d’étudier la régulation épigénétique de
GABARAPLI, afin de déterminer si des modifications €pigénétiques pouvaient expliquer sa

différence d'expression dans les tissus tumoraux et notamment dans les cancers du sein.

2. Régulation épigénétique de I’expression du géne GABARAPLI

dans les cancers du sein

Une forte expression de GABARAPLI étant associée a un bon pronostic dans les cancers
du sein (Berthier et al, 2010), nous avons souhaité étudier son expression ainsi que celle des
autres membres de sa famille, GABARAP et GABARAPL2, en fonction du grade histo-
pronostic de Elston-Ellis. Pour cela, nous avons utilis¢ une nouvelle cohorte de patientes
atteintes de cancers du sein comprenant 13 biopsies de tissu tumoral et 9 échantillons de tissu

non-tumoral. Le grade de chaque tumeur a été déterminé par un examen anatomopathologique
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¢valuant trois critéres morphologiques : 1’architecture des cellules tumorales, la forme de
leurs noyaux ainsi que 1’activité mitotique (Elston & Ellis, 1991). La valeur du grade (I a III)
est proportionnelle a 1’agressivit¢ de la tumeur. Dans notre cohorte, nous avons analysé
I’expression des génes GABARAP, GABARAPLI et GABARAPL2 dans 5 échantillons de
patientes de grade I (patientes de type luminal A) et 8 biopsies de grade III (5 patientes triple
négatives et 3 patientes luminal B). Cette analyse de 1'expression de ces trois génes a permis
de montrer une corrélation inverse entre I’expression de GABARAPLI et le grade de la
tumeur. Nous avons également observé une baisse, mais non significative, de I’expression de
GABARAP et GABARAPL? dans les tissus de grade 11l comparé aux tissus non tumoraux.

L’analyse bio-informatique (MethPrimer) des promoteurs des geénes GABARAP,
GABARAPLI et GABARAPL2 a montré l'existence de zones riches en CpG, des cibles
préférentielles de la méthylation, au niveau de ces séquences. Nous avons donc analysé le
statut de méthylation de ces différents promoteurs a partir d'ADNg extraits des patientes de
notre cohorte. Cette étude a montré un faible taux de méthylation des promoteurs GABARAP
et GABARAPL?2, a la fois dans les tissus non-tumoraux et cancéreux, alors que le promoteur
de GABARAPLI, qui n’est pas ou trés peu méthylé dans les tissus non-tumoraux, présente un
fort taux de méthylation dans les tissus cancéreux. Ces résultats suggerent donc que la
diminution de ’expression de GABARAPLI dans les cancers du sein pourrait étre associée a
la méthylation de son promoteur.

Afin de mieux comprendre les mécanismes associés a la modification épigénétique du
promoteur de GABARAPLI, nous avons souhaité étudier la régulation de 1’expression de ce
gene dans les lignées de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB-453 comparé aux cellules de
sein immortalisées non-tumorales MCF 10A car nous avons montré que I’expression de
GABARAPLI est significativement diminuée dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-543
comparé aux cellules MCF 10A. Nous avons alors montré que cette baisse d’expression de
GABARAPLI est associée a un taux ¢levé de méthylation, ainsi qu’a la présence de DNMT]1
(DNA methyl transferase I) sur son promoteur, une enzyme qui catalyse la méthylation de
maintenance. Ces données suggerent que les cellules de cancer du sein étudiées présentent
effectivement une augmentation de la méthylation du promoteur de GABARAPLI.

La méthylation de I’ADN étant souvent associée a une désacétylation d’histones, nous
avons analysé I’acétylation de 1’histone H3 au niveau du promoteur de GABARAPLI dans les
cellules MCF-7 et MDA-MB-453. Les résultats ont montré I’absence d’acétylation de
I’histone H3 sur le promoteur de GABARAPLI, ainsi que la présence de I’histone désacétylase
1 (HDAC1).
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Nous avons également montré qu’un traitement des cellules MCF-7 et MDA-MB-453
avec le 5-aza-CdRdéoxycytidine (un inhibiteur des DNMTs) ou avec la Trichostatine A
(TSA, un inhibiteur des HDACs) augmente de manicre significative 1’expression de I’ARNm
de GABARAPLI, ainsi que de la protéine.

Un des modéles de la régulation génique par des modifications épigénétiques est la
régulation de 1’accés des promoteurs aux facteurs de transcription. Dans le but de caractériser
les mécanismes permettant 1’expression de GABARAPLI dans les cellules MCF-7 et MDA-
MB-453, des fragments du promoteur de GABARAPLI ont été clonés dans un plasmide
contenant le gene rapporteur luciférase. Des expériences de ChIP (Chromatin
immunoprecipitation, immunoprécipitation de chromatine) ont ainsi montré que le facteur de
transcription CREB-1 est recrut¢ au niveau du promoteur de GABARAPLI. De plus, la
surexpression de CREB-1 dans les cellules MCF-7 permet d’augmenter de manicre
significative I’expression de GABARAPLI, mais avec une moins bonne efficacit¢ qu’un
traitement combiné de 5-aza-CdRdéoxycytidine et de TSA. De plus, le pré-traitement de
cellules MCF-7 avec 5-aza-CdRdéoxycytidine et la TSA permet 1’augmentation du
recrutement de CREB-1 au niveau du promoteur de GABARAPLI, suggérant que les
modifications épigénétiques peuvent étre un facteur permettant le recrutement de CREB-1 sur

le promoteur de GABARAPLI.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la publication I.
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Abstract

required for GABARAPLT expression.

future to regulate autophagy in breast cancer cells.

Background: The GABARAP family members (GABARAP, GABARAPL1/GECT and GABARAPL2 /GATE-16) are involved
in the intracellular transport of receptors and the autophagy pathway. We previously reported that GABARAPLIT
expression was frequently downregulated in cancer cells while a high GABARAPLT expression is a good prognosis
marker for patients with lymph node-positive breast cancer.

Methods: In this study, we asked using gRT-PCR, western blotting and epigenetic quantification whether the
expression of the GABARAP family was regulated in breast cancer by epigenetic modifications.

Results: Our data demonstrated that a specific decrease of GABARAPL] expression in breast cancers was associated
with both DNA methylation and histone deacetylation and that CREB-1 recruitment on GABARAPLT promoter was

Conclusions: Our work strongly suggests that epigenetic inhibitors and CREB-1 modulators may be used in the

Keywords: Autophagy, GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL?2, Breast cancer, CREB-1, DNA methylation, Epigenetics

Background

Autophagy is a cell process which regulates cell homeosta-
sis and survival by inducing the degradation and recycling
of intracellular components like protein aggregates or
organelles (such as damaged mitochondria) [1]. This
mechanism involves more than 40 proteins required for :
i) the formation of autophagosomes, ii) the fusion of
autophagosomes with lysosomes and/or, iii) the regulation
of autophagy flux. The role of autophagy in tumorigenesis
is controversial, even though evidence indicated that au-
tophagy is often downregulated in cancer cells. On one
hand, autophagy might protect against transformation of
non tumoral cells into cancer cells and in the other hand,
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a loss of autophagy might help the cancer cells to escape
from type II cell death (also called autophagy cell death)
[2, 3]. Since induction of autophagy in cancer cells has also
been described to confer resistance to chemotherapeutive
agents, the co-administration of both alkyling agents and
autophagy inhibitors (such as hydroxychloroquine) could
improve the anti-tumoral response in these resistant cells
[4]. Among the proteins involved in autophagy, two sub-
families of homologs of the yeast Atg8 (Autophagy-related
8) have been described in mammals: i) the MAP-LC3s
(Microtubule-associated protein Light Chain 3) including
LC3A, LC3B and LC3C and, ii) the GABARAP (GABA,-
receptor-associated protein) family. The latter com-
prises 3 members: GABARAP, GABARAPL1/GEC1/
ATG8L (GABARAP-like protein 1/guinea-pig endometrial
glandular epithelial cells-1/Atg8-like protein) and GABAR-
APL2/GATE-16 (GABARAP-like protein 2/Golgi-associ-
ated ATPase enhancer of 16 kDa).

© 2015 Hervouet et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
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GABARAP, GABARAPLI and GABARAPL2 genes are
located on the human chromosomes, 17p13.12, 12p12.3
and 16q22.3 respectively, and are differentially expressed
in normal and pathological tissues. The GABARAP gene
has been described to be highly expressed in endocrine
tissues while the GABARAPLI gene is predominantly
expressed in the central nervous system but they both
are underexpressed in a large variety of cancer cell lines
[5]. Nevertheless, the analysis of GABARAPLI expres-
sion in a cohort of 256 breast adenocarcinoma revealed
that a low GABARAPLI expression was correlated with
a high risk of metastasis, in particular for lymph node-
positive patients [6]. Despite these recent studies, the
regulation of the GABARAP family is still poorly under-
stood and the origin of their decreased expression in
tumor models remains unknown.

It is now recognized that epigenetic modifications con-
trol the expression of numerous genes via the regulation
of promoter accessibility to transcriptional factors. Both
DNA methylation and histone modifications affect the
level of chromatin compaction and it has been described
that epigenetically-mediated aberrant silencing of genes
are an important factor in the pathogenesis of cancers
including breast cancers (BC) [7, 8] Indeed, epigenetic
modifications can regulate the expression of a large
panel of genes involved in the hallmarks of cancer, such
as apoptosis, cell signaling, invasion and proliferation.
For example, the detection of the promoter methylation
of the tumor suppressor gene BRCAI, which is frequent
in BC and is associated with a decrease of BRCAI ex-
pression, can help to predict the response to conven-
tional chemotherapies in triple negative BC patients
[9]. DNA methylation consists on the addition of a
methyl group on a cytosine in CpG islands. It is catalyzed
by DNA methyl transferases (DNMTs) and is unfavorable
to transcription. Following DNA replication and formation
of hemi-methylated DNA, the conservation of DNA
methylation on the neo-synthesized strand, is mainly proc-
essed by DNMT1 using the parental strand as a model.
This DNA methylation conservation is called maintaining
or inheritance DNA methylation. On the opposite, de novo
DNA methylation referred to the addition of DNA methy-
lation on both strands of DNA on previously unmethylated
loci is catalyzed by both DNMT3A and DNMT3B.

Besides DNA methylation, post-translational modifi-
cations of histones are also frequently associated to the
regulation of gene expression in cancers. Histones are
associated as octamers in nucleosomes (dimer of H2A,
H2B, H3 and H4 and a loop of 126 pb DNA) whose
compaction is regulated by post-translational modifications
such as phosphorylation, methylation or acetylation. The
local sum of these modifications is called the histone code
and determine the status of local chromatin compaction
(for a review see [10]). Histone methyl transferases (HMTs)
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or histone demethylases (HDMs) respectively catalyze
the methylation or demethylation of histones leading to
different effects on transcription. For example, H3K9me
or K3K27me are negative marks while H3K4me is favor-
able to transcription. Acetylation, the most studied histone
modification, is processed by histone acetyl transferases
(HATs) and is associated with a local relaxed chromatin
and is therefore favorable to gene expression. On the op-
posite, the removal of acetyl groups from histones,
which is catalyzed by histone deacetylases (HDACs),
contributes to gene silencing.

Some recent studies also revealed that epigenetic mod-
ifications can regulate autophagy gene expression as well
as autophagy levels in both normal and cancer cells. For
example, HDACs play an essential role in the regulation
of autophagy: HDACI inhibition favors the conversion
of the soluble LC3B form (LC3B-I) to the membrane-
bound form of LC3B (LC3B-II), while the presence of
H4K1l6ac (catalyzed by hMOF (human ortholog of
drosophila males absent in the first)) in some ATGs genes,
is associated to a decrease of expression of these genes
[11, 12]. Moreover, HDAC6, an HDAC mainly localized in
the cytosol, has also been described to be involved in the
transport and maturation of autophagosomes [13]. DNA
methylation is also involved in autophagy regulation as
hypermethylation of several ATG genes has been described
in various cancers [13, 14]. For example, methylation of
BECN-1, a tumor suppressor gene, has been observed
in BC, while methylation of ATG16L2, LC3A, ULK2, or
BNIP3 has been suggested to be involved in the down-
regulation of autophagy in other cancers [15-19].

In order to characterize the regulation of GABARAP
gene family expression in cancer cells, we analyzed their
expression and the epigenetic modifications in the pro-
moters of these genes in in vitro human BC cell models.
Our data demonstrated that GABARAPLI expression is
decreased in BC patients and BC cell line models. More-
over, both DNA methylation and deacetylation of histone
H3 in GABARAPLI promoter were observed in these BC
cell line models while the inhibition of DNMTs and
HDACs using specific inhibitors restored GABARAPLI
expression in these cells. These data suggest that DNMTi
(DNMT inhibitors) and HDACi (HDAC inhibitors) could
be used in the future to modulate autophagy levels in
BC cells.

Methods

Ethic statement

Human samples were collected according to French laws
and the recommendations of the French National Com-
mittee of Ethics. Indeed, this study has been approved by
of the scientific committee of “the tumoroth que r gionale
de Franche-Comt BB-0033-00024”. The samples and the
medical history of patients were encoded to protect
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patients confidentiality and used under protocols ap-
proved by the recommendations of the French national
Committee of Ethics. All human samples were collected
by Pr. Severine Valmary-Degano (Centre Hospitalo-
Universitaire, Besan on, France) at the Tumoroth que
r gionale de Franche-Comt BB-0033-00024 . Collec-
tion of samples and their use (AC-2010-1163) for studies
(approved by the scientific committee of the tumoroth -
que r gionale de Franche-Comt BB-0033-00024 ) have
been approved by the French minist re de la recherch
and by the CPP EST IL.We obtained all necessary consents
from any patients involved in the study.

Quantitative RT-PCR

RNA was isolated from cells and frozen tissues using Tri
Reagent (Molecular Research Center, TR-118) as described
by the manufacturer. Reverse transcription were performed
using M-MLV (Sigma-Aldrich, M-1302) reverse transcript-
ase and 1.5 pg total RNA according to manufacturers in-
structions (Sigma-Aldrich). Quantitative PCR (qPCR) were
done in duplicate using the Step one Real-Time PCR
system (Applied Biosystems), Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, 4367659), according
to manufacturers instructions and primers specific of
GABARAP (F: 5'-GCCTTTCCCATCCTGCTGTA-3" and
R: 5'-AGGAGGGGATTGCTGGGTTCT-3") ; GABAR-
APL1 (F: 5'-CCCTCCCTTGGTTATCATCCA-3" and R:
5'-ACTCCCACCCCACAAAATCC-3") and GABARAPL2
(F: 5'-AAATATCCCGACAGGGTTCC-3" and R: 5'-CAG
GAAGATCGCCTTTTCAG-3"). H3B2 was used as an
housekeeping gene (F: 5'-GCTAGCTGGATGTCTTTT
GG-3" and R: 5'-GTGGTAAAGCACCCAGGAA-3’) as
previously described [20].

Cell culture

MCF-7 and MDA-MB-453 cell lines were obtained from
ATCC (HTB-130 and HTB-22) and grown in DMEM
1 g/L glucose (Dominique Dutscher, L0066) containing
fetal calf serum (5 %) (Dominique Dutscher, S1810),
penicillin (50 U/ml) (Dominique Dutscher, L0O018), strepto-
mycin (50 pg/ml), and amphotericin B (1.25 pg/ml) (PAA,
P11-001) at 37 C in 5 % CO,, and routinely used at
70 80 % confluence. When indicated, cells were exposed

Table 1 List of antibodies
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to 2 pM 5-aza-CdR (A3656, Sigma-Aldrich) for 48 h and
400 nM TSA (T8552, Sigma-Aldrich) for 16 h.

Luciferase activity

GABARAPLI promoter fragments were obtained by PCR
using the following primers 336 F: 5'-GCTGGATCCC
AACCAGCAGGA-3', -659 F: 5'-GTCAGGCTGGTCTC
GAACTC-3" and +241 R: 5'-GGGATGCACCGCAGGG
CTTCC-3’" and then cloned into the pGL3 basic plasmid.
5000 cells were seeded in 96 multiwell dishes and cells
were transfected with pGL3 plasmids, co-transfected with
the pCDNA3.1-CREB-1 vector (kindly provided by Vincent
Coulon, Montpellier, France) or treated with 10 pM
forskolin. Luciferase expression was measured using the
Luciferase Assay System kit (E1500, Promega) according
to the manufacturer s recommendations.

Epigenetics

gDNA was extracted using the NucleoSpin Tissue kit
(740952, Macherey Nagel). Global DNA methylation was
quantified using the MethylFlash methylated DNA quan-
tification kit (P-1034, Epigentek, France). Methyl DNA
collection were performed using the Methyl-Collector
Ultra kit (55005, Active Motif). Histone 3 acetylation
was quantified using the EpiQuik Tissue Acetyl-Histone
H3 ChIP Kit (P-2012, Epigentek). ChIP was performed
using the ChIP-IT High Sensitivity kit (53040, Active
Motif) with ChIP grade antibodies (Table 1). All these
kits were used according to the manufacturers instruc-
tions. Primers used in this study were designed with the
primer3 software [21]: GABARAP (F: 5'-AAAGCCAACC
GTCTTTGCTA-3" and R: 5'-GCCACTTCCCTATTCAC-
CAA-3'), GABARAPLI (MC1 F: 5'-GTCAGGCTGGTC
TCGAACTC-3" and R: 5'-CGCTCCTGAACAGCAACA
TA-3") and GABARAPLI (MC2 F: 5'-AAGGAAACGCA
GTGAGACAGA-3" and R: 5'-AGCTGGGAGCACAAAA
ACAG-3"), GABARAPL?2 (F: 5’ AATTCCCCAGACTTCCC
CTA-3" and R: 5'-GGTGGCGAAGAAGTTGGTTA-3").

Western-blotting

Cells were scraped, harvested and lysed in RIPA buffer
(50 mM Tris HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1 % Triton
x100, 0.5 % DOCA, 0.1 % SDS) supplemented with pro-
tease inhibitors (104 mM AEBSF, 1.5 mM pepstatin A,

Antibody Application Dilution Manufacturer Ref
GABARAP/GABARAPL1 WB 1:3000 (Millipore, France) #AB15278
GABARAPL2 WB 1:1000 (Proteintech, France) #18727-AP
ACTIN WB 1:3000 (Sigma-Aldrich, France) #A5060
CREB-1 IF/ChIP 1:50/1 g (Santa-Cruz Biotechnology, France) #sc-374227
DNMT1 Chip 1 19 (Active Motif, Belgium) #39204
HDAC1 Chip 1 1g (Active Motif, Belgium) #40967
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1.4 mM E-64, 4 mM bestatin, 2 mM leupeptin, 80 uM
aprotinin) for 30 min on ice, sonicated for 15 sec and
centrifuged at 10 000 g for 10 min at 4 C. Supernatant
was used for protein quantification using the Bradford
method [22] and then proteins (40 pg) were separated
using SDS-PAGE gels and transferred to PVDF mem-
branes (Bio-Rad, 162 0177) for 2 h in Tris-Glycine buffer
as previously described [23]. Membranes were saturated
in 0.1 % TBS-Tween 20 and 5 % nonfat milk for 1 h
and then incubated with primary antibodies (Table 1)
overnight at 4 C. Membranes were washed 3 times
with TBS-Tween 20 0.1 %, incubated with secondary
anti-rabbit HRP conjugate or anti-mouse HRP conju-
gate antibody according to manufacturer s instructions
(P.A.R.IS., BI2407 and BI2413C). The membrane was
washed 3 times with TBS-0.1 % Tween 20 incubated
with ECL revelation buffer (Pierce) and cheluminescence
was monitored using a ChemiDoc™XRS+ (Biorad).

Immunofluorescence

CREB-1 IF was performed as precognized by the manu-
facturer. Briefly, cells were seeded on coverslips in 24
multiwell-plates, fixed and permeabilized for 20 min
with cold methanol at 20 C, washed 3 times with cold
PBS (Phosphate buffer saline : 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PQO,), incubated with
1 % BSA-PBS for 1 h at 37 C and incubated overnight
with the CREB-1 antibody (Table 1). The coverslips were
washed 3 times for 5 min with 0.1 % Tween-PBS (T-PBS),
incubated for 1 h with a goat secondary anti-mouse
Alexa 555 antibody (Life technology, France) and washed
3 times for 5 min with (T-PBS). Cells were then mounted
in Vectashield Hardset mounting medium (Vector
Laboratories, H-1000) and analyzed using an Olympus
IX81 confocal microscope (Olympus, France).
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Statistics

Means comparison were analyzed using a Student t-test
with GraphPad Prism5 software (USA). Correlation in-
dexes were measured using a Spearman test with Image]
software. Significant values were highlighted in bold in
each figure.

Results

GABARAP family genes are differentially expressed in
human breast cancer biopsies

We first analyzed GABARAP, GABARAPLI or GABAR-
APL2 mRNA expression in human BC biopsies using
qRT-PCR (Fig. 1). The different BC subtypes are classified
in regard of their molecular marker expression. Luminal
BC, which represent 50 % of total BC and generally associ-
ated with a good prognosis, are divided in Luminal A and
Luminal B BC. Both Luminal A and B BC express ERa (es-
trogen receptor: ER+) whereas the expression of the HER2
(HER+) (human epidermal growth factor receptor) gene
was only observed in Luminal B BC. HER+ BC subtype,
which represents 17 % of BC, presents an amplification of
the HER2 gene without the expression of ERa (ER-). The
triple negative BC (ER-/PR-/HER-) do not express ERa, PR
(progesterone receptor) and HER2 and cannot be treated
with specific therapies (for a review, see [24]). Our cohort
comprised 5 grade I BC (ER+/PR+/HER-) and 8 grade III
BC (5 ER-/PR-/HER-and 3 ER+/PR+/HER+). Our results
revealed an insignificant decrease of both GABARAP and
GABARAPL2 mRNA levels in grade III BC compared to
non tumoral tissue (NT). More interestingly, GABARAPLI
expression was strongly decreased in BC grade III tissues
(p=0.004) versus non tumoral tissues. An inverse correl-
ation (r=-0.57) was also observed between GABARAPLI
mRNA and tumor stage while a very poor correlation
was determined between GABARAP or GABARAPL2

g 30 % 200 g7
€ £ p=0.004 -
~ ———
& Q & = a °
(4] o e (] ~
) k]
T o >~ E o
a < a | : ~
& a% | 5 3 N
< 3 _____ = P a § .....
§ 5{ Qo & §' -----
3 O"NT 1+ M 2 Oé‘m i+ & O NT 1+0
grade o grade o grade
Pearsonr=-0.3 Pearsonr=-0.57 Pearsonr=-0.1
Fig. 1 GABARAP family expression is deregulated in breast cancers. Quantification of GABARAP, GABARAPLT, GABARAPL2 expression using gRT-PCR,
in grade | + Il and grade Il BC biopsies compared to normal adjacent tissue. Circle: NT (non tumoral), square: grade I, triangle: grade Ill. Difference
of expression were quantified using a t-test. The correlation between the tumor grade and gene expression was measured using a Spearman test
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expression levels and the tumor grade (respectively r=
-0.3 and r=-0.1).

Study of global and local epigenetic modifications in
GABARAPL1 promoter and GABARAPL1 expression in BC
tissues and cell models

Since tumors are frequently associated with aberrant
DNA methylation content, we quantified global DNA
methylation levels using ELISA in gDNA issued from
both grade III BC samples (associated with the lowest
expression of GABARAPLI mRNA, as previously de-
scribed in Fig. 1 and NT tissues (Fig. 2a).” [25, 26] As
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expected, several gDNA issued from grade III BC pre-
sented a lower global DNA methylation compared to
gDNA issued from NT tissues. These results suggested
that epigenetic modifications might occur in these tumors.
To determine whether local DNA methylation was also al-
tered in these BC samples, methylation of XIS7, a X-linked
gene known to be methylated in women, and GAPDH, a
gene constitutively active and unmethylated, were analyzed
by precipitation of methylated DNA using the methyl-
Collector Ultra kit. As expected, methylation of XIST
was observed in 100 % of both gDNA issued from NT
and grade I-II BC tissues tested but lost in 3 out of 5
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Fig. 2 Detection of DNA methylation in GABARAP family promoters a Global DNA methylation quantification in BC and non tumoral biopsies
using methylFlash ELISA kit. b Scheme describing the GABARAP family gene promoter structure (Methprimer) and primer localization. ¢ Left:
Descriptive of GABARAP family gene methylation using methylCollector kit ; right : examples of methylation signal observed using GABARAPL1
MC2 primers. White : absence of signal of methylation; black : signal of methylation. d Correlations (Spearman test) between expression and
methylation of GABARAP, GABARAPLT and GABARAPL2 genes. NT: non tumoral, ER +/—: status of expression of estrogen receptor a, PR+/—: status
of expression of progesterone receptor, HER+/—: status of expression of Human epidermal growth factor receptor; I-Ill: BC grade
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triple negative BC biopsies (Grade III) (Additional file 1:
Figure S1). On the contrary, GAPDH was never found to
be methylated in NT gDNA but was surprisingly fre-
quently methylated in gDNA issued from BC samples
(Additional file 1: Figure S1). Loss of global DNA
methylation in several tissues (Fig. 2a 4 out 13 samples)
and aberrant status of methylation of XIST and GAPDH
(Additional file 1: Figure S1) strongly suggested that DNA
methylation was deregulated in BC samples.

We next analyzed whether epigenetic regulation of the
GABARAPLI might explain its specific down-regulation
in BC. GABARAD, GABARAPLI and GABARAPL? present
CpG rich areas in their promoter (-800/+200) as predicted
using the methPrimer software [27], so we analyzed the
methylation status of these promoters using the methyl-
Collector Ultra kit (Fig. 2b and ¢). A low methylation sig-
nal was observed in both GABARAP and GABARAPL2
promoters (MC primers) both in tumors and NT tissues
while primers designed in the 800 region of GABARAPLI
(MC1) (Fig. 2¢) revealed a strong signal of methylation in
both NT and BC tissues. Regarding GABARAPLI, a low
signal of unmethylation was also measured in NT samples
but not in BC samples suggesting that hemi-methylation
was lost in cancer cells (p = 0.0024) (Fig. 2c). To confirm
the higher level of methylation in the GABARAPLI pro-
moter in BC, the same experiment was repeated using
primers (MC2) designed to detect the 5'-UTR region of
this gene. Results obtained with MC2 primers showed that
GABARAPLI was not or weakly methylated in NT sam-
ples but highly methylated in BC tissues (p = 0.05) (Fig. 2c).
Pearson correlation analysis revealed that GABARAP
or GABARAPL?2 expression was not correlated with
methylation status (r = -0.45, p =0.12 and r = 0.36, p = 0.25
Fig. 2d), while GABARAPLI expression was indeed cor-
related with the methylation status of the gene (r = -0.58,
p =0.03 suggesting that methylation of the GABARAPLI
promoter may explain the downregulation of GABAR-
APL]I expression in BC (Fig. 2d).

In order to characterize the pathway allowing epigenetic
modifications to control GABARAP family expression, we
first analyzed GABARAP, GABARAPLI and GABARAPL?2
mRNA levels using qRT-PCR in MCF-7 and MDA-
MB-453 (BC cell lines) and MCF-10A (Breast immor-
talized but non tumoral cell line) cell lines (Fig. 3a).
Both GABARAP (p =0.039), GABARAPLI (p =0.013) and
GABARAPL2 (p=0.039) expression were decreased in
MCE-7 compared to MCF-10A but while the loss of
GABARAP or GABARAPL2 expression was weak (0.5-2
fold), GABARAPLI expression was about 100-fold lower
in MCF-7 compared to MCF-10A (Fig. 3a). Similar results
were obtained for GABARAP, GABARAPLI and GABAR-
APL2 in MDA-MB-453 cells but GABARAP did not show
any significant differences in this cell line (Fig. 3a). Methy-
lation of the GABARAP family promoters was then
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assessed using the MethylCollector kit in both MCF-7 and
MDA-MB-453 cell lines presenting a low expression of
GABARAPLI. First, a signal of methylation of GABARAP
promoter was observed in MCF-7 cells but not in MDA-
MB-453 cells (Fig. 3b). Regarding GABARAPL2 promoter,
no methylation was detected in both cell lines. A high sig-
nal of methylation was detected in the GABARAPLI pro-
moter in MCF-7 and MDA-MB-453 cells using MCl1
primers confirming that the region of MC1 is highly
frequently methylated. As expected GABARAPLI pro-
moter methylation was lost in MCF-7 cells treated with
5-aza-CdRdeoxycytidine (5-aza-CdR), a DNMTi (Fig. 3b).
A high signal of methylation was also detected using MC2
primers in MCF-7 cells but not in MCF-10A cells sug-
gesting, as observed before in human BC biopsies, that
GABARAPLI methylation is predominantly observed in
BC cell lines (Fig. 3c)

As local DNA methylation is frequently associated to
histone deacetylation, the acetylation status of histone H3
(H3-ac) was analyzed by ChIP in MCF-7 and MDA-MB-
453 cells previously treated or not with trichostatin A
(TSA), an inhibitor of HDACs (Fig. 3d). ChIP analysis re-
vealed that H3 acetylation was detected in the GABARAP
promoter in MCF-7 cells but not in MDA-MB-453 cells.
A very low level of H3 acetylation was also observed in
GABARAPL2 promoter in these both cell lines. These sig-
nals were increased following TSA treatment in MCEF-7
and MDA-MB-453 cells. Similarly, no H3 acetylation sig-
nal could be detected in the GABARAPLI promoter of BC
cells but this signal was increased after TSA treatment,
particularly in the MDA-MB-453 cells (Fig. 3d).

All these data (Figs. 1, 2 and 3) suggest that GABAR-
APLI is the most regulated gene of the GABARAP family
and that require promoter deacetylation and DNA methy-
lation. Interestingly, both DNMT1, which predominantly
catalyzes inheritance DNA methylation, and HDAC1 were
detected on GABARAPLI promoter in MCE-7 cells using
ChIP experiments (Fig. 3e).

We next asked whether 5-aza-CdR or TSA could restore
GABARAPLI expression in BC cell lines. To do so, MCF-7
and MDA-MB-453 cells were treated with 5-aza-CdR
or TSA and the levels of GABARAP, GABARAPLI and
GABARAPL2 mRNA were measured using qRT-PCR
(Fig. 4a) while protein levels were quantified by western-
blotting (Fig. 4b). All cells were also treated with MG-132,
before protein extraction, to prevent the fast proteasomal
degradation of GABARAPL1 which has been previously
reported [28]. First we observed a not significant increase
of GABARAP mRNA (p =0.07) but a significant increase
of the corresponding protein GABARAP (p = 0.007 and
p=0.02) following TSA treatment in MCF-7 and MDA-
MB-453 cells. Both GABARAPL2 mRNA (p =0.05 and
p =0.05 respectively) and GABARAPL2 protein (p = 0.045
and p = 0.0003 respectively) were increased in MCF-7 and
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MDA-MB-453 cells treated with TSA. No significant effect
of 5-aza-CdR could be observed on GABARAP and
GABARAPL?2 expression (Fig. 4a). On the opposite, 5-
aza-CdR treatment increased GABARAPLI mRNA level
(about 2 fold) in both cell lines (p =0.004 and p < 0.0001
respectively) while TSA treatment increased GABARAPLI
expression of 10 to 25 fold (Fig. 4a). Moreover, GABAR-
APL1 expression, which was undetectable in non treated
MCE-7 cells or 5-aza-CdR-treated cells, was increased fol-
lowing TSA treatment (Fig. 4b). A weak and diffuse band
signal corresponding to the GABARAPL1 protein was
also in over-exposed western-blotting using lysates of
MDA-MB-453 cells treated with TSA, suggesting that
GABARAPLI1 might also be slightly increased in these
cells after TSA treatment.

Altogether these results confirm that GABARAPLI is
the gene of the GABARAP family whose expression is the

most sensitive to epigenetic regulation in BC cell lines.
Since 5-aza-CdR and TSA treatments restored GABAR-
APL1 content, we next asked whether these compounds
modulate autophagy and cell proliferation in MCE-7 cells
(Additional file 2: Figure S2). Both an increase of LC3B-II
(form associated to the autophagosomes) (Additional
file 2: Figure S2A) and of cells with GFP-LC3 puncta
(Additional file 2: Figure S2B) were observed in respect-
ively 5-aza-CdR/ TSA treated cells and in GFP-LC3
transfected and TSA treated cells compared to control
cells. Moreover, both an decrease of cell proliferation
and clonogenecity were also observed in MCEF-7 treated
cells (Additional file 2: Figure S2C and D). These results
suggest that restoration of GABARAPL1 expression
might be linked to these processes although some pleio-
tropic effects of 5-aza-CdR and TSA treatment could
also be involved [29].
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GABARAPL1 expression is regulated by CREB-1

Behind epigenetic modifications of the promoter, the sec-
ond step of gene regulation is the recruitment of transcrip-
tional factors (TF). Therefore, in order to characterize the
mechanisms governing GABARAPLI expression in these
cells, we cloned two fragments of the GABARAPLI
promoter (-659/+241 and -336/+241) in the pGL3 lu-
ciferase reporter plasmid. As suggested by 3 different
softwares (TESS http://www.cbil.upenn.edu/tess, Cis-
ter http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml and Patch
http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html#-
patch) used to predict TF binding sites, several putative
CRE (cAMP Response Element) elements were identified
in GABARAPLI promoter (Fig. 5a). Indeed, following
transfection of our constructions in MCF-7 cells, we ob-
served a significant increase of luciferase signal in cells

transfected with the 336/+241-GABARAPLI-promoter-
pGL3 plasmid compared to the empty pGL3 vector
suggesting the presence of functional regulatory elements
in this region. Moreover, luciferase activity was strongly
increased when cells were transfected with the 659/+241-
GABARAPL1 promoter-pGL3 vector compared to the
basal 336/+241-GABARAPLI-promoter-pGL3 vector sug-
gesting that the region —-659/-336 is also important for
GABARAPLI regulation (Fig. 5b). Both treatment of
MCE-7 cells with forskolin, a compound known to acti-
vate CREB-1 (CRE binding protein-1), or transfection with
a plasmid expressing the CREB-1 protein significantly
increased luciferase activity linked to the construction

659/+241-GABARAPLI promoter-pGL3, suggesting that
CREB-1 is indeed involved in GABARAPLI expression
(Fig. 5c). The increase of luciferase activity in cells
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promoter using ChIP experiment and an anti-CREB-1 antibody (I: input; IgG : negative control). Differences were quantified using a t-tests. GL1: GABARAPL1

transfected with the pcDNA3.1-CREB-1 vector might be
explained by the low level of endogenous CREB-1 in
MCE-7 cells as observed in IF experiments (Fig. 5¢) and
ChIP experiment also confirmed the recruitment of
CREB-1 on the 659/+241-GABARAPLI-promoter in spite
of the presence of a high background noise that may be
provoked by the presence of 659/+241-GABARAPLI-

promoter plasmid (Fig. 5d). We next asked whether
endogenous GABARAPLI expression may be regulated
by CREB-1. Treatment of MCEF-7 cells with Actinomycin
D revealed that the half-life of GABARAPLI mRNA was
high (about 17 h) suggesting that regulation of GABAR-
APL1 mRNA content is more dependent on transcrip-
tion that mechanisms affecting mRNA stability (Fig. 5e)
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[30, 31]. Moreover, overexpression of CREB-1 in MCEF-
7 cells significantly increased GABARAPLI expression
but at a lower level than the ones observed in cells
treated with 5-aza-CdR/TSA (Fig. 5f). Moreover, a
non-significant (p =0.066) further increase of GABAR-
APL1 expression was observed in cells transfected with
the CREB-1 plasmid and treated with 5-aza-CdR/TSA
compared to cells with 5-aza-CdR/TSA treatment alone.

These data suggest that epigenetic modifications may
be an initial predominant factor allowing the recruitment
of CREB-1 on GABARAPLI promoter. These observations
were partly confirmed by ChIP experiments showing an in-
crease of CREB-1 recruitment on GABARAPLI promoter
in MCF-7 cells previously treated with 5-aza-CdR/TSA.
But no significant difference could be observed between
5-aza-CdR/TSA treated cells transfected or not with the
vector encoding CREB-1 (Fig. 5g).

Discussion

While the role of autophagy in tumorigenesis is still
controversial, it is currently admitted that autophagy is
generally reduced in cancer cells. Whereas the origin of
the autophagy disruption is still unknown, mutations or
loss of heterozygosity-dependent autophagy gene silencing
(LC3, ATGs, UVRAG, BECN-1) have been reported in
many different cancers, such as colorectal, gastric car-
cinoma or breast cancers [32 36]. Besides mutations,
epigenetic modifications frequently occur in cancers, such
as global DNA hypomethylation and/or both local hypo
and hypermethylations in specific loci [37 39]. Hyper-
methylation of five autophagy-related genes, BECN-1,
ATGI6L2, ULK2, BNIP3 and a variant of LC3A, were
previously reported respectively in BC, leukemia, astro-
cytoma, colorectal cancer and esophageal carcinoma and
these data demonstrated that this hypermethylation was
correlated to tumor grade [15 19]. Moreover, inhibition
of the HMT EZH2 or G9a promotes autophagy in cancer
cells while the use of HDACi gave contradictory results on
autophagy levels in cancer cells [12, 40].

Despite a high homology between the different mem-
bers of the GABARAP family (GABARAPL1 shows 87 %
identity with GABARAP and 61 % with GABARAPL2),
these proteins are differentially expressed during develop-
ment and in adult tissues (for review see [41]) and these
proteins have been described to be involved in several
molecular pathways, including receptor transport and
autophagy. Previous studies revealed that GABARAP
and GABARAPL1 may have redundant functions in
transport but experiments of invalidation/overexpression of
GABARAP and GABARAPLI showed that both are re-
quired for autophagy [42, 43]. GABARAPLI expression has
been described to be decreased in cancer cell lines. MCE-7
cells stably expressing exogenous Flag-GABARAPLI1-
6His presents a significantly reduced proliferation rate
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compared to control cells [6]. Other studies described
that a high expression of this gene is associated with a
positive outcome in metastatic BC [5, 6] while a low ex-
pression of GABARAPLI was also associated with a
poor outcome in kidney carcinoma patients [44]. Our
results presented in this study confirmed these data by
showing an inverse correlation between GABARAPLI
expression and BC grade (Fig. 1). While GABARAP and
GABARAPL?2 expression are also reduced in the tumor
samples, this decrease was not significant. Similar differ-
ences were observed between non tumoral MCF-10A cells
and MCF-7 BC cells since we showed a significant decrease
of GABARAP and GABARAPL?2 expression in MCE-7 cells
but the highest decrease was observed for GABARAPLI.
Based on previous data reporting an epigenetic regulation
of BECN-1 in BC and our data showing a deregulation
of DNA methylation in our BC samples (Fig. 2a, and
Additional file 1: Figure S1), we hypothesized that the
loss of GABARAPLI expression in BC might be linked
to epigenetic modifications. Indeed, DNA methylation
dependent gene silencing is frequent in BC and is highly
related to BC tumor genotypes (e.g. hypermethylation
of ESR1 in ERa negative patients), and may be essential
to determine the good treatment [45]. We report here
that the GABARAPLI gene is highly methylated in
both 600 (MC1) and +200 (MC2) promoter regions but
the 5'-UTR +200 region presents the more significant
difference between non tumoral tissues/cells promoter
regions and tumoral/cancer cells since this region is poorly
methylated in normal tissue and frequently methylated in
tumors (Fig. 2). As described in previous studies, a correl-
ation between local DNA methylation and histone modifi-
cations is frequently observed in epigenetic-mediated gene
silencing [46, 47]. Our results confirm these observations,
since we observed that the promoter of GABARAPLI pre-
sented a high level of methylated DNA and deacetylated
histone H3 (Fig. 3). On the other hand, DNA methylation
seemed poorly involved in GABARAP and GABARAPL2
expression while the inhibition of HDACs by TSA in-
creased H3 acetylation and increased GABARAP and
GABARAPL? expression (Figs. 3 and 4).

Since the control of transcription factor accessibility in
the region close to the transcription initiation site is often
crucial for gene expression, we wondered whether it might
be important for the regulation of GABARAPL]I expression.
According to transcription binding site prediction soft-
wares, our data indeed revealed that GABARAPLI ex-
pression is controlled by CREB-1 and that inhibition of
epigenetic repressive marks increased CREB-1-recruitment
on the GABARAPLI promoter. Since CREB-1 has been
previously involved in the regulation of autophagy, the role
of this transcriptional factor may be crucial in this process.
Indeed, neuron protection mediated by CREB-1 activation
and associated with an increase of BECN-1 and LC3
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expression, was observed following rapamycin administra-
tion in ischemic neonatal rats [48]. On the opposite,
CREB-1 activation together with mTOR inhibitors has
also been described to potentiate chemotherapies in
renal cancers [49]. Nevertheless, the mechanism by which
CREB-1 can regulate autophagy and pro-survival signals
in cancer cells will require further studies.

Conclusion

The current use of epigenetic drugs in clinical trials pro-
vides new options for personalized adjuvant therapies in
cancers. Indeed, HDAC], such as Entinostat or valproic acid
efficiently increase ERa expression in ER-BC tumors and
considerably improve the efficiency of anti-estrogen signal-
ing therapies [50, 51]. 5-aza-CdR treatment has also been
previously reported to increase autophagy by inducing
LC3B-II in myeloid cells and myeloid cells resistant to 5-
aza-CdR presented an increase of basal autophagy [52]. An
increase of GABARAP family protein expression, following
5-aza-CdR/TSA treatment, might at least partly explain this
increase of autophagy levels. Indeed, GABARAP/GABAR-
APL1 overexpression in BC has been described to decrease
cell proliferation and tumorigenesis in nude mice [53, 54].
All these data strongly support the idea that autophagy
regulation may be a focal point for the design of combined
anti-cancer therapies in the future. Mahalingam et al. re-
cently proposed the evaluation of a combination of HDACi
(vorinostat) and autophagy inhibitor (hydroxychloroquine)
in a phase I study in patients with solid tumors [55]. How-
ever, identification of the molecular mechanisms governing
gene silencing in autophagy impairment in cancer will def-
initely help to develop future specific drugs, and decrease
the important side effects. Indeed, while DNMTi efficiently
restore ERx or BECN-1 expression in methylated tumors,
these compounds also reduce global DNA methylation and
local methylation [56]. DNMTi also strongly induce metal-
loproteinase expression in lymphoma and pancreatic can-
cers suggesting an increase of metastatic potential [57].
Similarly, urokinase, a marker of invasiveness associated
with the most aggressive BC and with prostate cancers is
increased after DNMTi treatment [58, 59].. In agreement
with previous studies on different autophagy related-genes,
our work demonstrated for the first time that the
GABARAP family genes, and particularly GABARAPLI, are
regulated by epigenetic modifications in BC and that epi-
genetic inhibitors might be used in combination with clas-
sical anti-chemotherapeutive drugs for futures anti-cancer
therapies.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. XIST and GAPDH methylation status in BC.
XIST and GAPDH methylation was quantified using methylCollector kit.
NT: non tumoral, ER +/—: status of expression of estrogen receptor q,
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PR+/—: status of expression of progesterone receptor, HER+/—: status of
expression of Human epidermal growth factor receptor. White : absence
of signal ; black : signal of methylation. (TIFF 77 kb)

Additional file 2: Figure S2. Effects of 5-aza-CdR/TSA treatment on
autophagy and cell proliferation. Increase of both cytosolic LC3-I and
autophagosome associated LC3-Il forms detected by western blotting
using lysates of MCF-7 cells treated with 5-aza-CdR/TSA (antibody anti-LC3:
1.8918, Sigma-Aldrich). (B) Increase of the number of cells presenting vesicles
in GFP-LC3 positive MCF-7 cells transfected with GFP-LC3 and treated with
5-aza-CdR or TSA. (O) A decrease of cell proliferation was observed in MCF-7
cells treated with 5-aza-CdR/TSA using the crystal violet/acid acetic method
as previously described [61]. (D) A decrease of clonogenecity was observed
in MCF-7 treated with 5-aza-CdR/TSA using the crystal violet method as
previously described [62]. (TIFF 122 kb)
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Résultats

3. Etude du role de la protéine autophagique ATG9A dans les

cancers du sein

Les résultats présentés dans la Publication I ont montré que 1’expression de
GABARAPLI est diminuée en fonction du grade du cancer du sein et que cette diminution
peut étre expliquée par des modifications épigénétiques chez ces mémes patientes. Ces
résultats nous ont amenés a nous demander si I’expression d’autres geénes de 1’autophagie
pouvait étre régulée, de maniere similaire, dans les cancers du sein.

Nous avons ainsi sélectionné six genes de ’autophagie (47G94, ATG9B, BECLINI,
LC3B, NIX et SOSTM1/P62) en fonction de leur importance dans le processus autophagique
et/ou sur la base de données déja disponibles dans la bibliographie indiquant une modification
de leur expression dans les cancers. Comme cela a été décrit dans 1’introduction (paragraphe
IT), ATGY9A et ATG9B sont deux protéines impliquées dans la formation des autophagosomes
(Yamada et al, 2005). Nous avons aussi souhaité aussi quantifier I’expression de LC3B car la
protéine codée par ce géne est impliquée a la fois dans la formation des autophagosomes mais
¢galement dans le recrutement de substrats a dégrader, comme décrit dans I’introduction
(paragraphe II). C’est le cas également pour SOSTMI/P62, qui joue un role dans le
recrutement de substrats a dégrader (Introduction, paragraphe II) au cours de l'autophagie
sélective. L’expression de BECLINI, quant a elle, a été analysée car des études antérieures
ont montré que son expression est réduite dans les cancers du sein (Aita et al, 1999; Li et al,
2010; Wu et al, 2012). Pour finir, nous avons choisi d’étudier 1’expression de NIX dans notre
cohorte car cette protéine joue un role dans I’induction de la mitophagie (Schweers et al,
2007) et son expression a déja été analysée dans une cohorte de patientes atteintes de cancer
du sein, mais sans montrer de corrélation entre son expression et le grade cancéreux (Sowter
et al, 2003).

La quantification de I’expression de ces six génes de I’autophagie dans une cohorte de
47 patientes atteintes de cancer du sein a été réalisée dans les échantillons de tissus cancéreux
puis comparée au tissu sain adjacent provenant de la méme tumeur. Cette analyse a montré
une baisse, mais non significative, de I’expression de BECLINI dans les tissus cancéreux,
comparée au tissu sain adjacent, de patientes atteintes de cancer du sein HER-2 et triple

négatif, comparé aux patientes de type luminal A et B. Nous avons également observé que
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I’expression de NLX est augmentée, mais de maniére non significative, dans les sous-groupes
de cancer du sein présentant une surexpression d’HER-2 (luminal B et HER-2). La
quantification de SQSTM1/P62 et LC3B a montré une diminution, mais non significative, de
leur expression dans les échantillons cancéreux comparé au tissu sain adjacent, chez les
patientes atteintes de cancer du sein triple négatif. L ’expression d’47GYB semble également
étre diminuée dans les biopsies de tissu cancéreux comparé au tissu sain adjacent chez les
patientes de type HER-2.

La quantification de I’expression des genes ATGY9B, BECLINI, LC3B, SOSTM1/P62 et
LC3B a donc montré une faible variation non significative d'expression entre le tissu
cancéreux et le tissu sain adjacent (médiane ratio tumeur/sain < 5,7), comparée a I’expression
d’ATG9A. En effet, I’expression de ’ARNm d’47GY94 est augmentée d’une maniére bien plus
importante (médiane ratio tumeur/sain = 119 ; 11,84 et 64,05 pour les cancers du sein de type
luminal A, luminal B et triple négatif, respectivement) et diminuée dans les cancers du sein de
type HER-2 (médiane ratio tumeur/sain = 0,12). Cependant, nous n'avons pas pu montrer de
différence d'expression d'A7G94 significative dans les tissus cancéreux de type luminal A,
luminal B et triple négatif, comparés aux tissus sains adjacents provenant de la méme
patiente. Dans le but de confirmer ou d’infirmer cette tendance, nous avons augment¢ la taille
de notre cohorte a 80 patientes et nous avons alors pu montrer une augmentation significative
de ’expression d’47G9A4 dans les tissus de patientes atteintes de cancer du sein triple négatif,
comparée au tissu sain adjacent a la tumeur. De plus, une analyse des données de survie de
255 patientes triple négatives a 1’aide de ’outil « KM plotter », une base de données en ligne
mettant a disposition les données d'expression de plus de 50 000 geénes et la survie de patients
atteints de cancer du sein, de ’ovaire, du poumon ou de I’estomac, a permis de montrer que
les patientes atteintes de cancer du sein triple négatif présentant une forte expression
d’ATGY94, ont une survie sans rechute significativement réduite comparée aux patientes

exprimant un faible taux d’A7G94 (Gyorfty et al, 2010).

3.1 Role d’ATGY9A dans la lignée de cancer du sein triple négatif MDA-MB-436
La protéine ATG9A étant impliquée dans I’induction du processus autophagique, nous

avons souhaité caractériser son role dans la lignée cellulaire de cancer du sein triple négatif

MDA-MB-436. Pour cela, nous avons mis au point deux modeles d’extinction de 1’expression

d’ATGOYA dans cette lignée: 1) a I’aide de 1’expression stable de sh-ARN ciblant la partie 5’
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de ’ARNm d’A7GY9A4 (Figure 18A) ou, 2) de la technique CRISPR-Cas9 en utilisant un ARN
guide ciblant 19 nucléotides au niveau de I’exon 5 du géne ATGY94 (Figure 18B).

Brin sens
MISSION ™ '~ CCGGTGTAGGAGCAGGATGGAAATAC T
shARN G Boucle ARN guide| 5'—CTTCACATGTATGCTCATC
3G TTTTTACATCCTCGTCCTACCTTTATGA -

_3’
Brin antisens

Cas9
Dicer

TGTAGGAGCAGGATGGAAATA ",.' Exons . .
ACATCCTCGTCCTACCTTTAT .4"2782 28
< CTTCACATGTATGCTCATC
i RISC 5
:
l&;’—CTTCACATGTATGCTCATC
_1000pb GAAGTGTACATACGAGTAG
1 2750 3822 3910
ARNmM d’ATG9A 5'[1 HskHs|7| 8 |9|m| 11 |12|13| 14|15| 16 |—3'
ATG _,.»‘Stop e, l

Coupure ADN double brin et réparation

T 3419 3439 .,
TGTAGGAGCAGGATGGAAATA i par insertion ou délétion de nucléotides

SiARN  ACATCCTCGTCCTACCTTTAT

!

Clivage et dégradation de 'ARNm d'ATG9A

Figure 18 : Séquences des sh-ARN et ARN guide utilisées pour nos modéles d’extinction de I’expression
d’ATGYA par sh-ARN et la technique CRISPR-Cas9, respectivement. (A) Le plasmide Mission™ sh-RNA (Sigma)
utilisé pour ’extinction de ’expression d’ATG9A est clivé par Dicer pour obtenir un siRNA. Le siRNA est pris en charge
par le complexe RISC (RNAi-induced silencing complex) pour permettre sa liaison au niveau de ’ARNm d’4A7TG94 (entre les
nucléotides 3419 et 3439) et permettre ensuite son clivage et sa dégradation pour inhiber son expression. (B) La séquence
d’ARN guide utilisée cible le géne d’ATG94 entre les nucléotides 2782 et 2800. L’endonucléase Cas9 induit alors une
coupure d’ADN double brin au niveau de cette séquence cible. L’insertion ou la délétion de nucléotides au niveau du site de
cassure est réalisé par les mécanismes de réparation de I’ADN double brin, pouvant résulter & une modification du cadre de
lecture et la survenue précoce d’un codon stop.

Nous avons ainsi montré que I’extinction d’47G94 par sh-ARN dans les cellules MDA-
MB-436 diminue significativement leurs capacités de prolifération et d’invasion in vitro et de
croissance tumorale in vivo. Cependant, 1’extinction d’47G94 par la technique CRISPR-Cas9
ne nous a pas permis d’observer de différence significative pour ces mémes phénotypes
cancéreux, comparé aux clones controles. Le séquencage de nos clones CRISPR a mis en
évidence qu’un ou deux nucléotides adénines avaient été insérés dans la séquence du gene
ATGY9A4, au niveau de la séquence ciblée par I’ARN guide utilisé. Des études bioinformatiques
ont mis en évidence que ces mutations pourraient conduire a la synthése d’une protéine
ATGYA tronquée de 68 ou 98 acides aminés, respectivement. Ces protéines possederaient la
méme séquence qu’ATGI9A jusqu’a I’acide aminé 63, puis présenteraient un décalage du
cadre de lecture jusqu’a un codon stop en position 68 ou 98. La partie N-terminale d’ATG9A
pourrait donc étre impliquée dans la régulation des caractéristiques cancéreuses des cellules

MDA-MB-436.
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Afin de déterminer si I’extinction d’ATG9A a un effet sur le processus autophagique,
nous avons analysé les niveaux de LC3B-II, la forme lipidée de LC3B qui est associée aux
autophagosomes, ainsi que la présence de vésicules acides par marquage Lysotracker”. Nous
avons ainsi montré que I’extinction d’A7G94 par la méthode sh-ARN ou CRISPR-Cas9
conduit a I’accumulation de LC3B-II et de vésicules acides dans les cellules, comparé aux
cellules controle. Ces données suggerent que la perte d’ATG9A dans les cellules MDA-MB-
436 conduit a ’accumulation d’autophagosomes ne pouvant pas étre éliminés par fusion avec
des lysosomes, au vu de I’accumulation massive de vésicules acides dans nos clones
n’exprimant pas ATG9A.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans la Publication I1.
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ABSTRACT

Even if earlier detection and targeted treatments has led to a significant decrease in
mortality linked to breast cancer (BC), important issues will still need to be addressed in the
future. One of them will be to find new triple negative breast cancer (TNBC) therapeutic
strategies since none are currently efficiently targeting this subtype of BC. Amongst the
potential pathways, numerous studies have reported the possibility to target the autophagy
pathway. In our study, we identified ATG9A, a transmembrane protein involved in
autophagosome formation, as a potential marker of TNBC. Indeed, we analyzed the
expression of 6 autophagy genes (47G94, ATGYB, BECLINI, LC3B, NIX and P62/SQSTMI)
by qRT-PCR in breast cancer tissues and compared their expression with healthy adjacent
tissues and we showed an increase of 47G94 mRNA expression in TNBC samples from our
breast cancer cohort. To corroborate these in vivo data, we have designed shRNA-driven
inhibition of A7G9A4 in the MDA-MB-436 TNBC cell line in order to determine its role in the
regulation of cancer phenotypes in vitro but also in xenografts models in vivo. We found that
ATGY94 inhibition led to an inhibition of in vitro and in vivo cancer features together with an
accumulation of autophagosomes and lysosomes. On the opposite, when we designed
CRISPR-driven inhibition of 4AT7G94 in the MDA-MB-436 cell line, we also observed an
accumulation of autophagosome or lysosome but did not inhibit in vitro cell proliferation or in
vivo tumorigenesis in nude mice. This difference of cancer phenotypes could be linked to the
expression of a short cytosolic N-terminus fragment of ATG9A still present in our CRISPR
clones. Our results revealed that the localization of ATG9A in membranes is essential for its
function in cancer but that the cytosolic N-terminus fragment is sufficient to regulate the
autophagy process. This study showed, for the first time, that ATG9A could be considered as
a new marker of TNBC and might be targeted in the future to develop new specific TNBC

therapies.
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is one of the three most commonly diagnosed cancers in women and
246,660 new cases of female invasive BC are expected to be diagnosed in 2016 in the United
States (1). Thanks to earlier detection and targeted treatments, mortality has declined about 30
% over the past two decades (2). Nevertheless, the American Cancer Society estimates 40,450
deaths linked to breast cancers in the United States in 2016 (1), rending it a major health
problem. The triple-negative breast cancers (TNBC) represents approximately 10 % of BC
and are defined as tumors lacking estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR) and
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) expression (ER’, PR, HER2"). TNBC
present a poor prognosis mainly because of the limited treatment options. In fact, no specific
therapy targeting TNBC is currently available and cytotoxic chemotherapy still remains the
current treatment strategy (3).

During the course of development of new therapeutic options for the treatment of BC,
numerous studies have reported the possibility to target the autophagy pathway. For example,
autophagy inhibition has been shown to improve chemotherapy efficiency in TNBC
presenting high levels of LC3B, the main protein marker of autophagy (4), and to enhance the
therapeutic response in both anthracycline-sensitive and resistant TNBC cells (5). Autophagy
has also been proposed to protect TNBC cells from damaged mitochondria accumulation
induced by chemotherapies (6). Furthermore, a phase II clinical trial is underway to determine
the efficiency and safety of chloroquine, a lysosomal inhibitor, in combination with taxane
chemotherapies, in advanced and metastatic BC patients, who have previously failed
anthracycline therapy (NCT01446016, clinicaltrials.gov).

Autophagy is a cellular process involved in the maintenance of cell homeostasis and
cell survival by inducing the degradation and/or the recycling of intracellular components
such as protein aggregates or organelles (e.g. damaged mitochondria). This process is
mediated by more than 30 core ATG (AuTophaGy-related) proteins and characterized by the
formation of a double-membrane structure, called phagophore, which elongates and closes to
generate an autophagosome. The autophagosome, which engulfs cytosolic material as well as
organelles, later fuses with a lysosome to form an autophagolysosome, leading to the
degradation of its content by lysosomal proteases (for a review, see (7)). The initiation and
elongation of this structure requires several ATG proteins, one of them being the ATG9
protein. Two isoforms of ATG9, A and B, are expressed in mammals and these proteins are
the only transmembrane ATG proteins identified so far. ATG9A is ubiquitously expressed
while ATG9B is enriched in placenta and the pituitary gland, suggesting that ATG9B may
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play a specific role during embryogenesis (8). While the specific function of these two
isoforms still remains unclear, it has been proposed that ATG9B may complement ATG9A
role during autophagy. ATG9A presents six conserved transmembrane domains with both N
and C-terminus localized on the cytosolic side of the vesicle. ATG9A intracellular trafficking
between the endosome or Golgi and the elongating phagophore is essential for
autophagosome formation and ATG9A has therefore been proposed as the main candidate for
delivering lipids to growing phagophores (9). Indeed, under nutrient-rich conditions, ATG9A
is found in the trans-Golgi network, recycling and late endosomal compartments (9—12) but
upon amino-acid starvation, it is relocalized towards the autophagosome initiation site, where
it dynamically interacts with phagophores and autophagosomes without being incorporated
into them (10).

ATGY9A deregulation has already been linked to cancer since ATG9A protein
overexpression has been associated with poor survival in patients with oral squamous cell
carcinoma (13) whereas ATG9A inhibition was associated to the apparition of trastuzumab
resistance in HER2" BC cells (14). Furthermore, a recent study reported a decrease of ATG94
mRNA expression in breast invasive ductal carcinomas, compared to adjacent normal tissues,
and this decrease of expression was linked with increased promoter methylation (15). More
interestingly, the authors also demonstrated a significant decrease of A7G94 mRNA
expression in HER2" BC but, to our knowledge, no published study has already characterized
the expression and the role of ATG9A in TNBC.

In our study, we analyzed the expression of six ATG genes (A4TG94, ATG9B, BECLINI,
LC3B, NIX and SOSTM1/P62) using quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) in BC tissues and
compared their expression with healthy adjacent tissues. Our data clearly demonstrated that
only ATG94 mRNA levels were significantly higher in TNBC tissues compared to healthy
adjacent tissues. We then inhibited 47G94 expression in the TNBC cell line MDA-MB-436
using specific sh-RNA and found that A7G94 inhibition led to an inhibition of in vitro and in
vivo cancer features, proliferation, invasion and tumor growth, together with an accumulation
of autophagosomes and lysosomes. On the opposite, the inhibition of ATG9A4 expression
using a CRISPR-Cas9 strategy in MDA-MB-436 cells also led to an accumulation of
autophagosomes or lysosomes but did not inhibit in vitro cell proliferation or in vivo
tumorigenesis in nude mice. The analysis of the mutations created in the ATG94 gene in our
CRISPR clones showed that these cells could still produce a truncated form of ATG9A,
including the 63 first amino-acids of the wild-type protein, but which will no longer be a

transmembrane protein. Our hypothesis is that the localization of ATG9A into membranes is
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essential for its function in cancer but that the short cytosolic N-terminus fragment produced

in the CRISPR clones is sufficient to regulate the autophagy process.
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MATERIALS AND METHODS

Ethic statement

Human samples were collected according to French laws and the recommendations of
the French National Committee of Ethics. Indeed, this study has been approved by the
scientific committee of “the tumorotheque régionale de Franche-Comté BB-0033-00024".
The samples and the medical history of patients were encoded to protect patient
confidentiality and used under protocols approved by the recommendations of the French
national Committee of Ethics. All human samples were collected by Pr. Séverine Valmary-
Degano (Centre Hospitalier Régional Universitaire, Besangon, France) at the “Tumorotheéque
régionale de Franche-Comté BB-0033-00024. Collection of samples and their use (AC-
2010-1163) for further studies have been approved by the French “Ministére de la Recherche”
and by the CPP EST II. We obtained all necessary consents from any patients involved in the
study.

Tumor samples

The different patients were treated in two medical centers (“Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Besangon” and “Centre Hospitalier Régional de Belfort-Montbéliard”) and
the samples collected were included by the “Tumorothéque Régionale de Franche-Comté”
between January 2007 and September 2014 (n = 80). The median age is 58 years (range 26-
85) and patients were selected according to their BC subtype at the time of diagnosis. Breast
tumour subtypes were determined using ER, PR and HER2 immunohistochemistry (IHC)
staining (parrafin-embedded material). The threshold of negative signs was classified for ER
and PR at < 10 % regardless of the staining intensity. Staining of HER2 was divided into
negative (0/1+) and positive (2/3+), where 2+ staining was confirmed using SISH
amplification. The histological grade was determined according to the Elston and Ellis
classification (16). All the clinical information regarding the different patients included in the

study can be found in Table 1.
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Cohort 1 (37) Cohort 2 (80)
Characteristics N Characteristics N
Age (year) (37) Age (year) (80)

> 57 18 > 58 40
<57 19 <58 40
BC subtype (37) BC subtype (80)
LumA 13 LumA 30
LumB 10 LumB 14
HER-2 4 HER-2 6
N 10 N 30
Grade (36) Grade (79)
I 5 I 9
I 21 I 37
111 10 1 33
pT (mm) (35) pT (mm) (78)
<20 18 <20 35
20-50 16 20-50 41
>50 1 >50 2
pN (36) pN (80)
negative 17 negative 41
positive 19 positive 39
ER status (37) ER status (80)
negative 14 negative 36
positive 23 positive 44
PR status (37) PR status (80)
negative 15 negative 39
positive 21 positive 41
HER-2 status (37) HER-2 status (80)
negative 23 negative 60
positive 14 positive 20

Table 1: Clinical information regarding the patients included in the study. The table on the left represents the
cohort 1, which we used to quantify the expression of ATG94, ATGYB, BECLINI, LC3B, NIX and P62/SQSTMI mRNA
levels. The table on the right (cohort 2) represents the total cohort, which we used to further analyze A7G94 mRNA levels in
BC. N: number of patients; the numbers in brackets are the total number of analyzed samples among the cohort; pT: tumor
size; pN: Lymph node status; ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; HER-2: human epidermal growth factor
receptor-2.

Reagents and antibodies

Earle’s balanced salt solution (EBSS, E3024) and Bafilomycin Al (BAFA1, B1793)
were purchased from Sigma-Aldrich. For the Western Blotting experiments, the following
antibodies were used: rabbit monoclonal anti-ATG9A (Abcam, ab108338, 1:1000), rabbit
polyclonal anti-LC3B (Sigma-Aldrich, L8918, 1:3000), rabbit polyclonal anti-P70S6K (Cell
signaling, #9202, 1:1000), rabbit polyclonal anti-phospho-P70S6K (Cell signaling, #9205,
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1:1000), rabbit polyclonal anti-ACTIN (Sigma-Aldrich, A5060, 1:10000) and secondary goat
polyclonal anti-rabbit HRP (P.A.R.L.S, B12407, 1:10000).

Stable cell lines

To create the MDA-MB-436-sh-RNA-Control (1 and 2) and —47G94 (A, B and C) cell
lines, MDA-MB-436 cells (340,000) were plated in 6-well plates. The day after plating, cells
were transfected using 2 pg of pLKO.l-puro-shRNA-Control vector (Mission non-
mammalian shRNA control plasmid, Sigma Aldrich, SHC002) or pLKO.I-puro-shRNA-
ATGY94 vector (Mission shRNA, Sigma Aldrich, SHCLNG-NM 024085.3-3318s21cl) and 4
pL Jetprime reagent (Polyplus, 114-07), according to the manufacturer’s protocol. Two days
later, puromycin (5 ng/ml) was added to the cells and the medium was changed every 2 days
for the next 14 days until the detection of antibiotic-resistant single clones. Three resistant
clones for each shRNA transfection were then tested for the expression of A7G94 mRNA and
protein by qRT-PCR and Western-Blotting, respectively. The stable cell lines, which were
used in this study were the MDA-MB-436-shRNA-Control clones 1 and 2 and the MDA-MB-
436-shRNA-ATGY9A4 clones A, B and C.

To create the MDA-MB-436-CRISPR-Control (I and II) and —ATG94 (a, b, ¢ and d)
cell lines, MDA-MB-436 cells (340,000) were plated in 6-well plates. The day after plating,
cells were transfected using 2 pg of pSpCas9(BB)-2A-GFP-Control vector (Addgene, 48138)
or pSpCas9(BB)-2A-GFP-ATGY94 (sgRNA sequence: TTCACATGTATGCTCATCG) and 4
uL Jetprime reagent reagent (Polyplus, 114-07), according to the manufacturer’s protocol.
These two vectors were kindly provided by Dr. Marc Vigneron (UMR7242, Strasbourg,
France). One day later, GFP-positive cells were sorted using a cell sorter (Sony, SH800S) and
plated in 6-well plates (500 cells/well) until the detection of single clones. Four clones were
then tested for the expression of ATG9A protein by Western-Blotting. The stable cell lines
which were used in this study were the MDA-MB-436-CRISPR-Control clones I and II and
the MDA-MB-436-CRISPR-4A7G94 clones a, b, ¢ and d.

Sequencing of CRISPR-Cas9 clones

Total gDNA were extracted using the kit "NucleoSpin® Tissue Genomic DNA from
tissue and cells" (Macherey-Nagel, 740952), according to manufacturer's recommendations.
Then, a PCR was run on the T100™ Thermal Cycler (Bio-rad) using 50 ng of total gDNA,
the GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega, M7422) and the following
parameters: 2 min at 95°C followed by 40 cycles: 20 s at 95°C, 30 s at 55°C and 30 s at 72°C.
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The primer sequences, which amplify the gRNA-targeted DNA sequence in the A7G94 gene
in our CRISPR-ATG94 clones, were: forward; 5'-CACCACATCATCTGTCCCTTC-3' and
reverse; S5-AGTCTGTGCTCTTACCTGC-3'. We cloned our PCR products in the
pJET1.2/blunt Cloning vector using the CloneJET PCR cloning kit (Thermofisher, K1231),
according to manufacturer's protocol and the resulted plasmids were used for transformation
of E. coli JM109 bacteria by heat shock. Briefly, 50 ng of ligated plasmid was added to 50 uL.
of competent bacteria and were incubated on ice during 20 min. Then, the mixture was heat
shocked by placing tubes into a 42°C water bath for 90 s before putting the tubes back on ice
for 2 min. Culture medium (800 pL of LB) was added to the bacteria and grown in 37°C
shaking incubator for 45 min before plating bacteria onto a 10 cm LB agar plate containing
100 pg/mL of Ampicillin. One day later, the positive bacteria clones were amplified before
plasmid purification using the kit NucleoSpin® plasmid (Macherey-Nagel, 740588), according
to manufacturer's protocol. We then performed DNA sequencing of plasmidic DNA using the
Sanger Method using a Genetic Analyser (Applied Biosystems, 3130 Genetic Analyser) and
the following primer sequences: forward; 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’ and
reverse; 5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’.

Cell culture and treatments

MDA-MB-436-Control cells (clones 1 and 2 for shRNA-Control or 1 and II for
CRISPR-Control), MDA-MB-436-sh-ATG9A4 (clones A, B and C), MDA-MB-436-CRISPR-
ATGY9A (clones a, b, ¢ and d) were cultured in Dulbecco’s minimum essential medium
(DMEM) (Dutscher, L0066) supplemented with 100 pg/mL penicillin/streptomycin
(Dutscher, L0018), 10 % fetal bovine serum (FBS) (Dutscher, S1810) and 0.4 mg/L
amphotericin B in a 5 % CO, atmosphere at 37°C. To inhibit autophagosome/lysosome
fusion, cells were incubated for 2 h in complete medium supplemented with 100 nM

Bafilomycin Al. To induce autophagy, cells were incubated in EBSS for 2 h at 37°C.

Western Blotting

Cells were scraped and harvested in cold Phosphate-buffered saline (PBS) (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,) and lysed in SB1X (45 mM Tris-
HCI, pH 7.6, 10% Glycerol, 2% SDS, 1.5% 2-mercaptoethanol, 0.001% bromophenol blue).
Protein lysates were sonicated for 10 s (Sonics and Materials, Vibra-Cell) before loading (20
pg) and then separated on a 10 or 12.5 % polyacrylamide gel in running buffer (25 mM Tris-
HCI, 192 mM Glycine, 1% SDS) at 20 mA for 80 min, before being transferred onto a
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polyvinylidene difluoride (PVDF) 0.2 um membrane (Bio-Rad, 162-0177) at 200 mA for 2 h
in transfer buffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycine, 10% methanol). The membrane was
blocked with 5 % nonfat milk in Tris-buffered saline supplemented with Tween 20 (TBS-T)
(20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 137 mM NacCl, 0.1 % Tween 20) for 1 h and incubated with
primary antibodies at the previously indicated dilutions in TBS-T supplemented with 1 %
nonfat milk or 5 % bovine serum albumin (BSA) (for Cell Signaling primary antibodies),
overnight at 4°C. Following three washes in TBS-T, immunoreactive bands were detected
using secondary goat horseradish peroxidase (HRP)-coupled secondary anti-rabbit antibody
and the Clarity Western ECL blotting substrate (Biorad, 1705061). The signals were then
analyzed and quantified using the ChemiDoc XRS+ system (Biorad) and the Image Lab

software (Biorad).

RNA extraction and RT-qPCR

Total RNAs were extracted using Tri Reagent (Molecular Research Center, TR-118) as
previously described (17). Briefly, the cell pellet was resuspended in 0.2 mL of chloroform
and 750 pL of Tri Reagent before centrifugation at 12,000 g for 15 min at 4°C. Total RNAs
were then precipitated using 0.5 mL of isopropanol and centrifugation at 10,000 g for 20 min
at 4°C. The RNA pellet was washed with 70 % ethanol before solubilization in water (30 pL)
and then incubated for 10 min at 65°C. Total purified RNAs were then quantified before
conservation at -80°C.

For RNA extraction from patient samples, 20 mg of breast tissue (tumor or healthy
adjacent tissue) was reduced in liquid nitrogen before homogenization in 750 pL of Tri
Reagent for 15 min at 30°C and centrifugation at 2550 g for 2 min in order to eliminate fat
tissue. In order to purify total RNAs from adherent cells, 300,000 cells were scraped and
harvested in cold PBS before homogenization in 750 pL of Tri Reagent.

For RT-qPCR analysis, 1.5 pg of total RNAs were reverse transcribed using the M-
MLYV Reverse Transcriptase (Sigma, M1302), 1.25 uM of oligo(dT),3 and 1.25 uM of random
primers (Promega, C1181). Quantitative PCR was run on the Step One Real Time PCR
System (Applied Biosystems) using the Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
4309155) and the following parameters: 10 min at 95 °C followed by 40 cycles: 15 s at 95 °C
and 1 min at 60 °C. The target gene levels (ATGY94, ATGY9B, BECLINI, LC3B, NIX, and
SOSTM1) were normalized to the ratio of 2 housekeeping gene expression: RPLP(0 and 18S
rRNA. The target gene levels for cell samples (47G94 and TFEB) were normalized to the /8S

rRNA gene expression. The primer sequences used for qPCR analysis are described in the

106



Résultats

Table 2. Each sample was analyzed in duplicate and then differences in the expression of
each gene were quantified using the standard curve method using plasmids containing the

cloned target sequences as controls. For TFEB, the differences in the expression were

quantified using the AACt method using an endogenous control.

Gene Forward Reverse
18S rRNA 5°-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ 5°-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’
ATG94 5-TTTGCGTTAGGGTGAAGACC-3’ 5°-AGGGCAGCAAAGTATTTCCA-3’
ATGIB 5’-CCTTGGGCAGTTCTTCTTTG-3’ 5’-CTTCCTGGTGCCTGGTACAT-3’
BECLINI 5°-TCACCATCCAGGAACTCACA-3’ 5-CCTGGCGAGGAGTTTCAATA-3’
LC3B 5-CGGAAAGCAGCAGTGTACCA-3" | 5°-GGCAGAAGGGAGTGTGTCTGA-3’
NIX 5’-AAGGCAGGCTTCATTTTTCA-3’ 5-CCAATAATTTCCACAACGGG-3’
RPLPO 5°-TCGACAATGGCAGCATCTAC-3’ 5°-GCCTTGACCTTTTCAGCAAG-3’
SOSTM1 5°-ATCGGAGGATCCGAGTGT-3’ 5°-TGGCTGTGAGCTGCTCTT-3’
TFEB 5’-GCGGCAGAAGAAAGACAATC-3’ | 5-CTGCATCCTCCGGATGTAAT-3’

Table 2: Primer sequences used for SyberGreen qRT-PCR experiments

Cell invasion assay

Cell invasion was evaluated using modified Boyden chambers (ThinCert for 24 well
plates, 8 um pore size, Greiner Bio-one, 438122). Boyden chambers were coated with 50 pg
ECM gel from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma (Sigma-Aldrich, E1270) diluted in
DMEM for 5 h at 37 °C. A total of 100,000 cells in 250 ul of serum-free DMEM were seeded
into the upper chamber and 500 pl of complete culture medium were added in the lower
compartment. After a 24 h incubation in a 5 % CO, atmosphere at 37 °C, cells in the upper
compartment were removed using a swab and cells in the lower compartment were fixed for 5
min with absolute ethanol then stained with crystal violet (0.5 % in 2 % ethanol) for 10 min.
The filters were then washed with distilled water and cell density was quantified using the

Threshold Colour plugin of the ImageJ software.

Cell proliferation assays

For the (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-
Aldrich, M5655) assay, cells were plated in 96-well plates (3,000 cells per well, 16 wells per
cell line) and MTT assays were conducted every day over a 4 day-period as previously
described (18). Briefly, 100 uL of a 0.5 mg/mL MTT solution, diluted in sterile PBS, was
added in each well, then incubated for 2 h in 5 % CO, at 37°C. Following a 5 min
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centrifugation at 500 g, the MTT solution was discarded and 50 pL of Dimethyl sulfoxide
(DMSO) was added to each well. Then the absorbance was measured at 549 nm with a
reference wavelength at 620 nm using a microplate reader (Thermo Scientific, Multiskan FC).

For the trypan blue exclusion assay, cells were plated in 24-well plates (30,000 cells per
well, 2 wells per cell line) and cells were counted every day over a 4 day-period. After
discarding the culture medium, cells were incubated in 100 pL Trypsin-EDTA (Dutscher, X-
0930) for 5 min at 37°C before the addition of 200 puL of complete medium and centrifugation
at 500 g for 5 min. The cell pellet was then resuspended in 50 pL of trypan blue (0.04% in
PBS, Corning, 702630) and the number of viable cells was then determined using a Malassez

haemocytometer.

Xenograft experiments

Nude Balb/c J mice (Female, 4 weeks) were obtained from Charles River Laboratories
(France) (agreement number #C25-056-7). Approval for animal experimentation and care was
received from the “Services Vétérinaires de la Santé et de la Protection Animale” delivered by
the “Ministére de I’Agriculture”, Paris, France and experimental procedures were approved
by a local ethic committee (agrrement number #2008-2508-04649). A total of 5x10° cells of
the different cell lines, resuspended in a total volume of 100 pL of PBS, were inoculated in
the mammary fat pads. Two injections (each side) were performed per mouse (n = 6 per

group) and tumor growth was monitored weekly over a 1 month-period.

Flow cytometry

Cells were plated in 6-well plates at a concentration of 2x10° cells/well and incubated at
37°C overnight. Cells were stained with 50 nM LysoTracker® Green DND-26 (Life
technologies, L-7526) for 30 min. Cells were washed twice with PBS then trypsinized and
resuspended in 500 pL complete medium before being harvested at 5,000 g for 5 min and
resuspended in 250 uL PBS. Cells (10,000 events) were then examined using a FC500

Beckman Coulter flow cytometer. Data were analyzed using the FlowJo software.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Student t test. Data are expressed as the

mean = SEM. *: P <0.05; **: P <0.01 and ***: P <0.001
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RESULTS

ATG9A mRNA levels are increased in breast cancers

The different BC subtypes are classified depending on their molecular marker
expression. Luminal BCs, Luminal A and Luminal B, which represent 70 % of total BCs (19),
are generally associated with a good prognosis and are characterized by ERa (estrogen
receptor) expression (ER") whereas the amplification of the HER2 gene (Human Epidermal
growth factor Receptor 2) is only observed in the Luminal B subtype. The HER2" BC
subtype, which represents 10-15 % of overall BCs, presents an amplification of the HER?
gene without the expression of ERa (ER"). TNBCs, which present no expression of ER, PR or
HER?2, generally exhibit poor outcomes. Consequently, TNBC present a significant challenge
and molecular-profiling efforts are under progress in order to determine new promising
targets. Since autophagy has been reported to be involved in TNBC chemotherapy efficiency,
we decided to analyze the expression of several ATG genes, in order to determine whether
ATG gene expression is deregulated in BC. To this end, we first analyzed ATG94, ATGYB,
BECLINI, LC3B, NIX and SOQSTMI mRNA levels in 37 human BC biopsies and compared
their expression with the ones detected in healthy adjacent tissue, using qRT-PCR (Figure
1A). The clinical information regarding the patients whom samples have been used in our
study can be found in Table 1. Our initial cohort included 13 Luminal A tumors, 10 Luminal
B tumors, 4 HER2" tumors and 10 TN tumors. Our results revealed no major difference in
ATGYB, BECLINI, LC3B, NIX and SOSTMI mRNA expression between tumor and healthy
adjacent tissues but we observed an increase of A7G94 mRNA expression in Luminal A,
Luminal B and a greater increase in TN patients, even if these differences were not
statistically significant. In order to confirm these data, we analyzed A7G94 mRNA levels in a
larger cohort of 80 patients including 30 Luminal A, 14 Luminal B, 6 HER2" and 30 TN
(Figure 1B). The results obtained confirmed a significant increase of A7G94 mRNA levels in
tumors compared to healthy adjacent tissues (p=0.0355). To date, only 7 out of 80 patients
from our cohort present a cancer recurrence and amongst them, 5 presented an increase of
ATG94 mRNA levels in tumor cells compared to the healthy adjacent tissues (3/5 patients
were diagnosed with TN and 2/5 were with Luminal B). However, due to the low number of
patients presenting a cancer recurrence, we were not able to show a significant difference
between patients presenting a high A7G94 mRNA expression compared to the patients with a
low ATG94 mRNA expression. To establish the relevance of a link between A7G94

expression levels and clinical outcome in TNBC, we used the online survival analysis tool
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“KM plotter” (kmplot.com), which integrates numerous gene expression data and survival
information derived from 3,951 patients from databases such as The Cancer Genome Atlas
(TCGA) (20). The correlation of ATG94 expression levels with relapse free survival (RFS) in
TNBC was determined (Figure 1B) and we observed that high ATG94 levels were correlated
with shorter RFS, suggesting a potential link between A7G94 mRNA expression and survival
of patients presenting a TNBC subtype.

sh-RNA-driven extinction of ATG9A, but not CRISPR-induced extinction, inhibits in vitro
cell proliferation and invasion and in vivo tumor growth

In order to determine whether the high A7G94 mRNA levels quantified in TN tumors
were a cause or a consequence of tumor development, we decided to inhibit 47GY94
expression in the TNBC cell line MDA-MB-436 using sh-RNA or CRISPR-Cas9
technologies (Supp. Figure 1). First, we transfected MDA-MB-436 cells with the pLKO.1
ATG9A MISSION shRNA plasmid (Sigma), which encodes a shRNA specifically targeting
the ATG94 mRNA (target sequence localized in the exon 16). We then selected and analyzed
several antibiotic resistant clones (clones A, B and C). These clones exhibited a strong
decrease in ATG94 mRNA levels (Figure 2A) as well as protein levels (Figure 2B), when
compared to the control cell lines transfected with a vector coding a scramble shRNA (clones
1 and 2). Then we used the CRISPR-Cas9 protocol to create CRISPR-A7TG94 cell lines. We
first transfected MDA-MB-436 cells with the pSpCas9(BB)-2A-GFP-ATGY94 vector
(Addgene, 48138) which encodes the Cas9-GFP protein as well as a gRNA (guide RNA)
specifically targeting the ATG9A4 gene (target sequence in the exon 5). Following transfection,
the GFP-positive cells were selected and several clones were analyzed for A TG94 expression.
Our different CRISPR-ATG94 clones, a, b, ¢ and d, exhibited a strong decrease in protein
levels (Figure 2D). We still detected the A7G94 mRNA in the CRISPR-A7GY4 clones but
this was expected since the CRISPR-Cas9 technology does not necessary leads to the
degradation of the mRNA but can induce the insertion of mutation in the gene leading to the
non-expression of the protein (Figure 2C).

We then investigated whether a decrease of A7G94 expression in the MDA-MB-436
cell line would alter its tumor-linked features such as in vitro proliferation and invasion. We
first analyzed cell proliferation by performing a MTT assay and a cell viability assay (trypan-
blue exclusion test). The MTT results indeed showed that the sh-47G94 cell lines exhibited a
strong decrease in proliferation compared to the control cell lines. The trypan-blue exclusion

assay confirmed these data since we observed a decrease in cell number but no significant
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increased cell death (Figure 2E). Surprisingly, we did not observe any significant difference
of proliferation when we compared the four CRISPR-A7G94 clones (a, b ¢ and d) to the two
control cell lines (I and II) (Figure 2E). Since the sh-A7G94 clones exhibited a decrease in
cell proliferation, we then assessed their invasion capacity using modified Boyden chambers
coated with ECM gel. Our results showed a significant decrease in the ability of invading the
bottom chamber for all sh-47G94 clones compared to control cell lines (Figure 2F).
Together, these results suggested that ATG9A might regulate cell proliferation and invasion
but, since were not able to confirm these data with our CRISPR-A7G94 clones, we needed to
further analyze these clones. We therefore performed DNA sequencing of the gRNA-targeted
DNA sequence in the 47G94 gene in our different CRISPR-ATGYA4 clones. Our results
highlighted an insertion of 1 adenine (clones a and b) or 2 adenines (clone d) in the 47GY94
gene at the position targeted by the gRNA (Supp. Figure 2). These modifications led to a
frameshift in the ATG9A4 open reading frame leading to the translation of two putative shorter
new proteins of 68 (clones a and b) or 98 amino acids (clone d), respectively. More
interestingly, these new proteins will only contain the N-terminal fragment of ATG9A and no
longer contain the transmembrane domains leading to their relocalization in the cytosol.
These conclusions might explain why we could not detect these two putative proteins since
the antibody we used in our western-blotting experiments was directed against the C-terminal
domain of ATG9A. Together, these results strongly suggest that our CRISPR clones could
express a cytosolic N-terminal domain of the ATG9A protein, which may be sufficient to
maintain the cancer functions of ATG9A.

In order to confirm our hypothesis we analyzed the behavior of our different sh and
CRISPR clones on the regulation of tumor growth in vivo. To do so, we injected sh-4TG94
and CRISPR-ATGY4 cells and the control cell lines in Nude Balb/c J mice and we monitored
the size of the tumors for one month following the injection. In agreement with our in vitro
experiments, the clones in which 47G94 expression was extinguished by shRNA presented a
significant decrease of tumor growth compared to the control cells (Figure 2G). As expected,
the CRISPR-A7GY4 clones did not show any difference compared to the control cell lines
(Figure 2G). These results confirmed that the CRISPR-ATG94 cells, which may express a
mutated 47G94 mRNA and a truncated form of the ATG9A protein, maintain their pro-

cancer abilities.
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ATGI9A extinction regulates the autophagy pathway

Since ATG9A has been described to play a major role in autophagosome formation in
different in vitro cellular models (10,21), we decided to investigate whether an 47GY94
extinction in MDA-MB-436 cells would also alter the autophagy flux. To do so, we quantified
the levels of LC3B-II, the autophagosome-associated form of LC3B, in the absence and
presence of the V-ATPases inhibitor Bafilomycin Al, which prevents the maturation of
autophagic vesicles by inhibiting the fusion between autophagosomes and lysosomes (22). In
the sh-A4TGY94 clones (A and B), without Bafilomycin A1, we observed a significant increase
in LC3B-II levels compared to the control cells (1 and 2) (Figure 3A; compare lanes 1, 3, 4,
5, 7 and 9). When we added Bafilomycin A1, we observed a significant increase in LC3B-II
levels in the sh-ATG94 clones (A and C) compared to the control cell lines (Figure 3A;
compare lanes 2, 4, 6, 8 and 10). Regarding the CRISPR clones, even without Bafilomycin
Al, our results revealed a significant increase in LC3B-II levels in all CRISPR-47GY94 clones
(a, b, c and d) compared to the control cells (I and IT) (Figure 3B; compare lanes 1, 3, 4, 5, 7
and 9). When we added Bafilomycin Al, we still detected a significant difference in total
levels of LC3B-II between the CRISPR and the control clones (Figure 3B; compare lanes 2,
4, 6, 8 and 10). But, it is noteworthy that we did not observe any difference in autophagy flux
(difference between the levels of LC3B-II in the Bafilomycin Al-treated cells versus the
untreated cells) between the control and shRNA or CRISPR clones (Figure 3A and B).
Altogether, these data suggested that a loss of A7G94 in MDA-MB-436 cells led to an
increase of autophagosome number correlated to an increase of LC3B-II levels.

To determine whether this accumulation of autophagosomes was due to an increase of
autophagy induction or a decrease of autophagosome degradation, we studied the
phosphorylation of the kinase p70S6K, a direct mTORCI1 substrate, in response to nutrient
deprivation (culture in EBSS medium). Without treatment, we observed a significant decrease
of p70S6K phosphorylation in sh-47G94 cells compared to control cells (Figure 3C;
compare lanes 1, 3, 5, 7 and 9), suggesting that the absence of ATG9A4 leads to autophagy
induction since p70S6K is no longer phosphorylated by an activated mTORC1. However, we
did not detect any difference in p70S6K phosphorylation in our CRISPR-A4TG94 clones
(Figure 3D; compare lanes 1, 3, 5, 7, 9 and 11) meaning that mTORCI1 is still active and
autophagy not induced. After incubation of the cells in EBSS, we observed a strong decrease
of p70S6K phosphorylation in every clone (Figures 3C and 3D), decrease which was
expected following nutrient deprivation and mTORCI inhibition. Since we could not detect

any difference between the sShRNA and CRISPR clones and the control cell lines, it meant
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that our clones were still responsive to autophagy induction signals. These data suggested that
ATGY94 extinction seemed to decrease mTORCI activation and therefore led to the induction
of autophagy, which could explain the higher levels of LC3B-II observed in our shRNA or
CRISPR clones. But, the truncated form of ATG9A, produced in the CRISPR clones, might
be sufficient to maintain p70S6K activation through mTORCI.

ATGIA extinction leads to an increase of intracellular acidic vesicles

During the final stage of autophagy, a mature autophagosome will fuse with a
lysosome, a digestive organelle with an acidic lumen, to induce macromolecule and/or
organelle degradation and recycling. Since A7G9A4 extinction led to autophagosome
accumulation, we studied the role of ATG9A on lysosome number and acidification using
Lysotracker green®, a fluorescent dye which stains acidic compartments, including
lysosomes. Flow cytometry analysis showed a significant increase in Lysotracker green®
staining in sh-A7G94 (Figure 4A) and CRISPR-ATGY9A4 cells (Figure 4B), compared to
control cells. These data suggested that the loss of the C-terminal fragment of ATG9A and its
membrane localization could lead to an increase of vesicle acidification or number. Since an
increase of lysosome acidification or biogenesis could be linked to an increase of the
expression of the transcription factor 7FEB (23), we analyzed its mRNA levels by qRT-PCR.
We found a significant increase of 7FEB mRNA expression in sh-47G94 cells compared to
control cells (Figure 4C) but did not see any difference in CRISPR-ATG94 cells compared to
control cells (Figure 4C). These results suggested that the loss of A7G94 expression led to an
increase of vesicle acidification correlated with an increase of 7TFEB mRNA expression in sh-
ATGY4 cells but that the N-terminal domain of ATG9A may be sufficient to prevent TFEB

induction but not vesicle acidification.
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DISCUSSION

Triple negative breast cancer is an aggressive subtype with limited treatment options
and very poor prognosis. Finding new biomarkers may be useful for better and earlier
diagnosis but could also lead to the characterization of novel targets for therapy. Since many
studies have shown a link between autophagy and breast cancer (24-26), this pathway may
present a new way of treatment. Indeed, we have previously shown an inverse correlation
between the ATG GABARAPLI mRNA expression and tumor stage in breast cancer (27) and
other groups also found a link between ATG gene expression and breast cancer (15,28-30).
Our study shows for the first time, that A7G94 mRNA expression is significantly increased in
triple negative breast cancer patients (Figure 1B) and using the survival database “KM
plotter”, we observed that high ATG94 levels are correlated with a significant shorter relapse-
free survival (20). These data are partly inconsistent with a recent publication, showing that
ATGY94 mRNA expression is significantly decreased in invasive ductal carcinomas compared
to matched non-tumoral tissues (15). However, when this study correlated 47G94 mRNA
expression with clinicopathological characteristics (ER, PR or HER2 status), they showed a
significant lower ATG9A4 expression in HER2 positive patients only. Our results are therefore
consistent with these conclusions since we observed, in our cohort, an insignificant decrease,
partly due to a to the low number of patients in this subgroup, n=6, of A7G94 mRNA
expression in HER2 patients (Figure 1B).

Previous studies have shown that ATG9A is involved in autophagy induction and
autophagosome formation (9,31). In order to characterize the role of the autophagy protein
ATGYA in triple negative breast cancer, we established extinction models of 47G94 using sh-
RNA (Figure 2A and 2B) or CRISPR-Cas9 (Figure 2C and 2D) in the triple negative breast
cancer cell line, MDA-MB-436. Then, we analyzed the protein levels of the autophagosome
marker LC3B-II in our ATG9A models (Figure 3A and 3B). We found that 47G94
extinction (sh-RNA clones) or the production of a truncated form of ATG9A containing only
the N-terminal cytosolic fragment of the protein (CRISPR-Cas9 clones) led to an increase in
LC3B-II protein levels. Our data are consistent with a recent study conducted in the panc-1
pancreatic cancer cell line, showing that the extinction of A7G94 by si-RNA led to an
increase of LC3B-II accumulation (32), but not with previous studies, performed in MEFs and
HEK-293, which have shown a massive decrease of autophagosome number (9,21) following
ATGYA4 extinction, suggesting a specific role of ATG9A in cancer cells. Furthermore,

Bafilomycin Al treatment did not conduct to an increase of LC3B-II accumulation in both
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ATGY94 extinction models, indicating a defect or a delay of degradation of autophagosomes in
these cells. Kwon et al. have shown similar results in pancreatic cancer cells transfected with
si-RNAs specific of ATG94 since they showed an inhibition of ATG94 expression led to a
decrease of LAMP-2 and LC3B colocalization (32). Since we observed an increase of acidic
vesicles in sh-A47GY9A4 and CRISPR-ATGY94 clones (Figures 4A and 4B), it is therefore
possible that a loss of ATG9A function in cancer cells led to the accumulation of immature
autophagosomes, due to the inhibition of their fusion with lysosomes and their subsequent
degradation. Indeed, we observed an increase of TFEB mRNA levels in sh-ATG94 cells
(Figure 4C), a marker of lysosomal biogenesis. However, in CRISPR-47GY94 cells, we did
not observe any significant difference in 7FEB mRNA levels compared to control cells,
supporting the idea that an increase of lysosomal biogenesis observed in sh-47G94 cells is
not sufficient to induce the accumulation of acidic vesicles. Furthermore, Kwon et al. have
shown a link between ATG94 and TFEB expression (32). Indeed, they demonstrated that the
miR-29a downregulates ATG94 and TFEB through direct interaction with their 3’-UTR. We
then hypothesized that ATG94 mRNA downregulation by sh-RNA could lead to a negative
feedback regulation of miR-29a biogenesis, then inducing 7FEB mRNA expression. This
hypothesis could explain why the levels of TFEB are not modified in CRISPR-47GY94 cells
since we still detect the mRNA in these cells even if it contains an insertion.

We then analyzed p70S6K phosphorylation, a direct mTORCI target, in sh-47G94
cells (Figure 3C) and CRISPR-ATG94 cells (Figure 3D) in order to find out whether the
increase of LC3B-II levels might also be the consequence of increased autophagy induction.
We indeed found a decrease of p70S6K phosphorylation and therefore an inhibition of
mTORCI and an induction of autophagy, but only in sh-4A7G94 cells. These results suggested
that the cytosolic form of ATG9A detected in CRISPR-A7GY94 cells might be sufficient to
keep the activation of mTORC]1 and therefore basal levels of autophagy induction. If this is
confirmed, the accumulation of LC3B-II in CRISPR-A7G94 cells might be only due to an
inhibition of lysosome degradation and not to an increase of autophagy induction, unlike what
is observed in sh-47G94 cells.

Many studies have shown that the C-terminal region of ATG9A is required for its
traffic and functions in autophagy (11,33,34). Our CRISPR-4A7GY94 clones still produced a
mutated 47G94 mRNA and a truncated cytosolic form of ATG9A. An increase of LC3B-II
levels and acidic vesicles were the only common phenotypes observed when comparing our
two models of ATG9A extinction. These data therefore confirmed that the N-terminal region

of ATG9A may not be essential for its function in the autophagy process in the MDA-MB-
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436 cells but might play an essential role in the maintenance of the pro-cancer functions of
ATGIA.

It is now widely accepted that autophagy presents dual functions in cancer since it can
act as a tumor suppressor or a positive actor in cancer cell survival and proliferation (for a
review, see (35)). Surprisingly, our two models of 47G94 extinction exhibited different
cancer phenotypes in vitro and in vivo. Indeed, while the shRNA-4TGYA4 clones presented
decreased proliferation and invasion phenotypes in vitro (Figures 2E and 2F) and tumor
growth in vivo (Figure 2G), CRISPR-ATGY94 clones exhibited no difference in cancer
phenotypes (Figures 2E and 2G). We then hypothesized that the N-terminal cytosolic
domain of ATG9A may be sufficient for its pro-cancer functions in vitro and in vivo but is not

essential for the regulation of the autophagy process.

Taken together, our results deciphered the role of ATG9A in triple negative breast
cancer in vivo and in vitro and highlighted the clinical relevance of ATG94 as a potential
target in triple negative breast cancer patients. However, since this is the first study
establishing a new function of ATG9A in triple negative breast cancer, future work will be
necessary to characterize the molecular mechanisms leading to autophagosome accumulation
in cancer cells exhibiting a loss of ATGY9A. Furthermore, it would be interesting to
characterize the specific function of the N-terminal cytosolic region of ATG9A, which we

demonstrated to play a role in cancer cell proliferation in vitro and tumor growth in vivo.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: ATG9A mRNA is overexpressed in triple negative breast cancer.

(A)  Quantification of ATGY94, ATG9B, BECLINI, LC3B, NIX and SOSTMI mRNA levels
using qRT-PCR, in Luminal A (LumA), Luminal B (LumB), HER2 and triple negative (TN)
breast cancer biopsies compared to matched healthy adjacent tissues (n=37). Values were
normalized with the ratio of two housekeeping genes rRNA18S and RPLP(. Data presented on
scatter plots represent the log2 of ATG94, ATG9B, BECLINI, LC3B, NIX and SQOSTMI
mRNA levels ratio in breast cancer biopsies over healthy adjacent tissues, for each patient.

(B)  Left panel represents the ratio of A7G94 mRNA levels in LumA, LumB, HER2 and
TN biopsies compared to matched healthy adjacent tissues (n=80). Data are expressed in log2
of relative ATG94 mRNA expression, for each patient, normalized with the ratio of two
housekeeping genes: ¥RNAIS8S and RPLP0. Right panel represents the log2 of A7G94
mRNA levels in TN biopsies (right) and healthy adjacent tissues (left), normalized with the
ratio of two housekeeping genes rRNAIS8S and RPLPO. Difference of expression was
quantified using a paired t-test (p=0.0325). Kaplan-Meier curve n°3 represents relapse-free
survival (RFS) in TN patients expressing high (n=125) or low (n=124) ATG94 mRNA levels
(p=0.008) (source: kmplot.com).

Fig.2: Inhibition of ATG9A expression by sh-RNA, but not by CRISPR-Cas9 protocol, in
the MDA-MB-436 BC cell line, inhibits cancer phenotypes both in vitro and in vivo.

(A) ATG94 mRNA expression levels quantified by qRT-PCR in stable MDA-MB-436
clones expressing a shRNA-control (1 and 2) or a shRNA-47G94 (A, B and C) (n=3,
duplicate). Values were normalized using rRNA18S. Difference of expression was quantified
using a t-test; compared to sh-control 1, p<0.0001 for all sh-ATG94 clones (A, B and C);
compared to sh-control 2, p=0.0002 for sh-A7GY9A clone A and p<0.0001 for sh-A7GY9A4
clones B and C.

(B) Levels of ATG9A and ACTIN proteins in the stable MDA-MB-436 clones shRNA-
Control (clones 1 and 2) or shRNA-47G94 (clones A, B and C). A representative image of 3
independent experiments is shown on the left. The graph on the right represents the ATG9A
protein levels normalized with ACTIN protein levels, quantified using the ImageLab software
(n=3, sh-control clone 1 value=1). Difference of expression was determined using a t-test;
compared to ShRNA-Control 2, p=0.0023; p=0.0024 and p=0.0048 for sh-4ATG94 clones A, B

and C, respectively.
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(C) ATGY94 mRNA expression levels quantified by qRT-PCR in the MDA-MB-436
CRISPR-control (I and II) and CRISPR-ATGY94 (a, b, ¢ and d) clones (n=3). Values were
normalized using #RNA18S.

(D) Levels of ATG9A and ACTIN proteins in the MDA-MB-436 CRISPR-Control
(clones I and II) or CRISPR-ATGY94 (clones a, b, ¢ and d). A representative image of 3
independent experiments is shown on the left. The graph on the right represents the ATG9A
protein levels normalized with ACTIN protein levels, quantified using the ImageLab software
(n=3, CRISPR-Control clone I value=1). Difference of expression was determined using a t-
test; compared to CRISPR-Control 11, p=0.0010 for CRISPR-A7G9A4 clones a, b and d.
p=0.0033 for CRISPR-ATG94 clone c.

(E)  Proliferation rates of sh-47G9A4 (graphs on the top) and CRISPR-ATGY9A4 clones
(graphs on the bottom) and their controls using MTT (left) and Trypan-blue exclusion (right)
assays. MTT assays were conducted every day during a 4-day period (n=3, 16 replicates).
Difference in cell proliferation was quantified using a t-test at day 4. ***: p<0.001. **:
p<0.01. *: p<0.05. For the trypan blue exclusion assay, viable cells were counted every day
using a Malassez hemocytometer during a 3-day period (n=3, 4 replicates). Difference in cell
number vs day 1 was quantified using a t-test at day 3 (graphs on the right). ***: p<0.001. **:
p<0.01. *: p<0.05.

(F) Invasion assay using sh-A47G94 (A, B and C) and control clones (1 et 2). A
representative image of 3 independent experiments in 2 replicates is shown on the left. The
graph on the right represents the percentage of cell density that migrates through the ECM-
coated Boyden chambers after 24 hours, measured using the ImagelJ software. The difference
in cell density was quantified using a t-test. ***: p<0.001.

(G) Tumor growth in vivo of sh-ATGY9A (graph on the left) and CRISPR-A7G94 clones
(graph on the right) and their control clones. Regarding sh-RNA cells, tumor size was
measured weekly from day 5 to day 29. At this time, no tumor growth was observed for sh-
ATGY94 clone B. The difference in cell growth was quantified using a t-test at day 29. **:
p<0.01. *: p<0.05. The tumor size of CRISPR-control and —ATG9A4 clones was measured
weekly from day 9 to day 33.

Fig.3: ATG9A extinction leads to an increase in LC3B-II levels in the MDA-MB-436 cell
line, which is linked to a decrease of P70S6K phosphorylation in sh-ATG9A cells.
(A) Levels of LC3B and ACTIN proteins in sh-Control (1 and 2) and sh-ATG94 (A, B and

C) clones in the presence or absence of Bafilomycin A1 (BAF). A representative image of 4
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independent experiments is shown on the top. The graph on the bottom represents the LC3B-
IT protein levels normalized with ACTIN protein levels, quantified using the Imagelab
software (n=4). The difference in LC3B-II levels was quantified using t-test. ***: p<0.001.
*#: p<0.01. *: p<0.05.

(B)  The levels of LC3B and ACTIN in CRISPR-Control (I and 1) and CRISPR-47GY94
(a, b, c and d) clones in the presence or absence of BAF. A representative image of 3
independent experiments is shown on the top. The graph on the bottom represents the LC3B-
IT protein levels normalized with ACTIN protein levels, quantified using the Imagelab
software (n=3). The difference in LC3B-II levels was quantified using t-test. **: p<0.01. *:
p=<0.05.

(C) Levels of phosphorylated P70S6K (P-P70S6K), P70S6K and ACTIN in sh-Control (1
and 2) and sh-47G94 (A, B and C) clones treated, or not, during 2 hours with EBSS to induce
autophagy. A representative image of 4 independent experiments is shown on the top. The
graph on the bottom represents the ratio of protein levels of P-P70S6K/total P70S6K,
normalized with ACTIN protein levels, quantified using the ImageLab software (n=4). The
difference in P-P70S6K levels was quantified using a t-test. *: p<0.05.

(D)  Levels of phosphorylated P-P70S6K, P70S6K and ACTIN in CRISPR-Control (I and
IT) and CRISPR-ATGY94 (a, b, ¢ and d) clones treated, or not, during 2 hours with EBSS. A
representative image of 3 independent experiments is shown on the top. The graph on the
bottom represents the ratio of protein levels of P-P70S6K/total P70S6K, normalized with
ACTIN protein levels, quantified using the ImageLab software (n=2). The difference in P-
P70S6K levels was quantified using a t-test.

Fig.4: ATGY9A inhibition leads to an increase of lysotracker staining, which is linked to an
increase of TFEB mRNA expression in sh-ATG9A cells.

(A) (B) Acidic vesicles were stained with Lysotracker Green DND-26 during 30 min in
sh-Control and -ATGY9A4 (A) or CRISPR-Control and -ATG94 (B) clones. The staining
intensity was then measured by flow cytometry for each cell line. Histograms present the
staining intensity of sh-Control clone 1 (A) or CRISPR-Control clone 1 (B) (black line)
compared with sh-4A7G94 clone A, B and C ((A), histograms A, B and C respectively) or
compared with CRISPR-A7G94 clones a, b, ¢ and d ((B), histograms a, b, ¢ and d
respectively). These data are representative of 4 independent experiments. The difference

between Lysotracker Green staining was performed using a t-test. ***: p<0.001. *: p<0.05.
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(C)  Quantification of 7FEB mRNA expression using qRT-PCR in sh-47GY94 (graph 1)
and CRISPR-A7GY94 (graph 2) and control cells (n=3, duplicate). Difference in expression

levels was quantified using a t-test. ****: p<0.001. p **: p<0.01.

Supp. Fig. 1: Scheme showing the sequences and the positions of the sh-RNA and gRNA
used to create the stable sh-ATG9A and CRISPR-ATGYA clones, respectively.

(A)  The pLKO.1 MISSION™ shRNA plasmid (Sigma) was transfected in the MDA-MB-
436 cell line in order to create the sh-4A7G94 clones. The shRNA targets the A7G94 mRNA
transcript in the exon 16, between the nucleotides 3419 and 3439.

(B) The pSpCas9(BB)-2A-GFP plasmid (Addgene) modified to produce the gRNA
presented on the top was transfected in the MDA-MB-436 cell line. The gRNA targets the
exon 5, between nucleotides 2782 and 2800, within the ATG94 gene.

Supp. Fig. 2: DNA sequencing of CRISPR-ATGY9A clones and putative proteins expressed.
(A) The DNA fragment framing the sequence targeted by the gRNA within the 4A7G94
gene in our different CRISPR-4A7G94 clones was sequenced. While the two control clones (I
and II) contained the wild-type A7G94 gene sequence, an insertion of 1 adenine (clones a and
b) or 2 adenines (clone d) in the ATG94 gene was detected in our CRISPR-47GY94 clones.

(B)  The mutations in the ATG94 gene detected in our CRISPR-ATG94 clones led to a
frameshift in the A7G94 open reading frame leading to the translation of two putative new
proteins of 68 (clones a and b) or 98 amino acids (clone d), respectively. These new proteins
are predicted to contain only the first 63 amino acids of the ATG9A protein and no longer

contain the transmembrane domains therefore inducing their cytosolic relocalization.
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Figure 2
B o ob
0
ATG9A mRNA levels cp—(« ,;(\'P‘

g

1T 2 A B C (kDa)

=4

ATGSYA/ACTIN protein level

A _
s 2
2 >
ks %
=
2 2
£ 120 3
< o ATGOA W 5
E — 80 E
¢« 0.0 - . G
s_’ ACTIN — e —— 50 g o e x
3, 0.00 > 0
S ~NY oy R O E N9y R O
<= sh-control sh-ATG9A sh-control sh-ATG9A
C D X N
@ CS"\S o (51\\5Q N =) ATGIAACTIN protein level
[} -~
E ATGOA mRNA levels (.0(\“ ey 2
< 5
% (kDa) _; 1.
% — 120 5
Z .
=
8 L 50 = T
< 3o
(=] [G) N
2 N 20 o D = Sy e o b
= CRISPR CRISPR CRISPR CRISPR
control ATGO9A control ATGOA
E 5 MTT Test Trypan Blue
< g S 6m
- -1 = 1
) - iy 2
© 5 --f\ & 4 - A
Z - B -9: h B
shRNA 5 c _% - c
g , b by i
% N r.'-/ E /
g 0 T T T T ] 3 . v v
= 0 1 2 3 4 5 g% Y T T b
: Day _ Day
g 64 | g 4 - |
> o -l = 3 /I :
T 4 - =—a b b
CRISPR g - =b z 2 . c
.E ¢ .g 0= d
= 2 o= d E 14
B Z
S o v T 0 — —
2% 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
5 Day Day
F sh-control sh-ATGOA
1 2 A B ~C
shRNA :
G o shRNA CRISPR
- ] 200=
— -2 - =
£ ™ - A T 1sd -
E B £ - g
.ﬁ 404 c g 100 == b
E 20 E ;
3 l_,\ ) " S 50 -0
" T 20 Ed 0 ';'u 20 30 40
Day Day

124



Résultats

Figure 3
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Figure 4
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Supp. Figure 1
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Supp. Figure 2
A

ATG9A gene (gRNA target sequence)  CTTCACATGTATGCTCATC
control clones | and Il CTTCACATGTATGCTCATC

clonea  CTTCACATGTATGCTCA ;

cloneb  CTTCACATGTATGCTCA

cloned CTTCACATGTATGCTCA% TC

1 63 TM domain 100 839
ATGYA protein (WT) MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFTCMLEIGEIF%IEMQFLFWAFTTFLVSCVDYDILFANKMVNH [—

clonesa &b MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFTCML%NRGDL
98
cloned MAQFDTEYQRLEASYSDSPPGEEDLLVHVAEGSKSPWHHIENLDLFFSRVYNLHQKNGFTCMLKSGRSLSSCSSSLWLPSLPSWSAAWTMTSYLPTRW
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3.1.1 Role d’ATGYA dans la lignée de cancer du sein triple négatif MDA-MB-231

L’étude du role d’ATGIA dans la lignée de cancer du sein triple négatif MDA-MB-436
(Publication II) a permis de mettre en évidence un role important de cette protéine dans les
phénotypes cancéreux. Nous avons ensuite voulu confirmer que c'était également le cas dans
d’autres lignées de cancer du sein triple négatif. Pour cela, nous avons tout d’abord étudié
I’expression de I’ARNm ATG94 dans cinq lignées de cancer du sein, correspondant au sous-
type triple négatif : BT549, MDA-MB-157, MDA-MB-231, MDA-MB-436, et MDA-MB-
468. Les résultats sont présentés dans la Figure 19. Ces données ont permis d’observer que la
lignée MDA-MB-436 présente un taux d’expression de I’ARNm A7G94 significativement

plus bas comparé aux autres lignées de sous-type triple négatif testées (p<0,020).

Expression de 'ARNm d'ATG9A
dans les lignées de cancer du sein de sous-type triple négatif
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Figure 19 : Expression de ’ARNm d’4A7G9A4 dans les lignées de cancer du sein triple négatif. Les ARN des
différentes lignées ont été extraits a I’aide de la méthode Trizol. La transcription inverse de 1,5 pg d’ARN a été réalisée avec
I’enzyme M-MLV (Sigma) et les ADNc obtenus ont été dilués au 1/80° avant d’étre quantifiés par gqRT-PCR (n=2, protocole
détaillé dans la Publication II). Les statistiques ont été réalisées a 1’aide d’un t-test, en comparant 1’expression d’ATG9A
dans la lignée MDA-MB-436, comparé aux autres lignées (p=0,0006 ; 0,002 ; 0,001 pour les lignées BT-549, MDA-MB-157
et MDA-MB-468, respectivement et p <0,0001 pour la lignée MDA-MB-231).

Cependant, 1’étude du taux d’ATG9A par Western-Blotting dans ces lignées n’a pas
permis de montrer une différence significative de I’expression de cette protéine entre la lignée
MDA-MB-436 et les autres lignées de sous-type triple négatif, a 1’exception de la lignée
MDA-MB-157 (p=0,0368) (Figure 20). La lignée MDA-MB-231 étant la seule des lignées
testées présentant une mutation de la protéine RAS (Hollestelle et a/, 2010), impliquée dans le

maintien de I’agressivité et du phénotype mésenchymateux de ces cellules (Kim et a/, 2015).
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De plus, de nombreuses études ont montré un réle complexe de RAS dans la régulation du
processus autophagique (Pattingre et al, 2003; Furuta et al, 2004; Lock et al, 2011), c'est
pourquoi nous avons souhaité comparer le réle de la protéine ATG9A dans les lignées MDA-

MB-231 et MDA-MB-436, ne présentant pas de mutation de RAS (Publication II).
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Figure 20 : Expression d’ATG9A dans les lignées de cancer du sein triple négatives. Analyse du taux de la
protéine ATG9A par Western-Blotting, normalisé sur la quantité d’ACTINE. L’image est représentative de 10 expériences
indépendantes. Le taux d’ATG9A présenté sur le graphique a été quantifié par mesure de I’intensité des bandes avec le
logiciel ImageLab puis normalisé avec la quantité d’ACTINE (protocole détaillé dans la Publication II).

Dans ce but, nous avons éteint I’expression d’47G94 dans la lignée MDA-MB-231 a
I’aide de I’expression stable de sh-ARN, identique a celui utilisé dans la lignée MDA-MB-
436 (Figure 18A). Aprés sélection, les clones obtenus (a et b) présentent une diminution
significative de DI’expression de ’ARNm (p<0,0001) (Figure 21A) et de la protéine
(p<0,0008) (Figure 21B), comparé aux clones controles (I et IT).
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Figure 21 : Modé¢le d’extinction de I’expression d’ATG9A par sh-ARN dans la lignée MDA-MB-231. (A) Apres
extraction des ARN par méthode Trizol et leur reverse transcription par ’enzyme M-MLV (Sigma), le taux de ’ARNm
ATGY4 a été quantifié dans chaque lignée par qRT-PCR, normalisé par le niveau d’ARNr /8S (n= 3, duplicats, protocole
détaillé dans la publication II). (B) Analyse de I’expression d’ATG9A par Western-Blotting. L’image est représentative de 3
expériences indépendantes. Le taux d’ATG9A présenté sur le graphique a été quantifié par mesure de I’intensité des bandes
avec le logiciel ImageLab puis normalis¢ avec la quantité d’ACTINE (protocole détaillé dans la Publication II).

Afin de caractériser ce nouveau modele, nous avons tout d’abord étudié les phénotypes
cancéreux de prolifération et d’invasion in vitro (Figure 22). Nous avons ainsi observé une
augmentation significative de la prolifération du clone sh-47G94 «a» et une baisse
significative de la prolifération du clone sh-47G94 « b », comparé aux clones controles (test
MTT). Cependant, ces données n’ont pas été confirmées par le comptage au bleu trypan.
Nous n'avons en effet observé aucune différence notable de prolifération, ni d’invasion des

cellules sh-AT7G9A4 comparé aux cellules contrdles.

A Test MTT Bleu Trypan

nombre de cellules vs J1
.
5
o
nombre de cellules viables vs J1
e

o

=
[XP
w4
e
o
o

ad
[\SE
w

o

Day Day

B sh-ctrl sh-ATG9A
a b

% area

NN 2 90

Figure 22 : L’extinction d’4A7G9A4 par sh-ARN dans les cellules MDA-MB-231 ne modifie pas les phénotypes
cancéreux in vitro. (A) La prolifération a été analysée pendant 4 jours a 1’aide d'un test MTT (panneau de gauche, n=3, 16
réplicats) et pendant 3 jours avec des comptages au bleu trypan (panneau de droite) (n=3, duplicats). (B) Un test d’invasion a
été réalisé a 1’aide de chambres de Boyden recouvertes de matrice extracellulaire (ECM) sur lesquelles ont été ensemencées
40 000 cellules. Aprés 24h, les cellules ayant migré a travers la membrane ont été fixées et colorées au cristal violet. Les
photographies sont représentatives de 3 expériences indépendantes. La densité cellulaire a été quantifiée a 1’aide du logiciel
Image] (duplicats).
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Nous avons alors décidé d'étudier le processus autophagique dans ce modéle, en
analysant tout d’abord les niveaux de LC3B-II par Western-Blotting (Figure 23A). Nous
avons alors observé une diminution de 1’accumulation, mais non significative, de LC3B-II
dans les clones sh-47GY9A4 (a et b) comparé aux clones controles (I et II), qui pourrait étre
expliquée par une diminution de la synthése d’autophagosomes et/ou une augmentation de
leur dégradation. Nous avons alors réalisé un traitement de nos lignées avec la Bafilomycine
A1, un inhibiteur des V-ATPases, qui empéche la fusion autophagosome/lysosome et permet
d’inhiber la dégradation des autophagosomes (Figure 17), pour déterminer si la diminution de
I’accumulation de LC3B-II était dépendante d’une augmentation de la dégradation des
autophagosomes. Ce traitement a montré que les clones sh-47G94 (a et b) et sh-contrdles (I et
IT) répondent tous a la Bafilomycine A1, puisqu'ils présentent tous une augmentation du taux
de LC3B-II lorsque les cellules sont traitées avec de la Bafilomycine Al, comparé aux
conditions sans traitement, suggérant que la dégradation des autophagosomes n’est pas
bloquée dans les cellules sh-47G94. Cependant, nous observons une plus faible accumulation
de LC3B-II lorsque les clones sh-AT7G94 (a et b) sont traités avec de la Bafilomycine Al,
comparé aux clones contrdles (I et II), suggérant qu’une perte d’ATG9A dans cette lignée

pourrait conduire a une diminution de la formation d’autophagosomes.
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Figure 23 : L’extinction d’AT7G9A4 par sh-ARN dans la lignée MDA-MB-231 conduit & une baisse de
I’accumulation de LC3B-I1, indépendante de Pactivité de mTOR. (A) Le taux de LC3B-II a été analysé par Western-
Blotting, avant et aprés 2h de traitement par Bafilomycine Al (BAF). L’image est représentative de 4 expériences
indépendantes. Le graphique présente la quantification de LC3B-II normalisée sur la quantité d’ACTINE (par rapport au
clone contrdle I non traité). (B) Le taux de phosphorylation de la kinase P70S6K (P-P70S6K) a été mesuré par Western-
Blotting et I’image présentée est représentative de 3 expériences indépendantes. Le graphique montre la quantification de P-
P70S6K, normalisée sur la quantité totale de P70S6K et d’ACTINE (Protocoles détaillés dans la publication II).
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Afin de tester cette hypothése, nous avons analysé par Western-Blotting la
phosphorylation de P70S6K, une cible de la kinase mTOR (Figure 23B), mais nous n’avons
observé aucune différence significative de phosphorylation de P70S6K entre les clones sh-
ATGYA4 et les clones contrdles, suggérant que la diminution d’accumulation de LC3B-II dans
les cellules sh-ATG9A4 est indépendante, et probablement en aval, de l’induction de
I’autophagie par mTOR.

Puisque nous observons une diminution de I’accumulation de LC3B-II dans les cellules
sh-ATGYA traitées par Bafilomycine Al, nous nous sommes demandé si 1’acidification des
lysosomes pouvait étre modifiée dans ces cellules. Afin de répondre a cette question, nous
avons réalis¢ un marquage des vésicules acides a ’aide du composé Lysotracker® (Figure
24). Une baisse significative du marquage (p<0,0001 ; p<0,0095) a été observée dans les
clones sh-A4TGY9A4 (a et b) comparé aux clones controles I et 11, respectivement. Ces données
suggerent que la perte d’ATG9A dans la lignée MDA-MB-231 conduit a une diminution de

I’accumulation de LC3B-II, associée a une baisse de la quantité de vésicules acides.
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Figure 24 : L’extinction d’AT7G9A4 par sh-ARN conduit 2 une baisse significative de D’acidification des
vésicules. Les vésicules acides ont été marquées pendant 30 min 4 I’aide de Lysotracker”, puis analysées par cytométrie en
flux. Les histogrammes sont représentatifs de 4 expériences indépendantes et montrent I’intensité de marquage Lysotracker®
du clone contréle 1 (courbe noire) par rapport aux clones sh-47G94 a et b (courbes grises, histogrammes 1 et 2
respectivement). Le graphique représente la moyenne d’intensité de fluorescence observée par cytométrie en flux (duplicats).
L’intensité de marquage a été comparée dans les différents clones a I’aide d’un t-test (Protocole détaillé dans la publication
10).

L’extinction d’ATG9A dans la lignée MDA-MB-231 conduit donc a une modification
du processus autophagique opposée a celle observée dans la lignée MDA-MB-436. En effet,
alors que nous avions observé une accumulation de LC3B-II (en conditions basales et apres
traitement par Bafilomycine A1) dans la lignée MDA-MB-436 suite a la perte de 1’expression
d’ATGYA, nous n’observons pas de différence significative du taux de LC3B-II en conditions
basales dans la lignée MDA-MB-231 mais une diminution du taux de LC3B-II apres
traitement par Bafilomycine Al dans la lignée MDA-MB-231. De plus, alors que I’intensité
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du marquage des vésicules acides était augmentée dans les MDA-MB-436, la lignée MDA-
MB-231 présente une diminution de ce méme marquage suite a une perte de 1’expression
d’ATGOYA. Ces résultats surprenants nous ont amené a émettre 1’hypothése que ces deux
lignées ne présentaient pas la méme dépendance vis a vis du processus autophagique.

Afin de répondre a cette question, nous avons alors décidé d’analyser la quantité
d’autophagosomes et d’autophagolysosomes présents dans les lignées sauvages MDA-MB-
231 et MDA-MB-436 en transfectant de manicre transitoire le plasmide pTF-LC3. Ce
plasmide code une protéine de fusion mRFP-GFP-LC3B dont la fluorescence permet de
différencier les autophagosomes des autophagolysosomes. En effet, la fluorescence de la GFP
est inhibée dans un environnement acide, tel que celui présent dans les lysosomes, alors que la
protéine RFP est résistante a l'acidité. Les autophagosomes apparaissent donc sous forme de
vésicules jaunes (rouge + vert) alors que les autophagolysosomes apparaissent rouge (Kimura

et al, 2007) (Figure 25A).
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Figure 25: Quantification des autophagosomes et autophagolysosomes dans les lignées MDA-MB-231 et
MDA-MB-436. (A) La protéine de fusion mRFP-GFP-LC3 est codée par le plasmide pTF-LC3. Les autophagosomes
apparaissent dans la cellule sous forme de ponctuations jaunes alors que les autophagolysosomes apparaissent rouges. Si
I’induction de I’autophagie est ¢élevée dans la lignée testée, un traitement par Bafilomycine Al (BAF) doit conduire a
I’augmentation du nombre d’autophagosomes, avec une baisse ou un taux stable d’autophagolysosomes. (B) Les lignées
MDA-MB-231 et MDA-MB-436 ensemencées sur lamelles de verre (70 000 cellules) ont été transfectées avec 0,5 pg de
plasmide pTF-LC3 en utilisant le composé Jetprime (1 pL par puits) en suivant les recommandations du fournisseur. Le jour
suivant, aprés un traitement de 2h avec de la Bafilomycine Al, les cellules ont été fixées a I’aide de PFA 1 % puis montées
dans du milieu de montage Vectashield, avant d’étre observées et photographiées a 1’aide d’un microscope confocal. Le
graphique représente le nombre d’autophagosomes (jaune) et d’autophagolysosomes (rouge) comptés dans chaque cellule a
I’aide de la macro « green and red puncta colocalization » disponible avec le logiciel Image] (n=4, 30 cellules par condition).
Les statistiques ont été réalisées a ’aide d’un t-test. NT=Non Traité. BAF=Bafilomycine Al.

L’analyse de la quantité d’autophagosomes (jaunes) a montré une augmentation
significative du nombre d’autophagosomes dans les cellules MDA-MB-436 traitées ou non
avec de la Bafilomycine Al, comparé a la lignée MDA-MB-231 (p=0,0112 et p=0,0178,
respectivement) (Figure 25B). Ces données suggerent que la lignée MDA-MB-436 peut

produire une quantité plus importante d’autophagosomes, comparé¢ a la lignée MDA-MB-231.
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Cependant, lorsque les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 sont traitées avec de la
Bafilomycine Al, nous n’observons pas de différence significative du nombre
d’autophagosomes, comparé aux conditions sans traitement. Ces données suggerent donc que
le flux autophagique dans les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 est faible car le
blocage de ce processus dans les étapes tardives ne conduit pas a une accumulation
importante d’autophagosomes. Afin de confirmer ou d’infirmer ces hypothéses, nous avons
réalisé une quantification du taux de LC3B-II par des expériences de Western-Blotting, en

présence ou en absence de Bafilomycine Al (Figure 26).

Taux de LC3B-II
MDA-MB-231 | MDA-MB-436 E 3 x :
BAF | - | +| - | + 2 o —
—20 = T
LC3B-II — — —-— z
— 50 g ——
ACTIN - (g 3
[ap] 0 T L)
3 NT  BAF NT  BAF

MDA-MB-231 MDA-MB-436

Figure 26 : Quantification du taux de LC3B-II par Western-Blotting dans les lignées MDA-MB-231 et MDA-
MB-436. Le taux de LC3B-II des lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 a été analysé par Western-Blotting dans les
extraits protéiques des lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436, avec ou sans traitement par Bafilomycine Al (BAF)
pendant 2 h. L’image est représentative de 4 expériences indépendantes. Le graphique a droite représente le taux de LC3B-II,
normalisé sur la quantité d’actine (protocole détaillé dans la Publication II). L’intensité des bandes a été quantifiée a 1’aide
du logiciel ImageLab. Un t-test a été réalisé afin de quantifier la différence du taux de LC3B-II dans les conditions
présentées. NT=Non Traité. BAF=Bafilomycine Al.

Les résultats ont montré une augmentation significative du taux de LC3B-II dans la
lignée MDA-MB-436 comparé aux cellules MDA-MB-231, sans traitement (p=0,0031). Ces
données sont similaires & ce que nous avons observé apres transfection de nos lignées par
pTF-LC3. Mais nous observons également une augmentation significative du taux de LC3B-II
dans les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 aprés traitement par Bafilomycine Al,
comparé aux cellules non traitées (p=0,0045 et 0,0367, respectivement), alors que nous
n’avions pas observé de différence significative du nombre d’autophagosomes en comparant
les mémes conditions aprés transfection par pTF-LC3. Ces données suggerent alors que le
flux autophagique dans les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 a été sous-estimé par

I’étude utilisant le pTF-LC3. Cependant, 1’analyse des valeurs de flux autophagique entre ces
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deux expériences, en calculant le ratio du nombre d’autophagosomes (ou du taux de LC3B-II)
en présence et en absence de Bafilomycine Al, montre que le flux autophagique est similaire
dans les deux lignées étudiées. Ces données suggerent que les lignées MDA-MB-231 et
MDA-MB-436 ont un flux autophagique similaire mais que la lignée MDA-MB-436 peut
synthétiser un plus grand nombre d’autophagosomes en conditions basales, comparé a la

lignée MDA-MB-231.

Une capacité a former un plus grand nombre d’autophagosomes dans la lignée MDA-
MB-436 comparé a la lignée MDA-MB-231 pourrait indiquer que la lignée MDA-MB-231
soit moins dépendante du mécanisme autophagique que les cellules MDA-MB-436. Afin de
confirmer cette hypothése, nous avons réalisé des expériences de prolifération cellulaire avec
les lignées et les clones présentant une extinction d’47G94, en présence ou en absence de 3-
methyladénine (3-MA, Figure 17), un inhibiteur de la PI3K, qui inhibe les étapes tres
précoces de 1’autophagie (Figure 27). Ces données ont montré une baisse de prolifération
significative des clones sh-controles 1 et 2 dans les MDA-MB-436 lorsqu’elles sont traitées
avec du 3-MA (p<0,0034 et p<0,0001, respectivement). Au contraire, nous n’avons observé
aucune différence significative de prolifération des MDA-MB-231 sh-controles I et II apres
traitement similaire au 3-MA. Ces données suggerent donc bien que les cellules MDA-MB-
231 sont moins dépendantes du processus autophagique que les cellules MDA-MB-436 pour
proliférer.

De plus, nos données ont montré que le 3-MA a trés peu d’effet sur la prolifération des
clones sh-ATG94 de MDA-MB-436, compar¢ aux clones contrdles, suggérant que la baisse
de prolifération des cellules sh-4A7G94 observée dans les MDA-MB-436 est étroitement liée
aux étapes précoces de 1’autophagie. En ce qui concerne la lignée MDA-MB-231, nous
n'observons toujours aucune différence significative de la prolifération des clones sh-47G94
apres traitement par 3-MA, sauf pour le clone b qui présente une augmentation de la
prolifération par test MTT, mais ces données n’ont ensuite pas été confirmées par comptage
au bleu Trypan. Ces données suggerent donc que l'inhibition des étapes précoces de
I’autophagie ou I'extinction d’47G94 n’ont pas d’effet sur la prolifération des cellules MDA-
MB-231.

137



Résultats

Test MTT Bleu Trypan
s 4 > 6
2 T o
3 3 - =
§ o kK E 4
MDA-MB-436 S o 8
g * * ; *eke iyl
. § > .
2 3
[15]
5 o ©
< NI £ N
'b‘@. %“‘\v‘ ¥ 'b)é\v. ".)"‘?. 5 rb"‘\? ng"‘? '5'\&‘” fb"‘? fb‘“&
RE Q2 o2 3 & 2 R QS o PG o
sh-ctrl sh-ATG9A sh-ctrl sh-ATG9A
5 257 > 31
4 o
*
o 2.04 = M N T 2
© w 24
g 15 L
MDA-MB-231 = 2
o 1.04 P
3 S 1
£ 0.5 9
£ ]
2 0.0 \, T \, T o Qo
SN S T A a2
nj‘}‘\v‘ nf@"‘ {bx\\?’ rb'é\v. g N R‘\?-'\ > @\?-'\ ? x\?“ © \X\V"\
\k \\k 'b\' ‘Q\' < \{,5 \\{.5 ’b@? ,QQ{
sh-ctrl sh-ATG9A sh-ctrl sh-ATG9A

Figure 27 : Le traitement par 3-MA pendant 3 jours inhibe la prolifération des cellules MDA-MB-436, mais
pas celle des cellules MDA-MB-231. Le taux de prolifération des cellules MDA-MB-436 (en haut) et MDA-MB-231 (en
bas) a été analysé avec un test MTT (panneau de gauche) ou un comptage de cellules viables au bleu trypan (panneau de
droite). Les cellules ensemencées (3 000 cellules par puits de plaque 96 puits) ont été traitées le lendemain avec 2,5 mM de
3-MA puis leur taux de prolifération a été évalué tous les jours. Pour le test MTT : n=3 et 6 réplicats et pour le comptage au
bleu trypan : n=2 et 4 réplicats.

L’ensemble des données obtenues, résumées dans la Figure 28, suggerent que la
protéine autophagique ATG9A pourrait présenter un role différent dans les lignées de cancer
du sein triple négatives MDA-MB-231 et MDA-MB-436. En effet, alors que I’extinction de
I’expression d’ATG9A par sh-ARN dans la lignée MDA-MB-436 conduit & diminution de
I’agressivité de ces cellules, nous n’avons observé aucune différence dans la lignée MDA-
MB-231. Parall¢lement, I’extinction d’47GY94 dans la lignée MDA-MB-436 conduit a une
augmentation de 1I’accumulation de LC3B-II et de vésicules acides, suggérant une diminution
de la dégradation des autophagosomes synthétisés dans la cellule, alors que I’extinction
d’ATG94 dans la lignée MDA-MB-231 conduit a une diminution de l’induction de la
formation des autophagosomes, observée via une baisse de 1’accumulation de LC3B-II apres
traitement par Bafilomycine Al, associée a une baisse de la quantité¢ de vésicules acides,

suggérant que la perte d’A7GY94 dans cette lignée a un effet inverse sur la quantité
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d’autophagosomes et de vésicules acides présentes dans les cellules, comparé aux cellules
MDA-MB-436. Cette différence de phénotype pourrait, en partie, étre expliquée par le fait
que la lignée MDA-MB-231 soit moins dépendante du processus autophagique que la lignée
MDA-MB-436. En effet, nos données ont montré par une synthése d’autophagosomes réduite
dans la lignée MDA-MB-231 comparé a la lignée MDA-MB-436, mais également une
sensibilité accrue de la lignée MDA-MB-436 au traitement 3-MA, un inhibiteur des étapes

précoces de I’autophagie.
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Figure 28: Schéma récapitulatif des modifications de phénotypes induites par la perte de l'expression
d'ATG9A dans les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436. L'extinction d'ATG94 dans la lignée MDA-MB-436 par
shARN (haut du schéma) conduit a une diminution de l'agressivité des cellules in vitro et in vivo. La perte d'ATG94 dans les
cellules MDA-MB-436 conduit a une augmentation de l'induction de la synthése des autophagosomes. En effet, nous
observons une augmentation de 'accumulation de LC3B-II dans les cellules shATG94, corrélée a une diminution de la
phosphorylation de P70S6K, une cible de mTOR. Cependant, 'inhibition de la dégradation des autophagosomes dans les
cellules shATGY94 par la Bafilomycine Al ne conduit pas & une accumulation de LC3B-II et suggére que la perte d'A7G94
dans cette lignée est associée a une diminution de la dégradation des autophagosomes. Nous observons également une
augmentation de l'intensité de marquage Lysotracker” ainsi qu'une augmentation de l'expression de TFEB, un facteur de
transcription impliqué dans la biogénese et 'activité des lysosomes. Ces données suggerent que la perte d’47G94 dans la
lignée MDA-MB-436 conduit a une accumulation de lysosomes dans la cellule, ne pouvant pas dégrader les autophagosomes
formés. La perte de la partie C-terminale d'ATG9A dans les clones CRISPR-Cas9 (étoiles jaunes) conduit a une
augmentation de l'accumulation de LC3B-II et du marquage Lysotracker®, suggérant que la partic N-terminale d'ATG9A, a
elle seule, permet le maintien des phénotypes cancéreux, la phosphorylation de P70S6K et l'expression de TFEB dans la
lignée MDA-MB-436. Les clones MDA-MB-231 shATG9A4 (bas du schéma) présentent une diminution de la synthése des
autophagosomes, représentée par une diminution de l'accumulation de LC3B-II aprés un traitement par Bafilomycine Al. Ce
processus est cependant indépendant de la phosphorylation de P70S6K. L'extinction de I'expression d'ATG9A dans la lignée
MDA-MB-231 ne bloque pas la dégradation des autophagosomes mais conduit 4 une baisse du marquage Lysotracker”®,
suggérant que la quantité de vésicules acides contenue dans ces cellules est dépendante de la quantité d'autophagosomes
produits.
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L’ensemble des travaux décrits dans cette thése a consisté en 1’étude de deux genes de
I’autophagie dont I’expression est régulée dans les cancers du sein. En effet, ces travaux ont
permis de caractériser les mécanismes épigénétiques régulant I’expression de GABARAPLI,
un gene dont I’expression est associée a un facteur de bon pronostic dans les cancers du sein
(Berthier et al, 2010). Nous avons ¢galement mis en évidence que I’expression d’47G94 est
augmentée dans les cancers du sein triple négatifs et étudié le rdle de cette protéine dans deux
lignées de cancer du sein triple négatives. Ces travaux ont permis de montrer que les génes de
I’autophagie peuvent étre régulés négativement par des modifications épigénétiques dans les
cancers du sein, comme GABARAPLI ou ATGYB (Hervouet et al, 2015; Zhang et al, 2016),
mais nous montrons également qu’A7G9A4 peut étre régulé de maniére positive dans les
cancers du sein de type triple négatif, tout comme LC3B (Lefort et al, 2014) soulignant que la
régulation de 1’expression des génes de 1’autophagie n’est pas toujours identique en fonction

du sous-type de cancer du sein.

1. Autophagie, épigénétique et cancer

Méme si la régulation de I’expression des génes de 1’autophagie par des modifications
épigénétiques reste encore mal décrite, de nombreuses études ont récemment suggéré un lien
étroit entre modifications épigénétiques et expression des geénes de 1’autophagie dans les
cancers. En effet, une hyperméthylation de geénes de 1’autophagie, tels que BECLINI, ULK?2,
BNIP3, ou encore ATGI6L2, a été reportée dans les cancers du sein (Li ef al, 2010), les
glioblastomes (Shukla ef al, 2014), les cancers colorectaux (Murai et al, 2005) et les
leucémies my¢loides chroniques (Dunwell ef al, 2010), respectivement.

L’expression de GABARAPLI est généralement diminuée dans les lignées de cancer du
sein et la surexpression de cette protéine dans la lignée de cancer du sein MCF-7 conduit a
une diminution significative de leur prolifération in vitro (Berthier et a/, 2010) mais conduit
¢galement a une diminution de leur capacité a former des tumeurs in vivo (Zhang et al, 2011).
De plus, une forte expression de GABARAPLI a ét¢ montrée comme associée a un bon
pronostic dans les cancers du sein (Berthier et al, 2010) et une faible expression de
GABARAPLI est associée a un faible pronostic dans les carcinomes hépatocellulaires (Liu et
al, 2014). Les résultats présentés dans la Publication I confirment ces données et montrent
une corrélation inverse entre 1’expression de GABARAPLI dans les cancers du sein et le grade
des échantillons. Ces données ont également été confirmées dans une publication récente, ou

les auteurs montrent une diminution de 1'expression de GABARAPLI dans les cancers du sein

142



Discussion

(Lebovitz et al, 2015). Puisqu’une étude avait montré que la diminution de 1’expression de
BECLINI dans les cancers du sein pouvait étre associée a une hyperméthylation de son
promoteur (Li et a/, 2010), nous avons émis 1’hypothése que I’expression de GABARAPLI
pouvait étre également régulée dans les cancers du sein par des modifications épigénétiques.
Notre étude a confirmé que le promoteur de GABARAPLI est effectivement hyperméthylé
dans les tissus tumoraux et cellules cancéreuses, alors qu’il I’est trés peu dans les tissus non-
tumoraux et dans les cellules immortalisées mammaires MCF 10A. Nos résultats ont
¢galement montré que le promoteur de GABARAPLI est hyperméthylé mais présente
¢galement une baisse de 1’acétylation de I’histone H3, un lien entre méthylation de ’ADN et
désacétylation d’histones ayant été montré auparavant (Sharma et al, 2005; Bacon et al,
2007).

L’accessibilité des facteurs de transcription au niveau du promoteur étant généralement
essentielle pour permettre I’expression du geéne, nous avons souhaité déterminer si cela était
¢galement le cas dans la régulation de I’expression de GABARAPLI. Nos résultats ont montré
que I’expression de GABARAPLI dans nos modeles est contrdlée par CREB-1 et que
I’inhibition pharmacologique de la méthylation de I’ADN ainsi que de la désacétylation des
histones facilite le recrutement de CREB-1 au niveau du promoteur de GABARAPLI. Nos
données sont en accord avec celles de la littérature qui avaient décrit CREB-1 comme un
activateur transcriptionnel de 1’autophagie (Seok et al, 2014). En effet, I’inhibition de
I’expression de CREB-1 par siRNA diminue significativement 1’expression de genes de
I’autophagie, tels que ULKI, ATGS5, ATG7 ou TFEB, dans des cellules hépatiques en
condition de carence en nutriments et son expression a ¢galement été associée a un facteur de
mauvais pronostic dans les cancers du sein (Chhabra et al/, 2007). Toutes ces données
suggerent que l'effet de CREB-1 sur la régulation de I'expression des génes de ’autophagie

pourrait expliquer en partie son role dans les cancers.

L’utilisation de drogues ciblant les modifications épigénétiques a déja été approuvée par
la FDA (U.S. Food and Drug Administration) pour le traitement de certains cancers, tels que
les lymphomes a cellules T cutanés (vorinostat, despsipeptide), les lymphomes a cellules T
périphériques (belinostat), les myélomes multiples (panobinostat) ou encore les syndromes
my¢lodysplasiques (azacytidine et décitabine) (Nervi et al, 2015). A ce jour, de nombreux
essais cliniques testent 1’utilisation de drogues épigénétiques dans le traitement de cancers du
sein (voir Introduction, 2.6). En effet, un traitement simultané par le 5-aza-

CdRdéoxycytidine et la trichostatine A peut induire 1’autophagie dans les cellules de cancer
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du sein MDA-MB-231 et augmenter ’efficacité anti-tumorale du paclitaxel (Zou et al, 2011).
Dans la lumiére de nos résultats, I’augmentation de 1’autophagie pourrait étre en partie liée a
I’augmentation de 1’expression de GABARAPLI. De plus, il a ét€ montré que la surexpression
de GABARAPLI1 dans les cellules MCF-7 permet d’augmenter le flux autophagique et
d’inhiber la croissance tumorale in vivo (Zhang et al, 2011), ce qui montre que la régulation
de I’autophagie est un mécanisme qui joue un rdle important dans 1’agressivité des cellules
cancéreuses. Nous avons montré que 1’expression de GABARAPLI est régulée de maniére
épigénétique dans les cancers du sein, tout comme d’autres génes ATGs tels que BECLINI,
ATG2B, ATG4D, ATGY9A4 et ATGYB (Li et al, 2010; Zhang et al, 2016). 11 serait intéressant
maintenant de déterminer s'il est possible de ré-induire 1’expression de génes 47Gs chez des
patientes a 1’aide de drogues épigénétiques tels que des inhibiteurs de DNMTs ou d'HDAC:sS.
Cependant, les inhibiteurs disponibles a ce jour en essai clinique sont généralement a large
spectre. En effet, ils permettent d’activer de manicre non ciblée I’expression de geénes inhibés
par une hyperméthylation de I’ADN mais peuvent donc favoriser la tumorigenése ou encore
augmenter I’agressivité des cellules cancéreuses en réactivant I’expression d’oncogeénes ou
encore provoquer une instabilit¢ génomique due a I’hypométhylation globale de I’ADN. Par
exemple, DNMT1 a été décrite comme étant impliquée dans I’inhibition de I’expression
d’oncogenes et de génes suppresseurs de tumeurs (Robert et al, 2003; Chik & Szyf, 2011) et
c’est pourquoi de nombreuses équipes tentent de développer des inhibiteurs spécifiques des
complexes protéiques contenant 1’enzyme DNMTI1 et impliqués spécifiquement dans
I’inhibition de 1’expression de geénes suppresseurs de tumeurs, sans inhiber les complexes
DNMTI qui jouent un rdéle dans I’inhibition de 1’expression d’oncogénes, afin d’éviter les
effets secondaires non désirés. DNMT1 peut former de nombreux complexes avec d’autres
protéines, comme les complexes DNMT1-CFP1 ou DNMT1-PCNA-UHRF1-G9a (Bostick et
al, 2007; Sharif et al, 2007; Skalnik, 2010). L’inhibition spécifique du complexe DNMT1-
PCNA-UHRF1 par un peptide spécifique induit une hypométhylation globale de I’ADN, des
aberrations génétiques et la transformation tumorale de cellules du cerveau (astrocytes), du
sein ou du poumon (Pacaud et al, 2014). Ce complexe n’est donc pas une cible pour le
développement d’inhibiteurs spécifiques de complexes DNMT1 dans les cancers. Cependant,
il a été montré que le complexe DNMT1-CFP1 peut avoir un effet anti-cancéreux. En effet, la
déstabilisation par un peptide spécifique de I’interaction DNMTI1-CFP1 permet de diminuer
les phénotypes cancéreux in vitro et favorise in vivo ’efficacité d’une chimiothérapie, le

temozolomide, dans un modele de gliome (Cheray et a/, 2014). Les mécanismes par lesquels
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I’inhibition de cette interaction permet de diminuer les phénotypes cancéreux et I’efficacité du
temzolomide restent cependant encore inconnus.

Il serait donc intéressant par la suite de caractériser le(s) complexe(s) qui interviennent
dans la régulation épigénétique de 1’expression de GABARAPLI ainsi que d’autres genes de
I’autophagie dans les cancers du sein. Ceci dans le but de développer des inhibiteurs
spécifiques et permettre la réexpression spécifique de ces geénes de 1’autophagie chez les
patientes présentant une baisse de leur expression. Ainsi, dans une approche de médecine
personnalisée, la caractérisation des différents complexes avec des DNMTs pourrait étre
utilisée pour créer des inhibiteurs spécifiques et cibler les patients qui présentent des
modifications de leur méthylome. L’interaction des DNMTs avec leurs partenaires
spécifiques pourrait étre réalisée de maniere routiniere chez les patientes, a partir de coupes
histologiques provenant de biopsies incluses en paraffine. En effet, la technique P-LISA
(Proximity-Ligation in situ assay) permet de mesurer et quantifier, par microscopie a
fluorescence, I’interaction entre deux protéines distantes de 40 nm maximum, en utilisant
deux anticorps primaires d’especes différentes dirigés contres les protéines d’intérét. Il a déja
été montré que cette technique peut étre utilisée sur des coupes de tissus fixées au formol et
incluses en paraffine (Aubele et al, 2010). La distinction des différents sous-groupes de
cancer du sein étant réalisée a partir de marquages immunohistochimiques (Introduction,
« 1.2 »), il serait assez aisé¢ d’effectuer en parallele un marquage P-LISA pour cibler les

patientes qui présentent des modifications du type d’interaction avec la DNMT recherchée.

2. Génes de autophagie et cancer du sein

Puisque les résultats présentés dans la Publication I ont mis en évidence une baisse de
I’expression de GABARAPLI dans les cancers du sein, de maniére proportionnelle au grade et
régulée par des modifications épigénétiques, nous nous sommes demandé si d’autres génes de
I’autophagie pouvaient étre régulés de maniére similaire a GABARAPLI. Pour cela, nous
avons caractéris¢ I’expression de six geénes de 1’autophagie (47GY94, ATG9B, BECLINI,
LC3B, NIX et SOSTM1/P62) dans une nouvelle cohorte de 37 patientes présentant un cancer
du sein (Publication II, Figure 1). D’autres équipes ont déja montré que I’expression de
BECLINI est diminuée dans les cancers du sein (Li et al, 2010; Wu et al, 2012), et plus
particulierement dans les cancers du sein n’exprimant pas le RE (Tang et al, 2015). Nos

résultats sont en accord avec ces publications, car nous observons une baisse, méme si elle est
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non significative, de I’expression de BECLINI chez les patientes de type HER-2 et triple
négatif, comparé aux patientes de type luminal A et B.

L’expression de NLX avait déja été analysée chez des patientes atteintes de cancer du
sein mais aucune corrélation n’avait été démontrée entre son expression et le grade des
patientes (Sowter et al, 2003). Dans notre cohorte, nous observons que 1’expression de NIX
semble étre plus importante (augmentation non significative) chez les patientes présentant une
surexpression d’HER-2 (luminal B et HER-2). Il serait intéressant d’étudier de manicre plus
approfondie I’implication de NIX chez ce type de patientes. En effet, il a ét¢ montré que
I’expression de NIX est significativement induite dans des cellules MCF 10A surexprimant
HER-2 et résistantes a I’anoikis (Whelan et al, 2013, 2). L’expression d’HER-2 permet de
stabiliser le facteur de transcription HIF-1 dans des conditions normoxiques via la voie
mTOR ou PI3K-AKT (Laughner et a/, 2001; Li et al, 2005) pour permettre I’expression de
nombreux genes, tels que NIX, mais également I’élimination de ROS et I’inhibition de la mort
induite par D’anoikis, lors du détachement cellulaire (Whelan et al, 2013). Ces données
suggérent un role possible de NIX dans les cellules HER-2" pour induire I’autophagie, afin
d’¢éliminer les ROS, et dans la résistance a ’anoikis. Ceci pourrait expliquer en partie
I’augmentation de I’expression de NIX chez les patientes HER-2".

Nous avons également observé une légére diminution non significative de I’expression
de SOSTM1/P62 dans les cancers du sein triple négatifs mais aucune autre différence dans les
autres sous-types de cancer du sein. Ces données sont en accord avec une publication ayant
étudié I’expression de SOSTM1/P62 dans différentes lignées de cancer du sein mais n’ayant
trouvé aucune différence d’expression de ce geéne entre les différentes lignées (Thompson et
al, 2003). Cependant, d’autres études ont montré que le taux de la protéine SQSTM1/P62 est
augmenté de manicre significative dans les cancers du sein agressifs ou triple négatifs
(Rolland et al, 2007; Luo et al, 2013). Il semblerait donc que I’expression du geéne
SOSTM1/P62 ne soit pas corrélée directement a I’augmentation du taux de la protéine dans les
cancers du sein et il serait intéressant de confirmer ces données dans notre cohorte, en
analysant le taux de SQSTM1/P62 par TMA (Tissue Microarray) sur les biopsies incluses en
paraffine de nos patientes.

L’analyse du taux de LC3B dans notre cohorte nous a permis d’observer une diminution
non significative de son expression chez les patientes de type triple négatif. Ces données ne
sont pas en accord avec une étude récente ayant montré que l’expression de LC3B est

augmentée chez les patientes de type triple négatif (Lefort et al, 2014). Ces données
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contradictoires sont peut-étre dues & un nombre de patientes de type triple négatif peu élevé
dans notre cohorte.

En ce qui concerne ATGY9B, une étude récente a montré que son expression est diminuée
chez les patientes atteintes de cancer du sein présentant un envahissement ganglionnaire
(Zhang et al, 2016). Nous n’avons pas pu confirmer ces résultats dans notre cohorte,
probablement a cause d’un nombre de patientes présentant un envahissement ganglionnaire
trop faible (n=19). Cependant, nous observons également une diminution de I’expression
d’ATGYB, non significative, chez ce type de patientes, comparé aux patientes n’ayant pas
d’envahissement ganglionnaire (données non montrées). Notre analyse en fonction du sous-
type de cancer du sein semble montrer que 1’expression d’A7G9B est diminuée chez les
patientes de type HER-2. Il serait intéressant de confirmer ces observations dans une cohorte
plus importante car A7G9B pourrait, de manicre similaire a NLX, étre régulé par I’expression
d’HER-2.

L’étude de I’expression d’ATG94 dans notre cohorte de 47 patientes a montré la plus
importante augmentation d’expression génique, comparée aux autres génes de 1’autophagie
testés. Dans le but de confirmer ces résultats, nous avons augment¢ la taille de notre cohorte
et avons ainsi montré une augmentation significative de 1’expression d’ATG94 chez les
patientes triple négatives. L’¢étude de Zhang ef al., citée précédemment, a cependant montré
une baisse significative de 1’expression d’47G94, associée a une hyperméthylation de son
promoteur, dans des échantillons de cancer du sein comparé¢ au tissu sain adjacent a la tumeur
(Zhang et al, 2016), mais nous sommes dans 1’incapacit¢ de comparer leurs résultats aux
notres car les auteurs n’ont pas montré I’expression d’47G94 en fonction des différents sous-
types de cancer du sein. Cependant, lorsqu’ils étudient 1’expression d’47G9A4 en fonction de
I’expression du RE, RP ou HER-2, les auteurs montrent une baisse significative de
I’expression d’ATG94 uniquement chez les patientes HER-2". Nos données sont donc en
accord avec leurs résultats car nous observons également une baisse de 1’expression
d’ATGY4, uniquement chez les patientes présentant une amplification de 1’expression d’HER-
2 (luminal B et HER-2). En effet, nous observons une diminution de la moyenne d’expression
d’ATGY9A chez les patientes de type luminal B et HER-2, comparé aux patientes luminal A et
triple négatives. Il serait donc intéressant d'étudier la régulation de 1'expression d'4TGY9A4 par
des modifications épigénétiques dans notre cohorte de patientes. Dans ce but, nous avons
réalisé une extraction des ADN génomiques provenant d'échantillons de nos patientes de type
triple négatif et souhaitons réaliser prochainement une expérience de Methylcollector, afin

d'étudier les méthylations du promoteur d'47G94. Nous projetons également dans le futur
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d'analyser les modifications post-traductionnelles des histones au niveau du promoteur
d'ATG94, en réalisant des expériences d'immunoprécipitation de chromatine a partir
d'échantillons de nos patientes fixés au formol et inclus en paraffine (Fanelli et al, 2011).

Nos données ainsi que celles de Zhang et al, suggeérent un role d’ATG9A4 chez les
patientes exprimant HER-2, ce qui a ét¢ démontré dans une étude récente montrant que
I’expression de la protéine ATG9A est diminuée dans les cellules BT-474 résistantes au
trastuzumab (Nunes ef al/, 2016). De plus, un taux élevé de I’expression d’4A7TG9A4 chez les
patientes HER-2" est associé¢ & une durée de vie sans rechute plus longue (Gyorffy et al,
2010). I1 semblerait donc que I’expression réduite d’47G94 dans les cellules présentant une
amplification d’HER-2 soit également impliquée dans 1’agressivité de ces dernicres.

Cependant, le role d’ATG9A dans les cancers du sein triple négatifs semble étre
différent de celui dans les cancers du sein HER-2 puisque dans notre étude, nous avons
montré une augmentation significative de I’expression d’AT7G94 dans les cancers du sein
triple négatifs. De plus, nous avons analysé¢ des données de survie de patientes atteintes de
cancer du sein, mises a disposition en ligne avec 1’outil « KM-plotter », outils permettant
d’étudier I’effet de I’expression de plusieurs milliers de génes sur la survie des patientes
(Gyorfty et al, 2010). Cette étude bioinformatique a montré qu’un taux élevé de I’expression
d’ATGY4 chez les patientes triple négatives est associé a une durée de vie sans rechute plus
courte (Gyorfty et al, 2010). 11 serait intéressant de confirmer ces données dans notre cohorte,
mais a ce jour, les données actuelles de suivi ne permettent pas de conclure. En effet, les
biopsies utilisées dans notre étude ont été incluses de janvier 2007 a septembre 2014, et pour
I’instant, 7 patientes présentent une rechute de la maladie, dont 5 patientes ont une expression
d’ATGY9A4 élevée, comparé au tissu sain adjacent a la tumeur. Parmi ces 5 patientes, 3
patientes sont de type triple négatif et les 2 autres appartiennent au sous-type luminal B. Il
semblerait donc que I’expression élevée d’ATG94 chez les patientes de type triple négatif au
sein de notre cohorte soit un facteur de mauvais pronostic, comme ce qui a été décrit avec
I’analyse bioinformatique citée précédemment (Gyorfty et al, 2010).

L’expression de ’ARNm des génes n’étant pas toujours corrélée au taux de la protéine
dans la cellule, nous avons souhaité étudier le taux de la protéine ATG9A dans les tissus
provenant des patientes de notre cohorte. Nous avons alors réalis€ un TMA sur le tissu sain ou
cancéreux provenant de 11 patientes et réalis¢ un marquage immunohistochimique pour
ATGYA. Malheureusement, le TMA est encore en cours d’analyse mais nous espérons obtenir

trés prochainement les résultats. Nous souhaitons également utiliser le TMA réalisé¢ afin
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d'étudier l'expression des protéines ATG9B, BECLIN1, LC3B, NIX et P62/SQSTM1 chez

nos patientes et comparer nos données obtenues par qRT-PCR chez ces mémes patientes.

3. ATGY9A et cancer du sein triple négatif

Afin de caractériser le role d’ATG94 dans les cancer du sein triple négatifs, nous avons
décidé d’étudier son role dans les lignées de cancer du sein triple négatives MDA-MB-436
(Publication II) et MDA-MB-231 (Résultats complémentaires), qui présentent des taux
d’expression de la protéine ATG9A similaires, mais des taux d’ARNm différents, avec des

niveaux trés inférieurs dans la lignée MDA-MB-436 comparé aux cellules MDA-MB-231.

3.1 ATG9IA et lignée MDA-MB-436

Afin d’étudier le réle d’ATG9A dans la lignée MDA-MB-436, nous avons mis au point
deux modeles d’extinction de I’expression de cette protéine, a 1’aide de sh-ARN ou de la
technique CRISPR-Cas9. Nous avons ensuite étudié les capacités de prolifération et
d’invasion de ces lignées in vitro et leur habilit¢ a former des tumeurs in vivo. Nous avons
ainsi montré que l’extinction d’A7G94 par sh-ARN permet de diminuer de manicre
significative les phénotypes cancéreux testés in vitro, mais également de réduire la croissance
tumorale in vivo, comparé aux cellules exprimant ATG9A. Cependant, I’extinction d’ATG9A
par la technique CRISPR-Cas9, en utilisant un ARN guide ciblant l'exon 5, n'a conduit a
aucun résultat significatif. En effet, nous n'avons détecté aucune différence significative de
prolifération in vitro, ni de capacité a former des tumeurs in vivo.

Le séquencage de nos clones CRISPR-Cas9 nous a permis de mettre en évidence
qu’une insertion d’une ou deux adénines est présente au niveau de la séquence de 'ADN
génomique ciblée par 'ARN guide utilisé pour créer ces clones. L’analyse bio-informatique
de cette nouvelle séquence ADN mutée nous a permis de prédire I’expression d’une protéine
ATGYA tronquée de 68 ou de 98 acides aminés dans nos clones. Ces protéines présentent une
extrémité N-terminale identique a la protéine ATG9A sauvage, jusqu’a I’acide aminé 63.
Cette protéine tronquée d’ATG9A serait cytosolique et non plus transmembranaire, car le
premier domaine transmembranaire de la protéine ATGI9A est localisé entre les acides aminés
68 et 88 et que le décalage du cadre de lecture intervenant a partir de I’acide aminé 63
provoque une modification des acides aminés impliqués dans 1’ancrage au sein de la

membrane. Ainsi, nos résultats suggerent que I'ARNm d'4A7G94 muté synthétisé dans les
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clones CRISPR-A7GY94 et/ou I’extrémité N-terminale cytosolique d’ATG9A serait impliquée
dans son role dans les cancers.

Il serait donc intéressant d’étudier dans le futur, le role de la partie N-terminale
d’ATGYA ainsi que de son ARNm dans la maintenance de 1’agressivité des cellules MDA-
MB-436. Pour cela, nous projetons d’analyser les phénotypes cancéreux d’autres clones
CRISPR-Cas9, déja obtenus au laboratoire a I’aide d’ARN guides différents, ciblant les exons
8 ou 10 d’ATGYA. Nous espérons que ces clones présentent une extinction totale d'ATG9A
mais il est également possible que ces clones produisent une protéine ATG9A également
tronquée, puisque I'"ARN guide reconnait une séquence d'ADNg en aval de celle reconnue par
le premier ARN guide utilis¢, mais qui garderait au moins un domaine transmembranaire. Des
données tres récentes obtenues au laboratoire ont mis en évidence un clone CRISPR-47G94
apres l'utilisation d'un ARN guide ciblant 1'exon 8 d'47TG9A4. Ce clone n'est plus capable de
synthétiser I'ARNm d'A7TGY9A4 ainsi que sa protéine. Des données trés préliminaires (n=1)
semblent indiquer que ce clone présente une diminution du phénotype de prolifération in vitro
(test MTT), comparé aux cellules controle. Si ces données sont confirmées a l'avenir, ceci
corroborerait notre hypothése selon laquelle I'ARNm d'A7G94 ou la protéine tronquée
cytosolique qui pourrait étre synthétisée dans les clones CRISPR-Cas9 présentés dans cette
¢tude, pourrait avoir un role dans la maintenance des phénotypes cancéreux de la lignée
MDA-MB-436. Dans le but de confirmer cette hypothése, nous planifions de transfecter nos
clones CRISPR-Cas9 avec le sh-ARN précédemment utilisé dans notre étude pour confirmer
que D’extinction totale de I’expression de ’ARNm A7G9A4 dans ces cellules inhibe les
différents phénotypes cancéreux testés. Nous projetons également de construire et de
transfecter des plasmides d’expression de la protéine ATGY9A tronquée dans des cellules
MDA-MB-436 sh-ATG94 afin d’étudier 1’effet des différents domaines présents dans la partie
N-terminale d’ATGO9A sur les phénotypes cancéreux in vitro et in vivo. En effet, le sh-ARN
dont nous disposons reconnait 1'exon 16 de 'ARNm A7GY94, et ne ciblerait donc pas 'ARNm
de la protéine tronquée. Nous avons émis I'hypothése selon laquelle 'ARNm d' 47G94
pourrait avoir un role sur la maintenance des phénotypes cancéreux de la lignée MDA-MB-
436 grace a son interaction avec des ARN non codants. En effet, il a déja été décrit que
I'"ARNm d'4TGY94 peut étre ciblé par le miARN-29a (Kwon ef al, 2016). Les miARN pouvant
cibler plusieurs ARNm, il serait possible que I' ARNm d'47G94 puisse séquestrer un miARN
impliqué dans les phénotypes cancéreux de ces cellules. La perte de I'expression de 'ARNm
d'ATG9A conduirait alors a la libération de ce miARN qui pourrait cibler un autre ARNm, qui

serait directement ou indirectement impliqué dans le maintien des phénotypes cancéreux des

150



Discussion

cellules MDA-MB-436. D'autre part, la protéine cytosolique tronquée susceptible d'étre
synthétisée dans les clones CRISPR-A7G94 pourrait interagir avec des protéines jouant un

role dans les phénotypes cancéreux de la lignée MDA-MB-436 (Figure 29).

MDA-MB-436 CRISPR-ATGIA

v 4 A

ARNmM d'ATGIA 1 2 Protéine trongueée cytosolique?
,-";
v -
& Phénotypes cancéreux ‘
Interaction miARN et ATG9A Interaction avec des

protéines jouant un réle dans
les phénotypes cancéreux?

’

ATG9A sequestrerait un miRNA 7?

Figure 29: Mécanismes pouvant étre impliqués dans le maintien des phénotypes cancéreux dans les cellules
CRISPR-ATGYA. Les cellules CRISPR-ATG94 sont toujours capables de synthétiser 'ARNm d'47G94, qui pourrait avoir
pour role d'interagir et séquestrer un ARN non codant qui pourrait avoir un role dans le ciblage d'autres ARNm impliqués
dans le maintien des phénotypes cancéreux de la lignée MDA-MB-436. D'autre part, une prédiction bioinformatique a
suggéré qu'une protéine ATG9A tronquée cytosolique pourrait étre synthétisée dans les clones CRISPR-ATG9A4. Cette
protéine pourrait interagir avec des protéines intracellulaires jouant un role dans les phénotypes cancéreux.

De plus, nous n'excluons pas le fait que la diminution des phéntoypes cancéreux
observée dans les cellules sh-47G94 puisse €tre due a des effets secondaires induits par la
sélection de clones stables exprimant un sh-ARN. Nous projetons donc de réaliser une
transfection avec un plasmide d'expression de la protéine ATG9A afin d'étudier si la
restauration de l'expression d'ATGY9A permet de rétablir les phénotypes cancéreux de la
lignée MDA-MB-436.

Afin de déterminer si la baisse de 1’agressivité des cellules MDA-MB-436 aprés
I’extinction d’4TGY9A par sh-ARN est liée a son role dans I’autophagie, nous avons analysé le
taux de la forme lipidée de LC3B, LC3B-II, dans les clones sh-A7G94 et CRISPR-Cas9.
Nous avons alors observé que I’extinction d’47G9A4 par sh-ARN ou CRISPR-Cas9 conduit a
une augmentation de 1’accumulation de LC3B-II comparé aux clones contrdles. Cette

augmentation de 1’accumulation de LC3B-II peut étre due a une augmentation de la synthése
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d’autophagosomes ou a une diminution de leur dégradation (pour une revue, voir Barth et al,
2010). Afin de répondre a cette question, nous avons réalis¢ des traitements avec de la
Bafilomycine Al, un inhibiteur des V-ATPases, qui permet d’inhiber la fusion
autophagosome/lysosome. Les résultats n’ont pas montré d’augmentation de la quantité¢ de
LC3B-II dans les clones sh-47G94 ou CRISPR-Cas9, comparé aux cellules non traitées, alors
que nous observons dans nos clones contréles une augmentation de la quantit¢ de LC3B-II
apres traitement par Bafilomycine Al. Ces données suggerent que 1’extinction d’47G94 dans
la lignée MDA-MB-436 peut conduire a une diminution de la dégradation des
autophagosomes et sont en accord avec une publication récente, dans laquelle les auteurs ont
réalisé une extinction d’ATG94 par si-ARN dans une lignée de cancer du pancréas, et ont
montré une accumulation de LC3B-II dans les cellules sans ATG9A (Kwon et al, 2016).
Cependant, des études réalisées sur des cellules embryonnaires de souris (MEFs) ou humaines
(HEK293) montrent des résultats opposés. En effet, 1’extinction de 1’expression d’47GY94
dans ces lignées conduit a une baisse de I’accumulation de LC3B-II (Saitoh et al, 2009; Orsi
et al, 2012). 1l semblerait donc que le role d’ATG9A dans le processus autophagique soit
différent dans les cellules cancéreuses, comparé aux cellules embryonnaires. En effet, alors
que l’autophagie permettrait d’inhiber la tumorigenése, ce processus pourrait faciliter la
survie des cellules cancéreuses (voir Introduction, 2.4). En effet, une déficience pour
I’autophagie dans des cellules non transformées MEFs n’a pas de role sur leur prolifération,
suggérant que 1’autophagie pourrait seulement avoir un effet sur la prolifération de cellules
transformées (Lock et al, 2011) et il a été également montré que I’autophagie est essentielle
pour permettre une consommation d’oxygene suffisante et le métabolisme de cellules
immortalisées de foie transformées par RAS (Guo et al, 2011).

Parallelement, nos données suggérent que I'ARNm d'A7G94 et/ou I'extrémité N-
terminale d’ATG9A n’est pas impliquée dans I’accumulation de LC3B-II, car nos clones
CRISPR-Cas9 ont un phénotype similaire aux clones sh-47G94. Ces données ne sont pas en
accord avec une publication récente réalisée dans des cellules MEFs et montrant que la partie
N-terminale d’ATG9A (acides aminés 1 a 36) est impliquée dans I’accumulation de LC3B-II
(Imai et al, 2016). Encore une fois, I’extinction d’ATG9A4 dans les cellules cancéreuses MDA -
MB-436 et Panc-1 (Kwon et al, 2016) a conduit a un phénotype opposé a ce qui a été observé
dans des cellules embryonnaires (Saitoh et al, 2009; Orsi et al, 2012) et il est donc possible
que la partie N-terminale d’ATG9A ait un role différent dans les cellules transformées.

Puisque nous observions une augmentation de 1’accumulation de LC3B-II dans nos

modeles d’extinction d’ATG9A, qui semblait étre due a une baisse de la dégradation des

152



Discussion

autophagosomes, nous avons souhaité confirmer ces résultats en analysant la phosphorylation
de P70S6K, une cible de mTOR, afin de vérifier qu’il n’y avait pas d’augmentation de
I’induction de ’autophagie dans nos modeles. Nos résultats ont montré une diminution
significative de la phosphorylation de P70S6K dans les clones sh-47G94 comparé aux clones
controles, suggérant une diminution de I’activit¢ de mTOR et donc une augmentation de
I’induction de 1’autophagie dans les cellules sh-47G9A4. L’état de phosphorylation de P70S6K
est également corrélé a la prolifération des cellules. En effet, une diminution du statut de la
phosphorylation de P70S6K par la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, est associée a une
baisse de la prolifération des cellules de cancer du sein dérivées de MCF-7 et résistantes au
fulvestrant (Ghayad et al, 2008). De plus, I’extinction de 1’expression de P70S6K par sh-ARN
dans la lignée MDA-MB-231 conduit a I’inhibition de la prolifération cellulaire et de la
capacité¢ de ces cellules a migrer in vitro (Akar et al, 2010). La diminution du taux de
phosphorylation de P70S6K est donc en accord avec la diminution de la prolifération et
d’invasion in vitro des cellules sh-ATG9A4. Afin de vérifier que la diminution des phénotypes
cancéreux des cellules sh-47G94 est liée a une diminution de la phosphorylation de P70S6K,
il serait intéressant de poursuivre ces études afin d'étudier le taux de CYCLINE D1 ou encore
de la protéine suppresseur de tumeur PDCD4, des cibles de P70S6K (Akar et al, 2010).

Cependant, nous n’avons pas observé de différence de phosphorylation de P70S6K dans
notre modele CRISPR-Cas9, comparé aux cellules contrdles. Ces données sont en accord avec
les données de prolifération obtenues in vitro, ne montrant aucune modification de la
prolifération des cellules, mais suggerent que ’accumulation élevée de LC3B-II lors de
I’extinction d’ATG9A dans la lignée MDA-MB-436 n’est pas corrélée a une modification de
I’¢tat de phosphorylation de P70S6K. 11 serait donc possible que I'ARNm d'A7GY94 et/ou la
partie N-terminale d’ATG9A susceptible d'étre synthétisée dans les cellules CRISPR-Cas9
soit responsable de I’induction d’une autophagie indépendante de mTOR. En effet, plusieurs
voies indépendantes de mTOR, telles que des voies impliquant I’AMPc, le calcium ou encore
I’inositol (Sarkar et al/, 2005; Williams et al, 2008) peuvent réguler 1’autophagie. Il serait
intéressant d’inhiber ces différentes voies dans nos clones CRISPR-Cas9 afin de déterminer si
elles sont impliquées dans 1I’augmentation du taux de LC3B-II observée dans ces cellules.

Les données obtenues par Western-Blotting sur le taux de LC3B-II ont suggéré que
I’extinction d’ATGY9A dans la lignée MDA-MB-436 peut conduire a une diminution de la
dégradation des autophagosomes. Les lysosomes étant impliqués dans la dégradation des
autophagosomes, nous avons analysé¢ la présence de vésicules acides dans nos modeles, a

1’aide d’un marquage Lysotracker™. Nos résultats ont montré que 1’extinction d’ATG9A par
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sh-ARN ou CRISPR-Cas9 conduit a une augmentation de I’intensit¢ du marquage, comparé
aux clones controles. Ces données suggerent que I’extinction d’ATG9A conduit a
I’accumulation de vésicules acides dans les cellules ou a une acidification accrue de ces
vésicules. En effet, il a été décrit que les cellules MCF-7 ont un pH cytoplasmique plus acide
et un pH au sein des vésicules plus alcalin, comparé a des cellules normales. Cette
modification de pH est associée a une dérégulation de la fonction et de I’organisation du
Golgi-trans (Schindler et al, 1996). 1l est donc probable que I’extinction de I’expression
d’ATGYA, qui est localisée principalement au niveau du Golgi-trans, puisse avoir un effet sur
le pH des lysosomes. Afin d’observer si 1’extinction d’A7G9A4 peut avoir un effet sur la
biogénese et ’activité des lysosomes, nous avons étudi¢ 1’expression de TFEB, dont la
surexpression permet de réguler le nombre de lysosomes dans la cellule (Settembre et al,
2011). Nos résultats ont montré qu’il y avait une augmentation significative de 1’expression
de TFEB dans notre modele d’extinction par sh-ARN, comparée aux clones controles, mais
pas dans nos clones CRISPR-A7TG9A4. Ces données suggérent que I’accumulation de vésicules
acides observée apres extinction d’47G9A4 dans nos modeles n’est pas directement corrélée a
une augmentation de la biogénése des lysosomes. Il semblerait donc que 1’augmentation du
marquage Lysotracker”, aprés extinction d’4TG94, soit associée & une augmentation du
nombre de vésicules dans la cellule. En effet, I’augmentation de 1’accumulation de LC3B-II
dans les lignées sh-ATG94 et CRISPR-Cas9 semble étre liée a une diminution de la
dégradation des autophagosomes par les lysosomes. Il semble donc que I’extinction
d’ATGY9A dans la lignée MDA-MB-436 inhibe la maturation des autophagosomes ou
empéche le transport des autophagosomes matures vers les lysosomes pour induire leur
dégradation, provoquant alors une accumulation de lysosomes dans la cellule. Cependant,
nous n’avons pas a ce jour de preuve concréte permettant d’éliminer 1’une de ces hypothéses.
Il est également possible que I’extinction d’47TGY9A dans cette lignée conduit a I’induction
d’une voie alternative, qui permettrait a cette lignée de survivre. En effet, il est possible que la
lignée MDA-MB-436 puisse induire un autre type d’autophagie, nommé LAP (LC3-
associated phagocytosis). En effet, il a ét¢é montré que les membranes de vacuoles entotiques,
produites par la capture de cellules vivantes par les cellules épithéliales mammaires MCF
10A, peuvent étre associées a LC3 (Florey et al, 2011). Comme le processus autophagique
conventionnel, la LAP nécessite la présence de BECLIN-1, ATGS5 et ATG7 mais ne nécessite
pas la présence du complexe d’initiation de 1’autophagie, comme la présence d’ULKI,
FIP200 et ATG13 (Florey et al, 2011; Henault ez a/, 2012). 1l est donc possible que les MDA-
MB-436 s’adaptent a la perte d’ATGY9A par I’induction de LAP, ce qui expliquerait
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I’augmentation de la lipidation de LC3 visible par Western-Blotting dans nos clones sh-
ATGYA. En effet, 'inhibition de 1’autophagie par I’inhibiteur des V-ATPases Bafilomycine
Al inhibe a la fois le flux autophagique et la LAP (Florey ef al, 2015). Ceci expliquerait
pourquoi nous n’observons pas d’accumulation de LC3B-II aprées blocage de I’autophagie par
la Bafilomycine Al. La chloroquine, un composé lysomotropique qui provoque une
augmentation du pH lysosomal, est un inhibiteur de 1’autophagie mais également un inducteur
de LAP (Florey et al, 2015). Il serait donc intéressant d’analyser la variation du taux de

LC3B-II dans nos lignées apres traitement par chloroquine afin de vérifier cette hypothése.

3.2 ATGY9A etlignée MDA-MB-231

Lors de I’analyse de I’expression des ARNm A7G94 dans cinq lignées de cancer du
sein triple négatives BT549, MDA-MB-157, MDA-MB-231, MDA-MB-436, et MDA-MB-
468 (Figure 19, p135), nous avons montré que leur expression dans la lignée MDA-MB-436
est significativement inférieure aux autres lignées, méme si nous n’observons pas de
différence significative de I’expression de la protéine ATG9A entre ces lignées, a 1’exception
de la lignée MDA-MB-157 (Figure 20, p136), suggérant que la protéine ATGIA est plus
stable dans la lignée MDA-MB-436. La lignée MDA-MB-231 étant la seule lignée triple
négative testée, présentant une mutation de RAS impliquée dans le maintien de I’agressivité et
du phénotype mésenchymateux de ces cellules (Hollestelle ez a/, 2010; Kim et al, 2015), nous
avons décidé d’étudier le role d’ATG9A dans cette lignée et comparer nos données avec
celles obtenues dans la lignée MDA-MB-436. Nous avons alors mis au point un modéle
d’extinction de I’expression d’4A7G94 dans la lignée MDA-MB-231 a ’aide de I’expression
stable du sh-ARN utilisé pour la lignée MDA-MB-436 (Figure 21, p137).

La caractérisation des phénotypes cancéreux in vitro des cellules sh-A7G9A4 ne nous a
pas permis de mettre en évidence de différence de prolifération ou d’invasion, comparée aux
cellules contrdles, suggérant que 1’expression d’A7G94 dans cette lignée de cancer du sein
triple négative n’a pas d’effet sur 1’agressivité de ces cellules (Figure 22, p137). L’étude du
taux de LC3B-II dans les cellules sh-4A7G94 a cependant montré une baisse de I’accumulation
de cette protéine lipidée en présence de Bafilomycine Al, comparé aux cellules contrdles
(Figure 23A, p138). Ces données suggerent donc que dans la lignée MDA-MB-231, ATG9A
a un role dans le processus autophagique, mais que ce rdle est différent de celui observé dans
la lignée MDA-MB-436. En effet, nous montrons une baisse de 1’accumulation de LC3B-II

dans les lignées MDA-MB-231 traitées avec de la Bafilomycine Al, suggérant que la perte
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d’ATGO9A dans cette lignée conduit & une baisse de la synthése d’autophagosomes. Afin
d’étudier si cette baisse de 1’accumulation de LC3B-II dans la lignée MDA-MB-231 est
associée a une baisse de I’induction de 1’autophagie, nous avons analys¢ le statut de
phosphorylation de P70S6K. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence de
différence de phosphorylation de cette protéine dans les cellules sh-4A7GY94, comparé aux
cellules controles (Figure 23B, p138). Ces données suggerent donc que la baisse de
I’accumulation de LC3B-II dans les cellules MDA-MB-231 sh-ATG94 n’est pas associée a
une baisse de I’induction de 1’autophagie dépendante de mTOR. En effet, comme décrit
précédemment, de nombreuses voies de signalisation peuvent induire I’autophagie de maniére
indépendante de mTOR (Sarkar et al, 2005; Williams et al, 2008). Nous avons ensuite
effectué un marquage avec du Lysotracker” dans les cellules MDA-MB-231 sh-4TG94 et nos
résultats ont montré une baisse significative de I’intensité de marquage dans les cellules sh-
ATG9A4 comparé aux clones controles (Figure 24, p139). Ces résultats suggérent que
I’extinction de I’expression d’ATG9A dans la lignée MDA-MB-231 conduit a une baisse de
la formation d’autophagosomes, associée a une diminution de I’accumulation de vésicules
acides.

L’extinction d’4A7G9A4 dans les lignées de cancer du sein triple négatives MDA-MB-
231 et MDA-MB-436 conduit donc a des phénotypes opposés au niveau du processus
autophagique mais également sur les phénotypes cancéreux. L extinction d’AT7G94 permet de
diminuer I’agressivité des cellules MDA-MB-436 alors qu’elle n’a aucun effet sur les cellules
MDA-MB-231. Cependant, ’extinction d’ATG94 conduit a une modification du processus
autophagique dans les deux lignées: alors qu’elle semble inhiber la dégradation des
autophagosomes dans la lignée MDA-MB-436, la formation des autophagosomes semble étre
ralentie dans les cellules MDA-MB-231.

Ces données nous ont donc amené a nous demander si ces deux lignées n’avaient pas
une dépendance différente vis a vis du processus autophagique, pour donner des résultats
aussi opposés. En effet, il a déja été décrit que la lignée MDA-MB-231 est trés dépendante du
glucose pour proliférer (Gupta & Tikoo, 2013) et présente une induction de I’autophagie lors
d'une carence en glucose (Palorini ef a/, 2016). Afin d’étudier cette hypothese, nous avons
analysé le nombre d’autophagosomes et d’autophagolysosomes présents dans les cellules
sauvages MDA-MB-231 et MDA-MB-436 et nous avons observé que la lignée MDA-MB-
436 produit un nombre significativement plus important d’autophagosomes comparé a la
lignée MDA-MB-231 (Figure 25, p140). Ces données ont ¢ét¢ confirmées par des expériences
de Western-Blotting, en quantifiant le taux de LC3B-II (Figure 26, p141). De plus, un
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traitement par Bafilomycine Al des lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-436 a permis de
mettre en évidence que ces deux lignées présentent un flux autophagique similaire. Ces
données suggerent que les cellules MDA-MB-436 sont capables de synthétiser un plus grand
nombre de vésicules autophagiques que les cellules MDA-MB-231 en conditions basales,
mais que ces deux lignées présentent un flux autophagique similaire. Ces données corroborent
notre hypothése selon laquelle les cellules MDA-MB-231 seraient moins dépendantes de
I’autophagie, comparées a la lignée MDA-MB-436, car elles sont capables de survivre et
proliférer avec un nombre plus faible d'autophagosomes au niveau basal.

Dans le but de confirmer cette hypothése, nous avons testé 1’effet de 1’inhibition du
processus autophagique par le 3-MA, un inhibiteur de la PI3K de classe III, qui inhibe les
¢tapes précoces de 1’autophagie, juste avant le recrutement d’ATG9A (Figure 27, p143).
Nous avons ainsi montré que 1’inhibition de I’autophagie par un traitement 3-MA permet de
diminuer significativement la prolifération des cellules MDA-MB-436, mais n’a aucun effet
sur la lignée MDA-MB-231 dans des conditions identiques. De plus, le traitement 3-MA ne
permet pas de potentialiser 1’inhibition de la prolifération des cellules MDA-MB-436 sh-
ATGYA, suggérant ainsi que I’inhibition de la prolifération de ces cellules par extinction de
I’expression d’ATG9A4 est dépendante du processus autophagique. Il semble donc que la
présence de glucose dans le milieu de culture suffise aux cellules MDA-MB-231 pour
continuer a proliférer, alors que la lignée MDA-MB-436 semble étre dépendante du processus
autophagique pour proliférer. Cette hypothese est en accord avec une publication qui montre
que D’inhibition de 1’autophagie par 3-MA permet d’inhiber la prolifération des cellules
MDA-MB-231 dans des conditions de carence en glucose (Liu ef al, 2014). Le processus
autophagique semble alors étre une alternative pour continuer a proliférer en absence de
glucose pour cette lignée. Ceci pourrait ainsi expliquer pourquoi nous obtenons des
phénotypes aussi différents apres extinction d’A7G94 dans ces deux lignées, qui possedent

des génotypes différents bien qu’elles représentent le méme sous-type triple négatif.

Les données obtenues lors de 1’extinction d’ATG9A dans les lignées MDA-MB-231 et
MDA-MB-436 soulignent que la dépendance au processus autophagique peut étre tres
différente en fonction de la lignée et représentent 1I’importante variabilité qu’il est possible de
rencontrer dans les cancers du sein triple négatifs. En effet, I’extinction d’une protéine
autophagique telle qu’ATG9A peut inhiber 1’agressivité des cellules, comme elle peut n'avoir
aucun effet. Le développement d’inhibiteurs spécifiques permettant d’induire ou d’inhiber

I’expression de génes de I’autophagie chez les patientes atteintes de cancer du sein pourrait
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étre une bonne cible thérapeutique, a condition de cibler les bonnes patientes. En effet, si des
¢tudes futures permettent de montrer que D’expression d’ATGY9A4 est associée a une
dépendance au mécanisme autophagique, son expression pourrait ainsi étre utilisée dans le
futur comme un marqueur pour l’inclusion de patientes susceptibles de bénéficier de

traitements ciblant I’autophagie.
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"Thése en 180 secondes"
Claude-Taupin A
Société de Biologie de Besangon,
Besancon, France.
Juin 2015

"L’auto-cannibalisme cellulaire: la clé des thérapies anti-cancéreuses de demain? "
Claude-Taupin A, Monnien F, Valmary-Degano S, Poillet-Perez L, Delage-Mourroux R,
Hervouet E, Boyer-Guittaut M.

Forum des Jeunes Chercheurs,

Dijon, France.

Résumé :

Le cancer du sein est la premiére cause de décés par cancer chez la femme et il
touchera 1 femme sur 8§ au cours de sa vie. Méme si I’on peut se féliciter des progres réalisés
dans le traitement de ces cancers, il reste encore un type de cancer du sein, dit «triple négatif»
qui est tres agressif et pour qui nous ne disposons que de trés peu d’armes thérapeutiques. Le
but de ma these est d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans les cancers du sein
triple négatifs. Nous avons choisi de cibler nos recherches sur un processus nommé
autophagie. Ce mécanisme est utilisé¢ par toutes les cellules de notre organisme et permet de
maintenir I’homéostasie cellulaire, en recyclant et éliminant des molécules ou des constituants
cellulaires endommagés. Si ce processus est déréglé, il peut étre a I’origine de I’apparition de
tumeurs, mais peut également permettre la survie de cellules cancéreuses. En effet,
I’autophagie peut leur permettre de dégrader des drogues, elles deviennent ainsi résistantes
aux thérapies. Ma thése a donc pour but de mieux comprendre comment les cellules
cancéreuses dérégulent I’autophagie a leur avantage, pour trouver un moyen de les controler
et les faire devenir a nouveau sensibles aux thérapies anti-cancéreuses.
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"ATG94 mRNA overexpression in breast cancers: a potential new diagnostic marker? "
Claude-Taupin A, L, Monnien F, Valmary-Degano S, Algros MP, Delage-Mourroux R,
Boyer-Guittaut M, Hervouet E.

Club Francophone de I’ Autophagie,

Lille, France.

Résumé :

Due to the absence of specific therapy for triple negative breast cancers (TNBC), the
main goal of the fight against breast cancer (BC) is to find new TNBC therapeutic strategies.

We identified ATG9A, a protein involved in autophagosome formation, as a potential
marker of TNBC. Indeed, we showed the greatest increase of 47G94 mRNA expression in
TNBC samples, in a 80 BC patients cohort. We are analyzing epigenetic modifications of the
ATG94 promoter to characterize its regulation in BC and designed a shRNA-driven inhibition
of ATG94 in the MDA-MB-231 TNBC cell line to determine its role on cancer phenotypes.

Our results will help understanding the mechanism of action of ATG9A in BC, to
maybe target ATG9A in future TNBC therapies.
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"Proximity Ligation In situ Assay is a Powerful Tool to Monitor Specific ATG Protein
Interactions following Autophagy Induction. "

Gauthier T, Claude-Taupin A, Delage-Mourroux R, Boyer-Guittaut M, Hervouet E.
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Abstract

Macroautophagy is a highly regulated intracellular degradation process which has been ex-
tensively studied over the last decade. This pathway has been initially described as a non
selective process inducing the degradation of parts of the cytoplasm as well as organelles
at random. Nevertheless, over the last few years, new research highlighted the existence of
a more selective autophagy pathway specifically recruiting some organelles or aggregates
to the autophagosomes in order to induce their degradation. These selective autophagy
pathways such as aggrephagy, mitophagy, pexophagy or xenophagy, involve the interven-
tion of a cargo, the material to be degraded, cargo adapters, the molecules allowing the re-
cruitment of the cargo to the autophagosome, and the proteins of the ATG8 family which
link the cargo adapters to the autophagosome. One of the main questions which now re-
main is to develop new techniques and protocols able to discriminate between these differ-
ent types of induced autophagy. In our work, we studied the possibility to use the P-LISA
technique, which has been recently developed to study endogenous in vivo protein interac-
tions, as a new technique to characterize the ATG proteins specifically involved in bulk or
selective autophagy. In this manuscript, we indeed demonstrate that this technique allows
the study of endogenous ATG protein interactions in cells following autophagy induction,
but more interestingly that this technique might be used to characterize the ATG proteins in-
volved in selective autophagy.

Introduction

Macroautophagy (hereafter called autophagy) is a catabolic process that leads to the identifica-
tion, transport and the degradation of cytosolic constituents to the lysosome. More than 40
ATG proteins are related to the initiation, elongation and maturation of a double membrane
vesicle, referred as autophagosome, during autophagy. One family has been described to be
particularly important for vesicle formation in yeast as well as mammals, the ATG8 family. In
mammals, these homologues of the only yeast ATG8 are divided in two subfamilies: the LC3
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family (LC3A, LC3B, LC3C) required in the early phases of autophagosome formation and the
GABARAP family (GABARAP, GEC1/GABARAPLI (GL1), GATE-16/GABARAPL2) which
seems to be more involved in the elongation and closure of autophagosomes.[1] The ATG8
members are synthetized as cytosolic pro-proteins and cleaved by ATG4 enzymes at a C-
terminal Glycine to give the mature form of these proteins (form I) before their conjugation
onto phospholipids to give the lipidated form of ATG8s (form II). Starvation or hypoxic stress
have been described to induce autophagy in a non selective manner and induce the degradation
and/or recycling of damaged cellular components in order to regulate cellular homeostasis.
More recently, a selective autophagy leading to the specific degradation of intracellular compo-
nents (ubiquitinylated proteins, damaged mitochondria, endoplasmic reticulum, peroxysomes,
ribosomes) has been described. This selective process requires the interaction of specific pro-
tein cargo adapters with the ATG8 proteins, linked to the membrane of the autophagosome as
an anchor point to recruit the cargo into the autophagosome. These cargo adapters, such as
SQSTM1/P62, NBR1, NIX/BNIP3L or NDP52/CALCOCO?2, all interact with LC3-II via a LIR
domain (LC3 interacting domain) and with their ligand to be degraded, the cargo using an
UBA domain (ubiquitin associated).[2] NIX/BNIP3L is required for the selective degradation
of mitochondria, called mitophagy, while NBR1 is indispensable for the selective degradation
of peroxisomes, called pexophagy.[3] NDP52 regulates the selective degradation of DICER and
AGO2 and thus regulates miRNA activity [4] whereas SQSTM1/P62 is implicated in the selec-
tive degradation of ubiquitinylated proteins.[5] These different autophagy cargo adapters can
then interact with different ATG8 proteins through an AIM WXXL-like motif (ATG8-family
interacting motif).[6] This high number of putative interactions between cargo adapters and
ATG8s might explain the existence of numerous types of selective autophagy in the cells. This
hypothesis has been confirmed by a recent in vitro study performed by Berhends and collabo-
rators in order to characterize the cellular autophagy network which revealed a complex net-
work of interactions between autophagy proteins.[7]

Autophagy deregulation has been associated with numerous human pathological disorders
even if the mechanism still remains unknown. For example, inactivation or modulation of the
expression of several autophagy genes have been reported in cancer cells. Indeed, BECLIN-1,
BIF-1 and UVRAG, three essential autophagy genes have been classified as tumor suppressor
genes and are frequently inactivated in cancer cells leading to the promotion of cell prolifera-
tion and aggressiveness.[8,9,10] Defects and mutations in autophagy genes have also been fre-
quently observed in neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease, or familial
Parkinson’s disease.[11] Since then, the development of techniques to efficiently monitor
autophagy levels in cell and tissue models became a challenge to better characterize autophagy
protein expression, function and deregulation in these pathologies. This information will be es-
sential in the future to characterize autophagy levels or autophagy gene and protein expressions
as potential diagnostic markers or therapeutic targets.

Several techniques currently used to quantify autophagy levels in cells and tissues are based
on the detection of proteins associated to the autophagosomes. Therefore, the ATG8 proteins,
and in particular LC3, are the preferential targets for autophagy level quantification. SQSTM1/
P62 has also been extensively studied by the autophagy community since this protein was de-
fined as a specific substrate of autophagy.[12] Nevertheless, more recent studies demonstrated
that the levels of SQSTM1/P62 are highly regulated by different cellular stresses and cannot be
considered anymore as exclusively correlated to autophagy levels. Therefore, western blotting
experiments are used to quantify both the LC3-II and LC3-I forms and the amounts of
SQSTM1/P62 protein, and in situ analysis of GFP-LC3 vesicles in transfected cells are fre-
quently performed. An improved version of the latter approach has been obtained by the ex-
pression of a double fusion protein mRFP-GFP-LC3B which allows the identification and
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quantification of both autophagosomes (in yellow) and lysosomes (in red). Indeed, it has been
described a loss of GFP fluorescence, but not red fluorescence, in acidic compartments (e.g. ly-
sosomes).[ 13] In spite of their highly informative power on autophagosome formation, these
techniques are not adapted to study bulk versus selective autophagy. Regarding selective autop-
hagy, researchers concentrate on the study of localization and quantification of cargo adapters
such as GFP-P62 or GFP-NBR1.[14] However, due to high levels of aggregation following pro-
tein overexpression,[15] variable levels of expression of exogenous GFP or the difficulty to ac-
curately quantify the number of GFP vesicles in transfected cells, in particular when willing to
perform co-localization quantification, these models remain difficult and problematic to use.
Here, we propose the use of a recently new described technique, called proximity ligation in
situ assay (P-LISA) (S1 Fig), to monitor endogenous ATG8/cargo adapters interactions to ac-
curately analyze and quantify non selective and selective autophagy in cells.

In this publication, we demonstrate that SQSTM1/LC3B, SQSTM1/GL1, NIX/LC3B and
NIX/GL1 interactions can be quantified using P-LISA and are effectively correlated to autop-
hagy levels as shown by the comparison with former techniques. Moreover, our work shows
that SQSTM1/LC3B interaction is increased following different autophagy inducers whereas
NIX/LC3B and NIX/GLI interactions are mainly regulated by mitochondria stressors. Alto-
gether, our data describe for the first time, the use of P-LISA in order to easily and efficiently
discriminate between different types of autophagy targeting endogenous non overexpressed
autophagy proteins.

Material and Methods
Antibodies and reagents

The following antibodies were used: monoclonal anti-P62/SQSTM1 (Santa Cruz, sc-28359; di-
lutions: IF/P-LISA 1/200, WB 1/1000), polyclonal anti-LC3B (Sigma, L8918; dilutions: IF/
P-LISA 1/100, WB 1/3000), polyclonal anti-GABARAPL1 (Proteintech, 11010-AP, dilution:
IF/P-LISA 1/100), monoclonal anti-NIX (Santa Cruz, sc-166332; dilution: IF/P-LISA 1/100),
polyclonal anti-rabbit-HRP conjugate (P.A.R.I.S, BI2407; dilution: 1/10 000), polyclonal anti-
mouse-HRP conjugate (P.A.R.LS,; dilution: 1/10 000), polyclonal anti-rabbit-Alexa 488 (Life
Technologies, BI2413C; dilution 1/1 000), and polyclonal anti-mouse-Alexa 555 (Life Technlo-
gies; dilution: 1/1000). Cell culture reagents were purchased from Invitrogen. EBSS (E3024),
BafAl (B1793), Rapa (R8781) and CCCP (C2759) were purchased from Sigma-Aldrich. Rot
(AC13237) was purchased from Acros organics.

Cell culture

MDA-MB-436 and MCE-7 cells were obtained from ATCC (HTB-130 and HTB-22). Cells
were cultured at 37 C with 5% CO, atmosphere in DMEM 1g/L glucose (Dominique Dutscher,
L0066) supplemented with 5% SVF (Dominique Dutscher, $1810), 1% penicillin/streptomycin
(Dominique Dutscher, L0018) and 0.1% Fungizone (PAA, P11-001). MCEF-7 control and
MCEF-7 overexpressing FLAG-GABARAPLI1-6His were available in the laboratory and cul-
tured as described above with the exception of 10% SVF.[16]

Plasmids and transfection

The pGFP-LC3 vector was kindly provided by Dr. Elazar (The Weizmann Institute of Science,
Rehovot, Israel). The pEGFP-NIX was kindly provided by Dr. Xiao-Ming Yin[17] and the
pGFP-mRFP-LC3B (ptf-LC3) vector was purchased from Addgene (21074). Transient
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transfections were performed in 24-well plates using 0.5 pg of DNA and 1uL of JetPrime re-
agent (Polyplus Transfection, 114 07) according to manufacturer s protocol.

Western blotting

Cells were scraped, harvested and lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl,
1% Triton X 100, 0.5% DOCA, 0.1% SDS) supplemented with 0.1% protease inhibitors (104
mM AEBSF, 1.5 mM pepstatin A, 1.4 mM E-64, 4 mM bestatin, 2 mM leupeptin, 80 pM aproti-
nin). Lysates were sonicated ten times for 5 sec. 40ug of protein were loaded and separated on a
12.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) before being
transferred onto a polyvinylidenedifluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad, 162 0177). Mem-
brane was blocked with 5% nonfat milk in Tris-buffered saline supplemented with Tween 20
(TBS-T) (20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween 20) and incubated with prima-
ry antibodies overnight at 4 C under gentle agitation. Immunoreactive bands were detected
using goat horseradish peroxidase (HRP)-coupled secondary (anti-mouse or anti-rabbit anti-
bodies) and the p-coumaric acid-enhanced chemiluminescent (PCA-ECL) solution. Signals
were acquired using the ChemiDocXRS+ (Biorad, France) and quantified using the Biorad
Image Lab software (version 4.0) (Biorad, France).

Immunofluorescence and Proximity Ligation in situ Assay (P-LISA)

Cells were cultured for 24 h on coverslips and then fixed with 4% paraformaldehyde pH 7.4 in
PBS (137 mM Na(l, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,) during 15 min at room
temperature. Permeabilization was performed in cold methanol for 20 min at 4 C.

For immunofluorescence, blocking was realized with 0.1% tween-TBS with 5% BSA for 1h
at 37 C. Incubations with primary antibodies were performed overnight at 4 C, and then cells
were rinsed 3 times with 0.1% tween-TBS. Incubations with secondary antibodies were per-
formed for 1 h at 37 C and then cells were rinsed 3 times with 0.1% tween-TBS, stained with
DAPI (4',6'-diamidino-2-ph nylindole) and mounted using Vectashield Hardset mounting
medium (Vector Laboratories, H-1400).

For P-LISA, all incubations were performed in a humidity chamber and according the
OlinkBioscience s recommendations using Duolink In Situ Detection Reagents Red kit
(DUO92008, Sigma-Aldrich, France). Briefly, coverslips were blocked with Blocking solution
(82007, Olinkbioscience) for 45 min at 37 C and then incubated with primary antibodies previ-
ously diluted in Antibody diluent (82008, Olinkbioscience) overnight at 4 C. Coverslips were
washed 3 times for 5 min in T-PBS buffer under gentle shaking and then incubated with PLA
probes MINUS and PLUS corresponding to the primary antibodies using Duolink In Situ PLA
Probe Anti-Goat MINUS (DUQ92006, Sigma-Aldrich, France), Duolink In Situ PLA Probe
Anti-Mouse PLUS (DU092001, Sigma-Aldrich, France), Duolink In Situ PLA Probe Anti-
Mouse MINUS (DUQO92004, Sigma-Aldrich, France) and Duolink In Situ PLA Probe Anti-
Rabbit MINUS (DUQO92005, Sigma-Aldrich, France) for 2 h at 37 C. Then, coverslips were
washed 3 times for 5 min in T-PBS buffer under gentle shaking and then incubated with a
DNA ligase previously diluted in Ligation buffer for 30 min at 37 C. Coverslips were washed 3
times for 5 min in T-PBS buffer under gentle shaking and incubated with a DNA polymerase
previously diluted in Amplification buffer for 90 min at 37 C. Finaly, coverslips were rinsed for
10 min in presence of DAPI under gentle shaking and then washed 2 min with (0.02X, 0.2X, or
2X (30 mM sodium citrate; 300 mM sodium chloride) SCC buffer, and then 2 min in 70% etha-
nol. Dried coverslips were mounted with Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories,
H-1000). Fluorescence was visualized with an Olympus IX81 confocal microscope (Olympus,
France) and pictures acquisition was realized using a DP75 camera.
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Finally, immunofluorescence images were analyzed using the Image] software while
P-LISA images were analyzed using the BlobFinder software available for download from
www.cb.uu.se/~amin/BlobFinder. Interactions were quantified by counting the number of dots
per cell as well as the intensity of signal per dot. An increase of intensity is the consequence of a
concentration of interactions in the same cellular dots. [18] In the different figures, each bar
(Mean + SEM) represents the mean obtained from the quantification of signals observed in
about 200 cells chosen randomly in 5 different fields from 3 independent experiments.

Statistical Analysis

Differences between means were analyzed using t-test with GraphPad Prism 5 software. Co-
localization experiments were analyzed using Pearson and the Image J (plug-in Coloc-2) soft-
ware. * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) and **** (p<<0.0001)

Results

P-LISA can be used for the detection of autophagy protein interactions in
breast cancer cell models

Previous reports described the importance of multiple interactions between autophagy proteins
during the course of autophagosome formation.[2,5,6,7,19] Moreover, recent data suggested
that specific interactions between members of the ATG8 family (LC3B, GABARAP or
GABARAPL1) and cargo adapters, such as SQSTM1/P62 or NIX, were essential to induce the
selective degradation of target proteins or organelles during a new processus called selective
autophagy. For example, SQSTM1/LC3B interaction has been previously reported in cells over-
expressing GFP-LC3B, and the authors demonstrated that this interaction favored the
SQSTML1 localization in autophagosomes.[19,20,21] Moreover, additional interactions of
SQSTM1 with other ATG8 proteins (LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAPLI1 and
GABARAPL2) have been reported in ATGS8-overexpressing cell models [7]. Unfortunately,
these data were mostly observed in transfected cells and it is known that overexpression of ex-
ogenous proteins might lead to non specific interactions or the formation of GFP aggregates as
already pointed out.[15] Therefore, we decided to develop a specific P-LISA protocol to quanti-
ty in cellulo endogenous autophagy protein interactions.

P-LISA is a multi-step technique leading to the detection of specific fluorescent dots
linked to close proximity protein interactions (range below 40 nm) (S1 Fig). This technique
is based on the use of two different primary antibodies of different species which are specific
of two proteins supposed to interact in the cells. The advantage of this technique is the detec-
tion of endogenous proteins in the cellular context without the need of overexpression.
Moreover, the maximal distance between the two proteins to get a signal should not exceed
40 nm, a distance which is below the sensitivity of confocal microscopy used for co-
localization experiments.

First, we compared the possibility to use P-LISA in breast cancer cells (MDA-MB-436) to
detect the interaction between LC3B (an ATG8 family member) and SQSTM1 (a cargo
adapter). Immunofluorescence (IF) experiments confirmed the expression of these proteins
and their partial co-localization in the MDA-MB-436 cells (Fig 1 A left panel). However, co-
localization of proteins detected by IF does not necessarily mean interaction. Moreover, co-
localization quantification of ATG proteins in immunostained cells is difficult to analyze
due to the large distribution of these proteins in the cell. Since our LC3 antibody seemed to
present a rather low specificity and induced the detection of non specific nuclear signals,
which has already been described by others,[22] we wondered whether P-LISA would give a
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Fig 1. Detection of SQSTM1/LC3B, SQSTM1/GL1, NIX/GL1 and NIX/LC3B interactions by P-LISA. (A) MDA-MB-436 cells were cultured for24 hat37 C
and 5% CO,, fixed, permeabilized, blocked with 5% BSA, incubated with rabbit anti-LC3B, rabbit anti-GL1, mouse anti-SQSTM1 or/and mouse anti-NIX
antibodies overnight at 4 C and then with an Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit and an Alexa Fluor 555 goat anti-mouse, respectively, for 1 h. The cells were
then analyzed using a confocal microscope. (B) For P-LISA, the protocol was performed according to the manufacturer’'s recommendations using the same
antibodies as described above. Nuclei were stained with DAPI. Each picture is representative of a typical cell staining observed in 10 fields chosen at
random. Scale bars: 20um.

doi:10.1371/journal.pone.0128701.g001

more specific result in our model. Therefore, we developed a specific P-LISA protocol to
quantify in cellulo endogenous SQSTM1 and LC3B interactions. During these P-LISA exper-
iments, using two specific primary antibodies directed against SQSTM1 and LC3B, we de-
tected quantifiable specific P-LISA dots corresponding to the interaction of endogenous
LC3B and SQSTM1 in MDA-MB-436 cells without the need to overexpress these proteins
(Fig 1B left panel). We then asked whether this protocol could be used for the study of other
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autophagy-related protein interactions and therefore targeted the interactions between
SQSTM1 and GABARAPLI (GL1, another ATG8 family member) or interactions of a sec-
ond cargo adapter NIX with LC3B or GL1 in MDA-MB-436 cells (Fig 1). Immunofluores-
cence experiments confirmed the expression of NIX and LC3 proteins in our models and
their partial co-localization in MDA-MB-436 cells (Fig 1A). Then, the use of NIX/GL1
P-LISA revealed the presence of dots (a mean of 11.6 dots/cell) in MDA-MB-436 which
quantification was facilitated thanks to the specificity of P-LISA staining. We obtained
similar results regarding the interaction between LC3B and NIX (a mean of 18.9 dots/cell)
(Fig 1B).

To confirm that these signals observed in MDA-MB-436 cells were indeed specific, we per-
formed several technical controls (Fig 2). First, we performed P-LISA controls without primary
antibodies (Fig 2A left panel) or using one secondary PLA probe antibody incompatible with
the primary antibodies used. As expected, both controls did not produce any P-LISA signals in
the cells (Fig 2A). Second, we used siRNA targeting LC3B expression in our models (Fig 2B top
panel). We also observed that the specific LC3B siRNA also strongly decreased the number of
SQSTM1/LC3B P-LISA fluorescent dots, data which demonstrated the specificity of the tech-
nique (Fig 2B bottom panel). To confirm these data, we performed a control using murine cells
since the murine SQSTM1 protein does not contain the human epitope recognized by the anti-
SQSTML1 antibody used in our P-LISA experiments. Once again, we confirmed the specificity
of our technique since we observed no SQSTM1/LC3B P-LISA signal in murine cells but
showed the restoration of P-LISA signals when these cells were transfected with a vector coding
the human HA-SQSTML1 protein (Fig 2C). At last, we performed NIX/GL1 P-LISA in
MDA-MB-436 cells stably expressing a shRNA targeting GABARAPLI.[16] Absence of GL1 in
these cells was confirmed using westen blotting (Fig 2D). Our data confirmed that the cells
which did not express GL1 following shRNA expression did not present any P-LISA staining
(Fig 2E).

Since a decreased expression of GL1, a member of the ATG8 family, has been frequently ob-
served in breast cancer (BC) cells, we decided to use the MCF-7 cell line, which has been de-
scribed to present an undetectable expression of GL1 in western blotting and a weak basal
signal in IF, to validate the specificity of the SQSTM1/GL1 and NIX/GLI P-LISA (Fig 3). West-
ern blotting (Fig 3A) and immunofluorescence experiments (Fig 3B) indeed confirmed the low
GL1 expression in MCF-7 control cells (stably transfected with an empty vector) and the pres-
ence of this protein in MCEF-7 cells stably overexpressing FLAG-GL1-6His, as previously de-
scribed.[16] These data also showed an increase in the co-localization of GL1 and SQSTM1 in
overexpressing cells compared to non-expressing cells (Fig 3B top panel). Regarding SQSTM1/
GL1 P-LISA staining, as expected, few fluorescent dots were observed in MCF-7 control cells
(3.9 dots per cell) while a significant increase of SQSTM1/GL1 P-LISA signals was quantified
in MCF-7 stably overexpressing FLAG-GL1-6His (15.4 dots per cell) (p<0.0001, Fig 3B bottom
panel). MCEF-7 cells stably overexpressing FLAG-GL1-6His cells expressed a very low level of
NIX protein associated with a low signal of NIX/GL1 P-LISA signals in these cells (Fig 3C).
Nevertheless, the transfection of the pEGFP-NIX vector and the overexpression of GFP-NIX in
these cells, increased NIX/GL1 P-LISA signals confirming that these interactions are NIX-de-
pendent (Fig 3C).

Altogether, these data demonstrated the feasibility and the specificity of P-LISA to detect
specific autophagy protein interactions in BC cell models. Moreover, we showed that, in our
models, the quantification of P-LISA signals is easier and more accurate than the quantification
of co-localization signals in IF experiments.
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Fig 2. Technical controls demonstrating the specificity of P-LISA signals. (A) MDA-MB-436 cells were cultured for 24 h at 37 C and 5% CO.. P-LISA
were performed according to the manufacturer s recommendations. No primary antibodies were added before performing P-LISA with PLA R+ (anti-rabbit)
and PLA M- (anti-mouse) (left panel); P-LISA SQSTM1/LC3B was also performed with PLA R+ (anti-rabbit) against LC3B and with PLA G- (anti-goat) unable
to recognize SQSMT1 (left panel). Similar controls were performed for P-LISA SQSTM1/GL1, P-LISA LC3B/NIX and P-LISA GL1/NIX. (B) Quantification of
LC3B mRNA expression in MDA-MB-436 cells following LC3B siRNA transfection analyzed using gRT-PCR (top panel). Quantification of SQSTM1/LC3
interactions detected by P-LISA in MDA-MB-436 cells transfected or not with LC3B siRNA (bottom panel) according to the manufacturer s recommendations
using rabbit anti-LC3B and mouse anti-SQSTM1 antibodies. (C) Absence of SQSTM1/LC3B P-LISA signals in murine cells since the anti-SQSTM1 antibody
is specific of the human SQSTM1 protein and restoration of P-LISA signals when these cells were transfected with a vector coding the human HA-SQSTM1
protein. (D) Absence of GL1 protein was validated using western blotting in MDA-MB-436 cells expressing or not a GABARAPL1 shRNA (E) Quantification of
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NIX/GL1 interactions was performed by P-LISA in MDA-MB-436 cells expressing or not a GABARAPL1 shRNA using rabbit anti-GL1 and mouse anti-

NIX antibodies.
doi:10.1371/journal.pone.0128701.9002

Quantification of SQSTM1/LC3B, SQSTM1/GL1, NIX/LC3B and NIX/
GL1 specific interactions using P-LISA following autophagy flux
inhibition

In order to analyze whether the autophagy protein interactions could be detected following
autophagy induction using P-LISA and whether they were indeed associated to the formation
of autophagosomes, we asked whether the signals obtained with SQSTM1/LC3B P-LISA,
SQSTM1/GL1 P-LISA, NIX/LC3B P-LISA, or NIX/GL1 P-LISA co-localized with the fusion
protein GFP-LC3 overexpressed in MDA-MB-436 cells. As expected, GFP-LC3 puncta signifi-
cantly colocalized with all four P-LISA signals suggesting that these signals were related to
autophagosomes (Fig 4A 4D). These conclusions were confirmed by the significant correlation
index determined between the number of GFP-LC3B puncta and the SQSTM1/LC3B P-LISA
signals (p = 0.025) (Fig 4A). However, due to the overexpression of GFP-LC3B in transfected
cells, the strong increase of SQSTM1/LC3B P-LISA signals linked to large puncta in the cells
was influenced by GFP-LC3 overexpression and not only by autophagy induction since expres-
sion of GFP-LC3B significantly increased SQSTM1/LC3B P-LISA signals in both the absence
or presence of EBSS/BafA1 treatment in MDA-MB-436 cells (S2 Fig). Indeed, it has already
been demonstrated that the overexpression of LC3B can induce the formation of cellular aggre-
gates which could also include SQSTM1.[15] Taken together, these observations suggest that
SQSTM1/LC3B P-LISA quantification of endogenous proteins interactions may be more accu-
rate than overexpressed GFP-LC3B quantification for autophagy flux analysis. Similar experi-
ments performed using SQSTM1/GL1 P-LISA revealed a very strong correlation between the
number of GFP-LC3B vesicles and P-LISA signals (p<0.0001) (Fig 4B). These experiments
were also performed using NIX/LC3B P-LISA or NIX/GL1 P-LISA and, once more, a signifi-
cant co-localization between GFP-LC3-positive puncta and P-LISA signals were observed (Fig
4C, p =0.016 and Fig 4D, p = 0.005).

P-LISA can be used to monitor selective autophagy

Following the demonstration that P-LISA can quantify differences in autophagosome forma-
tion, we next asked whether this technique might also help discriminating between responses
to different autophagy inducers. Indeed, until now, none of the current techniques used to
quantify autophagy may specifically and undoubtedly discriminate between non selective and
selective autophagy. To do so, we decided to use P-LISA protocols including cargo adapters
(such as NIX or SQSTM1) and ATG8 proteins (LC3B or GABARAPL]1) since these proteins
have been described to play an essential role in autophagy selectivity.[2,5]

In this assay, we treated MDA-MB-436 cells, described to express endogenous SQSTMI,
LC3B, NIX and GL1, with different modulators of autophagy: i) rapamycin (Rapa), an autop-
hagy inducer inhibiting mTOR activity; ii) rotenone (Rot), an inhibitor of oxidative phosphor-
ylation complex I or, iii) CCCP (carbonyl cyanide m-chloro-phenyl hydrazone), an uncoupling
agent. The two latter chemicals have been described to induce a mitochondrial stress and mito-
phagy.[23,24,25] As expected, using western-blotting, an increase of the autophagosome-linked
LC3B form (LC3B-II) was observed following treatment with Rapa, BafA1, CQ, Rot and CCCP
but we were unable to detect any significant differences in autophagy induction following these
treatments using this technique (S3 Fig). To determine whether SQSTM1/LC3B, SQSTM1/
GL1, NIX/LC3B and NIX/GLLI interactions are differentially modulated by these treatments,
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Fig 3. Increase of SQSTM1/GL1 and NIX/GL1 interactions quantified by P-LISA in MCF-7 overexpressing FLAG-GABARAPL1-6His and GFP-NIX.
(A) Expression of GL1 protein was analyzed using western blotting in MCF-7 expressing or not FLAG-GL1-6His. (B) MCF-7 Control or MCF-7 FLAG-GL1-6His
cells were cultured for 24 h at 37 C and 5% CO,, fixed, permeabilized, blocked with 5% BSA, incubated with mouse anti-SQSTM1 and rabbit anti-GL1
antibodies antibodies overnight at 4 C and then with an Alexa Fluor 555 goat anti-mouse and an Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit, respectively, for 1 h. The
cells were then analyzed using a confocal microscope (top panel). For P-LISA, the protocol was performed according to the manufacturer s recommendations
using mouse anti-SQSTM1 and rabbit anti-GL1 antibodies (bottom panel). (C) MCF-7 FLAG-GL1-6His cells were cultured for 24 h at 37 C and 5% CO, and
transfected with pEGFP-NIX plasmid and then fixed and permeabilized. P-LISA was performed as precognized by the manufacturer using rabbit anti-GL1 and
mouse anti-NIX antibodies. Nuclei were stained with DAPI. Each picture is representative of a typical cell staining observed in 10 fields chosen at random.
Scale bar: 20pum.

doi:10.1371/journal.pone.0128701.g003
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Fig 4. Co-localization of SQSTM1/LC3B, SQSTM1/GL1, NIX/LC3B and NIX/GL1 P-LISA signals with the GFP-LC3B protein. MDA-MB-436 cells were
transfected with the pEGFP-LC3B vector then cultured with EBSS and BafA1 (100 nM) for 2 h. (A) Co-localization of SQSTM1/LC3B P-LISA signal and
GFP-LC3B fluorescence. (B) Co-localization of SQSTM1/GL1 P-LISA signal and GFP-LC3B fluorescence. (C) Co-localization of NIX/LC3B P-LISA signal
and GFP-LC3B fluorescence. (D) Co-localization of NIX/GL1 P-LISA signal and GFP-LC3B fluorescence. Co-localization of P-LISA signal and GFP-LC3B
puncta was determined in at least 30 cells using the imageJ software. Nuclei were stained with DAPI. ****: p<0.0001 and ***: p<0.001, vs control (n = 3).
Scale bar: 20pm.

doi:10.1371/journal.pone.0128701.9g004
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we quantified both the number of P-LISA signals as well as the intensity per dot in untreated
and treated MDA-MB-436 cells (Fig 5). Since autophagic vesicles frequently accumulate in
clusters, the result is a partial or total overlap of the P-LISA signals. This explains why close in-
teractions could not be independently quantified. However, this concentration of signals in the
same area of the cell led to the increase of intensity per dot and this parameter is therefore use-
tul to quantify autophagy since a strong increase of intensity per dot, without an apparent in-
crease of dots per cell, also corresponds to a significant increase in ATG/cargo adapter
interactions which are preferentially concentrated in specific punctates.

All treatments significantly increased SQSTM1/LC3B P-LISA signals (Fig 5A and 5E) sug-
gesting an accumulation of autophagosomes in the cells. Moreover, SQSTM1/LC3B PLISA in-
tensity per dot was also increased following exposure to the three autophagy inducers
suggesting a relocalization of SQSTM1/LC3B interactions in these vesicles. Although the in-
crease of intensity per dot is quite similar (about 1.5 to 2 fold) following treatment with the dif-
ferent autophagy inducers, the highest increase in intensity per dot and the lowest increase in
dots per cell was obtained after Rapa treatment whereas the lowest increase in intensity per dot
and the highest increase in dots per cell was induced by CCCP. These results suggest that these
three autophagy inducers increased SQSTM1/LC3B interactions but that SQSTM1/LC3B inter-
actions are more concentrated in specific areas of the cells following Rapa treatment.

CCCP and Rot treatments led to the highest increase in SQSTM1/LC3B P-LISA signals. As
expected, transfection of LC3B siRNA extinguished SQSTM1/LC3B P-LISA signals in cells
treated with CCCP demonstrating, once again, the specificity of these signals (54 Fig). On the
opposite, no variations in the number of SQSTM1/GL1 P-LISA signals were observed following
the different treatments (Fig 5B and 5E). Interestingly, when we analyzed the interactions in-
volving NIX, an autophagy adaptor described to be involved in mitophagy, we only observed
an increase in P-LISA signals following treatments using specific mitochondrial stress inducers
(Fig 5C, 5D and 5E).

Altogether, our P-LISA experiments led to the conclusion that NIX/GL1 and LC3B/NIX
P-LISA can be used to specifically monitor mitophagy while SQSTM1/LC3B P-LISA, but not
SQSTM1/GL1 P-LISA, is more suitable to study overall autophagy levels.

Discussion

Whereas autophagy quantification is a crucial point when studying autophagy or biological
pathways regulating autophagy, end-points analysis remain often difficult to interpret due to
the dynamic autophagy flux which corresponds to the sum of initiation and degradation. Sev-
eral methods have been developed by the autophagy community to quantify autophagy but
western-blotting of SQSTM1 and LC3B-II moieties still remains the most popular experi-
ment to estimate autophagy.[12] However, some recent data showing the frequent transcrip-
tional up-regulation of SQSTM1 following different autophagy-inducing stresses have
demonstrated that the levels of this protein cannot exclusively be linked to autophagy degra-
dation anymore.[26]

Quantification of fluorescent vesicles following pGFP-LC3B or pmRFP-LC3B expression is
also considered as a powerful tool useful for autophagy quantification but is limited to cells in
culture. Moreover, fluorescence intensities of the GFP or mRFP reporter proteins are difficult
to quantify due to variable levels of expression in transfected cells. In addition, some cells re-
main difficult to transfect and autophagy flux could not be analyzed using this protocol.
Moreover, it has been shown that overexpression of GFP-LC3B can induce the formation of
aggregates independent of its role in autophagy.[15,27] More recently, the development of a
new vector called ptf-LC3B leading to the expression of a double-tagged GFP-RFP-LC3B
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protein has helped in the study of autophagy flux. Indeed, this recombinant protein allows to
distinguish between autophagosomes and autophagolysosomes. Nevertheless, the quantifica-
tion of red and yellow dots still remains difficult to perform in cells and this protocol is still
linked to the necessity of high transfection rates. Moreover, co-localization of this double
fluorescent protein with other ATG proteins remains almost impossible to interpret. These
data strongly suggest that autophagy should be analyzed by a combination of protocols

and techniques.

Recent new data have also demonstrated that autophagy can be non selective or selective
and that these two processes might require different autophagy proteins in the cells. For exam-
ple, some specific ATGs or autophagy-related proteins, such as NIX, have been described to be
specifically involved in selective autophagy of mitochondria, called mitophagy. Therefore, in
order to improve the quantification of autophagy and to better discriminate between non selec-
tive or selective autophagy, we developed a P-LISA protocol to specifically monitor ATG8/
cargo adapter interactions. First we asked whether this technique could be used to quantify cel-
lular autophagy levels and, then, to discriminate between different types of induced autophagy.
Indeed, the currently available techniques are preferentially used to quantify autophagic flux
(WB, IF) and are not always sensitive enough to quantify slight modifications of autophagy lev-
els. Our data confirmed that the SQSTM1/LC3B and SQTSM1/GL1 P-LISA signals detected in
the cells were indeed specifically related to autophagy as demonstrated by their strong co-local-
ization with GFP-LC3B vesicles in autophagy-induced cells following an EBSS/BafAl treat-
ment. Then, our data led to the conclusion that SQSTM1/LC3B interactions measured by
P-LISA were increased in all treatments described to induce autophagy and might be used to
quantify overall autophagy rates. On the opposite, NIX/GL1 and NIX/LC3B P-LISA appeared
to be useful to discriminate between rapa-induced autophagy and specific degradation of mito-
chondria and therefore might be used to quantify selective mitophagy.

In conclusion, our work proves that P-LISA can be used as a new tool for autophagy quanti-
fication and for the discrimination between different induced selective autophagy. Moreover,
since this technique can be adapted to the study of protein interactions in parrafine-included
tissue samples or in vivo biological tissues, this technique could become an useful tool to per-
form diagnostic test targeting endogenous autophagy proteins.[28]

Supporting Information

S1 Fig. Schematic representation of the P-LISA protocol. (A) Two primary antibodies issued
from distinct species recognize specific endogenous ATG proteins supposed to interact. (B)
Secondary antibodies called Proximity Ligation Assay (PLA) probes, each coupled to an oligo-
nucleotide + or an oligonucleotide , recognize the two primary antibodies. (C) A circular
probe targets the PLA + and , only if the distance between these probes is less than 40nm. (D)
Circular DNA is amplified by a DNA polymerase. (E) DNA probes coupled to fluorochromes
hybridize to amplicons and lead to the formation of intracellular fluorescent dots specific to
the interaction of the two ATG proteins.

(TIF)

S2 Fig. Effect of EBSS/BafA1 treatment and influence of GFP-LC3B expression on
SQSTM1/LC3B P-LISA signals. MDA-MB-436 cells were transfected with the pEGFP-LC3B
vector then treated or not with EBSS and BafA1 (100 nM) for 2 h (left panel). SQSTM1/LC3B
P-LISA signals were quantified in about 20 cells (right panel). Nuclei were stained with DAPL
% p<0.0001 and **: p<0.01.

(TTF)
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S3 Fig. Effects of Rapamycin, BafA1, CQ, Rotenone and CCCP on LC3B-II levels.
MDA-MB436 cells were cultured for 24 h at 37 C and 5% CO, then treated with Rapa (10 uyM
for 5h, BafA1 (100 nM for 2h), Chloroquin (40 uM for 2h)), Rot (50 uM for 24h), or CCCP
(100 uM for 24h). Accumulation of the LC3B-II form was determined by western blotting
using an anti-LC3B antibody.

(TTF)

$4 Fig. SQSTM1/LC3B P-LISA in cells transfected with siLC3B and treated with CCCP.
MDA-MB-436 cells were cultured for 24 h at 37 C and 5% CO, and treated with CCCP

(100 uM for 24h). P-LISA was performed according to the manufacturer s recommendations.
Inhibition of SQSTM1/LC3B P-LISA signals was observed in cells previously transfected with
siLC3B compared to cells transfected with a siRNA control, Nuclei were stained with DAPL
Each picture is a representative image of a typical cell staining observed in 10 fields chosen

at random.

(TIF)
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Chapter 25

Use of Epigenetic Modulators as a Powerful Adjuvant
for Breast Cancer Therapies

Aurore Claude-Taupin, Michael Boyer-Guittaut,
Régis Delage-Mourroux, and Eric Hervouet

Abstract

Breast cancer (BC) is one of the five most frequent cancers in the world. Despite earlier diagnosis and
development of specific treatments, mortality has only declined of about 30 % during the past two decades.
Two of the main reasons are the emergence of drug resistance and the absence of specific therapy for triple
negative breast cancers (TNBC), which are characterized by a poor prognosis due to high proliferation
rate. Therefore, the future goal of the fight against BC will be to find new therapeutic approaches to over-
come drug resistances and cure TNBC. Recent research on gene expression profiles linked to the different
types of BC cells have led to consider the use of epigenetic modulators to modulate the expression of genes
deregulated in cancer. The preliminary encouraging results have demonstrated a positive effect of DNA
Methyl Transferase (DNMT) and Histone DeAcetylase (HDAC) inhibitors on different types of BC, as
well as drug-resistant cells, with low side effects. In this review, we will describe the different epigenetic
modulators currently used or investigated in BC therapy research in vitro as well as preclinical and clinical
trials, and promising compounds, which might be used in future BC therapies.

Key words Breast cancer, DNA, DNMT, DNMTi, Epigenetic, HDAC, HDACI, Histone,
Methylation, Therapy

Abbreviations

ATF Artificial transcription factor
BC Breast cancer

DCIS Ductal carcinoma in situ
DNMT DNA methyl transferase

ER Estrogen receptor

HDAC Histone deacetylase

HER2  Human epidermal growth factor receptor 2
PR Progesterone receptor

SAHA  Suberoylanilide hydroxamic acid

TNBC  Triple negative breast cancer
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According to the World Health organization, breast cancer (BC) is
one of the ve most frequent cancer observed in the World, with
1.4 million new cases and 458,000 deaths in 2008 [1]. Thanks to
earlier detection and more adequate treatments, mortality linked
to this pathology has declined about 30 % over the past two
decades. Nevertheless, the American Cancer Society estimated
64,640 new cases of breast carcinoma in situ (the rst stage of can-
cer, without invasion of BC cells) in the USA in 2013 [2]. Apart
from pediatric cancers, most cancers are linked to aging popula-
tions. Indeed, more than one cellular event is required to induce
BC, and the probability to observe these events increase with age:
nearly half of BC are diagnosed for women between 50 and 69
years of age in the UK. Various risk factors have been correlated to
BC such as age, gender, race, ethnicity, or lifestyle but it is now
well described that the most important risk factor for BC is genetic
and more precisely, heredity. For example, more than 1,000 muta-
tions of Breast Cancer 1 (BRCAI) and BRCAZ2 genes have been
repertoried in high-risk families (reviewed in [3]).

Therefore, it is now widely accepted that cancer development is
a multistep process, which originates from atypical ductal hyperpla-
sia to become ductal carcinoma in situ (DCIS). DCIS is a noninva-
sive pathology, but if not treated, could grow, spread, and become
an invasive and more aggressive BC [4]. Many genetic and epi-
genetic alterations are linked to the evolution of BC, such as both
mutations and hypermethylation of the tumor suppressor gene
Breast Cancer 1 (BRCAI) [5], hypermethylation of RASSFIA [6]
or hypomethylation of the oncogene SYNUCLEINy [7].

BC is not just one disease. Indeed, the various molecular alter-
ations, which have been associated with the initiation of the inva-
sive process, are heterogeneous, and re ect numerous subtypes
(Fig. 1). The current BC classi cation is based on two different
approaches: the immunohistochemical detection of cellular mark-
ers (estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and
human epidermal growth receptor 2 (HER2)) or the molecular
characterization of gene expression pro les. Using the latter clas-
si cation, the most currently used in clinical studies, ve different
BC subgroups have been characterized and it has been described
that these subtypes respond differently to treatments and are
associated with different clinical outcomes [4] (we will use this clas-
si cation, based on gene expression pro les, throughout this
review). Today, many different primary therapeutic protocols are
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Normal-
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24%
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30%
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47%

Breast cancers molecular subtypes

Fig. 1 Histogram describing the percentage of the breast cancers molecular subtypes in the overall population.
The classification used for this study is based on the analysis of gene expression profiles. Adapted from ref. [3].
TNBC Triple negative breast cancers, HER2 Human epidermal growth factor receptor 2.

1.1 Luminal
Subgroups

1.2 HER2* Subgroup

used to treat the different BC subtypes (as described later), but in
spite of an increasing interest for epigenetics in BC tumorigenesis,
none of them involves epigenetic drugs.

Luminal A and B, which represent 50 % of total BC are generally
associated with a good prognosis. These two types of BC are char-
acterized by the expression of the estrogen receptor ER (ER*) that
is involved in cell proliferation, survival, and invasion of BC cells.
Nevertheless, endocrine therapy targeting the ER pathway has
proven to be really ef cient way to treat this type of cancer and
several molecules targeting this pathway are currently used:
Tamoxifen, which antagonizes ER, Fulvestrant that decreases the
level of ER, or Letrozole, an aromatase inhibitor (AI) that decreases
estrogens levels via the inhibition of androgen metabolism [8].
BC patients with luminal B tumors frequently present a worse
prognosis than luminal A patients. This might be explained by the
presence of an ampli cation of the HER2 gene, associated with a
strong proliferation phenotype. As luminal B patients are both
positive for ER and HER2, therapies combine the protocol used
for luminal A BC supplemented with an HER2 inhibitor (e.g.,
Letrozole combined with Lapatinib, a synthetic HER2 /1 inhibi-
tor, a combination which has already been approved by FDA).

HER2* patients are characterized by the ampli cation of the onco-
gene HER2. Due to the absence of ER expression, these tumors
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t1.1  Table 1

t12  GChemotherapies used in treatment of BC cited in this review and their mechanism of action

t1.3 Drug Target Mechanism of action

t1.4 5- uworouracil DNA Inhibition of DNA and RNA synthesis

t1.5 Cisplatin Inhibition of DNA synthesis, DNA damage, mutations

t1.6 Doxorubicin Intercalation between base pairs, inhibition topoisomerase I1
1.7 (=Adriamycin) Inhibition of DNA, RNA, and protein synthesis

t1.8 Epirubicin

t1.9 Paclitaxel
t1.10

Microtubules  Binds to tubulin f, therefore inducing the stablilization of

microtubules (dynamic is stopped)
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125 1.4 New Therapeutic
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127 Necessity

128
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differ from luminal B cancers and hormonotherapies have been
proven to be inef cient. HER2 overexpression was rst associated
with poor clinical outcomes but, during the last 15 years, the
development of a growing number of new drugs targeting HER2
(e.g., Trastuzumab, Lapatinib, or Pertuzumab) and their applica-
tion in combination with already existing cytotoxic chemothera-
pies (described in Table 1) have improved the long-term survival of
these patients.

Triple negative BC (ER-/PR-/HER2-), which is associated with a
poor prognosis, is characterized by the absence of expression of
both estrogen and progesterone receptors, but HER2 protein as
well. These tumors are divided in three subgroups: (a) Basal-Like:
these tumors exhibit some characteristics of breast myoepithelial
cells, associated with both a high rate of proliferation and an
extremely poor prognosis. (b) Claudin-Low BC: these tumors,
which are associated with a poor prognosis, present an epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT) and stem-cell-like and/or tumor
initiating cell features [9]. (¢) Normal-Like: since these tumors
present all features of non-pathological epithelial breast tissue,
their classi cation is particularly dif' cult to establish and still under
discussion mainly because of the absence of speci ¢ markers.

TNBC can however be responsive to preoperative
Anthracycline /Taxane-based chemotherapies (e.g., docetaxel,
doxorubicin, and cyclophosphamide) but a poor prognosis is given
to patients who failed to be sensitive.

As described above, in spite of the existence of speci ¢ therapies for
several BC subgroups, numerous studies have reported the appari-
tion of acquired and de novo resistances during the course of
treatments. Moreover, a speci ¢ therapy for TNBC is still lacking.
Nevertheless, the extensive research that has been conducted on
BC subtypes tumorigenesis during the last 20 years led to the
emergence of new potential therapeutical strategies to ght BC.

[AU4]
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Numerous approaches have been focused on nding inhibitors of
the apparition of endocrine resistances.

For example, inhibitors of the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/AKT /mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling
pathway, which presents an essential role in growth and survival
signal transduction, have been developed. Since cyclin expression is
also increased in ER* resistant BC, CDK4 /6 inhibitors have been
developed to inhibit cell cycle [10]. Antiangiogenic agents (e.g.,
Bevacizumab, anti-vascular endothelial growth factor-A (VEGE-A))
have also been developed since TNBC have been described to pres-
ent higher levels of VEGF-A than other breast cancer subtypes
[11]. We can also cite PARPs (poly(ADP-ribose) polymerases)
inhibitors which have been developed in order to induce cell death
in de cient homologous repair cells, such as BRCA1l/BRCA2
mutated BC. These compounds gave promising results in TNBC
BRCAI mutated patients but the bene ts of using PARPs inhibi-
tors have not been proven in unselected TNBC clinical studies.
Despite the potential effects on tumorigenesis of these new mole-
cules, a speci ¢ TNBC therapy has yet to be approved.

Moreover, while genetic changes in BC are often correlated to
subgroups, response to treatment and clinical outcomes, some epi-
genetic events were also reported to be related to the apparition of
hormonotherapy resistances [12] and numerous studies have
developed new epigenetic approaches to restore ER expression in
resistant BC cells [13]. Indeed, as soon as 1999, Soares et al. [12]
reported a global DNA hypomethylation in breast carcinomas
compared to normal cells suggesting a role of epigenetics in BC
carcinogenesis. So, even if genetic or epigenetic alterations are
some of the most promising targets to treat BC, none of the many
existing primary therapeutic protocols currently used to treat BC
actually target epigenetic mechanisms.

In this review, we therefore describe the different epigenetic
modulators used in BC therapies research and clinical trials, and
the novel epigenetic strategies that might be used in the future in
clinic. This review focuses on DNA methylation and posttransla-
tional histone modi cations, which are the major epigenetic modi-

cations that control gene expression.

2 DNMT Inhibitors in BC Therapy

DNA methylation consists of the transfer of methyl residues on
CpG dinucleotide-rich regions, called CpG Islands, located in the
5 untranslated region of genes. This promoter methylation is
accepted to be associated with gene repression. These methylation
events are catalyzed by three DNA methyl transferases (DNMT):
DNMT]1 mainly catalyzes the DNA methylation of maintenance,
while DNMT3a and DNMT3Db are de novo methyltransferases.
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Since promoter methylation is described to inhibit gene tran-
scription, DNMT inhibitors (DNMTi) could be used to reverse
the repression of tumor suppressor genes (TSG) or Estrogen
Receptor 1 (ESR1) gene (which encodes ERa) in BC cells.
Nucleoside analogues, a class of DNMTi, have already been used
for a long time in in vitro studies. The main compounds used in
these studies are 5-azacytidine and 5-aza-2'-deoxycytidine (),
which are incorporated into DNA in replacement of cytosines dur-
ing the replication process. Then, when DNMTs are recruited on
the DNA to methylate cytosines, the enzymes are trapped by the
analogue and cannot exert their function anymore, therefore
inducing a passive DNA demethylation following DNA replication
and cell division [14].

The classical BC cell lines (described in Table 2), used for preclini-
cal studies are representative of the different molecular subtypes of
BC. These models are the closest in vitro models available to pre-
dict BC cells response to the new treatments tested.

Numerous studies have described bene cial effects of the DNMTi
Decitabine (1 10 pM) on both viability and TSG expression in dif-
ferent BC cell lines, including Triple Negative Breast cancer
(TNBC) models in vitro.

These preclinical studies revealed a large panel of changes in
phenotype linked to Decitabine: (a) inhibition of cell growth
[15 17]; (b) re-expression of TSG such as HER4 in BT20 cells (an
inhibitor of proliferation which promotes differentiation and/or
apoptosis [18]), Dishevelled-Binding Antagonist Of Beta-Catenin
1 (DACTI), an antagonist to the Wnt/p-catenin signaling, in
MCEF-7and MDA-MB-231 cells [ 19], Protein Kinase D1 (PRKDI),
which maintains epithelial phenotype, in MDA-MB-231 cells [20],
Ras-association domain family 1 gene (RASSFIA), which blocks

Table 2
Breast cancer cell lines linked to the different subtypes of breast cancers

Classi cation Immunopro le Breast cancer cell line

Luminal A ER+, PRt, HER2- MCF7, T47D

Luminal B ER+, PR:, HER2*  BT-474, ZR-75

HER2 ER-, PR-, HER2* MDA-MB-453

Claudin-low ER, PR, HER2-  BT549, Hs578T, MDA-MB-231
Basal-like ER-, PR-, HER2-  BT-20, MDA-MB-468

ER Estrogen receptor, PR Progesterone receptor, HER2 Human epidermal growth
factor receptor 2
Adapted from refs. [95, 96]
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cell-cycle progression and inhibits cyclin D1 accumulation, in
MCE-7 [21], Mismatch Repair Genes in MCEFE-7 cells [22], or
CLAUDIN-1 (implicated in tight junctions, whose downregula-
tion is associated with metastasis in BC) in MDA-MB-453 cells [23];
(¢) induction of apoptosis in BT-20 cells [ 18]; and /or (d) induction
of the expression of ER in MDA-MB-231 cells [24, 25].

The reactivation of expression of TSG in BC cells is required to
reestablish a non-cancerous phenotype and a response to treat-
ments. Therefore, it is an important nding that Decitabine can
reinduce the expression of TSG in different subtypes of BC, in
particular in TNBC, for which speci ¢ therapies are not yet avail-
able, or in luminal subtypes of BC to avoid the apparition of resis-
tances to hormonotherapies.

However, the effect of Decitabine might be different in ER*
and ER- BC cell lines. Indeed, a 48 h treatment with 10 pM
Decitabine induces the invasiveness of MCE-7 cells (ER*), but
decrease the invasive capacities of MDA-MB-231 cells (ER") [26].
Indeed, treatment of MCF-7 with Decitabine reduces ER protein
levels [24], demonstrating the importance of the selection of
patients according to their genetic pro les. Indeed, it has been
reported that a decrease of ER mRNA stability, through the modu-
lation of the RNA Binding protein HuR, is observed after a
Decitabine treatment of ER* cell lines [27]. If an ER* BC is pre-
treated with Decitabine, it would not be sensitive to future hor-
monotherapy anymore due to the loss of ER expression, therefore
increasing the risk of the apparition of resistance to treatments.
This might explain why con icting results have been obtained
while using Decitabine alone.

Furthermore, Jawaid et al. have shown no growth inhibition of
Decitabine on MCF-7 and MDA-MB-231 cells after a 10 pM
treatment during 72 h, but only a weak effect on MCF-7 growth
with lower concentrations (100 and 500 nM) [28].

Due to the high Decitabine concentration (doses>500 nM)
required to observe a signi cant response in BC cells, the use of
this compound in BC patients is not recommended since negative
side effects will more likely be induced [29]. In order to limit cyto-
toxicity, low doses of Decitabine were tested in combination with
other chemotherapeutic molecules. For example, Sandhu et al.
[29] used up to 0.5 pM of Decitabine in MDA-MB-453, BT-549,
and Hs578T cells before treatment with Doxorubicin, Paclitaxel
or 5- uorouracil, combinations which effectively enhance chemo-
therapies ef ciency following DNMT inhibition for 7 days. Similar
results have also been obtained with MCF-7 and MDA-MB-231
cells but for higher doses of Decitabine (10 pM for MCF-7 and
12 pM for MDA-MB-231 for 72 h), demonstrating that synergis-
tic effects are observed when MDA-MB-231 cells are pretreated
with Decitabine before the use of Paclitaxel, Adriamycin, or
5- uorouracil. In MCF-7, semi-additive effects were only observed
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with the 5- uorouracil chemotherapy [30]. It is noteworthy that low
doses of Decitabine during 24 or 72 h (0.2 uM) ef ciently restore
chemotherapy-resistant MCE-7 cells sensitivity to Doxorubicin
[31, 32]. However, these results were moderated by Ari et al. in
2011 [26]. In their study, they showed that Decitabine stimulated
invasiveness features of MCF-7 cells (10 pM for 48 h), reversed by
a standard polychemotherapy (5- uorouracil, Epirubicine, and
Cyclophosphamide), while decreasing the invasive capacity of
MDA-MB-231 cells. Induction of invasiveness by Decitabine was
supported by another team which indicated that a concentration of
2.5 pM of Decitabine induced human CRYPTO-1 (CR-1) mRNA
expression, a gene involved in invasion and tumor progression [33].
Moreover, Ateeq et al. [21] showed that treatment of 7 days of
MCE-7 cells with 5 pM Decitabine in in vivo preclinical models
decreased the growth of tumors but also induced the expression of
prometastatic genes, such as Heparanase.

These results clearly demonstrate the critical role of Decitabine
in cancer cells. Decitabine can induce the death of numerous types
of BC cells and therefore inhibits cancer cell proliferation, but can
also increase invasiveness features of cells. We therefore must be
cautious when using this type of drugs because only one invasive
cell is suf cient to induce metastasis. However, until now, the ability
of Decitabine to induce tumor metastases has not yet been proven.

The phenotypes of BC observed after treatment with 5-azacytidine
alone are similar to those obtained with Decitabine. As described
above for Decitabine: a decrease of BC cell growth, an increase of
expression of tumor suppressor genes or the ESRI gene and an
increase of apoptosis in tamoxifen-resistant MCF-7 cells (1 pM
5-azacytidine and Estradiol) have been shown after 5-azacytidine
treatment during 6 days [34]. 5-azacytidine can also restore or
amplify effects of chemotherapies. Indeed, different in vivo studies
have shown a limitation of tumor growth in mice (5 mg/kg a day,
three times a week during 5 weeks) [35], or potentiate Cisplatin
effects while decreasing its nephrotoxicity in rats (2.5 mg/kg at
days zero and three) [36].

Taken together these preclinical results, obtained using nucle-
oside analogues, have attracted an increasing interest to use these
molecules in BC treatment and to be able to restore the cytotoxic
effects of chemotherapies already used in clinical trials.

A phase I study was performed in 2003 in order to test the side
effects and determine the optimal dose of Decitabine to use to
treat BC patients diagnosed with advanced solid tumors [37]. The
results obtained showed that a 72 h intravenous infusion of
Decitabine (30 mg/m? per day) was tolerated by the patients.
Moreover, after samples analysis, changes in gene methylation
were detected [38]. Indeed, the results showed a decrease of the
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methylation of the calcitonin gene-related peptide (CALCA), a
gene implicated in cell metabolism and often hypermethylated
in BC. Decitabine has also been shown to be safely combined with
chemotherapy, such as Carboplatin, in patients with solid tumors,
as shown in 2007 during a phase I study [39]. A dose of Decitabine
(90 mg,/m?) followed by a dose of Carboplatin 8 days after (treat-
ments renewed every 28 days) has been shown to be well tolerated.
Since preclinical studies revealed the increased ef ciency of treat-
ments combining DNMTi with other drugs, a phase I /11 study is
currently recruiting patients with advanced solid tumors to evalu-
ate the effects of 5-azacytidine combined with Abraxane, a
Paclitaxel albumin-stabilized nanoparticle [40].

To our knowledge, there are few clinical trials using DNMTi in
BC treatments. However, DNMTi are largely used in clinical trials
in other types of cancers, such as acute myeloid leukemia or lung
cancer. Furthermore, the rst results obtained in clinical trials are
encouraging, showing few side effects and its ef” ciency to modu-
late gene expression in patients.

3 HDACs Inhibitors

3.1 Preclinical Data
Obtained Using HDAC
Inhibitors

3.1.1 TSA

The degree of chromatin compaction is controlled by histones
compaction, which is regulated by posttranslational modi cations
such as methylations, ubiquitylations, or acetylations. Histone
acetylations are catalyzed by Histone Acetyl Transferases (HATS)
and these modi cations are associated with opened active chroma-
tin allowing gene transcription while Histone Deacetylases
(HDAGs) remove these acetylations, close the chromatin and
inhibit transcription. In BC, activity of Histone deacetylases
(HDAG:s) has been correlated with inhibition of the expression of
critical genes, such as TSG, and therefore HDACi have been tested
in BC in order to determine whether they could improve the
response to treatments or decrease tumor aggressiveness [41, 42].

Until now, ve classes of HDACs inhibitors have been
described (Table 3) and an increasing number of new molecules
have been developed [14]. Since HDACs are speci cally targeted
to genes, the use of HDACi will only affect genes modi ed by the
HDAG:s class targeted. Trichostatin A (TSA) and suberoylanilide
hydroxamic acid (SAHA) are actually the most extensively studied
because they were rst discovered, present a broad range of activity
and inhibit HDAGC:s class I and II.

Several studies have described growth inhibition and cell death in
TNBC model cell lines (such as MDA-MB-231) treated with
TSA alone (500 nM, 48 h [28] or 100 pM, 72 h [43]). These
results point out that TSA can decrease the growth of ER- BC
cells, as it has been described for ER* BC cells (like MCE-7 cells).
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Table 3
HDAG inhibitor families and their targets

HDACi families Names HDACi target
Hydroxamate based TSA HDAC class I and II
SAHA inhibition
LBH 589 HDAC class I, 11,
and IV inhibition
Aliphatic based VPA HDAC class I and
IT inhibition
Cyclic peptide based FK228 HDAC class I
Benzamide based MGCDO0103 HDAC class I, 11,
and III inhibition
SNDX-275 HDAC class T
inhibition

Based on refs.[14] and [97]

However, these doses are elevated and could be toxic for patients.
Lower doses of TSA (0.1 1 pM) can also ef ciently induce the
expression of TSG within 14 h of treatment and increase the sta-
bility of ER in T47D cells after only 3 h of treatment [19, 44].
However, surprisingly, an other study using longer time of expo-
sure (16 h, 0.3 pM TSA) have shown a decrease of ER protein
expression in MCF-7 cells [45]. Moreover, it has been shown
that TSA treatments sensitize TNBC cells to Tamoxifen [46],
induce apoptosis [47 ], or decrease MCE-7 cell proliferation when
used in combination with Raloxifen [48]. As seen above for
DNMTi, drastic eftects on BC features were only observed with
high doses of TSA, but patients could better tolerate combina-
tions of low doses of TSA and additional antitumoral drugs.

In most cases, epigenetic-mediated gene silencing is mediated
by both DNA methylation and posttranslational modi cations of
histones associated with chromatin condensation. Co-treatments
with TSA and DNMTi could then improve the re-expression of
these epigenetic regulated genes. Indeed, studies using TSA com-
bined with Decitabine have restored Tamoxifen sensitivity in
MCE-7 cells [49]. However, authors did not present any data
showing that TSA/Decitabine pretreatment was more bene cial
than each drug used alone. It is noteworthy that the sequence of
administration of these drugs seems to be crucial since better
results were obtained when Decitabine treatment preceded TSA/
Tamoxifen co-treatment in MDA-MB-231 cells [50]. Indeed,
DNMT and HDAC inhibitors synergize to induce re-expression of
ER in ER- BC cells, critical to induce sensitivity to Tamoxifen.
When Decitabine was used before TSA /Tamoxifen treatment, the
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3.1.2 SAHA

3.1.3 LBH589

ER mRNA levels observed where higher than the ER quanti ed
with Decitabine used in the same time with TSA and Tamoxifen.
Moreover, the restoration of sensitivity to Tamoxifen in ER- cells
treated with both Decitabine and TSA was con rmed in in vivo
studies, suggesting the powerful use of epigenetic compounds to
facilitate endocrine therapy [51]. Indeed, it has been demonstrated
that the growth of xenografts performed with MDA-MB-435 pre-
treated with Decitabine (96 h, 2.5 pM) and TSA (12 h, 100 ng/
mL) decreased compared to the control, and in vitro experiments
have shown that these epigenetic modulators can enhance the
Tamoxifen-driven growth inhibition of MDA-MB-435.

Many studies have shown bene cial effects of SAHA in both
in vitro and in vivo models. In BC cell lines, including ER* BC
(MCE-7), ER* HER2* (BT-474), HER2* (MDA-MB-453), and
TNBC (MDA-MB-231 and 4 T1), antitumoral properties of
SAHA (1 10 pM, 24 h) have been reported, like inhibition of
tumor growth and migratory/invasive features [52 54]. Indeed,
SAHA can induce apoptosis in MDA-MB-231 cells [55], restore
sensitivity to classical drugs in resistant MCEF-7 cells [56], improve
radiosensitivity in MCF-7 and MDA-MB-231 cells [53], or over-
come Doxorubicin resistance in MCF-7 resistant cells [32]. SAHA
treatments have also been shown to improve survival of mice
bearing MDA-MB-231 xenografts [57]. Furthermore, it has been
shown that SAHA (25 mg/kg, three times a week, during three
weeks) can inhibit 4 T1 cell metastasis in vivo [53].

As shown earlier, combination of different epigenetic com-
pounds could also provide novel therapeutic solutions to decrease
drug concentrations but also to limit acquired resistances to
chemical compounds. It is known that HDAC:s interact with other
chromatin modi er proteins, such as lysine-speci ¢ demethylase
(LSD1), which control histone demethylation. The HDACs/LSD1
complex has been shown to be implicated in BC tumorigenesis [ 58].
Indeed, the histone demethylation activity of LSD1 is dependent
on its interaction with HDACs, and is often associated with inhi-
bition of gene expression. A combination of SAHA with Pargyline,
a LSD1 inhibitor, has recently shown promising results in TNBC
and HER2* BC by inhibiting their growth [58, 59].

LBH589, also known as Panobinostat, is another HDAC inhibi-
tor, ef cient against class I, II, and IV within the nanomolar range
of concentrations (100 nM, 72 h). It can increase cell death in
estrogen sensitive and insensitive BC cells [60], increase the expres-
sion of numerous antitumoral genes, and improve survival of mice
injected with aggressive TNBC MDA-MB-231 cells [57, 61].
Furthermore, LBH589 can also inhibit the expression of aroma-
tases (implicated in androgens metabolism), and synergize with
Letrozole to decrease estrogen levels [62]. These results indicate
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that the use of LBH589 in patients presenting aggressive BC might
be of particular interest since it can be ef cient at low concentra-
tions and present very few side effects.

SNDX-275, also known as Entinostat or MS-275. is a class I HDAC
inhibitor. Its use has shown promising preclinical results at low
concentrations (0.2 0.5 pM). Indeed, it can induce apoptosis in
HER2* BC cell lines (MDA-MB-453 and BT474) with a 1.5 pM
treatment, during 24 h [63], but the maximum tolerated doses in
patients were about 0.4 pM. The use of SNDX-275 in combina-
tion with other compounds might be a hopeful way to use it at
lower concentrations. For example, it has been shown that the sen-
sitivity to Trastuzumab in Trastuzumab-resistant HER2* BC cell
lines is enhanced with a treatment of 0.2 pM of SNDX-275 during
96 h while using half the concentration of Trastuzumab [64].
SNDX-275 can also restore the sensitivity to the aromatase inhibitor
Letrozole, in ER” tumors (MDA-MB-231) in vivo (2,5 mg/kg/day),
leading to the inhibition of tumor progression and lung metastasis
[65, 66], the reversion of epithelial mesenchymal transition and
the inhibition of tumor progression, metastasis, and angiogenesis
in the apoptosis-resistant cell line MDA-MB-468 when SNDX-
275 (6 mg/kg/day given 4 times with doses of 35 mg/kg) was
followed by TRAIL injections [67].

These preclinical data have shown that SNDX-275 might have
a strong impact on different resistant BC cell lines and therefore
could be considered as a future promising tool to treat the most
resistant cancers.

Valproic acid (VPA) is an inhibitor of class I and II HDAC activity
and can inhibit the growth of both ER* and ER~ BC cells (MCE-7
and MDA-MB-231) with incubation during 72 h with 10 mM VPA
or during 24 h with 250 500 mM VPA [28, 68]. VPA can enhance
Tamoxifen ef ciency in ER* cell lines (MCE-7, ZR-75-1, T47D)
with a 750 pM therapeutic dose for 6 7 days [69]. However, at
low-doses (3 pM), VPA could also induce migration and invasion of
BC cells [33]. Indeed, VPA alone or in combination with Decitabine
induced the expression of CR-1, which plays an important role in
embryonic development while also regulating various stages of
tumor progression, and enhancing MCE-7 invasion and migration
abilities, compared to MCF-7 control.

Based on the very interesting results observed in preclinical studies
using HDACI, many clinical studies in BC patients have been
designed with several of these compounds. They are described in
the Table 4.

In spite of very promising results obtained in preclinical studies,
too many side effects were observed with TSA treatments in clini-
cal trials. This compound would then not be used in clinic [70].
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t4.1  Table 4
w.2  Clinical trials designed with HDAC inhibitors-based protocols

4.3 Drug Type of BC targeted Phase Status In combination with Ref.
t4.4 Panobinostat ~ HER2* I Completed Trastuzumab + Paclitaxel [98]
t4.5 (LBH 589) All I Completed Capecitabine, + Lapatinib [99]
4.6 All I/II  Suspension of Letrozole [100]
t4.7 participants

t4.8 recruitment

t4.9 HER2* trastuzumab I/II  Completed Trastuzumab [101]
t4.10 resistant

t4.11 TNBC I/II  Participants  Decitabine, Tamoxifen [81]
t4.12 recruitment

t4.13 HER2* II Terminated [79]
t4.14 =4 patients

t4.15 HER2- II Ongoing [102]
t4.16 ER* tamoxifen resistant 0 Terminated [103]
t4.17  Entinostsat All types of cancers, I Completed [104]
t4.18 (SNDX-275)  BC included

t4.19 HER2* trastuzumab I Participants ~ Lapatinib + Trastuzumab [105]
t4.20 resistant recruitment

t4.21 ER* and lung cancers I Ongoing + Exemestane + Erlotinib [106]
t4.22 ER* II Ongoing + Exemestane [107]
t4.23 Al resistant

t4.24 ER* I Completed Aromatase inhibitors [108]
t4.25 Al resistant

14.26 All I Participants  Azacytidine [78]
14.27 recruitment

t4.28 TNBC II Terminated  Anastrozole [109]
t4.29 Surgery removable

t4.30  Vorinostat All 0 Participants ~ Hormone therapy [110]
t4.31 (SAHA) recruitment  (Anastrozole, Letrozole,

14.32 Exemestane)

14.33 Al resistant 0 Completed Hormone therapy [111]
t4.34 All I Ongoing Ixabepilone [112]
14.35 DCIS I Ongoing [113]
14.36 All I/II  Ongoing Paclitaxel + Bevacizumab [114]
t4.37 HER2* I/II  Completed Trastuzumab [115]
14.38 Newly diagnosed II Ongoing surgery [116]
14.39 Surgery removable II Ongoing Paclitaxel albumin-stabilized [117]
t4.40 nanoparticle formulation

t4.41 + Carboplatin

t4.42 All II Completed [118]
t4.43 All 11 Completed Tamoxifen [119]
t4.44 All II Participants ~ Lapatinib [120]
t4.45 recruitment

t4.46  Valproic acid  All II Participants ~ FEC100 [82]
t4.47 (VPA) recruitment

t448  CUDC-101 All 1 Completed [84]

t4.49 Al Aromatase inhibitor, ER Estrogen receptor, Status completed All participants have been recruited, Status terminated
t4.50 the study has been stopped early and will not start again
t4.51 Adapted from clinicaltrials.org
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For historical reason ( rst approved by FDA), Vorinostat has been
used in the majority of BC clinical studies using epigenetic drugs.
But until now, only few studies have been completed and pub-
lished. First studies reported various adverse effects of Vorinostat
when used alone [71, 72], con rming that its combination with
other compounds and a decrease of its concentration would be a
better option for its use in therapeutic approaches. Indeed, a phase
I trial combining Vorinostat with Doxorubicin, showed that a
maximum of 800 mg/day of Vorinostat should be administered to
limit side effects, in combination with a weekly dose of Doxorubicin
(20 mg/m?)[73]. Another phase I /1I trial indicated that Vorinostat
could also be combined with Paclitaxel and Bevacizumab. The aim
of the phase II of this clinical trial will be to improve the
response rate from 40 to 60 % [74]. The study is ongoing. A third
study reported that Vorinostat (400 mg/day) combined with
Tamoxifen, in ER* endocrine resistant BC, was well tolerated and
induced a 40 % clinical bene t after 24 weeks [75]. Finally, a phase
I study, combining Decitabine and Vorinostat, has shown pro-
longed disease stabilization in different solid tumors [76].

A randomized, placebo-controlled, phase II study has evaluated
the Entinostat (5 mg weekly) effect in combination with the aro-
matase inhibitor Exemestane (25 mg daily) versus Exemestane
alone [77]. The results have demonstrated that combinating
Entinostat and Exemestane increased overall survival from 19.8 to
28.1 months.

Furthermore, a phase II study is currently evaluating the com-
bination of two epigenetic modulators: SNDX-275 and Azacytidine
in metastatic BC [78].

Until now, only one clinical trial using Panobinostat alone (with
only four patients included) has been completed and results pub-
lished [79]. Panobinostat seems to be a promising tool because of
its easy way of administration (oral) and its use at very low concen-
trations. The rst results showed that this drug presents limiting
side effects and can be combined with other drugs (Panobinostat
10 mg orally three times weekly in combination with Paclitaxel
175 mg/m? and Carboplatin administered intravenously on day 1
of every 21-day cycle) [80]. Another phase I /1I clinical trial is cur-
rently evaluating the combination of Panobinostat with the
DNMTi Decitabine and Tamoxifen, in TNBC [81].

Valproic acid (VPA) has been approved by FDA and can inhibit
class I and II HDACs. A phase II study is currently recruiting
patients to evaluate whether VPA could enhance chemotherapy
sensitivity of BC [82], since a phase I study has showed that VPA
(140 mg/kg/day for 48 h) could be associated with Epirubicin
(100 mg,/m?) [83]. Furthermore, another completed phase I study
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has evaluated effects and doses to be used with a compound called
CUDC-101, which can inhibit EGFR, HER2, and HDACs [84].
The use of multi-target agents could solve problems of resistances
often met in single-target therapies. For the moment, multi-target
therapies are performed with the combination of different drugs,
presenting different pharmacokinetics and toxicity. The use of a
single drug with more than one target is a good alternative to pre-
vent the different side effects of multidrug therapies. CUDC-101,
contain the structural elements to inhibit HDAC:s (like Vorinostat)
and to inhibit EGFR and HER2 (like Lapatinib). The inhibition of
HDAGs could modulate various targets, and one of them is the
HER family receptor tyrosine kinase pathway, to counteract molec-
ular heterogeneity of cancers and resistances against anti EGFR
and HER2 treatments [85].

4 Promising Compounds

4.1 Natural
Compounds

The current epigenetic modulators used nowadays are not speci ¢
and induce global epigenetic inhibition. Indeed, these compounds
usually inhibit for example all the DNMTs for DNMTi, inducing
the re-expression of TSG, but can also induce as a consequence the
expression of oncogenes, as described above (using Decitabine on
MCE-7 cells can induce expression of angiogenic genes in vitro
and in vivo [21]). These indirect effects cannot be controlled,
because their mechanisms of action are still unknown. First data on
DNA methylation have shown that interactions of DNMTs with
transcription factors are crucial to induce targeted methylation
[86]. In other words, inhibition of a unique DNMT could inhibit
an important number of methylated promoters. Therefore, a bet-
ter knowledge and understanding of the regulation of epigenetics
will be needed in the future to improve BC therapy. One of the
promising ways of treatment will be personalized medicine, the
theranostic. The objective will be in the future to extensively char-
acterize protein, epigenetic and genetic markers of a speci ¢ tumor.
Therefore to use the best available combination of drugs inducing
the best course of treatment but the lowest toxicity and the fewest
side effects, as well.

As described earlier, different chemical epigenetic modulators are
currently in use in BC clinical trials. However, they present most of
the time a high toxicity and many side effects. To reduce toxicity,
natural compounds with epigenetic properties (found in food or
plants), are currently under research (reviewed in [87]). For exam-
ple, we can cite curcumin and genistein which are inhibitors of
expression of DNMT1, HDACI1 and MeCP2 (a protein that binds
speci cally to methylated DNA, inhibiting gene expression) [88].
Curcumin has been shown to enhance Tamoxifen sensitivity at
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2.5 uM concentration in Tamoxifen-resistant MCE-7 cells [89]
and genistein puri ed from soya can inhibit growth of BC xeno-

grafts [90].

Montenegro MF et al. [91], have reactivated the expression of
RASSFIA, a tumor suppressor gene, by inhibiting both DNA
methylation and the transcription factor E2F1; To do so, the
authors used DIPY, an inhibitor of adenosine elimination, in
combination with TMCG, an antifolate to inhibit methionine
production. By inhibiting methionine production (substrate of
methylases), methylation of proteins and DNA is impossible.
Furthermore, adenosine accumulation in the cell results in the
production of an inhibitor of cellular methyltransferases. This treat-
ment has been shown to induce apoptosis of MDA-MB-231 cells.

miRNAs are classi ed as epigenetic modulators since they speci -
cally inhibit the expression of proteins, by interacting with the 3’
UTR of pre-mRNA. Numerous studies have shown that miRNA
expression pattern is altered in cancers and that they can be consid-
ered as biomarkers of BC grades (reviewed in [92]. Most of the
time, miRNA are downregulated in BC compared to normal tis-
sues. The delivery of lacked miRNAs in speci ¢ patients by differ-
ent vectors such as adenoviral vectors, nanoparticles, and lipid-based
materials might therefore be a promising new therapeutic protocol
to speci cally treat BC.

The major ow of drugs used in BC treatment is the fact that they
are not speci ¢ enough. Indeed, HDACs and DNMTs inhibitors
induce a general histone acetylation or gene demethylation, with-
out being able to control which promoters would be modi ed.
The bene t to use ATF would be to speci cally control which pro-
moters would be demethylated. ATF used the principle of Zinc-
Finger proteins, which could recognize speci ¢ sequences. Indeed,
ATF contain DNA-Binding Domains (DBD). Each DBD recog-
nizes speci cally 3 bp, and ATF comprise 6 DBD, to target a highly
speci ¢ 18 bp sequence. Rivenbark et al. have proven that inducing
a speci ¢ recruitment of DNMT3a on a promoter is achievable
[93], and can induce expression of the targeted gene. Another
team using ATF has demonstrated that Maspin, a TSG which
silencing is correlating in BC cells with invasive and metastatic
behavior, could be re-expressed in MDA-MB-231 cells, to reduce
tumor growth [94].
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The development of new therapies to ght BC will be essential in
the future to overcome the apparition of resistances to already
existing therapies, such as hormonotherapies, but also to nd new
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compounds that might be ef cient to treat TNBC. Epigenetic-based
therapies seem to be a good option since the clinical trials already
performed present better results than the ones perfomed with the
current existing therapies while presenting very little side effects.
Their way of administration is also easier and less invasive for
patients (orally for Vorinostat), and they seem to be also ef cient
on drug-resistant BC cells. Moreover, recent intensive research on
gene expression pro les linked to BC cells has led to the develop-
ment of new emerging patient-speci c therapies, such as ATF. These
compounds seem to be even more ef cient than DNMT and
HDAC inhibitors actually used in clinical trials.
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Etude du role de la protéine autophagique ATG9A dans les cancers du sein.

L’autophagie est un mécanisme cellulaire complexe, nécessitant plus de 40 protéines
ATGs (AuTophaGy related), impliqué dans le maintien de I’homéostasie cellulaire. Sa
dérégulation a été décrite comme une cause possible de la tumorigénése. Nos travaux ont
montré dans une cohorte de 80 patientes atteintes de cancer du sein, que I’expression du géne
codant la protéine ATG9A, jouant un réle dans les étapes précoces de I’autophagie, est plus
importante dans les tissus cancéreux des patientes de type triple négatif. Afin d’étudier le role
d’ATGY9A dans la lignée de cancer du sein triple négative MDA-MB-436, nous avons
développé deux modeles d’extinction du géne A7G9A4 a I’aide de sh-ARN ou de la technique
CRISPR-Cas9. Ces modéles d’extinction présentent un blocage de I’autophagie via une
diminution de la dégradation des autophagosomes. Nous avons également montré une
inhibition des phénotypes cancéreux in vitro et in vivo des cellules sh-ATG9A4 comparé aux
cellules contréles. Cependant, nous n’avons observé aucune différence de phénotypes
cancéreux entre le modele CRISPR-Cas9 et les cellules controles. L’ARNm d’A7G94 étant
toujours détecté dans notre modéle CRISPR-Cas9, contrairement au modele sh-RNA, nous
avons émis 1’hypothese que I’ARNm d’4ATG94 pourrait jouer un réle dans la maintenance des
phénotypes cancéreux via I’expression d’une isoforme de la protéine ATG9A, exprimée apres
mutation de la séquence d’ATG94 par le systeme CRISPR-Cas9 ou via son interaction avec
des ARN non codants régulateurs. Si cette hypotheése est confirmée, cet ARNm pourrait
devenir une cible thérapeutique dans les cancers du sein triple négatif pour lesquels aucune
thérapie ciblée n’existe actuellement.

Study of the role of ATG9A, an autophagic protein, in breast cancer.

Autophagy is an intracellular process which contributes to the maintenance of cell
homeostasis. The deregulation of this complex process, which requires more than 40 ATG
proteins, has been shown to be involved in tumor development. In our laboratory, we
analyzed a cohort of 80 breast cancers and demonstrated that 47G94 gene expression is
increased in triple negative breast cancer samples compared to adjacent healthy tissues. We
then studied the role of ATG9A in the triple negative breast cancer cell line MDA-MB-436
using two extinction models created with the sh-RNA or the CRISPR-Cas9 technology. Our
two extinction models presented a blockade of autophagy, due to a decrease of
autophagosome degradation. We also observed a decrease of in vitro and in vivo cancer
phenotypes, such as proliferation, invasion or in vivo tumor growth, of sh-ATG9A cells
compared to control cells. However, we did not observe any difference of cancer phenotypes
between the CRISPR-Cas9 cells and the control ones. Since we still detected the presence of
the ATG94 mRNA in the CRISPR models but not in the sh-RNA models, we hypothesized
that this mRNA might play a role in the maintenance of breast cancer phenotypes in these
cells, either by the expression of a truncated isoform of the ATG9A protein from the mutated
ATG9A mRNA obtained after the action of the CRISPR-Cas9 system, or its interaction with
non-coding mRNAs. If proven, this could establish A7G94 mRNA as a potential therapeutic
target in triple negative breast cancers for which no targeted therapy is currently available.



