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CHAPITRE 1 : LES LYMPHOMES ANAPLASIQUES A
GRANDES CELLULES

Les lymphomes sont les hémopathies malignes les plus fréquentes, et représentent environ 5% des
cancers rencontrés chez I'adultel. Ils sont dus a la transformation d’une cellule lymphocytaire.
Contrairement aux leucémies, les cellules cancéreuses n’envahissent pas la moelle osseuse mais
touchent en particulier les ganglions lymphatiques : on dit qu’il s’agit d’une pathologie systémique. On
distingue classiquement les lymphomes hodgkiniens (20% de I'ensemble des lymphomes), caractérisés
par la présence de cellules caractéristiques appelées cellules de Reed-Sternberg, et les lymphomes non
hodgkiniens (80% de I'ensemble des lymphomes). Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons
particulierement a une classe particuliere de lymphomes non hodgkiniens: les Lymphomes

Anaplasiques a Grandes Cellules qui seront appelés LAGC dans ce manuscrit.

1 ASPECTS CLINIQUES

1.1 Place des lymphomes anaplasiques a grandes cellules dans la
classification de I'Organisation Mondial de la Santé

Les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules (LAGC) ont été décrits pour la premiere fois en 1985
par les docteurs Karl Lennert et Harald Stein? Le terme « anaplasique » fait référence a I'apparence
des cellules de Reed Sternberg dont I'apparence differe de celle des lymphocytes T normaux. La
classification de I'organisation mondiale de la santé des tumeurs hématopoiétiques (revue en 2008)
les place dans la catégorie des lymphomes développés a partir de cellules T périphériques par

opposition aux lymphomes développés a partir de précurseurs lymphoides>*.
On retrouve deux types principaux de LAGC :

- Les LAGC cutanés primitifs, prenant naissance dans la peau et y restant confinés.
- Les LAGC systémiques, qui affectent principalement les ganglions lymphatiques et qui peuvent
ensuite disséminer dans d’autres organes, tels que les poumons, les os, la peau, le foie, le

médiastin ainsi que les tissus mous.

Les LAGC systémiques sont séparés en deux entités en fonction de leur profil d’expression génique et

de leurs différences épidémiologiques :
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Tableau 1 : Classification de Ann Arbor
(d’aprés Carbone et al., 1971)°

Tableau 2 : Classification de St Jude
(d’aprés Murphy et al., 1980, et Cairo et al., 2003)"®
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- Les LAGC systémiques présentant une translocation chromosomique impliquant le gene
codant pour la tyrosine kinase oncogénique ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), appelés LAGC
ALK positifs (ou LAGC ALK+).

- Les LAGC systémiques n’exprimant pas I'oncogéne ALK, appelés LAGC ALK négatifs (ou LAGC
ALK-).

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons uniqguement aux LAGC systémiques ALK+ (LAGC

ALK+), sur lesquels j’ai mené mon travail de these au sein du laboratoire.

1.2 Epidémiologie

Les lymphomes T périphériques sont des lymphomes agressifs, représentant environ 7% du groupe
des Lymphomes Non Hodgkiniens (LNH). Les LAGC systémiques ALK+ font partie des lymphomes T
périphériques. Diverses études épidémiologiques montrent qu’ils représentent prés de 10 a 15% des

lymphomes de I’enfant, contre seulement 3% des LNH de I'adulte®%,

On distingue deux pics d’age moyen au diagnostic : chez les enfants et les jeunes adultes (age médian

au diagnostic : 10 ans, minimum : 10 mois, maximum : 17 ans)*?, ou la prévalence est plus élevée, et
chez les personnes de plus de 60 ans (d3ge moyen au diagnostic toutes populations confondues 22.01
+10.87 ans), ou la prévalence est plus faible. On trouve également une prédominance masculine, (ratio

M/F : 3,0), qui est encore plus marquée chez les enfants et les jeunes adultes (ratio M/F : 6.5)%.

Aucun facteur causal n’a a ce jour été déterminé, méme si certaines études suggerent que le
développement des LAGC ALK+ serait favorisé dans un contexte inflammatoire, par exemple aprés une

piglre d’insecte!®, ou en association avec une infection par le VIH.

1.3 Symptomes et diagnostic

Comme mentionné précédemment, les LAGC ALK+ affectent principalement les ganglions
lymphatiques. Ces lymphomes se traduisent généralement par des polyadénopathies superficielles
(augmentation du volume des ganglions superficiels), associées a une dégradation de I'état général
(forte fievre persistante sans cause infectieuse, amaigrissement, fatigue inexpliquée, etc.). Une
atteinte extraganglionnaire est retrouvée dans 40 a 68% des cas, notamment au niveau des tissus
mous, des os, de la peau, des poumons, du foie, et du médiastin. L’atteinte de la moelle osseuse est

constatée dans 11 a 30% des cas, alors que celle du systéme nerveux central reste rare®*'’,

Le diagnostic comprend une étape de détermination du stade de la maladie qui est effectué a I'aide

de deux systémes de classification : la classification d’Ann Arbor® (principalement utilisée chez les
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Figure 1 : Profils histologiques des différents variants de LAGC

(d’aprés Bonzheim et al., 2015)*8

(A) Type commun : les cellules sont grandes, avec un cytoplasme abondant, avec un noyau en fer a cheval et un
appareil de Golgi proéminent (coloration Hemalun & Eosine). (B) Coloration au Giemsa du type commun : elle
permet de mettre en évidence les caractéristiques morphologiques des cellules tumorales ainsi que la
proéminence de I'appareil de Golgi. (C) Variant a petites cellules : petits noyaux irréguliers et un cytoplasme
pale. (D) Variant lymphohistiocytaire : les cellules néoplasiques sont éclipsées par des histiocytes avec
cytoplasme éosinophile abondant. (E) Variant mixte : mélange de différents types. On observe ici un variant
principalement a petites cellules avec de grandes cellules de type commun. (F) Variant « Hodgkin-like » qui mime
un sous-type de lymphome Hodgkinien (sclérose nodulaire importante).
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adultes) (Tableau 1), et la classification du St. Jude Children’s Research Hospital”® (principalement
utilisé chez les enfants) (Tableau 2). Ces deux systemes permettent de définir quatre stades de la
maladie, en fonction du nombre et de la localisation des sites ganglionnaires atteints, ainsi que de la
présence ou non d’atteintes extraganglionnaires. Ce dernier parametre représente un critére de
gravité de la maladie, et est le plus souvent retrouvé chez les enfants : c’est pourquoi la classification
du St. Jude Children’s Research Hospital (qui inclut les atteintes extraganglionnaires des le Stade 1) est

le plus souvent utilisée pour les populations pédiatriques.

Le diagnostic comprend ensuite généralement un examen physique, un bilan hématologique et
biochimique complet, une tomographie du corps entier (CT-scan), une aspiration de la moelle osseuse

ainsi qu’une biopsie de la tumeur.

En général, du fait de la présence d’adénopathies périphériques et abdominales, environ 65% des

patients présentent une maladie de stade avancé (Ill ou IV) au diagnostic®*>*°,

2 ASPECTS CELLULAIRES

2.1 Marqueurs morphologiques et histologiques

Les LAGC ALK+ sont caractérisés par la présence de cellules particulieres appelées « hallmark cells ».
Ces cellules sont caractérisées par leur grande taille, leur cytoplasme abondant, et leur noyau
réniforme ou en forme de « fer a cheval », excentré, présentant un nucléole proéminent et une

chromatine dispersée®. La morphologie de ces cellules est présentée en Figure 1A et 1B.

La quantité de cellules « hallmark » ainsi que leur taille sont relativement variables en fonction des
patients, et ces différences ont donné lieu a une classification des LAGC ALK+ en quatre sous-types

morphologiques distincts dans la classification de ’'OMS de 20082 :

- La forme commune correspond au variant initialement identifié en 1985. Elle est retrouvée

1822 et se compose d’une population quasi-exclusive de cellules

dans plus de 60% des cas
« hallmark » (Figure 1A et 1B).

- Le variant a petites cellules représente environ 5 a 10% des cas, et est caractérisé par la
présence de petites cellules cancéreuses associées aux cellules « hallmark » (Figure 1C).

- Le variant lymphohistiocytaire représente environ 10% des cas. Il est composé de cellules
tumorales de morphologie commune, ou plus petites, mélées a un nombre important

d’histiocytes (Figure 1D). La présence en grand nombre de ces cellules peut masquer la

population tumorale et ainsi fausser le diagnostic des LAGC%,
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Figure 2 : Marqueurs immunohistologiques des cellules LAGC ALK+

(adapté de Bonzheim et al.,2015)*®

(A) Marquage CD30 dans le « type commun » : grandes cellules caractéristiques fortement positives pour le
CD30 au niveau de la membrane et de I'appareil de Golgi. (B) Marquage CD30 dans le variant a petites cellules
: les grandes cellules expriment fortement le CD30, tandis que les petites cellules sont hétérogenes avec un
marquage faiblement positif. (C) Marquage de la perforine : confirme le phénotype cytotoxique des LAGC ALK+.
(D) Marquage de ALK sur une biopsie de LAGC ALK+ : les cellules néoplasiques présentent une coloration
cytoplasmique, nucléaire et nucléolaire. (E) Marquage de ALK sur une biopsie d’un variant a petites cellules :
les petites cellules néoplasiques montrent un marquage ALK restreint au noyau, tandis que les grandes cellules
éparses sont fortement positives.
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- Dans environ 15% des cas, on retrouve ces trois formes associées dans une méme biopsie, on
parle alors de forme mixte (Figure 1E).

- Le variant « Hodgkin-like » est plus rare (3% des cas). Il tire son nom du fait qu’au diagnostic,
il peut étre confondu avec un lymphome de Hodgkin, a cause de la présence de zones de

scléroses nodulaires caractéristiques de cette pathologie?* (Figure 1F).

2.2 Marqueurs immunophénotypiques

L'analyse des marqueurs immunophénotypiques est déterminante dans le diagnostic de LAGC ALK+,
notamment dans le cas de variants a petites cellules ou lymphohistiocytaires, présentant une
morphologie cellulaire peu conventionnelle. Les principaux marqueurs caractéristiques des LAGC ALK+

sont présentés ci-dessous.

a. Le marqueur ALK
L'expression du marqueur ALK est bien entendu l'outil clef pour diagnostiquer les LAGC ALK+.
L’utilisation au diagnostic d’un anticorps anti-ALK en immunohistochimie (IHC) permet non seulement
de discriminer les LAGC ALK+ des LAGC ALK-, mais également d’identifier les différents variants

morphologiques. (Figure 2D et 2E).

b. Le marqueur CD30
Un autre marqueur caractéristique des LAGC ALK+ est I'antigéne d’activation lymphocytaire CD30 (ou
Ki-1). A I'origine, ce marqueur était utilisé pour I'identification des lymphomes de Hodgkin, car il est
fortement exprimé par les cellules de Reed Sternberg, qui sont caractéristiques de cette pathologie.
L’expression du CD30 est cependant détectée au niveau de la membrane plasmique et de I'appareil de
Golgi de toutes les cellules « hallmark », caractéristiques des LAGC ALK+ (Figure 2A). Ce marqueur
peut également étre exprimé par les lymphocytes T activés normaux. Enfin, il faut également noter
que lI'expression du CD30 au sein des LAGC ALK+ differe selon les variants morphologiques : le
marquage des grandes cellules est trés intense alors que celui des petites cellules est plus faible?%?
(Figure 2A, 2B). D’autres marqueurs sont donc nécessaires pour une identification certaine des LAGC

ALK+.

c. Cas particulier des marqueurs T
Bien qu’étant considéré comme un lymphome T périphérique, la présence de marqueurs du lignage T

est variable chez les patients atteints de LAGC ALK+ :

- Les cellules peuvent présenter un phénotype T, c’est-a-dire qu’elles expriment les antigenes

de surface caractéristiques des lymphocytes T (CD3, TCR, CD4 ou CDS8, CD2, CD5, CD7). On
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- distingue deux sous catégories de phénotype T : (1) le phénotype T mature, trés peu retrouvé
(environ 2.5% des cas), caractérisé par la présence de tous les marqueurs T cités
précédemment a la surface des cellules. (2) Le phénotype T incomplet (environ 87% des cas),
caractérisé par l'absence d’au moins un de ces marqueurs a la surface des cellules.
Globalement, pour des cellules de phénotype T, on observe plus de lymphocytes T CD4+
(lymphocytes T auxiliaires) (51% des cas) que de lymphocytes T CD8+ (lymphocytes T
cytotoxiques, 29% des cas) dans les LAGC ALK+ (données obtenues par le Pr. Laurence Lamant,
au sein de I’'équipe). |l faut également noter qu’une forte proportion de cellules de LAGC ALK+
présente un phénotype de lymphocyte T auxiliaire CD4+ particulier : les lymphocytes Th17,
caractérisé par la production d’interleukine 17%.

- Dans environ 10% des cas, les cellules présentent un phénotype dit « nul », caractérisé par la
perte de nombreux antigénes de surface T. Le rattachement de ces cellules de phénotype nul
au lignage T peut cependant étre établi car elles présentent un réarrangement clonal des genes

du TCR (T Cell Receptor) au niveau génomique, mais non exprimé a la surface?’.

De plus, la plupart des LAGC ALK+ (85%) expriment des molécules cytotoxiques, telles que le granzyme
B, la granulysine, la perforine, ou encore TIA1 (T-cell Intracellular Antigen-1) habituellement exprimées
par les cellules T et les cellules Natural Killer (NK). Elles expriment également fortement le récepteur a
I'interleukine-2 (CD25), une cytokine participant a la maturation et a la prolifération des lymphocytes

T,

Il est intéressant de noter qu’en plus de I'hétérogénéité entre les patients, il existe également une
hétérogénéité intratumorale pour tous ces marqueurs. Il a notamment été montré que les cellules de
LAGC ALK+ de formes commune étaient globalement moins hétérogenes dans I'expression de divers
marqueurs membrannaires (comme le CD4 ou le CD8) que les cellules de LAGC ALK+ de type non

communs (variants a petites cellules, variants lymphohistiocytaires, etc.)®.

d. Autres marqueurs caractéristiques
La majorité des LAGC ALK+ sont positifs pour I'antigéne épithélial membranaire (EMA)%*,
classiguement exprimé dans les épithéliums normaux et néoplasiques. D’autres marqueurs
caractéristiques des LAGC sont la clusterine3! (marqueur des cellules folliculaires) et le facteur de

transcription C/EBPB, régulateur de la différenciation des cellules macrophages®2.
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Figure 3 : Modeéle présentant une hypotheése d’origine thymique des LAGC ALK+

(adapté de Turner et al., 2016)*’

Dans ce modele, I'oncogene ALK est initialement exprimé dans une cellule souche hématopoiétique ou dans des
progéniteurs thymiques. Sa présence permet la survie de ces cellules dans le thymus, malgré des réarrangements
aberrants du TCR (T-Cell Receptor). Ces cellules passent dans la circulation sanguine ou elles ne seraient activées
gu’apres I'apparition d’'un évenement secondaire qui provoquera leur expansion clonale et le développement
tumoral. Cet événement secondaire peut étre une réponse inflammatoire (comme le cas des piglires d’insectes),
mais peut également étre un autre événement lié a I'activation de I'immunité innée en réponse a une infection.
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3 ORIGINE DU LYMPHOME ANAPLASIQUE A GRANDES CELLULES

L'origine des LAGC ALK+ n’est a ce jour pas clairement définie. Il existe deux hypothéses majeures
proposant que l'initiation de la lymphomageneése se déroule (1) au sein d’un lymphocyte T mature
périphérique, ou (2) au sein d’une cellule souche hématopoiétique ou d’'un progéniteur thymique

précoce.

Le groupe du Dr Wasik a démontré que la transduction par I'oncogéne ALK de lymphocytes T CD4+
normaux activés permettait leur transformation. Les cellules sont immortalisées et présentent les
caractéristiques phénotypiques retrouvées chez les patients (grandes cellules, expression du marqueur
CD30, etc.)*®. Une étude in vivo montre également que la surexpression de 'oncogéne ALK dans des

lymphocytes T matures entraine le développement de lymphomes T périphériques dans des modeles

murins possédant des lymphocytes T déficients34. Ces deux études corroborent I’hypothése d’une

origine T mature périphérique des LAGC ALK+.

L'identification d’une signature génique caractéristique de progéniteurs thymiques précoces au sein
de cellules initiatrices de LAGC ALK+% tendrait a supporter la deuxiéme hypothése (2). Cette hypothése
est confirmée par la possibilité de détection de I'oncogéne ALK dans quelques échantillons (2/103) de
sang de cordon (contenant des cellules souches hématopoiétiques)®, ainsi que dans des cellules
mononuclées du sang périphérique®” provenant d’une population saine. Ces deux observations
suggerent que la transformation par 'oncogéne ALK pourrait étre un événement précoce, nécessitant

un environnement thymique, ou des événements spécifiques aux lymphocytes T.

Le groupe du Dr Turner a récemment démontré que de nombreuses cellules de LAGC ALK+
présentaient des réarrangements moléculaires anormaux du TCR (T-cell receptor), un récepteur
cellulaire nécessaire a la fonction cytotoxique des lymphocytes T 38, En conditions normales, les cellules
exprimant ces réarrangements aberrants (qui aboutissent a la formation d’'un TCR non-fonctionnel)
sont éliminées par un processus de sélection au niveau du thymus, appelé sélection B. La présence de
ces réarrangements non-fonctionnels du TCR dans les cellules de LAGC ALK+ laisse entendre que la
présence de I'oncogéne ALK permet aux progéniteurs thymiques de passer outre cette sélection, et

ainsi d’éviter leur élimination.

Ces résultats sont a la base de I'établissement d’un modeéle permettant de mieux comprendre I’origine
des LAGC ALK+, présenté en Figure 3. La cellule d’origine du lymphome, c’est-a-dire la premiére cellule

ayant acquis I'oncogéne ALK, serait une cellule souche hématopoiétique ou un précurseur thymique
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ayant la capacité de survivre aux processus de sélection thymique malgré |'expression d’un
réarrangement aberrant du TCR. Ce clone pourrait ainsi passer dans la circulation sanguine, et ne serait
activé qu’en réponse a un événement secondaire, qui entralnerait I’expansion clonale et le

développement tumoral en périphérie?.

Il est intéressant de noter que I’hypothese de l'origine thymique des LAGC ALK+ concorde avec la
prédominance de la malade chez I'’enfant et le jeune adulte, car le thymus est soumis a un phénomeéne

d’involution (perte de masse, atrophie), au cours du vieillissement.

4 ASPECTS MOLECULAIRES

Plusieurs groupes ont montré que la tyrosine kinase ALK présente un pouvoir oncogénique suite a son
activation constitutive. Celle-ci est induite par une translocation chromosomique réciproque
permettant la fusion de la partie 3’ du géne ALK (portant son activité catalytique), a la partie 5’ d’un
géne partenaire (comportant généralement un domaine d’oligomérisation). La premiere de ces
translocations chromosomiques identifiée est la t(2; 5) p(23; g25) impliquant la nucléophosmine
(NPM) et ALK®. Par la suite, de nombreux autres partenaires de fusion de ALK ont été rapportés. Dans
cette partie, nous décrirons les acteurs moléculaires majeurs responsables du pouvoir oncogénique de

ALK.

4.1 Lakinase ALK

La kinase ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), ou CD246, est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase (RTK), appartenant a la superfamille des récepteurs a I'insuline, qui a été clonée en
1997°. ALK présente une forte homologie avec le récepteur LTK (Leucocyte Tyrosine Kinase), ce qui

suggére que ces deux protéines dérivent d’'un méme géne ancestral®.

a. Fonctions et localisation
Le r6le physiologique de ALK a été établi grace a I'étude d’organismes invertébrés, de modéles murins
knock-out, et de lignées cellulaires. Dans la littérature, il a été montré que ALK intervient notamment
dans la formation de la synapse ou le vieillissement chez Caenorhabditis Elegans®**, dans le
développement (systéme nerveux central, muscles viscéraux embryonnaires) chez la drosophile**,
et dans le développement des crétes neuronales chez le zebrafish*®. Néanmoins, le réle de ALK chez
les mammiferes reste encore incertain. Certaines études ont montré que I'expression de ALK, aussi
bien au niveau de I’ARN messager que de la protéine, diminue apres la naissance pour étre maintenue
a un niveau minimal chez I'adulte. ALK est retrouvée en majorité au niveau du cerveau et des tissus

nerveux intestinaux. Ceci suggere que ALK pourrait jouer un role dans le développement et le
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Figure 4 : Structure de ALK humain

(d’aprés Roskoski et al., 2013 et Hallberg et al., 2013)*748

La région N-terminale de ALK humain comprend deux domaines MAM (Meprin, A5 protein, and receptor tyrosine
phosphatase |, acides aminés 264-427 et 480-626), un domaine de LDLa (Low Density Lipoprotein class A, acides
aminés 453-471) et une région riche en glycines (G-rich, acides aminés 816-940). Un domaine transmembranaire
(TM, acides aminés 1039-1059) relie la région extracellulaire a la région juxtamembranaire (JM, 1060-1115) du
domaine intracellulaire (1060-1620). Le domaine tyrosine kinase (TKD) s’étend des acides aminés 1116 a 1383 et
est suivi d’'une queue C-terminale (C-TT, C-Terminal Tail).
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fonctionnement du systéme nerveux central et périphérique chez I’adulte®®. Cependant, la délétion de

ALK chez la souris n’engendre aucun phénotype particulier, et n’affecte pas leur développement®.

b. Structure de ALK
La protéine kinase ALK posséde un domaine extracellulaire permettant la liaison au ligand, un
domaine transmembranaire, ainsi qu’un domaine intracellulaire portant I'activité tyrosine kinase
(Figure 4). Le géne ALK code pour une protéine d’environ 176 kDa, qui, apres modifications post-
traductionnelles telles que la N-glycosylation du domaine extracellulaire, donne naissance a une

protéine mature d’environ 220kDa*.

e La portion extracellulaire de ALK :

Celle-ci est composée de plusieurs domaines différents**® (Figure 4):

- Un peptide signal (S-S) de 18 acides aminés, en position N-terminale,

- Deux segments MAM (Meprin, A5 protein, and receptor tyrosine phosphatase u), composés
chacun d’environ 170 résidus, contenant quatre cystéines, et pouvant former deux ponts
disulfures. Ces domaines possedent des fonctions adhésives, et semblent participer aux
interactions cellule-cellule®,

- Un domaine LDLa (Low Density Lipoprotein class A), qui est caractérisé par un segment
contenant deux ou plusieurs ponts disulfures ainsi qu’un groupe de résidus chargés
négativement et dont la fonction pour ALK est encore incertaine.

- Une région riche en glycines, dont la fonction pour ALK commence a étre élucidée :
récemment il a été montré que des mutations au sein de cette région diminuaient

considérablement I'interaction de ALK avec son ligand®2.

e Le domaine transmembranaire de ALK :
Il est constitué de 21 acides aminés, suivi d’'un domaine juxtamembranaire de 56 acides aminés qui

contient un domaine de liaison a IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1)*” (Figure 4).

e La partie intracellulaire de ALK :
Celle-ci comporte le domaine a activité tyrosine kinase de ALK. Il est composé (1) d’un petit lobe

amino-terminal et (2) d’un lobe carboxyterminal plus grand (Figure 5).

(1) Le lobe N-terminal contient cinq feuillets B antiparalléles, une hélice aC (aC-regulatory helix)
pouvant étre dans une conformation active ou inactive, et un domaine de liaison a I’ATP riche

en glycine (P-loop).
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Figure 5 : Motifs structuraux caractéristiques d’une tyrosine kinase (telle que ALK)

(d’aprés Wang et al., 2014)>?

La conformation active de la kinase est représentée en bleu clair. L’hélice Ca, la boucle P, la boucle d’activation
et le pont Lys-Glu sont représentés en « batonnets ». Des changements de conformation de ces régions
impactent directement l'activité de la kinase. L’ATP lié a la kinase est représenté en jaune. Le motif Acide
Aspartique-Phénylalanine-Glycine (DFG) est représenté par des cercles rouges. Les zooms représentent les points
de vue atomistique des différents éléments régulateurs, les liaisons hydrogene sont classiquement représentées
par des lignes pointillées, et Mg?* et Mn?* par des sphéres grises. Ces figures ont été obtenues a 'aide du logiciel
Pymol.

37



(2) Lelobe C-terminal quant a lui est composé de cing hélices a et de deux feuillets B. Il comprend
deux régions essentielles a I'activité de la kinase :

- La boucle d’activation (activating-loop, A-loop) qui commence par un motif Acide aspartique-
Phénylalanine-Glycine (motif DFG) et qui a pour fonction de moduler I'efficacité de liaison au
substrat ainsi que la vitesse de catalyse. Elle comprend un motif type des récepteurs a I'insuline
(motif YxxxYY) comprenant trois tyrosines (Y1278, Y1282, et Y1823) qui représente les
principaux sites d’autophosphorylation de la kinase. La phosphorylation de la tyrosine Y1278
est nécessaire a l'auto-activation du domaine kinase de ALK®. D’autres tyrosines ont
également été identifiées comme sites de phosphorylation de la kinase®>®,

- Le site catalytique de la kinase, composé de résidus permettant le transfert du phosphate sur

le substrat.

Tous ces éléments sont relativement mobiles, et permettent une flexibilité conformationnelle de Ia

kinase , qui impactera directement sur son activité®®,

Il est également intéressant de noter que I'extrémité C-terminale du domaine intracellulaire de ALK
contient de nombreux résidus tyrosine phosphorylés permettant notamment l'interaction avec la

protéine SHC1 (SHC [Src Homology 2 domain Containing] transforming protein 1), ou avec la

phospholipase C-Y (PLC-Y)*. Ainsi, 'activité tyrosine kinase de ALK permet I'activation de nombreuses

voies de signalisation en aval. Ce point sera abordé dans la partie 4.3.b.

c¢. Un ligand pour ALK
ALK a longtemps été décrit comme un récepteur orphelin. Cependant, une étude récente a permis

I'identification de ligands potentiels conduisant a son activation®.

Chez les invertébrés, les ligands de ALK sont connus : il s’agit de JEB (Jelly Belly) chez la drosophile®® et
de HEN-1 (hesitation behaviour-1) chez C.Elegans®. Ces deux protéines ne sont pas conservées chez

les mammiféres.

Les travaux de I'équipe du Dr Palmer démontrent que les facteurs de sécrétion FAM150A et FAM150B,
peuvent se lier a ALK pleine taille chez la drosophile, mais également dans des lignées cellulaires de
rat et surtout dans des lignées humaines de neuroblastomes exprimant ALK de facon endogéne,
entrainant ainsi son hyper-activation®l. Ces facteurs de sécrétion étaient déja connus pour activer le

récepteur LTK, homologue de ALK au niveau de son domaine tyrosine kinase®’.
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Figure 6 : La protéine de fusion NPM-ALK issue de la translocation t(2;5)(p23;q35)

(adapté de Duyster et al., 2001 et Palmer et al., 2009)>>°*

La fusion entre le chromosome 5, codant pour la nucléophosmine, et le chromosome 2, codant pour ALK, résulte
en |'expression d'une tyrosine kinase chimérique NPM-ALK constitutivement active. NPM contient un domaine
d'oligomérisation (OD: résidus 1-117), un domaine de liaison métallique (MD : résidus 104-115), deux groupes
d'acides aminés acides (AD : domaine riche en Asp/Glu; résidus 120-132 et 191-188) qui sont des régions
recevant les signaux de ciblage nucléolaire, et deux signaux de localisation nucléaire (NLS : résidus 152-157 et
191-197). La structure de ALK est décrite en figure 4 (TM: domaine transmembranaire, JM: domaine
juxtamembranaire, TKD : domaine tyrosine kinase, C-TT : queue C-terminale).
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Il a également été montré que I’héparine pouvait directement se lier a la partie N-terminale de ALK, et
induire sa dimérisation dans un modéle de neuroblastome®?. Cette liaison peut étre empéchée par des

anticorps anti-ALK spécifiques du domaine extracellulaire.

Pour réconcilier ces différentes études, on pourrait supposer que I'héparine agirait en tant que co-
ligand, pour permettre la dimérisation de ALK®3. FAM150A et FAM150B, quant a eux joueraient le role

de ligand activateur de la tyrosine kinase.

Une derniére étude présente ALK comme un récepteur a dépendance aux effets duaux, dont la
fonction serait directement liée a la présence ou a I'absence d’un ligand. En I'absence d’un stimulus,
la kinase ALK serait inactive et pourrait induire I'apoptose, alors que I'activation induite par la liaison
d’un ligand bloquerait I’'apoptose®®°, La pertinence de ces résultats reste a étre explorée dans d’autres

modeles, en particulier in vivo.

4.2 Les différents partenaires de ALK

Comme mentionné précédemment, de nombreux partenaires de fusion permettant I'activation
constitutive de la kinase ALK, ainsi que son expression dans les lymphocytes T ont été décrits. Le
partenaire de fusion le plus fréquemment retrouvé dans les LAGC ALK+ est la nucléophosmine (NPM) :
on parle alors de LAGC NPM-ALK+, qui correspondent au modele sur lequel mes travaux de these ont

été effectués.

a. La nucléophosmine (NPM)
Il est désormais admis que environ 75% des LAGC ALK+ sont associés a une translocation
chromosomique équilibrée : la t(2,5) (p23, g35). Le clonage des points de cassure a permis
I'identification des genes impliqués dans ce phénomene: on retrouve la kinase ALK, sur le
chromosome 2, et la nucléophosmine (NPM), sur le chromosome 5. Ce réarrangement
chromosomique entraine la formation d’une protéine de fusion NPM-ALK, de 80kDa, comprenant le
domaine d’oligomérisation de NPM (117 premiers résidus), et la partie C-terminale de ALK,

comprenant son domaine a activité tyrosine kinase (Figure 6)3%,

e Role physiologique de NPM :
En temps normal, NPM est une phosphoprotéine nucléolaire de 38kDa portant une séquence NLS
(Nuclear Localization Signal) ainsi qu’'un domaine d’oligomérisation. Son réle principal est de permettre
aux protéines néosynthétisées de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau. NPM joue
également un réle important dans la biogenése des ribosomes, la régulation du cycle cellulaire, la

réparation de I’ADN, la transcription, ainsi que dans la stabilité génomique®’. Dans les LAGC NPM-ALK+,
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la protéine NPM physiologique ne participe pas au processus de transformation : plusieurs groupes
ont montré que seuls les domaines d’oligomérisation de cette protéine étaient nécessaire a la

transformation de cellules de LAGC ALK+,

Il faut également noter que NPM1 (gene codant pour NPM) est considéré comme un géne suppresseur
de tumeur, dont I'haplo-insuffisance entraine "apparition d’hémopathies malignes chez la souris®®°,
Cette hétérozygotie est retrouvée dans les LAGC NPM-ALK+. Afin d’étudier I'impact de cette
hétérozygotie dans la transformation maligne, le groupe du Dr Turner a développé un modéle murin
exprimant ALK au niveau des lymphocytes T, et homozygote, ou hétérozygote pour le gene codant
pour NPM. Aucune différence n’a été observée dans le délai d’apparition, le phénotype ou l'incidence

des tumeurs, entre ces deux modeéles’, ce qui indique "absence de rdle de cette hétérozygotie dans

le processus tumoral.

e Réle de NPM dans la translocation t(2,5) (p23, q35) :
Suite a la translocation t(2 ; 5) (p23; g25), le partenaire NPM va permettre I'expression de ALK dans
les lymphocytes T, ainsi que 'homodimérisation des protéines de fusion NPM-ALK, via son domaine
d’oligomérisation. Cette homodimérisation va mimer [I'effet d'un ligand, et entrainer
I’autophosphorylation du domaine tyrosine kinase de ALK, et ainsi, son activation constitutive?’. C’est
a la fois la capacité de dimérisation de NPM, et I'activité kinase de ALK qui conferent un pouvoir

transformant a la protéine chimére NPM-ALK™.

NPM permet également de réguler la localisation subcellulaire de NPM-ALK : lorsque les protéines de
fusion sont homodimérisées, elles sont localisées au cytoplasme, alors que lorsqu’elles forment des
hétérodiméres avec la protéine NPM sauvage qui possede le motif de localisation nucléaire et
nucléolaire, elles seront retrouvées a la fois dans le noyau et dans le nucléole®. Il a été démontré que
la localisation nucléaire de NPM-ALK n’était pas requise a son activité oncogénique’, ce qui est
confirmé par 'observation de variants X-ALK possédant un pouvoir oncogénique bien qu’étant
majoritairement cytoplasmiques (Tableau 3). Une étude récente du groupe du Dr Chiarle a cependant
montré que dans les LAGC NPM-ALK+, environ 50% de la protéine NPM-ALK était localisée dans le
noyau, et était inactive, de par son hétérodimérisation avec NPM sauvage. La relocalisation forcée de
NPM-ALK dans le cytoplasme, et donc I'activation de NPM-ALK a plus de 50% entraine I'induction de
mort cellulaire dans ce modéle”. Ces résultats indiquent que la protéine NPM sauvage pourrait
participer a la progression tumorale en maintenant un niveau de NPM-ALK actif trop important dans

les cellules.
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Tableau 3 : Protéines de fusion impliquant ALK dans différents cancers.
(Adapté de Roskoski et al., 2013)*

ALCL, Lymphome anaplasique a grandes cellules ; DLBCL, Lymphome B diffus a grandes cellules ; IMT, tumeurs
myofibroblastiques inflammatoires ; NSCLC, cancer du poumon non a petites cellules ; BC, cancer du sein ; CRC,
cancer colorectal ; ESCC, cancer de I'cesophage ; RCC, cancer du rein ; ND, non déterminé.
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b. Les autres partenaires de fusion impliqués dans les translocations
X-ALK

Depuis la découverte de la translocation t(2,5) (p23, g35), 9 autres translocations impliquant ALK ont
été décrites dans les LAGC ALK+%*71 (Tableau 3), et représentent les 25% des cas restants de LAGC. La
deuxieme translocation la plus fréquente est la t(1 ; 2) (q25 ; p23) (environ 18% des cas de LAGC ALK+)
qui entraine la fusion de la protéine TPM3 (Tropomyosine 3), une protéine impliquée dans la régulation

du cytosquelette et de la motricité cellulaire, avec ALK.

Toutes les protéines chiméres impliquant ALK (X-ALK) partagent des caractéristiques communes>>%! :

- Le point de cassure sur le gene ALK est situé dans la méme région pour toutes les chimeres
(intron 19-20).

- ALK est fusionné a la partie N-terminale du partenaire, qui est exprimé normalement dans les
lymphocytes (a I'exception de TRAF1 (TNF receptor-associated factor 1, trés peu exprimé dans
les lymphocytes). Le promoteur du géne partenaire entraine donc la transcription du gene de
fusion.

- Le partenaire de ALK présente généralement un domaine d’oligomérisation qui permet
I"autophosphorylation de ALK et ainsi I'activation constitutive de la protéine chimére.

- Dans tous les cas, la localisation subcellulaire de la protéine de fusion sera déterminée par le

partenaire de fusion : elle est cytoplasmique dans la majorité des cas.

Méme s’il est clair que le pouvoir transformant des protéines X-ALK est lié a I’activation constitutive
de la tyrosine kinase, certaines études se sont penchées sur le role du partenaire de fusion dans ce
processus. || a notamment été suggéré que la nature du partenaire de fusion, et par conséquent la
localisation subcellulaire de la protéine chimérique, pourrait moduler son pouvoir oncogénique. Au
sein de notre laboratoire, une étude a notamment démontré que la protéine de fusion TPM3-ALK
possédait le pouvoir invasif le plus fort dans des fibroblastes murins exprimant I'oncogene ALK. Cette
caractéristique serait due au fait que TPM3 est le seul partenaire de ALK possédant la capacité de se
lier au cytosquelette d’actine dans ces cellules murines’. TPM3-ALK pourrait ainsi activer des voies de
signalisation différentes des autres protéines chimeres, et notamment affecter I'organisation du
réseau d’actine, ce qui peut perturber la motilité cellulaire et ainsi impacter le potentiel métastatique
des cellules portant cette translocation’. Malgré cette observation, les études cliniques effectuées
n‘ont pas permis de démontrer un impact de la nature du partenaire de fusion sur I'agressivité
tumorale, ni sur le pourcentage de survie des patients atteints de LAGC ALK+22. Des travaux réalisés

dans un modele transgénique conditionnel de lymphome ALK+ ont d’ailleurs démontré que le pouvoir
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transformant de la protéine de fusion TPM3-ALK était identique a celui de NPM-ALK’®, ce qui pourrait

expliquer I'absence de différence observé au niveau clinique.

c¢. Implication des protéines X-ALK dans d’autres cancers
L'expression anormale de variants X-ALK a également été rapportée dans d’autres cancers, a la fois
hématologiques et solides (Tableau 3). En plus des LAGC ALK+, NPM-ALK est retrouvée dans les
lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL). Les protéines de fusion comme TPM3-, TPM4-
(Tropomyosine 4), ATIC- (5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide Transformylase and IMP
Cyclohydrolase), et CTLC-ALK (clathrin heavy chain-ALK, protéine structurelle), initialement identifiées
dans les LAGC sont également fréguemment retrouvées dans les tumeurs myofibroblastiques
inflammatoires (IMT). D’autres protéines de fusion impliquant ALK ont été mises en évidence dans les
cancers de poumon non a petites cellules (NSCLC), qui représentent 80 a 85% des carcinomes
pulmonaires et qui sont la cause la plus fréguente de déces par cancer dans le monde. C'est le cas en
particulier de EML4-ALK (Echinoderm Microtubule-associated protein-Like 4-ALK), qui est présente
dans 6% de ces NSCLC. L'implication potentielle de ALK dans cette pathologie a donc entrainé une
accélération considérable du développement d’inhibiteurs spécifiques de I'activité tyrosine kinase de
ALK (ces inhibiteurs seront développés en détail dans le chapitre 2 partie 3.1)%". On retrouve également
des translocations impliquant ALK dans les cancers du célon, du sein, dans le carcinome rénal, le

carcinome épidermoide de I'cesophage, ou dans le plasmocytome extramédullaire (Tableau 3).

Il faut également noter que la forme pleine taille de ALK peut, elle aussi jouer le role d’oncogéne dans
plusieurs tumeurs (neuroblastome, glioblastome, mélanome, carcinome thyroidien), soit apres

surexpression, soit aprés une mutation entrainant un gain de fonction*”%,

d. Origine des translocations impliquant ALK
L’équipe du Dr Mathas s’intéresse a I’étude de la formation de la translocation NPM-ALK t(2,5) (p23,
g35), et plus particuliérement au rdle de la transcription dans ce phénoméne’®. Généralement, les
translocations chromosomiques résultent de la formation de cassures doubles brins au niveau d’au
moins deux sites chromosomiques. Si ces cassures ne sont pas réparées, elles peuvent se rapprocher
physiquement, et former des génes de fusion”’. L’hypothése de ce groupe se base sur le fait que la
transcription génére des forces mécaniques au sein du génome, et que I'observation de cassures
doubles brins serait plus fréquente au niveau des genes en cours de transcription. lls évoquent
également le concept « d’usine transcriptionnelle », c’est-a-dire de zone ou plusieurs genes peuvent
étre transcrits simultanément. Ces « usines transcriptionnelles » permettraient a la fois de conserver
une proximité spatiale entre deux génes, mais aussi de les sensibiliser aux cassures doubles brin. lls
ont pu mettre en évidence plusieurs genes ayant une forte activité transcriptionnelle, et localisés dans
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une zone proche des points de cassure sur les chromosomes 2p et 5q. Il s’agit de génes codant pour
une tyrosine kinase oncogénique CSFR1 (Colony Stimulating Factor 1 Receptor), pour un facteur de
transcription Fra2 (Fos-like antigen 2), et pour la protéine ID2 (Inhibitor of DNA binding 2). La
transcription simultanée de ces génes au sein de la méme « usine de transcription » permettrait la
modification de la position des chromosomes dans I'espace nucléaire, et rapprocherait ainsi les
partenaires de la translocation t(2,5). Ces événements joueraient un role clef dans la mise en place du

phénotype tumoral, en favorisant les translocations impliquant ALK®78,

4.3 Lasignalisation en aval de ALK

a. Activation constitutive de I'oncogéne ALK
Le pouvoir transformant de la protéine chimére NPM-ALK provient de son activation constitutive, qui
est médiée par son autophosphorylation sur tyrosine’”. Comme mentionné précédemment (partie
4.1.b), ALK est caractérisée par le motif « YxxxYY » présent au niveau de la boucle d’activation de la
kinase. Le mécanisme le plus probable permettant d’expliquer I'activation de ALK au niveau structurel,
impliquerait la transphosphorylation d’une tyrosine contenue dans la boucle d’activation (Y1278) par
le partenaire de dimérisation, suivie de la transphosphorylation des deux autres tyrosines (Y1282,
Y1283) présentes au niveau du motif « YxxxYY »3. La kinase ainsi triphosphorylée pourrait alors
catalyser la transphosphorylation des tyrosines du motif « YxxxYY » du second partenaire de
dimérisation de la protéine chimére, comme c’est le cas pour les récepteurs a insuline®. Ces étapes de
phosphorylations successives entrainent I'induction de changements conformationnels, qui vont
conduire a I'ouverture de la boucle d’activation, et ainsi permettre I'accés de I’ATP et du substrat au

site actif de la kinase.

Un autre mécanisme d’activation possible passerait par la phosphorylation de résidus tyrosines au
niveau juxtamembrannaire. Ces phosphorylations permettraient a I'hélice Ca de passer en
conformation active, et permettrait également, a terme, la phosphorylation des résidus tyrosines

présents au niveau de la boucle d’activation de ALK*.

Des expériences additionnelles sont encore nécessaires pour déterminer la séquence exacte de

phosphorylation ayant lieu lors de I’auto-activation de ALK.

b. Voies de signalisation activées par ALK
L'activation de ALK par trans-autophosphorylation va permettre la phosphorylation d’autres résidus
situés dans la partie C-terminale de son domaine kinase. Certains de ces résidus peuvent alors servir

de points d’ancrage, et permettent la liaison de protéines participant a la transduction du signal
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Figure 7 : La voie JAK/STAT
(d’apres la these de Camille Daugrois : adapté de Roskoski et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008 47,81-83
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dépendant de ALKY. Les voies de signalisation induites en réponse a I'activation de NPM-ALK sont
fortement interconnectées, et sont connues pour favoriser a la fois la prolifération et la survie
cellulaire, mais aussi la migration cellulaire (via des réarrangements du cytosquelette). Parmi ces voies,
on trouve notamment les voies de la phospholipase C-y (PLC-y), des MAP Kinases, de la P13 Kinase-Akt,

ainsi que la voie majoritaire JAK/STAT. Ces différentes voies sont détaillées ci-dessous.

e Lavoie JAK/STAT (Figure 7):
Le facteur de transcription STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) joue un réle clef
dans la tumorigenése médiée par NPM-ALK. On le retrouve activé a la fois dans des lignées cellulaires
de LAGC ALK+, dans des cellules isolées a partir de souris transgéniques NPM-ALK?*, et également dans
des échantillons de patients®®7. NPM-ALK peut induire I'activation de STAT3 en le phosphorylant
directement, ou en passant par "activation de JAK3 (Janus Kinase 3)8#2° (Figure 7). Il a également été
décrit que NPM-ALK entrainait la phosphorylation de STAT1, et ainsi sa dégradation par le
protéasome®(Figure 7). Il est intéressant de noter que la majorité des tumeurs ALK+ (81%) montrent

une activation constitutive de JAK3 par rapport aux tumeurs ALK négatives (11%)%.

Une fois activé, STAT3 peut se dimériser et migrer dans le noyau ou il pourra activer la transcription
de génes anti-apoptotiques tels que BCL-2 (B-cell Lymphoma 2), BCL-XL (BCL2L1, BCL-2 Like 1), MCL-1
(Myeloid cell leukemia sequence 1), ou la survivine. STAT3 contrble également la prolifération
cellulaire en activant les cyclines D3 et D1, ICOS (Inducible T-cell co-stimulator), ainsi que les facteurs
de transcription CEBPB et Myc®8, Il permet aussi de favoriser les mécanismes d’angiogenése en
augmentant la transcription du VEGF (Vascular endothelial growth factor)? (Figure 7). L'inhibition de
STAT3 par différentes méthodes (pharmacologiques, interférence a I’ARN) induit a la fois de I'apoptose
et un arrét du cycle cellulaire®®%, et contribue a la suppression tumorale in vivo®® : STAT3 contribue

donc a la lymphomagenese induite par NPM-ALK.

D’autres études démontrent que le rbéle pro-tumoral de STAT3 passe par la modulation de la
méthylation de promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs (Figure 7). En effet, il a été montré que
STAT3 pouvait d’une part activer la transcription de génes codant pour des ADN méthyltransférases
(DNMT)®, et d’autre part, qu’il pouvait servir de cofacteur a8 ces DNMT afin de permettre leur
recrutement au niveau de génes cibles®. On peut notamment citer I'exemple de STAT5A, un géne
suppresseur de tumeur, qui réprime I'expression de NPM-ALK®” : dans les LAGC NPM-ALK+, STAT3 sert
de cofacteur aux DNMT et permet la méthylation du promoteur de STAT5A. Cette hyperméthylation

entraine la sous-expression de STAT5A, et ainsi le maintien de I'expression de NPM-ALK.
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Figure 8 : La voie des MAP Kinases et de la PLC-Gamma
(d’apres la these de Camille Daugrois : adapté de Roskoski et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008 47,81-83
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En plus de genes suppresseurs de tumeurs, STAT3 permet également la régulation par méthylation
d’un grand nombre de microARNSs : ¢’est notamment le cas du miR-150, qui est sous-exprimé chez les
patients atteints de LAGC NPM-ALK+, et qui agit comme un suppresseur de tumeur lorsqu’il est ré-
exprimé dans des modéles cellulaires exprimant NPM-ALK®8. Le profil d’expression de différents

microARNs en aval de NPM-ALK sera détaillé dans la partie 5.2.

e La voie des MAP kinases (Figure 8) :
La voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases) est impliquée dans la croissance, la prolifération,
la différenciation et la migration cellulaire. Cette voie a été montrée comme étant activée a la fois dans

des lignées cellulaires ainsi que chez des patients atteints par les LAGC NPM-ALK+%%1%0,

Plusieurs protéines adaptatrices en amont de la voie des MAPK jouent un r6le primordial dans la
transduction de signaux cellulaires et peuvent se lier a ALK via leur domaine SH2. Parmi celles-ci, on
peut citer GRB2 (Growth factor receptor bound protein2), IRS-1 (Insulin Receptor Substrate 1), SHC
(SH2 domain-containing transforming protein), et SRC (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine
kinase)® (Figure 8). Cependant, seule I'activation de la protéine GRB2 semble essentielle a I'effet
oncogénique médié par ALK, car la mutation des points d’ancrage d’IRS-1 et de SHC au niveau de NPM-
ALK ne perturbe pas le pouvoir transformant de I'oncogéne®®. Une fois phosphorylées, ces protéines
peuvent recruter SOS (Son Of Sevenless), un activateur des protéines Ras (proto-oncogénes), et induire
I’activation de la voie Ras/ERK1/2. Il est intéressant de noter que I'activation de la voie des MAPK
semble se faire indépendamment de c-Raf dans les cellules de LAGC NPM-ALK positives!®?,

contrairement a ce qui a été décrit dans d’autres modéles.

L'activation de la voie des MAPK aboutit d’'une part a 'activation de la voie mTOR (mammalian Target
Of Rapamycin), et d’autre part a 'activation du facteur de transcription JunB2, L’activation de JunB
va entrainer la formation du facteur de transcription AP-1 (complexe contenant JunB et FOS) ce qui
induit la transcription de cyclines (A1, D3)'% et I'inhibition de la transcription de génes codants pour
des inhibiteurs du cycle cellulaire (p21, p27)'° (Figure 8). JunB influe également sur les caractéristiques
phénotypiques de ce lymphome en activant les lymphocytes T via la stimulation de la transcription du
CD30% et du granzyme B%, Les effets de I'activation de la voie mTOR, en particulier ceux reliés a

|"autophagie, seront présentés en détails dans le chapitre 3 partie 4.1.

e Lavoie de la phospholipase C-gamma (PLCy) (Figure 8):
NPM-ALK contrble également la prolifération cellulaire en interagissant directement avec la PLCy.
L’amarrage de cette protéine sur NPM-ALK (Y664) induit I'hydrolyse du phosphatidylinositol en inositol

trisphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). Ces signaux vont permettre I'activation de la protéine
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Figure 9 : La voie PIK3-AKT
(d’apres la thése de Camille Daugrois : adapté de Roskoski et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008 47,81-83
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kinase C (PKC), soit directement par le DAG, soit indirectement par la libération du calcium contenu
dans les compartiments intracellulaires médiée par I'IP3. La PKC est elle-méme en amont de ERK1/2,
et permet l'activation de cette voie de signalisation, et ainsi la prolifération des cellules

indépendamment de Ras%>1%°,

e Lavoie de la tyrosine kinase SRC (Figure 8) :
SRC (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase), est une tyrosine kinase qui joue un réle
important dans la migration, la croissance et la prolifération cellulaire. Dans les LAGC ALK+, SRC se lie
directement au résidu tyrosine Y418 de NPM-ALK, ce qui permet son activation, et la phosphorylation

de Ras, en amont de la voie des MAPK*7107,

Il est également intéressant de noter qu’un des substrats de SRC est la protéine Vps34, essentielle a

I'induction de I’autophagie?®,

e Lavoie PI3K/AKT (Figure 9) :
L’activation de la PI3K (Phosphatydilinositol 3 Kinase) est médiée par son interaction directe avec
NPM-ALK!110 et conduit a la phosphorylation et a I’activation de la sérine/thréonine kinase AKT. Cette

derniére va favoriser la survie cellulaire grace a différents intermédiaires présentés en Figure 9 :

- Elle permet d’inhiber I'activation de la caspase 9.

- Elle empéche I'action inhibitrice de BAD (BCL2-associated agonist of cell death) sur le facteur
anti-apoptotique BCL-XL,

- Elle entraine I'inhibition par phosphorylation d’une sérine thréonine kinase, GSK-3f3 (Glycogen
Synthase Kinase 3B). Cette inhibition va empécher la dégradation de la protéine anti-
apoptotique MCL1 (Myeloid Cell Leukemia 1), et la dégradation de la phosphatase CDC25A (un
régulateur positif du cycle cellulaire)'?, et aura donc un effet promoteur de tumeur.

- Elle induit la phosphorylation du facteur de transcription FOXO3a (Forkhead Box O3a) ce qui
conduit a sa séquestration dans le cytoplasme. Il ne pourra donc pas activer la transcription de
ses genes cibles tels que BIM (Bcl-2-like protein 11) ou p27 connus pour promouvoir
respectivement |"apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire!®3,

- Elle permet I'activation de la voie mTOR, une voie majeure dans le contréle de la croissance et
de la prolifération cellulaire, connue également pour son rble de régulateur clef de

I"'autophagie. Cette voie sera détaillée dans le chapitre 2, partie 4.1.

e Signalisation médiée par le récepteur CD30 (Figure 10) :
Comme décrit précédemment, la surexpression de CD30 est induite indirectement par NPM-ALK via le

facteur de transcription JunB%>11* et son expression peut également étre contrdlée par STAT3%. Dans
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Figure 10 : La signalisation médiée par le CD30
(d’apres la these de Camille Daugrois : adapté de Roskoski et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008)47,81—83
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les LAGC ALK+, I'engagement du CD30 par son ligand CD30L aboutit a plusieurs effets opposés et tres
controversés incluant l'inhibition/activation du cycle cellulaire, la différenciation cellulaire ou
I"apoptose. Ces effets sont le résultat du recrutement des protéines anti-apoptotiques TRAFs (Tumor
Necrosis Factor Receptor-Associated Factors), au niveau du domaine intracytoplasmique du CD30, ce
qui entraine I'activation du facteur de transcription NFkB, connu pour étre impliqué dans la réponse

immunitaire ainsi que la réponse au stress'®®,

Il a été montré que les effets de la stimulation du CD30 par son ligand naturel sur la survie dépendent
de I'intensité et de la durée de I'engagement du CD306. Aprés stimulation du CD30, une fraction de
LAGC entre rapidement en apoptose suite a la dégradation de la protéine TRAF2. L’autre fraction, qui
survit, présente une activation importante de NFkB qui entraine I'augmentation de I'expression de
p21WAFL yn inhibiteur du cycle cellulaire®*® (Figure 10). NPM-ALK permet aussi I’activation de BCL3 (une
protéine inhibitrice de NFkB)!. La signalisation via le CD30 participe également 'activation de la voie

de signalisation MEK/ERK/JunB®°.

Des études récentes montrent que l'invalidation du gene CD30 permet I'arrét du cycle cellulaire en
phase G1/S!8, et que le traitement de lignées de LAGC ALK+ avec un anticorps anti-CD30 chimérique
(SNG-30) induit la mort des cellules par apoptose!'®. Ces résultats suggérent que le CD30 pourrait étre
utilisé en tant que cible thérapeutique dans les LAGC ALK+, et des essais cliniques utilisant un anticorps

monoclonal anti-CD30 (le brentuximab) sont actuellement en cours (voir Chapitre 2, partie 3.2).

5 PROFIL D’EXPRESSION DES MICROARNS DANS LES LAGC ALK+

L'oncogéne NPM-ALK permet la régulation de I'expression de nombreux genes codants, impliqués dans
le développement et la croissance tumorale (voies de signalisation cellulaires, voir partie 4.3.b), mais
pas seulement. En effet, de nombreuses études ont montré qu’il était a I'origine de la dérégulation de
génes non codants, et en particuliers de microARNs. L’altération de I'expression de ces petits ARNs
non codants est rapportée dans de nombreuses pathologies, et en particulier dans le cancer, ou ils
peuvent jouer a la fois un réle oncogene ou suppresseur de tumeur. L'objectif de cette partie est de
comprendre les mécanismes de biogenese de ces microARNSs, ainsi que leur mode d’action, afin dans

un dernier temps d’observer leur réle dans I'oncogenése liée a NPM-ALK.

5.1 Introduction sur les microARNs

Les microARNs (miRs) sont des petits ARN non codants, d’environ 22 nucléotides de long, que I'on
retrouve chez les plantes, les animaux, chez certains virus ainsi que chez la levure. Leur découverte

remonte a 1993 dans I'organisme Caenorhabditis Elegans?°. Ils jouent un réle de régulateurs
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Figure 11 : Mécanisme de la biosynthése des microARNs

(d’aprés Li et al., 2014)***

La voie de biosynthése canonique des microARNs (miRs) passe par la transcription de pri-miRs par I'ARN
polymérase Il. Ces pri-miRs sont ensuite pris en charge et clivés par Drosha-DGCR8 (Di Georges critical syndrom
8) pour former des pré-miRs. Ces pré-miRs sont exportés dans le cytoplasme via I'exportine 5 ou ils seront
processés par Dicer-TRBP (Tar-RNA binding protein 2) puis chargés sur le complexe RISC (RNA-induced silencing
complex) via la protéine Ago2. C'est ce complexe qui confére aux miRs une activité de régulation post-
transcriptionnelle en permettant soit I'inhibition de la traduction, soit la dégradation d’ARNm. Il existe également
des voies non canoniques de biosynthése de miRs ne nécessitant pas I'action de Drosha-DGCR8, comme par
exemple les miRtrons (microARNS contenus dans des introns), processés par le splicecosome avant d’étre
exportés dans le cytoplasme.
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transcriptionnels négatifs de I'expression génique en se fixant sur des ARN messagers (ARNm) cibles,
et en permettant en général I'inhibition de leur traduction ou leur dégradation. Il faut cependant noter
qgue plus récemment, des études ont montré que les miRs pouvaient également activer la traduction

122-124

de certaines cibles , mais cette fonction ne sera pas détaillée dans ce manuscript.

a. Biogeneése des microARNs
La forme mature de ces petits ARNs est générée a partir de longs transcrits primaires, les pri-miRs.

12>, ils sont donc coiffés et

Ceux-ci sont produits principalement par I’ARN polymérase
polyadénylés'?®, et présentent une structure tige-boucle caractéristique. Les pri-miRs peuvent étre
produits a partir d’unités de transcriptions indépendantes au niveau de régions intergéniques!?’, mais

également au niveau d’introns et d’exons présents sur les ARN codants et non codants?,

Une fois transcrits, les pri-miRs sont pris en charge par un complexe « microprocesseur » composé de
Drosha (une RNAse Ill) et de DGCRS8 (DiGeorge syndrom critical region 8) (une protéine de liaison aux
ARN double brin). Ce complexe permet le clivage de la structure tige boucle du pri-miR, pour former
le pre-miR (environ 60 nucléotides de long) au sein du noyau de la cellule. Le pre-miR sera ensuite
exporté dans le cytoplasme via I'exportine 5'2°. Dans le cytoplasme, les pre-miRs sont pris en charge
par un deuxieme complexe protéique contenant Dicer (une autre RNAse Ill), qui permet de libérer, a
partir du pre-miR, un duplex microARN (brin guide)/microARN*(brin passager) de taille comprise entre
19 et 24 nucléotides®. Ce duplex est alors chargé sur un complexe nommé pre-RISC (pre-RNA induced
silencing complex) composé de divers partenaires, notamment une protéine de la famille des
Argonautes (Ago), et une protéine de la famille GW18231, Aprés plusieurs étapes de maturation, un

4132

des deux brins du duplex d’ARN est dégradé'** entrainant la formation du complexe miRISC (microRNA

induced silencing complex) mature. Ce processus est présenté sur la Figure 11.

L'intensité de la répression transcriptionnelle induite par les microARNs dépend de plusieurs facteurs,
notamment du nombre et de I'accessibilité de séquences de liaison sur I’ARN messager ciblé, ainsi que
de I'appariement parfait ou non entre le miR et TARNm*3%13%, Cette répression transcriptionnelle peut

étre médiée par différentes voies résumées sur la figure 12.

b. Action sur les messagers
Le microARN va pouvoir guider le complexe miRISC vers ses transcrits cibles, et ainsi réguler leur
expression. La spécificité d’action d’un miR sur ses cibles est majoritairement médiée par une région
« seed », de 6 a 8 nucléotides, présente sur le microARN. La reconnaissance de ses cibles se fait alors
135

par appariement entre la région « seed » du miR, et la région correspondante sur le transcrit cible

Les séquences reconnues par les miRs sont le plus souvent situées dans la région 3’UTR (3’
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Figure 12 : Mécanismes permettant la régulation post-transcriptionnelle d’ARNm cibles par les microARNs
(d’aprés Orang et al., 2014)3°

La fixation du microARN sur sa cible peut avoir plusieurs conséquences. (a) le complexe miRISC permet le
recrutement d’enzymes de déadénylation, de décoiffage, d’exo- et d’endonucléases, provoquant la dégradation
du messager cible. (b,c) Les protéines de la famille des Argonautes entrent en compétition avec des facteurs
d’initiation de la traduction et inhibent la formation de la structure en boucle fermée de I’ARN. (d,e) Le complexe
miRISC interfére avec les sous unités ribosomales en empéchant leur recrutement ou en provoquant leur
dissociation de I’ARNm. (f) Le complexe miRISC peut induire une dégradation protéique concomitante a la
traduction. (g) Les ARNm cibles peuvent étre séquestrés dans des corps P (processing bodies), ou ils pourront
étre dégradés.
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UnTranslated Region) des transcrits, bien que certains reconnaissent des régions situées au niveau du

5’UTR et/ou de la séquence codante™®"138,

e Action au niveau transcriptionnel
Certaines études montrent que chez les mammiféres, les microARNs permettent le recrutement d’une
protéine Argonaute spécialisée et la formation d’un complexe RITS (RNA-induced transcriptional
silencing), qui entraine un remodelage de la chromatine et ainsi I'extinction transcriptionnelle de

certains génes!39140,

e Dégradation des ARNm cibles
Les microARNs peuvent agir en induisant la dégradation de leur ARNm cibles. Le complexe miRISC
permet le recrutement d’enzymes de déadénylation et/ou de décoiffage au niveau du messager qui,
ainsi modifié, sera exposé a l'action d’exonucléases cytoplasmiques, ou sera I'objet de clivages

endonucléolytiques induits par la protéine PMR1 (polysomal ribonuclease 1)1,

e [Inhibition de la traduction
Le complexe miRISC peut également inhiber I'initiation de la traduction : la protéine de la famille Ago
recrutée au niveau du complexe entre en compétition avec de nombreux facteurs d’initiation de la
traduction, comme par exemple elF4E. Ago est également capable d’inhiber la formation de la

structure secondaire « en boucle fermée » de ’ARNm, ce qui va réduire I'efficacité de la traduction*2,

Les microARNs peuvent aussi contréler des étapes suivant l'initiation de la traduction. Le complexe
miRISC interagit avec divers facteurs d’élongation, ce qui permet a la fois I'inhibition du recrutement
du ribosome sur 'ARNm cible, la dissociation des sous-unités ribosomales, et la terminaison
prématurée de la traduction'**'*, Notons aussi que le complexe miRISC peut entrainer la dégradation

des protéines en cours de synthése®,

Il est également intéressant de mentionner que les microARNs fonctionnent en étroite relation avec
une structure cellulaire particuliere appelée corps P (Processing-bodies, ou P-bodies). La plupart des
protéines nécessaires a |’extinction des geénes par interférence a I’ARN (telles que GW182, ou les
Argonautes), sont localisées au niveau de ces corps P. Les microARNs permettraient donc le
recrutement des corps P au niveau de leurs cibles. Ces structures sont connues pour séquestrer les

ARN messagers et elles participent également & leur dégradation?46147,

5.2 Les microARNs dans les LAGC ALK+

Les microARNs sont dérégulés dans de nombreuses pathologies, notamment dans les hémopathies

148

malignes'*®, et ces dérégulations peuvent étre a I’origine de nombreuses conséquences physiologiques
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Tableau 4 : MicroARNs impliqués dans I'oncogenése liée a ALK
(Adapté de Hoareau-Aveilla et al., 2015)°®
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et pathologiques. Dans la littérature, plusieurs travaux ont mis en évidence le role des microARNs dans
la signalisation oncogénique induite par ALK dans les LAGC NPM-ALK+26:149-153 et j| 3 été montré que
NPM-ALK lui-méme pouvait étre régulé par le microARN miR-96*%, Ces observations indiquent que les
microARNSs sont impliqués dans le phénotype cellulaire et la pathogenése des LAGC NPM-ALK+, ce qui
en fait des biomarqueurs potentiels avec des applications cliniques incluant l'identification de
nouveaux sous-types de cancers, et le développement de nouvelles thérapies®™. Les différents

microARNs impliqués dans I'oncogeneése liées a ALK sont présentés sur le Tableau 4.

a. Les microARNs dans la pathogenése des LAGC ALK+

e Profils d’expression des microARNs dans les LAGC :
Le groupe du Dr Olaf Merkel a réalisé une des premiéres analyses utilisant des puces a microARNs dans
les LAGC (parue en 2010). Cette étude compare des échantillons tissulaires de LAGC NPM-ALK+, et
ALK-; des lignées cellulaires NPM-ALK+ et ALK- ainsi que des tumeurs issues de modeles de souris
transgéniques NPM-ALK+ & des lymphocytes T CD3+ issus de donneurs sains'*®, Différents microARNs
potentiellement intéressants ont été mis en évidence dans ces travaux : on peut notamment citer le

miR-101, le cluster miR 17-92 et son homologue le cluster miR-106a-363, le miR-155 et le miR-146a.

Une autre étude, parue en 2013 s’est également intéressé au profil d’expression des microARNs dans
les LAGC™. En utilisant la qPCR a haut débit sur des échantillons de patients, les auteurs ont a pu
mettre en évidence 7 microARNs dérégulés dans les LAGC NPM-ALK+ par rapport aux ALK- : cing de
ces miR sont surexprimés (miR-512-3p, miR-886-5p, miR-886-3p, miR-708 et miR-135b), et deux sont

sous-exprimés (miR-155, et miR-146a).

Enfin, récemment (en 2015), une étude utilisant le séquencage a haut débit a été utilisée, également
afin mettre en évidence les microARNSs différentiellement exprimés entre les LAGC ALK+ et ALK-1%%, On
retrouve 26 microARNs déja validés dans les deux études précédentes dont le cluster miR 17-92, miR-
101, miR-135b, miR146a et miR-155. D’autre part, ces travaux rapportent que 228 microARNs sont
différentiellement exprimés entre les LAGC NPM-ALK+ et les lymphocytes T normaux CD3+. On peut
notamment citer la dérégulation de miR-26a et de miR-150, ce dernier présentant la valeur statistique

la plus haute®®®,

Chacun de ces microARNs participe a lI'oncogenése médiée par NPM-ALK via des mécanismes

différents qui sont détaillés ci-dessous :

e miR-101:
Les travaux du groupe du Dr Kenner>® montrent que miR-101 est sous-exprimé dans tous les modéles

de LAGC NPM-ALK+ analysé (lignées cellulaires, tissus, modeles murins), par rapport aux lymphocytes

62



63



T CD3+ normaux. La réexpression ectopique de ce microARN induit une diminution de la prolifération
cellulaire (blocage en phase GO/G1), ainsi qu’une augmentation de I'apoptose dans des cellules de
LAGC NPM-ALK+. MiR-101 est connu pour cibler mTOR, ainsi que la protéine anti-apoptotique Mcl-1,

ce qui permet d’expliquer le phénotype observé.

o Lecluster miR17-92 :
Le cluster miR-17-92 (OncomiR-1) comprenant miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a et miR-
92a-1 est localisé sur le chromosome 13. Ce cluster présente des homologies de séquence avec deux
autres clusters de microARNSs : le cluster miR-106a-363 comprenant miR-106a, miR-18b miR-20b, miR-
19b-2, miR-92a-2 et miR-363 situé sur le chromosome X, ainsi que le cluster miR-106b-25 comprenant

miR-106b, miR-93 et miR-25, situé sur le chromosome 7%*°.

L’étude du groupe du Dr Kenner met également en lumiére la surexpression de ce cluster miR 17-92
ainsi que de son homologue miR-106a-363 dans les LAGC NPM-ALK+, par rapport aux LAGC ALK-. Ce
résultat a par la suite été confirmée dans d’autres études indépendantes, qui rapportent également la
surexpression du cluster miR-106b-25 dans les mémes conditions'®>*1>71%0, | e rdle de ces clusters
homologues dans la prolifération et le cycle cellulaire, ainsi que dans I'apoptose et dans I'angiogenese

159

a été montré™” et s’effectuerait via la répression de certaines cibles telles que E2F1 (E2F transcription

factor 1), ainsi que des suppresseurs de tumeur tels que PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), et

1161,162

p2

De plus, un site de liaison au facteur de transcription STAT3 a été identifié sur le promoteur de ce
cluster miR 17-921%3, et une autre étude démontre le rdle direct de STAT3 dans la dérégulation de ce
cluster dans les LAGC NPM-ALK+!%4, ’inhibition pharmacologique et/ou moléculaire de STAT3, ou de
NPM-ALK, entraine la sous-expression du cluster miR 17-92. La réexpression de ces microARNs dans
ces mémes modeles permet de contrer partiellement les effets de I'invalidation en maintenant la
prolifération et la survie des cellules'®. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par la répression de la
protéine pro-apoptotique BIM (Bcl-2-like protein 11), qui serait une cible du cluster miR 17-92%°3,

Toutes ces données suggerent que le cluster miR 17-92 permettrait de maintenir les propriétés

oncogéniques de NPM-ALK via le facteur de transcription STAT3 dans les LAGC NPM-ALK+.

Il est également intéressant de noter que certains microARNSs présents au sein de ce cluster permettent
la régulation de I'autophagie par le ciblage de la sérine thréonine kinase ULK1 (unc-51 like autophagy
activating kinase 1), responsable de l'initiation de ce processus. Une étude récente a montré que le
traitement des NSCLC par des inhibiteurs de la kinase Src entrainait a la fois la diminution de

I’'expression des miR-106a et 20b (présents dans le cluster miR 17-92), et I'induction d’autophagie®®®.
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Or, une des cibles proposées pour miR-106a dans la littérature est la sérine-thréonine kinase ULK1,
responsable de l'initiation du processus autophagique!®®. La réexpression du miR-106a permet la
sensibilisation des cellules tumorales au traitement par l'inhibiteur de Src. Ces observations
démontrent encore une fois I'importance du cluster miR 17-92 dans I'oncogenése, et soulignent son

potentiel pouvoir thérapeutique.

e miR-155et 146a :
La sous-expression des miR-146a et miR-155 dans les LAGC NPM-ALK+ a été mise en évidence par
plusieurs groupes, et leur expression a été montré comme étant fortement augmentée suite a
I’activation des lymphocytes T%’. Ces informations laissent supposer que ces microARNs jouent un rdle
important dans la régulation de la réponse immunitaire innée des LAGC NPM-ALK+. Les cibles putatives
de ces miRs seraient IRAK1 (IL-1 Receptor-Associated Kinase 1), une protéine indispensable a la
signalisation inflammatoire et & [lactivation de la voie NFkB, pour miR-146a'%, et CEBPB
(CCAAT/enhancer-binding protein beta), un facteur de transcription nécessaire au pouvoir

transformant de NPM-ALK pour miR-155%8,

e miR-135b:
Le miR-135b est sur-exprimé dans les LAGC ALK+ par rapport a d’autres lignées de lymphomes T26:169,
et une étude a mis en évidence la dépendance des LAGC ALK+ pour ce microARN?® : il participerait
donc également au phénotype tumoral. MiR-135b cible FOXO1 (Forkhead box O1), STAT6 (signal
transducer and activator of transcription 6), et GATA3, des régulateurs transcriptionnels
indispensables dans les lymphocytes Th2 (une classe de lymphocytes T CD4+). L'inhibition de miR-135b
dans les LAGC NPM-ALK+ a un impact sur I'angiogenése et sur la croissance des cellules tumorales a la
fois in vitro et in vivo et supprime la production d’IL-17 (une cytokine pro-inflammatoire)®. Les
résultats de cette étude laissent donc penser que miR-135b favoriserait un phénotype de type Th17

dans les LAGC NPM-ALK+.

e miR-26a et miR-150 :
Comme mentionné précédemment, les travaux du groupe du Dr Quintanilla-Martinez ont permis de
mettre en évidence la dérégulation de miR-26a et de miR-150, ce dernier présentant la valeur

statistique la plus haute®®®,

Mir-26a a été décrit comme ayant un impact sur la prolifération et la migration cellulaire, ainsi que sur
le développement de métastases?’®. La réexpression de miR-26a dans des cellules de LAGC NPM-ALK+
est associée a une diminution de la viabilité cellulaire, de I’adhésion sur les cellules endothéliales et de

la migration des cellules, phénotype probablement médié par la diminution de I'expression de la
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protéine iINOS (NOS2 ; Nitric Oxyde Synthase 2 inducible), et a une réduction de libération d’oxyde

nitrique par les cellules?”,

MiR-150, quant a lui, joue un réle important dans la différentiation des lymphocytes T, et agirait
comme un suppresseur de tumeur'’2, Cette hypothése a été validée par des travaux effectués au sein
de notre équipe dans les LAGC NPM-ALK+%%. En effet, miR-150 est sous-exprimé dans les cellules de
LAGC NPM-ALK+ dans différents modeles testés (murins, cellulaires, échantillons de patients) comparé
aux cellules normales mononuclées humaines du sang périphérique (PBMC, Peripheral Blood
Mononuclear Cells), aux lymphocytes T CD4+ activés ou non, ainsi qu’aux ganglions réactionnels. La
répression de ce microARN est dépendante de I'activité de NPM-ALK, et est médiée par STAT3, car
I'inhibition de STAT3 (pharmacologique ou moléculaire) est corrélée a la réexpression d’une cible
majeure de miR-150 : 'oncogéne MYB (v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog). Cette
répression est le résultat de la mise en silence épigénétique du géne héte de miR-150 par méthylation,
via DNMT1 (DNA methyltransferase 1), une enzyme catalysant le transfert de groupements méthyl sur
I’ADN. Cette étude confirme également le role suppresseur de tumeur de miR-150, car la réexpression
ectopique de ce microARN induit I'inhibition de la prolifération cellulaire, ainsi que le blocage du cycle
en phase GO/G1. D’autre part, le traitement par décitabine (une molécule inhibant les DNMTs), de
cellules NPM-ALK+ résistantes au crizotinib (un inhibiteur de ALK), entraine une réexpression de miR-

150, et une inhibition de la croissance cellulaire.

e miR-16:
Au sein de notre laboratoire, la sous-expression de miR-16 dans des cellules tumorales ganglionnaires
de souris exprimant le transgéne NPM-ALK a été observée!®, La réexpression de ce microARN dans
des lignées cellulaires de LAGC ALK+, inhibe I’expression du VEGF (VEGFA, Vascular Endothelial Growth
Factor A), facteur de croissance essentiel a la mise en place de I'angiogenése. L’activation de NPM-ALK
permet donc la modulation du microenvironnement tumoral, et en particulier la stimulation de
I"'angiogenese via un mécanisme dépendant de miR-16. Ces résultats ont été validés sur des biopsies
de patients, dans lesquelles on retrouve une corrélation inverse entre I'expression du miR-16 et du
VEGF. Dans des modeles de xénogreffe de souris nude, la croissance tumorale de cellules ré-exprimant
le miR-16 est ralentie par rapport a celle des cellules parentales, ce qui montre bien le potentiel anti-

tumoral de ce microARN.

b. Le riole de NPM-ALK dans la régulation épigénétique de I'expression
des microARNs

Les processus de méthylation de I’ADN occupent une place importante dans I'oncogenése médiée par

NPM-ALK. Il a notamment été montré I’ADN methyltransférase 1 (DNMT1), une enzyme responsable
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de la méthylation de promoteurs de genes cible, est fortement exprimée dans les lignées cellulaires et
échantillons de patients atteints de LAGC ALK+'”3. De plus, de nombreux génes participant a la
signalisation du TCR sont hyperméthylés dans cette pathologie'®. De nombreux arguments
démontrent que cette modulation épigénétique dans les LAGC NPM-ALK+ dépend du facteur de

transcription STAT3 :

- STAT3 peut interagir directement avec les DNMT dans les LAGC NPM-ALK+ : cette interaction
permettrait de favoriser le recrutement de ces enzymes au niveau du promoteur de leur genes
cibles, et ainsi favoriser leur méthylation?’4.

- STAT3 permet également I'induction de la transcription de DNMT1 dans les LAGC NPM-ALK+%>,
et favorise son expression via la répression de miR-21 (miR ciblant DNMT1)7>,

- STAT3 induit également la répression de miR-29a via I'action de DNMT1 et de DNMT3b. Il s’agit
d’un cas particulier car miR-29a a pour cible DNMT3b : celle-ci contréle donc sa propre

150 Une étude de notre laboratoire montre que cette

expression en inhibant miR-29a
répression de |'expression de miR-29a contribue au maintien du phénotype tumoral, car
I'expression de MCL-1, un facteur anti-apoptotique cible de miR-29a est maintenue®°,

- STAT3 permet également la répression de miR-219 décrit comme pouvant cibler ICOS
(Inducible T-cell costimulator), une protéine impliquée dans la promotion de la croissance

cellulaire!’®. Cependant le mécanisme de répression exact n’est pas encore décrit.

En résumé, 'analyse des profils d’expression des microARNs dans les différents modéles de LAGC NPM-
ALK+, ont permis d’approfondir les connaissances sur la biologie de ces lymphomes. Certains
microARNs, comme par exemple le cluster miR 17-92 sont retrouvés dans plusieurs études, et leur
ciblage thérapeutique pourrait étre envisagé, en particulier pour les cas réfractaires au traitement
initial, ou ceux développant une résistance aux nouvelles thérapies ciblées telles que les inhibiteurs
pharmacologiques de ALK. Le nombre croissant d’études sur I’épigénétique dans les hémopathies en
général laisse entendre que la modulation de I'expression de certains microARNs par des traitements
déméthylants est également une possibilité dans le développement de stratégies de traitement

alternatives.

70



Figure 13 : Imagerie d’un patient avant (jour 0) et aprés traitement au Crizotinib (jour 28)

(d’aprés Gambacoti-Passerini et al, 2011)*"”

Patient de 20 ans, atteint de LAGC ALK", présentant une adénopathie axillaire et inguinale. Les images obtenues
par (A) scanner a JO et J28 et par (B) TEP-FDG (Tomographie par émission de positons - fluorodesoxyglucose) a
J0 et J12 montrent une régression de la masse tumorale.
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CHAPITRE 2 : TRAITEMENTS DES LAGC ALK+ ET
RESISTANCE AUX THERAPIES

1 TRAITEMENTS CONVENTIONNELS

Actuellement, il n’existe pas de consensus international, européen ou méme national pour le
traitement des LAGC. Celui-ci varie également en fonction de I’'age du patient car I'agressivité de la
pathologie est plus importante chez les enfants. L'évaluation de la réponse au traitement repose
principalement sur la mesure du volume tumoral chez le patient. La tomoscintigraphie par émission
de positons (TEP; PET Scan) est un outil puissant pour le clinicien’®. Elle permet notamment de
détecter les masses tumorales actives, et utilise une injection de fluor-18-fluoro-désoxyglucose
(18FDG), un composé proche du glucose mais n’étant ni métabolisable ni déphosphorylable, et

s’accumulant ainsi dans les cellules fortement consommatrices de glucose (Figure 13).

1.1 Traitement de 1lere intention

a. Traitement des adultes
Chez les adultes, la majorité des traitements de premiére intention sont a base d’anthracyclines. C’'est
le cas de la combinaison CHOP, qui est considérée comme le traitement standard des lymphomes

agressifs’. Ce protocole de chimiothérapie combine®® :

- Le cyclophosphamide, un agent alkylant appartenant a la famille des moutardes azotées. ||
agit par interaction directe sur I’ADN, en formant des liaisons covalentes avec des substrats
nucléophiles par I'intermédiaire de ses radicaux alcoyles. Cette action engendre la formation
de ponts alkyles intrabrins ou interbrins, et ainsi une inhibition de la transcription et de la
réplication de I'ADN, lors de la division cellulaire, aboutissant a la mort cellulaire par apoptose.
Son action antimitotique est cycle-dépendante, il n'a aucune action sur les cellules en phase

Go.

- La doxorubicine (anciennement appelée hydroxydaunorubicine ou adriamycine), une
anthracycline produite par des bactéries du genre Streptomyces. Elle fonctionne comme un
agent intercalant de I'ADN, et permet également l'inhibition de la topoisomérase Il, une
enzyme impliquée dans le maintien de la structure tridimensionnelle de I’ADN lors de sa

transcription et de sa réplication.
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- Lavincristine (Oncovin), un alcaloide extrait de la pervenche de Madagascar. Elle a pour effet
d’empécher la polymérisation des microtubules en se fixant sur des dimeres de tubuline
libres, ce qui entraine un arrét des mitoses, et déclenche le processus d’apoptose.

- La prednisone, un anti-inflammatoire stéroidien, dérivé de la cortisone. Ce produit est

principalement utilisé pour son effet anti-inflammatoire puissant.

Plusieurs études ont démontré I'efficacité des protocoles a base de CHOP dans les LAGC ALK+ : le
pronostic des patients aprés traitement est généralement favorable!®183 Le traitement CHOP a
également été comparé a d’autres polychimiothérapies intensives de type VIP (1) comprenant
I’étoposide (inhibiteur de la topo-isomérase-ll) ainsi que I'lfosphamide et la cisplatine, (agents
alkylants de 'ADN) ; ABVD (2) comprenant la doxorubicine, la bléomycine (antibiotique cytotoxique),
la vinblastine (poison du fuseau mitotique) et la dacarbazine (agent alkylant); ou ACVBP (3)
comprenant la doxorubicine, le cyclophosphamide, la vindésine (poison du fuseau mitotique), la
bléomycine, et la prednisone. Les résultats de ces études ne montrent aucune différence entre les
patients traités par CHOP, et les autres'®'®, Cependant, I'ajout d’étoposide au traitement CHOP
pourrait améliorer la survie des patients atteints de lymphomes T périphériques, dont les LAGC NPM-

ALK+18,

Certains patients a haut risque de rechute nécessitent une intensification thérapeutique, qui entraine
une augmentation de la toxicité hématologique du traitement chimiothérapeutique. Dans ces cas, les
cliniciens ont recours a la greffe de cellules souches hématopoiétiques autologues (autogreffe), en
premiere intention, afin de pallier a cette toxicité accrue. Cette technique consiste a recueillir et a
conserver des cellules souches du patient avant une chimiothérapie intensive hématotoxique, puis a
les réinjecter quelques jours avant la fin du traitement. Les cellules souches vont se loger dans la
moelle osseuse et reproduire des cellules sanguines saines dans un délai de 10 a 20 jours. Pendant
cette aplasie, le patient est en général placé dans une chambre stérile : il s’agit donc d’un traitement
lourd nécessitant une hospitalisation de 3 a 4 semaines dans un service spécialisé. Cette approche
n’est pas considérée comme une approche standard pour les LAGC ALK+, malgré les résultats

favorables obtenus lorsqu’on considére la totalité des lymphomes T périphériques®,

b. Traitement des enfants
La stratégie européenne de traitement des LAGC ALK+ pédiatriques se base sur une chimiothérapie
intensive en cures courtes et discontinues semblable a celle utilisée pour les lymphomes B agressifs
qui sont des lymphomes de I'adulte, et dont I'agressivité est comparable a celle des LAGC ALK+
pédiatriques. Le but premier est d’optimiser les thérapies tout en limitant les séquelles a long terme

des molécules utilisées (un enjeu majeur, notamment dans le traitement d’une population
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Figure 14 : Plan de traitement de I’essai clinique ALCL99

(D’apres la thése de Camille Daugrois, Brugiéres et al., 2009; Le Deley et al., 2010
patients a risque standards sont divisés en deux bras de randomisation (R1) ou une moitié recevra un traitement au méthotrexate (MTX) a 1g/m? en complément d’une
alternance de cycles de chimiothérapie A et B. L’autre bras recevra un traitement au méthotrexate (MTX) a 3g/m? en complément d’une alternance de cycles de
chimiothérapie A et B. Les patients a fort risque de rechutes sont divisés une premiére fois en deux bras de randomisation (R1) le premier groupe recevra un cycle A de
chimiothérapie, et le second recevra un traitement au méthotrexate (MTX) a 3g/m? en complément de ce cycle A. Les patients sont alors divisés une seconde fois en deux
bras de randomisation (R2), et le traitement a la vinblastine sera ensuite administré différentiellement au sein de ces groupes

81,186,187
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pédiatrique). Le protocole de référence pour le traitement des enfants est le protocole ALCL99
comprenant plusieurs cycles de chimiothérapies présentées en Figure 14. L’essai au cours duquel ce
protocole a été testé visait a évaluer le bénéfice de l'injection de méthotrexate (antimétabolite,
inhibiteur de la dihydrofolate réductase capitale dans le métabolisme de I'acide folique) dans la
prophylaxie méningée en remplacement d’injections intrathécales de chimiothérapies (a I'intérieur de
|"arachnoide, une fine enveloppe entourant le cerveau), et d’estimer le bénéfice d’un traitement
d’entretien par vinblastine pour les groupes a haut risque de rechute (Figure 14). Les résultats de cette
étude ont permis de montrer une forte efficacité de 'administration de méthotrexate a forte dose®:
ce traitement permet d’éviter les injections intrathécales de chimiothérapie, et permet la prévention
des rechutes au niveau des méninges. L’ajout de vinblastine en traitement de consolidation pour les

patients a haut risque de rechute permet de retarder I'apparition de rechutes, sans pour autant

diminuer leur incidence'®.

Le taux de rémission compléte obtenu aprés traitement est actuellement supérieur a 90%, et la survie
sans évenements (EFS, délai entre I'entrée dans un essai clinique et I'’échec du traitement) est de pres
de 70%. Cependant, dans la majorité des essais pédiatriques concernant les LAGC ALK+, 25 a 35% des
patients ont rechuté ou progressé sous traitement®, Des traitements de seconde intention ont donc

été développés et sont utilisés pour lutter contre ces rechutes.

1.2 Traitements de 2nde intention

a. Traitements de I'adulte
Pour les patients adultes réfractaires ou ayant rechuté apres la premiere ligne de traitements, les
cliniciens utilisent en général la chimiothérapie a haute dose accompagnée d’une autogreffe. Il n’existe
gu’une petite série de patients correspondant a ces criteres : on sait néanmoins que I'EFS a 3 et 5 ans
pour l'utilisation de I'autogreffe chez des patients atteints de lymphomes T périphériques en rechute
(dont les LAGC NPM-ALK+) varie entre 25 et 75%'¥°-%°, || existe encore moins de données sur le role
de la greffe de cellules allogéniques pour les patients réfractaires au traitement ou en rechute, et
comme pour I"autogreffe, les études regroupent tous les sous-types de lymphomes T périphériques®2,
Un des avantages de I'allogreffe est qu’elle entraine le développement d’une réaction des lymphocytes
du greffon contre la tumeur (Graft vs Lymphoma effect), ce qui améliore I'effet de la chimiothérapie.
Cependant, un des effets secondaires majeurs de cette technique est I'attaque potentielle des cellules

hotes saines par les lymphocytes du greffon (Graft vs Host Disease).

Tres peu d’informations sont disponibles sur les patients réfractaires au traitement ou en rechute, non
éligibles pour une greffe de cellules souches hématopoiétiques. Une étude a montré que pour les
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patients atteints de LAGC (dont 11 ALK+) non éligibles pour une greffe, la survie globale médiane était
de 3 mois, et la survie sans progression (délai entre le début du traitement et la progression de la

maladie ou la mort) était de 1.8 mois*®.

b. Traitements de I'enfant
A la différence des autres lymphomes non-hodgkiniens pédiatriques, les patients en rechute sont en
général sensibles a la chimiothérapie, et leur survie aprés traitement est bonne. Il n’existe cependant
pas de consensus dictant I'utilisation d’un traitement particulier. Les cliniciens disposent de différentes
options thérapeutiques a la rechute parmi lesquelles on trouve la chimiothérapie a haute dose suivie

190

d’une autogreffe ou d’une allogreffe'®, ou encore la vinblastine en perfusion hebdomadaire®®.

Une étude récente a permis de confirmer I'efficacité de I'allogreffe'®®, cependant la plupart des
cliniciens considerent que le recours a cette technique serait plus approprié en cas de deuxieme

rechute, en particulier a cause de la morbidité élevée qu’elle entraine.

Une étude européenne actuellement en cours (NCT00317408, https://clinicaltrials.gov) a pour but
d’évaluer I'efficacité d’un traitement hebdomadaire a la vinblastine pour les patients en rechute : une
analyse intermédiaire (présentée au 4° symposium international des lymphomes non-hogkiniens de
I’enfant et du jeune adulte) confirme I'efficacité de la vinblastine qui confére une EFS a 2 ans de 87%
(suivi médian de 34 mois), et qui permet de retarder I'apparition des rechutes chez les patients. Les

résultats définitifs de cette étude sont donc trés attendus.

En résumé, tous ces résultats indiquent que les patients atteints de LAGC ALK+ répondent tres bien a
la chimiothérapie, en comparaison aux autres lymphomes agressifs. Cependant, I'EFS a long terme
reste toujours de 70% pour les adultes et de 25 a 30% chez les enfants quelle que soit la combinaison
thérapeutique utilisée. Les thérapies actuellement proposées en seconde intention sont lourdes, et
ont un fort impact sur la qualité de vie des patients (notamment pour les enfants). Il faut également
noter que certains patients ne sont pas éligibles pour des thérapies impliquant la greffe de cellules
souches hématopoiétiques : c’est dans ce cadre que le développement de nouvelles thérapies ciblées,
incluant des inhibiteurs de ALK comme le crizotinib trouvent leur place, et laissent entrevoir des

résultats prometteurs.
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Figure 15 : Structure du Crizotinib

(A) Formule chimique du Crizotinib (PF-02341066, Xalkori®), développé par Pfizer. (B) Structure de ALK en
complexe avec le Crizotinib (en rose) (cristallographie). Le résidu gatekeeper (L1196M, résidu au sein de la poche
a ATP contrélant la sensibilité de la kinase a divers inhibiteurs) est représenté en jaune (représentation visualisée
par le logiciel Pymol, code Protein Data Bank 2xp2).

Tableau 5 : Kinases inhibées par le Crizotinib
(d’aprés Cui et al., 2011)*°®

Le Crizotinib a été initialement développé pour I'inhibition de c-MET Il permet aussi I'inhibition de nombreuses
autres kinases, notamment ALK et RON, avec des IC50 relativement faibles.
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1.3 Le crizotinib : une thérapie ciblant ALK

a. Le crizotinib
e Découverte :
Le crizotinib, (PF-02341066, Xalkori®, Pfizer) ou (R)-3-[1-(2,6-dichloro-3-fluoro-phenyl)-ethoxyl]-5-(1-
piperidin-4-yl-1H-pyrazol-4-yl)-pyridin-2-ylamine, est un inhibiteur de tyrosines kinases développé par
la société Pfizer (Figure 15A). Cette molécule a été initialement développée dans le but de cibler la
tyrosine kinase c-MET (HGFR, Hepatocyte Growth Factor Receptor), impliquée dans le développement
de nombreux cancers. Apres criblage pharmacologique, plusieurs composés ayant la capacité de se lier
et d’inhiber c-MET ont été découverts. Cependant, leurs propriétés ADME (Absorption, Distribution,
Métabolisme, Excrétion), n’étaient pas appropriées pour une utilisation en clinique. C'est pourquoi,
des modifications chimiques ont été apportées a ces molécules : ce sont ces modifications qui, a terme,
ont donné naissance au crizotinib. Par la suite, afin de vérifier son efficacité ainsi que sa spécificité, un
criblage de 120 kinases différentes a été effectué. Parmi toutes ces protéines, il a été montré que le
crizotinib permettait I'inhibition de 13 kinases différentes (voir Tableau 5), dont en particulier c-MET,
le récepteur a activité tyrosine kinase RON (Récepteur d’Origine Nantais) (dont le domaine kinase
partage 63% d’homologie avec celui de c-MET), et ALK (36% d’homologie)°®. Dans ce manuscript, nous
nous intéresserons uniquement a liaison du crizotinib avec ALK, bien qu’il puisse cibler d’autres

kinases.

e Structure et mécanisme d’action :
La structure cristallisée de ALK en complexe avec le crizotinib a été modélisée (code Protein Data Bank
2xp2, Figure 15B) et a permis d’observer une conformation particuliére de la kinase. Comme décrit
dans la partie 4.1.b du chapitre 1, le domaine kinase de ALK est composé de deux lobes, comprenant
notamment une hélice a-C, et une boucle d’activation (A-loop) qui portent un motif DFG (Asp-Phe-
Gly). Ces structures sont essentielles a I’activité catalytique de ALK, et leur orientation détermine I'état
actif ou inactif de la kinase®*®®. Les expériences de cristallographie effectuées montrent que le
crizotinib lie ALK lorsque celui-ci est dans un état intermédiaire (actif/inactif)!. En effet, comme pour

les kinases en conformation inactive, on observe :

- Une fermeture des lobes N et C terminaux,

- Un décalage de I'hélice a-C (en position inactive),

Ces deux éléments interférent avec la fixation de I’ATP sur la kinase, et avec sa capacité de se lier a son

substrat.

En revanche, ALK ne présente pas toutes les caractéristiques des kinases en position inactive :
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- Laboucle d’activation ne bloque pas le site de liaison a I’ATP (comme elle le fait classiquement
dans un état inactif)
- Cette méme boucle est en conformation « DFG-in», ce qui est caractéristique d’une

conformation active d’une kinase.

Cet état intermédiaire observé est appelé « auto-inhibiteur » (autoinhibitory state), et permet
d’expliquer pourquoi ALK n’est pas phosphorylé (donc inactif), en présence de crizotinib!’. On

considere donc que le crizotinib agit comme un inhibiteur compétitif de I’ATP dans ce modele.

e Effets au niveau cellulaire :
Au niveau cellulaire, plusieurs études ont montré que le crizotinib entraine l'inhibition de la
phosphorylation de ALK, et qu’il permet l'inhibition de la prolifération de cellules tumorales ALK
positives, aussi bien dans des modeles présentant une translocation (LAGC, NPM-ALK ; NSCLC, EML4-
ALK, etc.), que dans des lignées de neuroblastomes présentant une mutation activatrice de ALK pleine
taille’®1%, Le crizotinib induit I'inhibition de la prolifération cellulaire, associée a I’arrét du cycle en
phase G1/S, I'inactivation des voies cellulaires en aval de ALK (ERK1/2, STAT3, AKT, PLCY) ainsi qu’un
effet pro-apoptotique. De plus, le traitement de modeles murins porteurs de xénogreffes tumorales

par le crizotinib favorise la diminution de la croissance tumorale!®,

e Mise sur le marché :
En ao(t 2011, la FDA (Food and Drug Administration) a délivré une autorisation de mise sur le marché,
aux Etats Unis, pour le traitement en seconde intention de patients atteints de NSCLC ALK+, et I’ANSM
(Agence Nationale de sécurité du médicament et des produits de santé) a suivi pour la France en

octobre 20122%,

En novembre 2015, cette autorisation a été étendue pour le traitement en premiere intention des
NSCLC ALK+ aux Etats Unis®®, La place du crizotinib dans le traitement des LAGC ALK+ est discutée plus
en détail ci-dessous :
b. Utilisation chez le patient atteint de LAGC ALK+
e Utilisation chez le patient adulte :

La premiere utilisation clinique du crizotinib a été publiée en 2010 pour deux cas d’adultes ayant subi
une rechute aprés traitement par chimiothérapie et greffe autologue de cellules souches?®?, Cet
inhibiteur spécifique de ALK a également été utilisé en deuxieme intention comme un « pont » entre
un traitement de premiére intention inefficace et une transplantation de cellules souches chez deux
patients?%2% Une autre étude concernant I'administration de crizotinib en clinique a été effectuée

par I'équipe du Pr. Carlo-Gambacorti-Passerini. Elle inclue un total de 11 patients atteints de LAGC
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ALK+ réfractaires a la chimiothérapie, ou ayant rechuté. Tous les patients ont répondu a la thérapie
ciblée (seule ou en combinaison avec des transplantations de cellules souches hématopoiétiques), et
étaient en réponse complete jusqu’a, dans certains cas, plus de 40 mois apres le début du
traitement?®, Actuellement, un essai clinique en phase IV (NCT02487316, https://clinicaltrials.gov),
mené par I'Université de Pékin est en cours, et a pour but d’étudier I'efficacité de la combinaison du
crizotinib avec des traitements chimiothérapeutiques, en premiere intention pour des patients agés

de 18 3 65 ans.

e Utilisation chez l'enfant :
Peu de temps apres les premiers résultats obtenus chez I’adulte, le Children’s Oncology Group (COG,
CA USA) a mis en place un essai clinique de phase | (NCT00939770, https://clinicaltrials.gov), ayant
pour but de déterminer la dose maximale tolérée de crizotinib chez les enfants et jeunes adultes, pour
pouvoir poursuivre les tests en phase Il. Cette étude a enrdlé 79 patients agés de 1 a 22 ans, et s’est
terminée en 2012. Les résultats indiquent que la dose maximale tolérée utilisable en phase 2 est de
280mg/m?, administrée deux fois par jour. Neuf patients atteints de LAGC ALK+ qui avaient tous subi
un traitement chimiothérapeutique préalable, ont été inclus dans cette étude. Sept réponses
complétes ont été rapportées pour ces patients, pour des doses allant de 165 a 280mg/m? 2%, La phase
Il de cet essai a été initiée, et comprend 122 patients, agés de 1 a 21 ans. Le but de cette étude est

d’évaluer I'efficacité du crizotinib en tant qu’agent anti-tumoral chez ces patients.

L'étude des combinaisons thérapeutiques est également a I'ordre du jour : le COG a démarré un essai
clinique (NCT01606878, phase |, https://clinicaltrials.gov) qui permettra d’évaluer I'efficacité de
combinaisons thérapeutiques (crizotinib + chimiothérapies), administrées en seconde intention chez
des jeunes patients (< 21ans) réfractaires aux traitements de premiére ligne, ou ayant rechuté. D’autre
part, le National Cancer Institute a initié une étude (NCT01979536, actuellement en phase I,
https://clinicaltrials.gov) dont I'objectif est de déterminer Iefficacité de thérapies combinées
administrées directement en premiere intention. Les combinaisons comprennent un traitement par
chimiothérapies conventionnelles additionné soit de brentuximab (un anticorps monoclonal anti-
CD30), soit de crizotinib. Les résultats de ces différents essais cliniques sont attendus afin de pouvoir

déterminer avec plus de précision la place du crizotinib dans le traitement des LAGC ALK+.

Il est cependant trés important de noter que le traitement par le crizotinib ne doit pas étre interrompu :
deux cas de patients agés de 4 et de 26 ans ont rechuté brutalement apres I'arrét du traitement au
crizotinib?”’, Chez ces deux patients, I"existence de cellules tumorales résiduelles (cellules quiescentes,

voir chapitre 4, partie 1.2.b) a perduré jusqu’a 3 ans apreés le début du traitement au crizotinib, ce qui
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Figure 16 : Mécanismes de résistance au Crizotinib retrouvés dans les Cancers du Poumon Non a Petites
Cellules (NSCLC)

(d’aprés Doebele et al., 2012)*%®

Les mécanismes de résistance au Crizotinib peuvent étre classés en deux catégories : ceux dans lesquels la
signalisation de ALK joue un réle dominant, et les autres. Les résistances impliquant ALK peuvent survenir a
travers des mutations de la kinase qui empéchent I'action du Crizotinib, et conservent I'activation constitutive
de ALK. On peut également observer une amplification des copies du géne codant pour ALK (copy number gain),
qui peut coexister avec I'apparition de mutations résistantes. Enfin, la mauvaise distribution du Crizotinib dans
le systeme nerveux central (SNC), permet la croissance des cellules tumorales au niveau du cerveau. Les cellules
portant I'oncogéne ALK peuvent également activer des oncogenes secondaires, via des mutations activatrices
(point rouge). Ces mutations peuvent également avoir lieu dans des cellules n’exprimant pas ALK et ainsi
permettre la croissance et le développement de nouveaux clones.

Tableau 6 : Mutations de ALK décrites dans les Cancers du Poumon Non a Petites Cellules ALK positifs (NSCLC
ALK+) et dans les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules ALK positifs (LAGC ALK+) en réponse au
traitement au Crizotinib

(Shaw et al., 2016, Wu et al., 2016, Sullivan et al., 2016, Amin et al., 2015)?°%-212
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laisse penser que des études additionnelles sont encore nécessaires avant d’utiliser les thérapies

ciblées en traitement de premiére intention.

A ce jour, en France, le crizotinib possede, depuis novembre 2013, une Autorisation Temporaire

d’Utilisation (ATU) pour le traitement des enfants, depuis novembre 2013.

2 RESISTANCE AUX THERAPIES

Le bénéfice clinique apporté par les thérapies ciblées est relativement court, notamment a cause de
|"apparition de résistances. Le premier essai clinique impliquant le crizotinib a été lancé en 2006 dans
les NSCLC ALK+, et les premiéres résistances a cet inhibiteur ont été rapportées peu de temps
aprés08214-217 Récemment, ces résistances ont également été observées dans les LAGC ALK+218219,
Cette observation laisse penser que les mécanismes de résistance au crizotinib mis en évidence dans
les NSCLC, et décrits ci-dessous pourraient a terme étre transposables dans les LAGC ALK+. Ces

mécanismes sont présentés en Figure 16 et seront détaillés ci-dessous.

2.1 Les mutations du domaine kinase de ALK

a. Dans les NSCLC :
La présence de mutations dans le domaine kinase de ALK est responsable d’en moyenne 30% des
résistances au crizotinib dans les NSCLC ALK+2%°, Ce mécanisme a déja été décrit notamment pour les
leucémies myéloides chroniques exprimant la tyrosine kinase Bcr-Abl, résistantes a I'lmatinib (un
inhibiteur de I’activité tyrosine kinase Abl)?*, ou dans les cancers impliquant 'EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor), résistants au Gefitinib (un inhibiteur de I’activité tyrosine kinase de I'EGFR)%%.

Plusieurs mutations différentes peuvent apparaitre et entrainer des résistances au crizotinib.

Deux mutations, L1196M et C1156Y ont été détectées pour la premiere fois chez un patient ayant
rechuté aprés une réponse partielle au traitement par le crizotinib?!®. La mutation L1196M est la plus
fréquente et correspond a la mutation du résidu gatekeeper de la kinase, c’est-a-dire du seul résidu de
la poche a ATP de la kinase qui permet de contréler sa sensibilité a différents inhibiteurs. Elle empéche
I'action du crizotinib par encombrement stérique?’®. La deuxiéme mutation la plus fréquemment
retrouvée est la mutation G1269A. La mutation G1202R, qui correspond a la mutation G340W de BCR-
ABL est notable, car elle confére & ALK un fort pouvoir de résistance au crizotinib?*?!%, De nombreuses
autres mutations existent, et se produisent généralement au niveau des résidus 1151, 1152, 1156,
1174, 1202, 1203 et 1206 de ALK?'°. Les exemples de mutations les plus fréquemment retrouvées chez

des patients atteints de NSCLC ALK+ sont présentés dans le Tableau 6.
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La localisation de ces mutations sur la kinase ALK est variable : elles peuvent se situer au niveau de la
partie exposée au solvant (résidus 1202 3 1206), jouxtant ainsi le site de fixation du crizotinib?!*, au
niveau de I’hélice a-C (résidus 1151 a 1174)?'%72¢, ou au niveau du site de fixation a I’ATP (résidus 1196
et 1269). Ces mutations conferent un degré de sensibilité variable au crizotinib : par exemple, la
mutation 1151Tins (Insertion d’une thréonine en position 1151) confére une trés forte résistance a
I'inhibiteur de ALK, alors qu’au contraire, la mutation S1206Y confére un phénotype tres peu résistant

au crizotinib02%4,

b. Dans les LAGC ALK+ :
Plusieurs lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ cultivées en présence de concentrations croissantes
de crizotinib ont développé une résistance a cet inhibiteur par mutation du domaine kinase de ALK. De
nombreuses mutations différentes ont été décrites, et sont présentées dans le Tableau 7. Parmi celles-
ci, on peut notamment mentionner les mutations L1196Q (résidu gatekeeper), et L1171N (résidu situé
dans I'hélice aC), présentes dans deux lignées cellulaires résistantes au crizotinib utilisées au

laboratoire®'®.

Dans la littérature, on trouve peu d’études rapportant I'existence de mutations de ALK induisant une
résistance au crizotinib chez les patients atteints de LAGC ALK+. Cependant, récemment, le groupe du
Pr. Gambacorti a décrit I'apparition de telles mutations chez deux patients sur onze ayant subi un
traitement de seconde intention avec le crizotinib. Ces mutations correspondent a celles déja décrites

dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+2%,

De facon surprenante, I'existence de mutations conduisant a la sensibilisation de ALK au traitement
par le crizotinib a également été rapportée??®. Une analyse rétrospective sur des échantillons de 36
patients atteints de LAGC NPM-ALK+ (séquencage de NPM-ALK) montre |'apparition de ce type de
mutations (R291Q, lobe C-terminal et R335Q, boucle d’activation) chez deux de ces patients. Ces deux
mutations induisent une sensibilité accrue de ALK au crizotinib, ce qui implique que certains patients
pourraient bénéficier du traitement au crizotinib en premiere intention (utilisation de doses plus

faibles et de temps de traitement plus court).

2.2 L’amplification de ALK

Dans 18% des cas de NSCLC ALK+, la résistance des cellules cancéreuses aux thérapies ciblant ALK passe
par une amplification (copy number gain) du géne codant pour ALK*'4224, Ce mécanisme peut avoir lieu
seul, ou en combinaison avec une mutation du domaine tyrosine kinase de ALK?*22* De facon

intéressante une étude a montré que le niveau d’expression de ALK, et donc I'intensité de la

88



89



signalisation en aval de cette kinase dans la cellule peut jouer un réle a double tranchant : I'inhibition
de ALK par traitement au crizotinib dans des lignées tumorales sensibles au crizotinib (dépendantes de
I’oncogéne) induit la mort de ces cellules alors que dans des lignées résistantes, cultivées en présence
de crizotinib, le retrait de I'inhibiteur induit également la mort des cellules?'?. Une quantité trop
importante de ALK, peut donc tout comme une quantité trop faible, étre fatale pour la cellule. Le
groupe du Pr Gambacorti a également montré que le mécanisme d’amplification de NPM-ALK était
prépondérant dans les Karpas-299 (une lignée cellulaire de LAGC NPM-ALK+) résistantes au brigatinib

(un inhibiteur de I'activité tyrosine kinase de ALK de seconde génération)??.

2.3 L’activation de voies de signalisation alternatives

La résistance des cellules tumorales peut également étre due a I'activation de voies de signalisation
alternatives limitant de ce fait I'effet du crizotinib. Dans les NSCLC ALK+, l'activation d’autres
oncogéenes tels que c-KIT, EGFR, KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) et IGF1R

(insulin-like growth factor 1 receptor) a notamment été décrite (36% des cas)?%8209224,

Dans les LAGC NPM-ALK+, la résistance aux inhibiteurs de la kinase ALK par I'activation de voies
alternatives n’a a ce jour pas été décrite. Des études plus approfondies sont encore nécessaires pour

déterminer si cette hypothése doit étre définitivement écartée pour cette pathologie.

Notons également que I'augmentation de I'activité des pompes a efflux peut étre observée dans des
cellules traitées par un inhibiteur de ALK. Ce mécanisme permet un turn-over rapide, et une excrétion
forcée du crizotinib??, et diminue ainsi son efficacité. Cependant, il n’a a ce jour pas encore été décrit

dans les LAGC NPM-ALK+.

L'apparition de tous ces phénomenes de résistance en un laps de temps trés court, incite les
chercheurs et les cliniciens a se tourner vers le développement de nouvelles thérapies permettant de

contrecarrer et idéalement de prévenir I'apparition de résistances et de rechutes tumorales.

3 NOUVELLES OPTIONS THERAPEUTIQUES

3.1 Autres inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase de ALK
Les inhibiteurs de deuxieme génération ciblant ALK ont été développés pour plusieurs raisons :

- lIs sont plus puissants que le crizotinib c’est-a-dire qu’ils peuvent étre utilisés a des doses
moins importantes pour inhiber I'activité oncogénique de ALK.
- lls permettent de contrer le phénomeéne d’apparition de résistances au crizotinib, en étant

actifs méme en présence de mutations de ALK

90



Tableau 7 : Efficacité des inhibiteurs de ALK de seconde génération
(adapté de Ceccon et al., 2015, Wu et al., 2016 et Sullivan et al., 2016)?10-21%:225
* représente des indications contradictoires dans la littérature quant a I’effet de I'inhibiteur sur une mutation.
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- lls permettent d’améliorer I'activité des thérapies anti-ALK au niveau du systéme nerveux
central (SNC) et pourraient ainsi contribuer a leur efficacité dans la prévention de |'apparition
de rechutes. En effet, le crizotinib a un effet limité au niveau du systéeme nerveux
central (passage de la barriére hémato-encéphalique réduit)?!!. Le SNC apparait donc comme
un sanctuaire, ou les cellules tumorales peuvent disséminer (notamment vrai dans les NSCLC

ALK+).

L'intérét pour le développement d’inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase de ALK est croissant, on
assiste méme a la création de sites internet spécialisés permettant de suivre l'actualité du
développement de ces inhibiteurs (http://alkinhibitors.com/). Les différents inhibiteurs de deuxiéme
génération ciblant ALK sont présentés dans le Tableau 7. Dans ce paragraphe nous parlerons de leur

efficacité, ainsi que de leur statut actuel dans les essais cliniques.

a. L’alectinib (Alecensa®, CH-542402)
Cette molécule a été développée initialement par Chugai, une sous-division japonaise de Roche, et
permet une inhibition trés importante de I'activité kinase de ALK (IC50 = 1.9nM)??’. En plus d’étre
efficace in vitro et in vivo sur des lignées de NSCLC et de LAGC ALK+, I'alectinib est également efficace
contre les mutations L1196M, C1156Y et F1174L de ALK??, Il a obtenu le statut de thérapie de pointe
(«Breakthrough therapy») en juin 2013. Ce statut particulier a été créé par la FDA en 2012 dans le but
d’accélérer le processus d’autorisation de mise sur le marché de traitements dont I'impact sur la santé
des patients serait majeur. Il a également obtenu I'autorisation de mise sur le marché au Japon en
2014 pour le traitement des NSCLC ALK+ en rechute, ou réfractaires au traitement?22%, |’alectinib

aurait également une bonne efficacité contre les métastases cérébrales?2%23,

b. Le ceritinib (Zykadia™, LDK378)
Le Ceritinib est un inhibiteur dérivé du NVP-TAE, un inhibiteur de premiere génération développé par
Novartis. Il a récemment obtenu une autorisation de mise sur le marché par la FDA, pour les patients
atteints de NSCLC ALK+ en progression sous traitement par le crizotinib, ou intolérants a cet
inhibiteur?®L, Il a une efficacité 20 fois supérieure au crizotinib?32233, et est efficace contre les mutations
L1196M, G1269A, 11171T et S1206Y232, Un autre essai clinique a été ouvert au recrutement en juillet
2016 (NCT02729961, https://clinicaltrials.gov): son objectif est de déterminer I'efficacité d’un
traitement de premiere intention combinant le Ceritinib et le brentuximab (anticorps monoclonal anti-
CD30) chez les enfants de moins de 12 ans. L’efficacité de cet inhibiteur sur les métastases cérébrales

a également été montrée?**,
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c¢. Le brigatinib (AP26113)
Cet inhibiteur est développé par Ariad Pharmaceuticals, et son efficacité contre des mutations de ALK
dont la G1202R a été montrée®>¢, Ce composé inhibe également I'activité de 'EGFR muté, et est
efficace sur les métastases cérébrales?®”23, Un essai clinique de phase Il est actuellement en cours, et
a permis de déterminer la dose optimale de Brigatinib a administrer. Ce composé est maintenant testé

sur diverses pathologies ALK positives, incluant les LAGC?!! (NCT01449461, https://clinicaltrials.gov).

d. Autres inhibiteurs de ALK
Un grand nombre d’autres inhibiteurs de I'activité kinase de ALK sont actuellement testés?'!. On

peut notamment citer :

- L’entrectinib, développé par Ignyta, qui inhibe I'activité des tyrosines kinases de la famille Trk
(TrkA, TrkB, TrkC), et ROS1 en plus de ALK. Il a également montré une activité contre les formes
mutées L1196M et C1156Y de ALK. Ce composé est actuellement en essais cliniques pour
tester son efficacité sur des tumeurs solides, mais également sur des pathologies présentant
une translocation de ALK, telles que les LAGC (NCT02568267, https://clinicaltrials.gov).

- Le lorlatinib (ou PF-06463922), développé par Pfizer, qui est dix fois plus efficace que le
crizotinib, et qui permet de cibler les mutations L1196M et G1269A de ALK. Il est intéressant
de noter qu’une étude a montré que I'apparition d’une mutation de ALK le rendant résistant
au Lorlatinib (L1198F), permettait de resensibiliser les cellules au crizotinib??°,

- L’ASP3026, développé par Astellas Pharma, et dont I'activité anti tumorale sur des cellules
NPM-ALK positives ainsi que dans des modéles murins de LAGC ALK+ a été démontrée?®.

- Le X-396, développé par Xcovery, qui est, tout comme le crizotinib un inhibiteur de ALK et de
c-MET. Il est actif contre la mutation « gatekeeper » de ALK, ainsi que contre la mutation

C1156Y.

Cette liste n’est pas exhaustive, et le nombre de composés étudiés démontre I'intérét que portent les
entreprises pharmaceutiques au développement de thérapies ciblées de nouvelle génération ciblant
ALK. Ces thérapies sont principalement développées pour étre utilisées dans les NSCLC ALK+, ou le
pronostic vital des patients reste plutot sombre, mais elles pourront bénéficier a toutes les pathologies

impliquant la kinase ALK, et les LAGC NPM-ALK+ en font partie.

3.2 Vaccination « thérapeutique » anti-ALK

L'immunothérapie anti-tumorale est une technique permettant de favoriser le contréle ou

I’élimination de cellules tumorales par le systéme immunitaire de I’héte. ALK est une cible idéale pour
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Figure 17 : Mécanisme d’action du Brentuximab-Vedotine

(Adapté de la thése de Camille Daugrois)®

L’anticorps monoclonal (AcMc) humanisé anti-CD30 (Brentuximab) couplé a la La Monomethyl auristatin E
(MMAE, ou vedotin) se fixe sur le CD30. Le complexe formé est internalisé par endocytose. La MMAE qui est la
molécule active est alors libérée par clivage protéolytique et peut exercer son action inhibitrice de la
polymérisation de la tubuline.
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ce type de thérapies : (1) ALK est spontanément immunogénique chez les patients atteints de LAGC

T241,242

ALK+. Il provoque spontanément une réponse immunitaire de type ainsi qu’une réponse

humorale par production d’anticorps anti-ALK?*3, qui persistent dans le sang jusqu’a plus de 10 ans

124324 ot qui sont déja utilisés a des visées

aprés une réponse compléte au traitemen
pronostiques?>%4_(2) I'expression « normale » de ALK est restreinte au systéme nerveux central, ce
qui pourrait limiter les réactions auto-immunes pouvant potentiellement avoir lieu suite a
I"administration d’un vaccin thérapeutique. (3) les cellules de LAGC ALK+ sont dépendantes de

I’'oncogéne ALK”.

Deux groupes de recherche se sont intéressés au développement de techniques permettant de
déclencher une réponse immunitaire anti-ALK. Le groupe du Dr Gambacorti a démontré que ALK se
comportait comme un antigene tumoral, c’est-a-dire qu’il permettait de déclencher une immunité
cytotoxique T CD8 anti-ALK spécifique a la fois dans des souris transgéniques et dans les lymphocytes
du sang périphérique de donneurs sains (in vitro)?*’. Le groupe du Dr Chiarle a mis en place des études
précliniques, a la fois dans un modele murin de LAGC NPM-ALK+ et de NSCLC EML4-ALK+, ou I'efficacité
de vaccins « thérapeutiques » anti-ALK a base d’ADN?*® ainsi qu’a base de peptides (Dr Chiarle,
communication personnelle) a pu étre démontrée. Ces vaccins permettent notamment de limiter le

développement tumoral, et ce en stimulant une réponse cytotoxique T CD8.

La vaccination anti-ALK pourrait étre potentiellement utilisée en traitement adjuvant de la
chimiothérapie, en particulier pour les patients présentant un taux en anticorps anti-ALK faible, afin

d’améliorer leur réponse immunitaire, et de prévenir I'apparition de rechutes.

3.3 Autres thérapies

a. Thérapie anti-CD30
Le CD30 est utilisé classiguement comme un marqueur d’activation des lymphocytes B et T. I
représente une cible attractive pour le développement de nouvelles thérapies car il est exprimé par
les cellules tumorales de LAGC, mais également par les cellules de Reed-Sternberg de lymphomes
Hodgkiniens®®. De plus, il n’est pas exprimé par les précurseurs lymphocytaires, ni par les lymphocytes

matures non activés?.

Les premiers anticorps utilisés en thérapeutique pour les LAGC ALK+ sont des anticorps monoclonaux
anti-CD30 humanisés. Le principe moléculaire de ce traitement repose sur le fait que la liaison de
I’anticorps anti-CD30 a son récepteur pourrait entrainer une dégradation de TRAF2, une protéine
adaptatrice de CD30 nécessaire a |'activation de la voie NFkB (Figure 17). Cependant, ce type de
molécule n’a pas donné |'effet escompté en clinique92>,
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Le développement d’anticorps humanisés conjugués a des molécules cytotoxiques s’est avéré plus
efficace pour cibler les cellules CD30 positives. Ce type d’anticorps permet de délivrer des principes
actifs spécifiqguement aux cellules tumorales, sans toucher les cellules normales. L'anticorps se fixe sur
le CD30, et le complexe ainsi formé est internalisé par endocytose médiée par des vésicules de
clathrine. La molécule active est alors libérée par clivage protéolytique et peut exercer son action anti-
tumorale (Figure 17). Le produit développé dans ce but est le Brentuximab-Védotine (SGN-35,
ADCETRIS®, Figure 17), qui associe le SGN-30 (lI’'anticorps monoclonal anti CD30) a la
monométhylauristatine E (MMAE). La MMAE est un agent cytotoxique qui se lie a la tubuline et
empéche sa polymérisation pendant la mitose, ce qui bloque la prolifération des cellules

tumorales®>%%>2,

Plusieurs études cliniques ont montré |'efficacité du SGN-35 dans les LAGC ALK+ réfractaires ou en
rechute?®?%, et ces résultats concluants ont conduit a I’approbation du Brentuximab-Védotine par la
FDA en ao(t 2011. Par la suite ce composé a obtenu une autorisation de mise sur le marché en Europe

et en France pour le traitement des LAGC systémiques récidivants ou réfractaires chez I'adulte.

Cette autorisation a permis le lancement de plusieurs essais cliniques dont les résultats sont tres
attendus. Des résultats intermédiaires ont déja démontré I'efficacité du SGN-35 en traitement de
premiere ligne suivie d’une chimiothérapie conventionnelle (CHOP), ou combiné avec une
chimiothérapie CHP (retrait de la vincristine, d{ a la neurotoxicité des deux produits cumulés)®>, ou
en traitement de seconde intention aprés rechute?®, Cette thérapie semble trés prometteuse, et des
résultats supplémentaires sont nécessaires afin de permettre son approbation pour le traitement des

LAGC systémiques, ainsi que des lymphomes CD30 positifs en général.

b. Inhibiteurs de DNMT
Comme mentionné précédemment dans la partie 5.2.b du chapitre 1, la méthylation de I’ADN par les
DNMTs (via I'axe NPM-ALK/STAT3) joue un r6le important dans la répression de I'expression de
certains génes suppresseur de tumeur via la surexpression de la DNMT17, Ainsi I'utilisation d’agents
hypométhylants, capables d’induire la réexpression de ces génes, pourrait étre une alternative
thérapeutique envisagée pour les patients en rechute ou réfractaires au traitement de premiere ligne.
En 2012, une étude a montré une activité antinéoplasique de la décitabine (5-aza-2’-déoxycitidine,
Dacogen®), un analogue de la cytidine qui va s’incorporer dans ’ADN des cellules proliférantes’3, Ce
traitement induit I'apoptose, un blocage du cycle cellulaire ainsi qu’une induction de la sénescence
dans des modeéles de LAGC ALK+'73, D’autre part, notre laboratoire a également mis en évidence la
réexpression du miR-150 aprés traitement a la décitabine, et de maniére intéressante le traitement de

cellules résistantes au crizotinib permet I'inhibition de la croissance cellulaire®,. Les agents
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déméthylants pourraient a terme étre inclus dans les options thérapeutiques de traitement des LAGC
NPM-ALK+ réfractaires ou en rechute, mais d’autres études plus approfondies traitant en particulier
de la résolution des problémes de spécificité, sont encore nécessaires avant que ce type de traitement

puisse étre utilisé en routine.

c¢. Inhibiteurs de Hsp90
La protéine Hsp90 (Heat Shock Protein 90) est une protéine chaperonne jouant un réle important dans
la réponse au stress cellulaire. Cette protéine a pour fonction de permettre le bon repliement
tridimensionnel des protéines, en particulier en condition de choc de température?’. Le réle de cette
protéine dans les cancers a été montré, car elle permet la stabilisation de nombreux oncogéenes, et ALK
en fait partie?®®2*°, Plusieurs études ont montré que l'inhibition de cette protéine chaperonne par la
geldanamycine ou par le ganetespib permet de diminuer la viabilité cellulaire dans des LAGC NPM-
ALK+%%°, et permet également de supprimer la résistance au crizotinib de cellules de NSCLC EML4-
ALK+%%%, Quelques essais cliniques incluant des patients atteints de LAGC et proposant I'utilisation du

17-AAG (17-(Allylamino)geldanamycin) sont actuellement en cours de réalisation.

d. Combinaisons thérapeutiques
Le probleme de résistance au traitement est un des enjeux majeurs actuels en cancérologie. Malgré la
présence de thérapies tres efficaces et trés ciblées, on constate encore des échecs thérapeutiques
dans diverses pathologies. Etudier la cause de la résistance au traitement nous permet de designer de
nouvelles molécules plus efficaces et plus ciblées, mais ces molécules permettent également de
sélectionner des clones résistants supplémentaires, peut-étre méme plus agressifs que ceux observés
initialement. De plus en plus de cliniciens se tournent vers les options de combinaisons thérapeutiques
pour le traitement des patients atteints de LAGC ALK+ : d’aprés une revue du Dr Feldman, il est
probable que dans cing ans, la premiére ligne de traitement des LAGC ALK+ combine des
chimiothérapies comme le CHOP, et des thérapies ciblées comme le crizotinib, ou le brentuximab-
vedotin?®2, Ces associations thérapeutiques permettront d’une part de diminuer les doses des
chimiothérapies, entrainant une amélioration de la qualité de vie pour le patient, et une diminution
des effets secondaires liés a ces traitements. D’autre part, la combinaison de différentes molécules
permettrait de diminuer le nombre de rechutes aprés premiere ligne de traitement, en éradiquant le

pool de cellules restantes apres traitement.

De nombreux essais cliniques proposant diverses combinaisons sont actuellement en cours. Ces
combinaisons comprennent des chimiothérapies (CHOP, ALCL-99, Vinblastine...) mais aussi des

inhibiteurs de ALK (crizotinib, ceritinib, brigatinib), et des thérapies ciblant le CD30 comme le
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brentuximab-vedotin. Ces combinaisons sont testées soit en premiére ligne de traitement, soit sont

administrées en seconde intention, chez des patients réfractaires ou ayant rechuté.

D’autres stratégies telles que le traitement a la décitabine, ou le vaccin anti ALK ne sont pas encore au
stade d’essais cliniques, mais semblent prometteurs pour I'amélioration de I'efficacité des traitements
actuels. La recherche de nouvelles molécules potentiellement combinables avec des thérapies ciblant

ALK, est donc un domaine d’un intérét particulier.
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Figure 18 : Les différents types d’autophagie

(d’aprés Boya et al., 2013)?%3

(A) La macroautophagie est caractérisée par la prise en charge d’un cargo cytoplasmique via des vésicules a
double membranes appelées autophagosomes. Ceux-ci pourront fusionner avec le lysosome, ce qui entraine la
dégradation de leur contenu. (B) L'autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) permet la
reconnaissance de protéines spécifiques portant un motif « KFERQ ». Ces protéines sont prises en charge par la
protéine chaperonne Hsp70 et adressées au lysosome. Elles sont alors reconnues par la protéine LAMP2A,
dépliées, puis transférées a I'intérieur du lysosome, ce qui assure leur dégradation. (C) La microautophagie est
une invagination de la membrane de lysosome, permettant la séquestration et la dégradation de portions
cytoplasmiques.
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CHAPITRE 3 : L’AUTOPHAGIE : MECANISME ET
REGULATION

Afin d’assurer son intégrité fonctionnelle, toute cellule doit étre capable de maintenir I'équilibre de
ses conditions internes grace a un processus appelé homéostasie. Celle-ci dépend des voies
métaboliques permettant la néosynthése et la dégradation de macromolécules et organites cellulaires.
Il existe deux mécanismes principaux permettant la dégradation et |’évacuation des déchets
cellulaires : I'un fait intervenir le protéasome, et |'autre fait intervenir les vacuoles lysosomales. Le
terme « autophagie », du grec auto (soi-méme) et phagos (manger) a été employé pour la premiere
fois en 1966 par le professeur Christian de Duve 26425 et désigne précisément les mécanismes qui
permettent a la cellule de dégrader son propre cytoplasme en faisant intervenir les lysosomes. C'est
un processus physiologique qui intervient dans toutes les cellules eucaryotes, et qui permet la prise en
charge des macromolécules a durée de vie plutot longue ainsi que des organites cellulaires

endommagés.

I a été montré que l'autophagie participe a divers processus cellulaires clefs tels que: le
développement, le métabolisme énergétique (notamment en cas de carence nutritive), la réponse
immunitaire, I'élimination de pathogenes ainsi que la différentiation, la réparation et la survie
cellulaires®326.267 De nombreuses études montrent que le processus autophagique est impliqué dans
de nombreuses pathologies, comme par exemple les maladies neurodégénératives, infectieuses,
268,269.

cardiaques, métaboliques, pulmonaires, mais également dans le vieillissement et dans le cancer

Le r6le de I'autophagie dans le cancer sera présenté dans le chapitre 4.

1 DIFFERENTS TYPES D’AUTOPHAGIE

A ce jour, trois types d’autophagie ont été identifiés : la microautophagie, I'autophagie médiée par des

protéines chaperonnes (CMA) et la macroautophagie (Figure 18).

1.1 La microautophagie

Le terme microautophagie fait référence a un processus impliquant lI'invagination directe de la
membrane lysosomale en un « tube autophagique », qui va se développer, puis se fermer, formant
ainsi une vésicule permettant l'inclusion de portions cytosoliques, appelées « cargo », au sein des
lysosomes. Le cargo cytosolique est alors dégradé par des hydrolases lysosomales, puis des perméases
permettent le relargage des nutriments dans le cytosol, ou ils seront recyclés #’°. La preuve de
I’existence de la microautophagie dans les cellules de mammiferes a été apportée notamment grace a

I’observation de la morphologie des lysosomes par microscopie électronique combinée a la
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quantification de protéines a durée de vie longue?’?. Cependant, le mécanisme exact de ce processus
reste trés peu élucidé: la majorité des indications mécanistiques dont nous disposons actuellement
proviennent d’études chez la levure et n‘ont pas encore été confirmées chez les mammiferes. La
difficulté principale réside dans le fait qu’il n’existe aucune technique de détection spécifique de la

microautophagie?’2.

1.2 L’autophagie associée a des protéines chaperonnes

L’autophagie médiée par des protéines chaperonnes (Chaperone Mediated Autophagy ou CMA) est
différente des deux autres formes connues d’autophagie, dans le sens ou elle ne fait pas intervenir de
trafic vésiculaire. C'est également le seul type d’autophagie décrit jusqu’a présent uniquement chez
les mammiféres?’>?’4, La CMA permet la dégradation sélective de protéines portant un motif
pentapeptidique particulier, qui, par interaction avec des protéines chaperonnes, sont amenées au
lysosome afin d’étre dégradées. Le motif consensus porté par les protéines cibles de ce mécanisme est
le motif KFERQ (Lysine-Phénylalanine-Acide glutamique-Arginine-Glutamine). Cependant, des études
montrent que ce sont les propriétés physiques des résidus qui importent pour leur reconnaissance par
les chaperonnes, et non la séquence exacte, c’est pourquoi on parle également de motifs « KFERQ
like »*”>. Ces motifs sont reconnus spécifiquement par la protéine HSC70 (heat shock cognate protein
70), une chaperonne exprimée constitutivement dans les cellules de mammiféeres. Ce complexe
protéique va ensuite se fixer a la partie cytosolique de la protéine LAMP-2A (lysosome-associated
membrane protein type 2A), au niveau de la membrane lysosomale #®, La protéine a dégrader va alors
étre dépliée puis transloquée dans la lumiére du lysosome, pour y étre dégradée. La CMA est présente
a un niveau basal dans toutes les cellules de mammiféeres, et il a été démontré que lors d’une carence
en nutriments, elle pouvait étre fortement activée?”’. Cette observation laisse penser que la CMA joue
un role prépondérant dans le recyclage des acides aminés en condition de stress nutritionnel. De par
sa capacité a éliminer sélectivement certaines protéines, la CMA prend part au « contrdle qualité »
protéique, en permettant I’élimination de protéines mal repliées ou endommagées, comme par
exemple aprés un stress oxydatif 2’2, Des études plus récentes ont également démontré I'implication
de la CMA dans des pathologies auto-immunes, comme le lupus erythémateux?’®. D’autres travaux
récents décrivent I'implication de la CMA dans le développement tumoral : il a été notamment été
montré que la CMA est augmentée dans différents types de cancers, et qu’elle participe a la survie des

cellules malignes en permettant le maintien de leur métabolisme?8%-283,
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Figure 19 : La macroautophagie

Le processus de macroautophagie se déroule en cing étapes principales : (1) Pinduction aprés un stress
métabolique ou thérapeutique est médiée par le complexe comprenant la protéine ULK1 (Unc51 like kinase 1).
(2) Uétape de nucléation, durant laquelle la formation du phagophore (ou membrane d’isolation) est initiée, est
principalement permise par le complexe comprenant la PI3Kinase de classe Ill, VPS34 (vacuolar protein sorting
34). (3) L’élongation du phagophore fait intervenir deux systémes de conjugaison « ubiquitin like », ayant pour
but la conversion de la protéine LC3-I en LC3-II, protéine nécessaire a la formation de I'autophagosome. (4) Une
fois formé, I'autophagosome contenant un cargo cytosolique a dégrader va fusionner avec le lysosome, ce qui
entraine (5) la dégradation de son contenu et le relargage des constituants primaires dans le cytoplasme pour
recyclage.
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1.3 La macro-autophagie

a. Description générale
La macro-autophagie, appelée plus communément « autophagie » est un processus qui permet la
dégradation de constituants cytoplasmiques, en surplus, non-fonctionnels ou toxiques, par le
lysosome. Dans la suite du manuscrit, nous ne nous intéresserons qu’a ce type d’autophagie. Ce
processus est caractérisé par la formation d’une vésicule a double membrane : I'autophagosome,
découvert pour la premiére fois par le professeur Christian de Duve en 19662%*. Les éléments cellulaires
dégradés par autophagie sont principalement les protéines a durée de vie longue, les agrégats
protéiques, les organites cellulaires endommagés ou encore certains micro-organismes

intracellulaires?66:284,

L'autophagie est un processus relativement rapide, qui se met en place quelques heures aprés un
stimulus, et dynamique, ce qui améne la notion de « flux autophagique »%°. L’autophagie se déroule
en plusieurs étapes (Figure 19), qui seront détaillées dans la partie 2 de ce chapitre. Elle est initiée par
la formation d’'une double membrane appelée phagophore. Cette double membrane va ensuite
s’allonger pour englober des portions de cytoplasme, et une fois fermée formera I'autophagosome.
Celui-ci peut alors fusionner avec le lysosome pour former un autolysosome ou autophagolysosome.
C’est dans 'autolysosome que I’hydrolyse du contenu cytoplasmique par les enzymes lysosomales a
alors lieu. Les constituants cellulaires ainsi dégradés, sont relargués dans le cytoplasme grace aux
perméases lysosomales. Notons également qu’il existe un mécanisme appelé « Autophagic lysosomal
reformation », permettant la formation de nouveaux lysosomes a partir d’autolysosomes pré-
existants, ce qui permet a la cellule de toujours disposer de lysosomes « libres » pour le contréle de

I’'homéostasie cellulaire?86287,

b. Sélectivité du processus
L'autophagie a longtemps été décrite comme étant un processus non sélectif, car lors de sa formation,
I"autophagosome englobe une portion cytoplasmique relativement aléatoire au sein de la cellule
(appelée cargo) et 'amene au lysosome pour dégradation. Cependant, il est désormais clair que ce
mécanisme joue également un réle de contrdle qualité du cytoplasme, ce qui requiert une capacité a
hydrolyser spécifiqguement et sélectivement certains types de substrats. L’autophagie est dite sélective
des lors qu’elle peut dégrader spécifiquement certains cargos, par le biais de protéines adaptatrices,

permettant de faire la liaison entre ces cargos cytoplasmiques et 'autophagosome.

L’exemple le plus connu est la protéine p62/SQSTM1 (sequestosome 1), premiére protéine adaptatrice
humaine identifiée comme étant impliquée dans la dégradation d’agrégats protéiques par autophagie

(aggréphagie)?®8. P62 peut d’une part se fixer aux protéines poly-ubiquitinylées, via sa partie C-
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Figure 20 : Les différents types d’autophagie sélective

(d’aprés Aurore Trocoli, 2013, Okamoto K. et al., 2014, Svenning et al., 2013)?8%-21

L'autophagie est impliquée dans la dégradation d’agrégats protéiques (aggréphagie), de mitochondries
(mitophagie), de peroxisomes (pexophagie), de portions de noyau (nucléophagie), de gouttelettes lipidiques
(lipophagie), de portions de réticulum endoplasmique (réticulophagie), de ribosomes (ribophagie), et de
pathogenes (xénophagie). Tous ces types d’autophagie sélectives sont médiées par des protéines adaptatrices
particulieres pouvant se fixer a la fois a la protéine LC3 et au cargo a dégrader. Les principales protéines
adaptatrices connues a ce jour chez les mammiferes pour les différents types d’autophagie sont ici représentées.

Figure 21 : La formation de 'omégasome et de I'autophagosome

(d’aprés Roberts et al., 2013)?%?

En absence de nutriments, le complexe d’initiation ULK1 (contenant les protéines ULK1-Atg13-FIP200-Atg101)
est relocalisé au niveau du site de formation de I'autophagosome, appelé « omégasome ». Le complexe ULK1
permet 'activation du complexe de nucléation comprenant les protéines Beclin1-Atg14-AMBRA1-Vps15-Vps34,
qui est nécessaire a la production de phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P). Ce PI3P est incorporé dans le
phagophore et permet le recrutement d’autres protéines effectrices comme DFCP1 (double FYVE domain-
containing protein 1) ou des protéines de la famille WIPI (WD-repeat protein interacting with
phosphoinositides). Celles-ci permettent le recrutement des systéemes d’élongation « ubiquitin like » et ainsi la
formation de 'autophagosome. Il est a noter que des vésicules lipidiques contenant Atg9L participent également
a la formation de I'autophagosome en faisant office de source lipidique.
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terminale contenant un domaine UBA (ubquitin associated domain), et d’autre part, lier la protéine
MAP1LC3 (Microtubule associated protein 1 light chain 3, appelée LC3 par la suite), présente a la

surface des autophagosomes via son domaine LIR (LC3 interacting region) 2°%2%

, permettant ainsi
|’adressage du cargo a l'autophagosome. D’autres protéines adaptatrices portant un domaine LIR
comme NBR1, NDP52, et OPTN ont depuis été mises en évidence, et permettent également
I’élimination des protéines poly-ubiquitinylées par autophagie. On peut notamment citer I'exemple de
I'oncogéne Bcr-Abl, qui peut étre poly-ubiquitinylé sous certaines conditions et adressé a

I’'autophagosome par une interaction directe avec la protéine adaptatrice p62 .

En plus des protéines poly-ubiquitinylées, I'autophagie sélective a été décrite comme impliquée dans
la dégradation de nombreux autres cargos tels que les mitochondries (mitophagie), des portions de
noyau (nucléophagie), les peroxisomes (pexophagie), les ribosomes (ribophagie), des portions de
réticulum endoplasmique (réticulophagie), les lipides (lipophagie), ainsi que certains pathogenes
(xénophagie)®°. Il existe également d’autres types d’autophagie spécifique, identifiés récemment
parmi lesquels on trouve la cilliophagie, mécanisme permettant a chaque cellule de réguler la longueur

2% ou la lysophagie qui permet de dégrader des lysosomes endommagés®’. Ces

de son cil primaire
différents processus requiérent diverses protéines adaptatrices, permettant I'adressage des cargos
spécifiques a l'autophagosome. Les différents types d’autophagie sélective ainsi que les protéines

adaptatrices impliquées sont présentées en figure 20.

2 LA MACHINERIE DE L’AUTOPHAGIE

Le processus autophagique étant tres conservé au sein des eucaryotes, de nombreuses études
mécanistiques ont été effectuées chez la levure Saccharomyces Cerevisiae, un modéle couramment
utilisé pour effectuer des analyses génétiques. C’est dans cet organisme que plus d’une trentaine de
génes impliqués dans la machinerie autophagique et ayant des orthologues chez les mammiféres : les
génes ATG (AuTophaGy related) ont été découverts®®®. Ces protéines Atg sont recrutées au niveau du
site de formation de I'autophagosome, et participent aux différentes étapes du processus. Plusieurs

complexes fonctionnels ont été décrits, jouant chacun un role bien défini.

2.1 Origine de la membrane autophagosomale

Le processus autophagique démarre par la formation d’une double membrane appelée membrane
d’isolation, ou phagophore. L'origine de cette membrane est aujourd’hui encore étudiée et débattue.
A I'heure actuelle, il est admis que les phagophores peuvent étre formés a partir de membranes

2

préexistantes dans la cellule, au niveau d’une zone particuliére appelée omégasome??. Les

mécanismes permettant sa formation sont décrits en Figure 21. L'omégasome a été initialement
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Figure 22 : Le complexe d’initiation ULK1

(A) En présence de nutriments, mTORC1, en phosphorylant ULK1 et Atgl13, maintient le complexe d’initiation
sous forme inactive. L’autophagie est donc inhibée. (B) En cas de carence nutritionnelle, mTORC1 se dissocie de
ULK1, entrainant la déphosphorylation de ULK1 et de Atgl13. ULK1 est alors activé, peut s’autophosphoryler, et

phosphoryler Atgl3 et FIP200 entrainant l'activation du complexe de nucléation et ainsi I'induction de
I'autophagie.
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identifié au niveau du réticulum endoplasmique, comme étant une zone riche en
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), une molécule nécessaire a la formation et a I'élongation des
vésicules autophagiques. Ce PI3P permet le recrutement de nombreuses protéines effectrices telles
que DFCP1 (double FYVE domain-containing protein 1) ou les protéines de la famille WIPI (WD-repeat
protein nteracting with phosphoinositides) au niveau de I'omégasome. Celles-ci permettent la
transduction du signal du PI3P ainsi que des réarrangements membranaires nécessaires a la formation

de la vésicule?*392,

Il a également été démontré que les zones de contact entre le réticulum
endoplasmique et les mitochondries étaient impliquées dans la formation de I"'omégasome3®, ||
apparait désormais que d’autres sources membranaires fournissent également des lipides au
phagophore. C'est notamment le cas des zones ou se forment les vésicules sur le réticulum
endoplasmique (les « ER-exit sites »)3%, de la zone intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et

I'appareil de golgi (ER-golgi intermediate compartment, ERGIC)** de I'appareil de Golgi3®, de la

306 307

membrane plasmique® et des endosomes en cours de recyclage®’. De récentes études de

microscopie électronique ont permis de visualiser ces zones de contact, et ont permis d’affirmer que

le phagophore pouvait entrer en contact simultané avec plusieurs de ces organites3083%,

2.2 Initiation : Le complexe Unc-51-Like (ULK1)

Le complexe ULK1 (Unc-51-like autophagy activating kinase 1) est le premier complexe intervenant
dans la régulation de I'autophagie (Figure 22). Il est composé de ULK1, une serine/théronine kinase,
orthologue de Atgl chez la levure, ainsi que de Atg13, Atg101 et FIP200 (FAK family kinase-interacting
protein of 200 kDa). Dans certains cas, ULK1 peut étre remplacé par ULK2, un homologue
fonctionnellement redondant de cette kinase3°. Au sein de ce complexe, ULK1, FIP200 et Atg101 sont
liées directement a la protéine Atgl3. Atgl101 jouerait un réle stabilisateur de Atgl3, alors que FIP200
aurait un role de support permettant de recruter d’autres protéines de la machinerie au niveau de

I'autophagosome en formation apreés activation du complexe3*’.

Chez les mammiféres, le complexe ULK1 est placé sous le contrdle de la voie mTOR (mammalian
target of rapamycin). Cette régulation sera développée plus en détail dans la partie 4.1 de ce chapitre.
Brievement, comme décrit sur la Figure 22, le complexe mTORC1 maintient le complexe ULK1 sous
forme phosphorylée dans des conditions nutritionnelles normales. En cas de carence, |la
phosphorylation de ULK1 est levée, et l'autophagie est induite. ULK1 peut en parallele étre
phosphorylé directement par I'’AMPK (Adenosine Monophosphate activated Protein Kinase) sur
d’autres résidus®'?313, Ces étapes de phosphorylations/déphosphorylations ont pour conséquence
I'activation et la relocalisation du complexe ULK1 au niveau du site d’assemblage de

I’'autophagosome3!2, Celui-ci permet ainsi le recrutement de protéines nécessaires a la formation de
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Figure 23 : Les complexes de nucléation (complexes PI3K de classe Il1)

(d’aprés Funderburk et al., 2010)3'

La protéine VPS34, une PI3Kinase de classe lll, porte I'activité catalytique de ce complexe. Cette activité peut étre
régulée par différents partenaires protéiques. (A) Le complexe 1 permet linitiation de la formation de
I'autophagosome, grace a linteraction avec les protéines BARKOR et AMBRAL. (B) Le complexe 2a induit
I'autophagie via le recrutement de UVRAG et de Bif-1, permet la formation de I'autophagosome et promeut
I'activité autophagique. (C) Le complexe 2b via I'interaction avec UVRAG et RUBICON bloque la maturation de
I"'autophagosome et joue un réle d’inhibiteur de I'autophagie.
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I"'autophagosome telles que MAP1LC3, AMBRAL1 (activating molecule in Beclin 1-regulated autophagy)
ainsi que le complexe Atg12-Atg5-Atgl6L de par I'activité kinase de ULK13%, ’activation du complexe
ULK1 permet également le recrutement et la phosphorylation de la protéine Beclin-1, ce qui entraine
I"activation du complexe PI3K de classe Il (complexe permettant la nucléation), et donc la formation

de 'autophagosome32®,

2.3 Nucléation : Le complexe PI3K de classe Il

Il existe plusieurs complexes qui participent a la régulation de la nucléation du phagophore chez les
mammiferes (Figure 23). Trois protéines sont communes a ces différents complexes : PI3KC3
(Phosphatidylinositol 3 kinase de classe Ill, également appelée Vps34), Beclin 1 et PIK3R4
(phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4, également appelée Vps15). L’activité kinase de Vps34

317 et les protéines Beclin

permet la production de PI3P, requis pour la formation de I'autophagosome
1 et Vpsl5 servent de régulateurs de cette activité. Ces trois protéines peuvent étre retrouvées
associées a différents partenaires, et chaque association joue un role différent dans la régulation de

|’étape de nucléation de I'autophagie.

La protéine Atgl4L (Atgl4 like, aussi appelée BARKOR pour Beclin 1 associated autophagy related key
regulator) peut se lier a Beclin 1 et ainsi former le premier complexe PI3K de classe Il (Figure 23,
Complexe 1), dont le réle est de réguler positivement linitiation de la formation de
I’autophagosome3!8, BARKOR permet I’activation de la kinase Vps34, et ainsi la production de PI3P au

niveau de 'omégasome3'®,

La protéine UVRAG (UV radiation resistance associated), peut elle aussi se lier a Beclin 1. Elle entre en
compétition avec BARKOR, puisque leur liaison sur Beclin 1 est mutuellement exclusive®?°. UVRAG peut
elle-méme se lier a deux protéines différentes, ce qui donne lieu a la formation de deux sous-

complexes distincts :

- Son association a la protéine Bif-1 (Bax-interacting factor 1) (Figure 23, complexe 2a), permet
quant a elle, I'activation de la formation de I'autophagosome3?,

- Son association avec la protéine Rubicon (RUN domain and cystein-rich domain containing
Beclin 1-interacting protein) pour former un complexe (Figure 23, complexe 2b), va entrainer

la régulation négative de I'autophagie, en inhibant la maturation de I'autophagosome3®°,

L'interactome de Beclin 1 est trés étudié, et de nombreuses autres protéines peuvent s’y lier de fagcon
transitoire322, On peut citer la protéine AMBRA1 (activating molecule in Beclin 1-regulated autophagy),
un régulateur positif du complexe permettant sa relocalisation au niveau de I'omégasome de par son

interaction avec ULK13%2, ou la protéine anti-apoptotique Bcl-2, un régulateur négatif du processus qui
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Figure 24 : Les systémes de conjugaison Atg5-Atg12-Atgl6 et LC3-PE

(A) Le systéme de conjugaison Atg5-Atgl2-Atgl6. L'enzyme de type E1 (Atg7) et I'enzyme de type E2 (Atgl0)
permettent la fixation covalente de la protéine Atg5 sur Atgl2. La protéine Atgl6 est alors incorporée sur le
complexe Atgl2-Atg5. (B) Le systeme de conjugaison LC3-PE. La protéine LC3 est clivée en LC3-I par Atg4B.
L'enzyme de type E1(Atg7), et I'enzyme de type E2 (Atg3) permettent la fixation d’'un groupement
phosphatidyléthanolamine (PE) sur LC3-l, en partenariat avec le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6, pour former LC3-
I, qui est nécessaire a I’élongation de I'autophagosome.
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se lie a Beclin 1 via son domaine BH33%. Tous ces partenaires additionnels permettent une modulation
de I'activité autophagique plus fine : 'exemple Beclin 1- Bcl-2 sera détaillé dans le chapitre 4, partie

3.2.

2.4 Elongation : Les systemes de conjugaison « ubiquitin like »

Une fois l'autophagie initiée, le phagophore s’allonge pour aboutir a la formation de
|"autophagosome. Pour cela, deux systemes de conjugaison « ubiquitin like » sont nécessaires (Figure
24).

a. Le systeme de conjugaison Atg12/Atg5/Atg16L

La fixation covalente de la protéine Atgl2 a la protéine Atg5 nécessite deux enzymes : Atg7, une
enzyme de type E1 (enzyme activatrice de l'ubiquitine), et Atg10, une enzyme de type E2 (enzyme de
conjugaison de l'ubiquitine), par analogie a celles présentes dans la dégradation de protéines
impliquant I'ubiquitine. Une fois formé, le complexe Atg12/Atg5 s’associe a la protéine Atgl6L (Atgl6
like)3?*, Le complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L est alors adressé a la membrane de I'autophagosome, o il
permet le recrutement de la protéine MAP1LC3 (microtubule associated protein 1 light chain 3, aussi

325

appelée Atg8 ou LC3), ce qui facilite sa lipidation®#>, comme détaillé ci-dessous.

b. Le systeme de conjugaison LC3-Phosphatidyléthanolamine

La modification de la protéine LC3 est nécessaire a la formation de I'autophagosome. Cette
modification se traduit par la conjugaison d’un phospholipide, la phosphatidyléthanolamine (PE) a la
protéine LC3. Aprés synthese, la protéine pro-LC3, précurseur de LC3, est clivée au niveau C-terminal
par Atg4B, pour donner la forme cytosolique LC3-13%%. L’association de la PE a LC3-l est ensuite
catalysée par I'action de Atg7 (enzyme de type E1) et Atg3 (enzyme de type E2) pour donner la forme
LC3-113%7. Contrairement au complexe Atgl2-Atg5-Atgl6, LC3-ll reste associée a la membrane de
|'autophagosome méme apres la fermeture de celui-ci : c’est pourquoi elle est utilisée comme

marqueur caractéristique des autophagosomes32832°,

2.5 Maturation, Fusion et dégradation

Une fois formés, les autophagosomes doivent étre acheminés jusqu’aux lysosomes avec lesquels ils
vont fusionner. Pour cela, ils se déplacent le long des microtubules, pour arriver jusqu’au centre
organisateur des microtubules (MTOC, MicroTubule Organization Center), une zone riche en

lysosomes. Ce déplacement se fait grace a une protéine motrice, la dynéine33.

Les autophagosomes peuvent alors soit fusionner avec des endosomes, pour former des amphisomes,

soit fusionner directement avec le lysosome pour former des autophagolysosomes (ou
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autolysosomes). Ces fusions font intervenir de nombreuses protéines comprenant en particulier les
protéines de la famille SNARE (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachement protein
REceptor), Rab, ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required forTransport), et LAMP (Lysosome-
associated membrane protein )33, Les hydrolases lysosomales permettent ensuite la dégradation
du matériel séquestré ainsi que de la membrane interne des autophagolysosomes, ce qui permet le
relargage d’acides aminés dans le cytoplasme. La protéine LC3-Il située sur la membrane interne de
I"autophagosome sera elle aussi dégradée, alors que la fraction se situant sur la membrane externe
sera recyclée en LC3-l via un clivage de la PE par Atg43*®335, LC3-| pourra ainsi a nouveau servir a la
formation d’un nouvel autophagosome. Durant ce processus, le pool de lysosomes fonctionnels doit
constamment se renouveler, afin qu’une réserve de lysosomes « libres » soit toujours disponible. Ce
renouvellement est médié par un processus appelé « autophagic lysosomal reformation ». Ce
mécanisme implique la formation de structures tubulaires portant la protéine LAMP1, émanant des
lysosomes et au bout desquelles on peut observer un bourgeonnement et la formation de nouvelles
vésicules. Ces vésicules passent ensuite par des étapes de maturation et permettent la formation de

nouveaux lysosomes fonctionnels. Ce processus est placé sous le contrdle de la voie mTOR.%7:33¢,

2.6 Autophagie non canonique

Le processus canonique de formation de l'autophagosome et d’induction de |'autophagie fait
intervenir les trois complexes majeurs présentés ci-dessus : le complexe ULK1, le complexe Beclin-
Vps34-BARKOR ainsi que les systemes de conjugaison Atg12-Atg5 et LC3-PE. Il est maintenant connu
gue des processus non-canoniques, indépendants de certains de ces complexes pouvaient étre mis en
place sous certaines circonstances, et entrainer la dégradation de substrats par autophagie3?’.
L’existence de processus autophagiques indépendants du complexe ULK1, ou de la protéine Beclin 1

ont notamment été reportés3!1338, Ce type d’autophagie non canonique reste cependant peu décrit.

3 TECHNIQUES DE MESURE DE L’AUTOPHAGIE

De nombreux outils de mesure de I'autophagie ont été développés, mais une certaine prudence est de
mise dans le choix des techniques a utiliser, a cause de la complexité du processus et des divers
mécanismes mis en jeu. Il est notamment conseillé d’adapter les méthodes en fonction des études a
effectuer et du modele utilisé. La combinaison de plusieurs techniques de mesures (morphologiques,
génétiques, chimiques) est indispensable pour arriver a une conclusion finale quant au réle ou a la
régulation de I'autophagie dans un systéme. Actuellement, on peut faire la différence entre les

techniques permettant la visualisation de marqueurs autophagiques a un temps t, et celles permettant
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Figure 25 : La mesure du flux autophagique par western blotting contre la protéine LC3 (LC3 turnover assay)
(adapté de Mizushima et al., 2010)%%>

La conversion de la protéine LC3-l en LC3-1l en présence d’inhibiteurs d’autophagie (traitement a la chloroquine)
est utilisée pour mesurer le flux autophagique. La différence du niveau de LC3-Il en présence (puits 2 et 4) ou en
absence (puits 1 et 3) de chloroquine est plus importante en condition de carence (puits 3 et 4) qu’en conditions
normales (puits 1 et 2) ce qui indique que le flux autophagique est activé en condition de carence.
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la mesure et la quantification du flux autophagique. Toutes les techniques citées ci-dessous sont tirées

des « guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring autophagy »3%.

3.1 La microscopie électronique

La microscopie électronique est la premiere technique ayant été employée pour la visualisation de
I’autophagie®®. Elle permet de voir, et de quantifier les autophagosomes (vésicules autophagiques
précoces appelées ici Avi) ainsi que les autolysosomes (vésicules autophagiques de dégradation,
appelées ici Avd). Son utilisation demande un peu d’expérience car les vésicules a double membrane
sont difficiles a localiser et a distinguer des autres organites cellulaires. Cette technique peut étre
couplée a une détection de la protéine MAP1LC3 par un marquage immunogold (reconnaissance d’un
anticorps primaire spécifique a MAP1LC3 par un anticorps secondaire couplé a de I'or colloidal,
facilement détectable en microscopie électronique) pour identifier les vésicules avec plus de
fiabilité34°, Pour mesurer le flux autophagique, certaines équipes utilisent le calcul de ratios entre Avi

et Avd3*,

3.2 Lamesure du taux de dégradation des protéines a durée de
vie longue

L'autophagie est un processus responsable de la dégradation de protéines a durée de vie longue, c’est
pourquoi la mesure de leur taux de dégradation est une des techniques classiques de mesure du flux
autophagique3*. Elle est basée sur I'incorporation d’acides aminés radioactifs (leucine C-14 ou H-3,
valine C-14 ou méthionine S-35) dans les protéines en cours de synthése. Ce marquage doit étre
effectué pendant une durée suffisante pour que les protéines a durée de vie longues soient marquées.
L'excédent de radioactivité est ensuite éliminé par plusieurs lavages successifs et la décroissance du
signal radioactif est alors mesurée3?. Il faut cependant noter qu’une proportion non négligeable de la
dégradation protéique observée par cette technique ne sera pas spécifique de I'autophagie. Il est donc
nécessaire de valider ces mesures dans des conditions utilisant un inhibiteur de I'autophagie (3MA,
Chloroquine, siRNA ciblant les protéines Atg), afin de soustraire les valeurs obtenues dans ces
conditions a la totalité du niveau de dégradation observé3?, Bien que trés informative, I’ utilisation de

cette technique diminue dans les laboratoires en raison des contraintes liées a la radioactivité.

3.3 Le Western Blotting

La deuxieme technique la plus utilisée est la visualisation de marqueurs de I'autophagie par western
blotting, comme par exemple I'accumulation de la protéine LC3-Il, mais aussi de protéines clefs de la

machinerie autophagique comme Beclin 1. Ces marqueurs ne nous donnent cependant pas
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Figure 26 : Sonde tandem RFP-GFP-LC3 utilisée en cytométrie en flux

(adapté de Gump et al., 2014)3*

Utilisation d’un vecteur permettant I'expression de la protéine de fusion RFP-GFP-LC3 pour la mesure du flux
autophagique. (A) En conditions normales (présence de nutriments), la protéine de fusion LC3 est cytoplasmique,
et émet de la fluorescence rouge (RFP) et de la fluorescence verte (GFP). En cas de stress induisant I'autophagie
(carence nutritionnelle), LC3 est lipidée et incorporée dans la membrane de I'autophagosome. Celui-ci va alors
fusionner avec un lysosome, ce qui entraine I'acidification de son contenu. Cette acidification est a I'origine de
la disparition de la fluorescence verte émise par la protéine de fusion. (B) Le ratio RFP/GFP est mesuré par
cytométrie en flux pour chaque cellule. Les résultats sont présentés sous formes de pics de fluorescence :
I'induction du flux autophagique entraine une diminution de la fluorescence verte, donc une augmentation du
ratio de fluorescence RFP/GFP ce qui est visible par un décalage du pic de fluorescence vers la droite.
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d’information concernant le flux autophagique, qui est un processus dynamique. Pour mesurer le flux
autophagique, la technique la plus répandue est la mesure de la conversion de LC3-l en LC3-Il par
western blotting en présence et en absence d’inhibiteurs de la fusion de I'autophagosome avec le
lysosome, appelée le « LC3 turnover assay »%%, présenté en Figure 25. Les différents inhibiteurs de
I"autophagie seront présentés dans le chapitre 4, partie 4.1. Il est également possible de mesurer la
dégradation de substrats de I'autophagie, comme par exemple p62, ou NBR1, ce qui permet
également I’évaluation du flux autophagique3**. Une autre technique, moins utilisée, est basée sur la
visualisation de la protéine de fusion GFP-LC3 par western blotting. Lors de l'induction du flux
autophagique, la protéine LC3 va étre dégradée plus vite que la GFP, on pourra donc voir apparaitre

un signal a la taille de la GFP (27kDa) par western blotting lors de I'induction du flux autophagique3®.

3.4 Les sondes fluorescentes

La troisieme famille de techniques utilisée pour mesurer I'autophagie fait intervenir des sondes
fluorescentes. Elle implique I'apport exogéne de sondes GFP-LC3, ou RFP-GFP-LC3 (par transfection ou
expression lentivirale), et est basée sur le principe de I'extinction de la fluorescence verte de la GFP a
pH acide, qui se produit lors de la fusion entre I'autophagosome et le lysosome (témoin de I'induction
du flux autophagique). Ces sondes peuvent étre utilisées pour des analyses de cytométrie en flux, car
elles permettent le calcul d’un ratio de fluorescence RFP/GFP3®. Le principe de I'utilisation de ces

sondes par cytométrie en flux est présenté en Figure 26.

L'utilisation de ces sondes est également fréquente en microscopie de fluorescence. Les sondes GFP-
LC3 sont utilisées pour visualiser la relocalisation de la protéine LC3 a la membrane de
|"autophagosome lors de I'induction d’autophagie : ceci se traduit la formation de « punctas », que I'on
peut quantifier?®®, Les sondes RFP-GFP-LC3 sont également utilisées pour visualiser I'induction du flux
autophagique : le marquage passe du jaune (RFP + GFP), au rouge (perte de la GFP), dans des

conditions d’induction du flux autophagique.

1.1 Les colorants acides

L'utilisation de colorants permettant la visualisation des compartiments acides de la cellule, tels que

346 347

la monodansylcadavérine®¥, I'acridine orange®¥” ou le LysoTracker red**® est aussi proposée dans les
techniques d’analyse de I'autophagie. Ces colorants sont utiles pour avoir une information sur la
guantité de vésicules acides au sein de la cellule, mais ne permettent pas de faire la différence entre
les autophagosomes, les autophagolysosomes, et les lysosomes. Cette méthode doit étre utilisée en

complément d’autres techniques pour pouvoir donner des résultats interprétables.
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Tableau 8 : Tableau représentant les facteurs de transcription principaux régulant les génes de I'autophagie
(adapté de Fiillgrabe et al., 2014)3*°

L’autophagie est un processus finement régulé, notamment au niveau transcriptionnel. Les principaux facteurs
de transcription impliqués dans la régulation de I'autophagie ainsi que leurs cibles et leurs effets sur le flux
autophagique sont présentés dans ce tableau.

123



1.2 Analyse du flux autophagique in vivo

L'autophagie étant de plus en plus décrite comme impliquée dans différentes pathologies, la mesure
du flux autophagique chez les patients est envisagée en tant que biomarqueur permettant par exemple
de prédire la gravité d’accidents vasculaires cérébraux®°, ou de prévoir I'efficacité du traitement par
I'imatinib de cellules de leucémies myéloides chroniques®. La technique la plus pratique permettant
cette mesure sur tissus de patients est I'immunohistochimie (IHC). Le marquage LC3 est déja utilisé en
IHC, notamment dans différents cancers, mais l'interprétation de la visualisation des punctas de LC3
seuls reste assez délicate3>2. |l est actuellement question de combiner le marquage LC3 avec d’autres
marguages comme par exemple Beclin 1 ou p62 pour renforcer le diagnostic, comme cela a été fait
dans les NSCLC3*>3, La combinaison de ces marquages permettrait d’avoir un apercu de I'état

d’activation ou non de I'autophagie dans des cohortes de patients.

Récemment, grace a une étude du sécrétome tumoral dans le sérum de patients atteints de
mélanomes, il a été démontré que les cellules tumorales ne sécretent pas la méme quantité de
certaines cytokines ou chimiokines en fonction de leur statut autophagique. Ces protéines pourraient

donc représenter de bons biomarqueurs pour la mesure du flux autophagique chez les patients®*4,

4 REGULATION DE L’AUTOPHAGIE

L’autophagie est un processus essentiel dans la réponse cellulaire au stress. Elle peut étre induite par
divers stimuli, tels que la carence en nutriments ou en facteur de croissance, I’hypoxie, le stress
oxydatif, 'accumulation d’agrégats protéiques, ou encore par des agents cytotoxiques®>>-3>7, C’est un
processus complexe, multi-étapes, faisant intervenir de nombreux partenaires moléculaires, et dont

le contrble est assuré a différents niveaux.

- L'autophagie peut étre régulée au niveau transcriptionnel, par le biais de facteurs de
transcription tels que NFkB, FOXO3, STAT3 ou encore TFEB3*, qui régulent I'expression de
génes de la machinerie autophagique. Les principaux facteurs de transcription régulant
I"'autophagie sont présentés dans le Tableau 8.

- L'autophagie peut également étre régulée au niveau post-transcriptionnel, via des
mécanismes contrélant la dégradation et de la stabilité des ARN messagers produits, ou la
régulation de la traduction de ces messagers. Les principaux acteurs de ces mécanismes sont

358

les microARNs*®® et les protéines de liaison a I’ARN3>%3¢°,

Enfin, on peut également mentionner la régulation post-traductionnelle, qui regroupe toutes les
modifications chimiques pouvant affecter une protéine, comme par exemple la phosphorylation ou
I"ubiquitinylation.
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Figure 27 : Les deux complexes mTORC1 et mTORC2 intervenant dans la voie de signalisation mTOR (adapté
de Laplante et al., 2012)3%*

La kinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) peut faire partie de deux complexes de signalisation :
mMTORC1 et mTORC2, qui impliquent différents partenaires protéiques. (A) mTORC1 est controlé par différents
stress incluant le taux d’oxygene, la concentration en acides aminés, le niveau d’énergie ou les facteurs de
croissance. C’'est également le seul complexe sensible a la rapamycine. Il permet notamment de réguler la
synthese protéique, la prolifération cellulaire, le métabolisme et |'autophagie. (B) mTORC2 répond
principalement a la signalisation médiée par les facteurs de croissance et permet la modulation du métabolisme,
mais aussi de la survie cellulaire ainsi que le réarrangement du cytosquelette.
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Il estimportant de préciser ici que I'autophagie peut étre régulée par I'intégration de différents signaux
au niveau du complexe mTOR. Cette protéine agit en effet comme véritable censeur de ’lhoméostasie
cellulaire. Les régulations transcriptionnelles, post-transcriptionnelles et post-traductionnelles de
|"autophagie, citées ci-dessus, peuvent donc s’opérer en aval de la voie mTOR. C'est pourquoi nous
nous intéresserons particulierement a cette voie de signalisation dans la suite de ce manuscript. Nous
décrirons également plus en détail la régulation post-transcriptionnelle de I'autophagie par les

microARNSs, qui a fait I'objet de la deuxieme partie de mes travaux de these.

4.1 Lavoie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)

La voie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) joue un role central dans I'intégration de signaux
cellulaires : c’est un régulateur majeur du métabolisme mais aussi de la croissance, de la prolifération
et de la survie des cellules. C'est également la voie majoritaire de régulation de I'autophagie : son

362363 mMTOR est un « noeud moléculaire » clef,

activation conduit a l'inhibition de I'autophagie
intégrant de nombreux signaux et permettant une réponse cellulaire appropriée. Dans ce paragraphe
nous allons dans un premier temps développer les différentes voies conduisant a I'activation de mTOR,
puis nous verrons tous les mécanismes cellulaires induits en aval et contribuant a la régulation de

I"autophagie.

a. Les complexes mTORC1 et mTORC2

La protéine centrale de cette voie est mTOR, une sérine thréonine kinase appartenant a la famille des
PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase). Chez les mammiferes, elle intervient dans deux complexes cellulaires
distincts : mTORC1 et mTORC23¢L, Ces deux complexes différent de par leur sensibilité a la rapamycine,
qui n’a d’effet que sur mTORC13%*, ainsi que de par leurs activateurs et leurs cibles. Ces complexes sont
présentés en Figure 27. Le complexe mTORC1 est composé de six protéines, alors que mTORC2 est
composé de sept protéines. Les deux complexes ont en commun mTOR, qui porte I'activité catalytique
de ces complexes, mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) dont la fonction est encore
inconnue, Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein) un régulateur négatif de mTOR,
ainsi que le complexe Ttil/Tel2 servant de support et de stabilisateur a la formation des deux
complexes. Les protéines Raptor (regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin),
et pRAS40 (proline-rich Akt substrate 40kDa) font partie de mTORC1, alors que rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), mSinl (mammalian stress-activated map-kinase interacting protein
1), et protorl/2 (protein observed with rictor 1 and 2) ne font partie que de mTORC23613%5, pour Ia
suite, nous nous focaliserons uniquement sur le complexe mTORC1, car c’est par celui-ci que s’effectue
la régulation de I'autophagie.
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Figure 28 : Signaux principaux modulant la voie mTORC1

(adapté de RnDSystems.com)

La voie mTORC1 permet I'intégration de signaux provenant de plusieurs voies de signalisation différentes. (1) Les
facteurs de croissance permettent I'activation des voies PI3Kinase-Akt et Ras-Raf-MEK-ERK, entrainant
I’activation de mTORC1 via I'inhibition du complexe TSC1/2, et le maintien de Rheb sous forme GTP-Rheb. (2) Les
dommages a I’ADN, I’hypoxie et le stress énergétique entrainent I'activation de ’AMPK qui permettra |'activation
de TSC1/2 et ainsi I'activation de mTORC1. Une carence en oxygéne peut également activer mTORC1 via la
protéine REDD1. (3) La présence d’acides aminés entraine la translocation de mTORC1 au lysosome via les
GTPases Rag. Cette relocalisation de mTORC1 au niveau du complexe Ragulator permet son activation. En cas de
carences en acides aminés, la translocation de mTORC1 au niveau du lysosome ne se fait plus, et mTORC1 est
alors inactivé.
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b. Signalisation cellulaire en amont de mTORC1
Le complexe mTORC1 permet I'intégration de signaux cellulaires provenant de quatre voies différentes
: les voies énergétiques, la teneur en facteurs de croissance, en acides aminés, et en oxygéne366-369,
En réponse a ces signaux, mTORC1 permet la régulation de processus cellulaires anaboliques (synthese
protéique, lipidique) et cataboliques (autophagie) en fonction des besoins cellulaires. Les signaux

permettant la modulation de I'activité de mTORC1, et donc de I'autophagie sont présentés en figure

28.

Le complexe régulateur majeur de mTORC1 est le complexe TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2).
Celui-ci fonctionne comme une protéine activatrice de GTPase (GTPase-activating-protein, GAP) pour
Rheb (Ras homolog enriched in brain)®’°. La forme GTP-Rheb peut se lier directement 8 mTORC1, ce

371372 Lorsque le complexe TSC1/2 est activé (non-

qui stimule fortement son activité kinase
phosphorylé), il stimule la conversion de GTP-Rheb (forme active) en GDP-Rheb (forme inactive),

inhibant ainsi I'activité de mTORC1373374,

e [ntégration des signaux relatifs a la teneur en facteurs de croissance
(Figure 28)

Les facteurs de croissance, comme par exemple I'lGF1 (Insulin growth factor 1), entrainent I'activation
des voies PI3K-Akt et Ras-Raf-MEK-ERK, et vont conduire a la phosphorylation du complexe TSC1/2.
Cette phosphorylation inhibe I'activité de ce complexe, qui ne peut alors plus inhiber I'activité de
mTORC1 via Rheb®>%¢, Akt peut également provoquer la phosphorylation et la dissociation de
PRAS40, un inhibiteur de mTORC1%’. La voie mTOR sera donc activée en réponse a la signalisation

induite par les facteurs de croissance, ce qui entrainera I'inhibition de I'autophagie.

e Intégration des signaux provenant de stress énergétiques (Figure
28)

Le niveau énergétique d’une cellule se mesure grice au ratio AMP/ATP (Adénosine monophosphate/
adénosine triphosphate). AMPK (adénosine monophosphate kinase) est le capteur cellulaire principal
permettant la transmission des signaux provenant de stress énergétiques’®. Cette enzyme est activée
en cas de déplétion énergétique et permet la phosphorylation soit du complexe TSC1/2, soit de

4373,379

MTORC1 lui-méme, et inhibe ainsi son activité , ce qui conduit a I'activation de I'autophagie.

e Intégration de signaux provenant de stress oxydatifs (Figure 28)
Tout comme le stress énergétique, le signal provenant d’un niveau d’oxygeéne bas dans la cellule est
également transmis par 'AMPK. En cas d’hypoxie, 'AMPK va entrainer I'inhibition de mTORC1 par
phosphorylation de TSC1/2 ou de mTORC1 lui-mé&me. Une carence en oxygéne va également pouvoir

entrainer I'expression de REDD1 (transcriptionnal regulation of DNA damage 1), qui permet elle aussi
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Figure 29 : mTORC1 : un régulateur clef de la réponse autophagique

Le complexe mTORC1 permet une régulation de I'autophagie a plusieurs niveaux. En condition basale, il permet
le maintien des complexes d’initiation (ULK1) et de nucléation (PIK3C3) dans un état inactif par la
phosphorylation de ULK1, Atg13 et Barkor. En cas de stress nutritionnel, la phosphorylation de ces complexes est
levée et le processus autophagique est initié. Dans les situations de carences, mTORC1 est relocalisé au niveau
du lysosome, ou il pourra étre activé par le complexe Ragulator. Cette activation va entrainer la phosphorylation
et la translocation dans le noyau de TFEB, un facteur de transcription responsable de I'expression de génes
codants pour des protéines impliquées a la fois dans I'autophagie et dans la biogenése du lysosome.
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I'activation de TSC1/23%. Ll’inhibition de mTORC1 induite par le stress oxydatif permettra donc

I'induction du flux autophagique.

e [ntégration de signaux provenant des acides aminés (Figure 28)
La déprivation en acides aminés est un autre signal d’alarme qui permet la modulation de I’activité de
mTORC1, mais contrairement aux mécanismes précédents, celui-ci est indépendant du complexe
TSC1/23%81382 Certaines études ont montré que la signalisation induite par les acides aminés permet
aux GTPases Rag (Rag A, B, C et D) de se lier a la protéine Raptor du complexe mTORC], et d’entrainer
sa translocation au lysosome, au niveau d’'un complexe multi-protéique nécessaire a son activation,
appelé Ragulator®®. 'activation de mTORC1 aprés sa relocalisation serait médiée par sa rencontre
avec la protéine Rheb, localisée dans la membrane du lysosome®*. En condition de carence en acides
aminés, la formation du complexe Ragulator ne se fait pas, et mTORC1 n’est alors pas activé, ce qui

induit le flux autophagique.

On peut également noter que le complexe TSC1/2 peut étre régulé par d’autres types de signaux tels
que le stress induit par les dommages a I’ADN (via la transcription de génes p53 dépendants),
|'activation de la voie Wnt, ou encore la signalisation induite par des cytokines pro-
inflammatoires®3%5, Ces stimuli sont donc également des potentiels régulateurs de "autophagie de

par leur capacité a moduler I'activité de mTORC1.

c. Signalisation cellulaire en aval de mTORC1
e Régulation de I'autophagie
Toutes les conditions conduisant a I'inhibition de mTORC1 telles que la déprivation en facteurs de
croissance ou en acides aminés, ou encore un niveau bas d’énergie ou d’oxygéne, comme présenté
dans le paragraphe précédent, entrainent par voie de conséquence I'activation de |'autophagie. Les
acteurs de la régulation de I'autophagie situés en aval de mTORC1 sont présentés sur la figure 29 et

décrits ci-dessous.

Comme mentionné dans la partie 2.2 de ce chapitre, mTORC1 peut agir sur I'autophagie en inhibant le
complexe d’initiation ULK1. En conditions nutritionnelles normales, lorsque le complexe mTORC1 est
activé et que '’AMPK est inactive, mTORC1 se lie & ULK1 via la protéine Raptor3®. Cette liaison va
entrainer la phosphorylation d’Atgl3 et de ULK1 sur le résidu sérine 757 (Ser757) et ainsi, permettre
le maintien du complexe ULK1 sous forme inactive®®. Lors d’une carence nutritionnelle, ’AMPK est
activée, et entraine I'inactivation de mTORC1. Celui-ci se détache alors du complexe ULK1, provoquant
ainsi la déphosphorylation de Atgl3 et de ULK1 (Ser757). Ces déphosphorylations permettent
I'activation du complexe ULK1, qui peut s’autophosphoryler (Ser467), et phosphoryler Atgl3 et

FIP2003!%%%7_ Ainsi activé, ULK1 peut étre relocalisé au niveau de 'omégasome et entrainer I'initiation
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Figure 30 : Effets principaux de I'activation de mTORC1 (adapté de RnDSystems.com)

L’activation de mTORC1 permet l'induction de plusieurs mécanismes, (1) mTORC1 permet linhibition de
I'autophagie. Les mécanismes conduisant a cette inhibition sont développés en figure 29. (2) mTORC1 permet
I'activation de la synthése protéique de par la phosphorylation de la p70S6K1 (p70 ribosomal S6 Kinasel), et de
la protéine 4EBP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1). (3) L’activation de mTORC1 induit
également la synthese d’acides gras et du cholestérol, par I'activation du facteur de transcription SREBP. (4)
MTORC1 conduit aussi a I'activation du métabolisme cellulaire. (5) Enfin, I'activation de la voie mTORC1 stimule
la biogenése des lysosomes.
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de l'autophagie (Figure 29). mTORC1 peut également agir sur le complexe de nucléation de
I"autophagie. Lorsqu’il est activé, il phosphoryle la protéine BARKOR, ce qui induit I'inhibition de la
kinase Vps34, et empéche la nucléation du phagophore3® (Figure 29). Le complexe mTORC1 peut
également réguler I'autophagie au niveau transcriptionnel, en particulier via le facteur de transcription
EB (TFEB). mTORC1 phosphoryle TFEB sur le résidu sérine 211, ce qui entraine la rétention du facteur

389 Quand mTOR est inactivé, TFEB est déphosphorylé et relocalisé

de transcription dans le cytoplasme
dans le noyau, ou il controle I'expression de genes impliqués a la fois dans 'autophagie et dans la
biogenése du lysosome3%%3! (Figure 29). Certaines études montrent que mTORC est réactivé aprés une
longue période de déprivation en acides aminés, probablement a cause de la dégradation du contenu
de I'autophagosome, et donc le relargage d’acides aminés dans le cytoplasme. Cette réactivation de

MTORC1 est une étape nécessaire a la reformation des lysosomes, comme mentionné dans la partie

2.5 de ce chapitre?®7:3%2,

e Régulation de la traduction
D’autres mécanismes cellulaires sont connus pour étre placés sous le controle de mTORC], ils sont
listés en Figure 30. La synthese protéique en fait partie. Lorsqu’il est activé, mTORC1 permet la
phosphorylation de 4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1), qui va se
dissocier du facteur de transcription EIFAE (Eukaryotic translation initiation factor 4E), et induire la

393 ’activation de mTORC1 permet également la phosphorylation de

traduction cap-dépendante
p70S6K1 (p70 ribosomal S6 Kinasel), ce qui conduit a une augmentation de la biogenese des
ribosomes, mais aussi de l'initiation de la traduction et de I’élongation protéique via divers

effecteurs®®.

e Autres voies régulées par mTORC1
En plus de la synthese protéique, mTORC1 permet I'augmentation de la biosynthése des lipides,
notamment en contrélant SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1), ou PPARy
(peroxysome proliferator activated receptor y), deux facteurs de transcription impliqués dans la

biogenése des lipides et du cholestérol®*,

Lorsqu’elle est activée, la voie mTOR entraine une forte consommation d’énergie afin de promouvoir
la croissance cellulaire. Dans ce sens, il a été montré que I'activation de mTORC1 régule positivement
le métabolisme cellulaire et la production d’ATP. En effet, mTOR induit la glycolyse de par I'activation
de HIF1la (Hypoxia inducible factor 1 alpha), un facteur de transcription permettant la régulation de
nombreux geénes de la glycolyse. Il a également été montré que mTORC1 pouvait jouer un role dans la

biogenése des mitochondries et leur métabolisme3%>3%,
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Figure 31 : Régulation de 'autophagie par les microARNs

(d’aprés Frankel et al., 2012)%8

Les microARNs régulent la machinerie autophagique, en contrélant I'expression de génes impliqués dans toutes
les étapes du processus. (1) A I’étape de nucléation, le miR-885-3p régule les protéines ULK1 et 2. (2) Lors de la
nucléation, le complexe Beclin 1 est directement régulé par miR-30a, miR-376b et miR519a. D’autres protéines
régulatrices de ce complexe sont elles aussi régulées via des microARNSs, telles que la protéine RAB5A par miR-
101, ou la protéine UVRAG par miR-630 et miR-374a. (3) Toutes les protéines impliquées dans I'élongation du
phagophores sont elles aussi soumises a un contréle post-transcriptionnel. Les microARNs impliqués dans ce
processus sont entre autres miR-30a, miR-204, miR-181a, miR-374a, miR-376b, miR-375, miR-630, miR-101, miR-
885-3p et miR-519a. (4) Les protéines Atg9 et Atg2, impliquées dans le transfert de lipides a I'omégasome
peuvent étre régulées par miR-34a et miR-130a. (5) Des étapes de régulation additionnelles de I'autophagie, non
impliquées dans la machinerie canonique, peuvent aussi étre soumises au contréle de microARNs. C’est
notamment le cas de la protéine p62 (sequestosome 1 ou SQSTM1), une protéine adaptatrice nécessaire a la
dégradation de substrats ubiquitinylés.
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En conclusion de cette partie, il apparait clairement que le complexe mTORC1 agit donc comme un
régulateur négatif majeur, direct ou indirect de I'autophagie. En effet, toutes les voies de signalisation
en amont et en aval de ce complexe peuvent intervenir dans la régulation du flux autophagique.
Comme démontré ci-dessus, l'inhibition de la voie mTOR permet I'induction directe de I'autophagie,
alors que I'activation de mTOR permet la synthése de protéines ou de lipides, ainsi que la régulation

de la formation des lysosomes, qui participent indirectement a la régulation du flux autophagique.

4.2 Régulation de I'autophagie par les microARNs

L'autophagie est une réponse cellulaire impliquant de trés nombreux partenaires protéiques, tant au
niveau de sa machinerie que de sa régulation. Tous les acteurs protéiques de ce processus sont des
candidats potentiels a une régulation post-transcriptionnelle par les microARNs (Figure 31). Le

mécanisme d’action de ces microARNs est présenté dans le chapitre 1, partie 5.1.

a. Exemples de microARNs impliqués dans la régulation de
I'autophagie
e LemiR-30a:
Le premier microARN ayant été décrit comme ciblant une protéine de I'autophagie a été publié en
2009 : il s’agit du miR-30a qui module I'expression de la protéine Beclin 13%. La sur-expression de ce
miR induit la sous-expression de Beclin 1, et ainsi le blocage du flux autophagique activé par la
rapamycine dans des lignées issues de divers cancers. Des études plus récentes ont ensuite étudié
I'intérét fonctionnel de ce miR-30a: I'équipe de Zou et al. a démontré qu’en supprimant le flux
autophagique dans des lignées cellulaires cancéreuses, miR-30a permettait de les sensibiliser a la

cisplatine, un agent alkylant antinéoplasique3®

. Une autre étude parue en 2012 s’est intéressée au
role de miR-30a dans les leucémies myéloides chroniques traitées a I'lmatinib, un inhibiteur spécifique
de la tyrosine kinase Bcr-Abl. Le traitement a I'lmatinib induit la diminution de I'expression de miR-30a
et donc l'induction du flux autophagique. Le blocage du flux par réexpression du miR permet une
potentialisation de I'effet cytotoxique de I'imatinib3%°. MiR-30a permet également la sensibilisation
des cellules au Sorafenib (un inhibiteur multi-kinase) dans le carcinome rénal*®, et d’autres études

401

démontrent son réle dans les cardiomyocytes®®?, dans I'ischémie cérébrale*®?, ou encore dans

I'infection des cellules par le bacille de Koch*®, via son action sur Beclin 1 et 'autophagie.

e LemiR-101:
Depuis cette découverte, de nombreux microARNs régulant I'autophagie ont été mis en lumiére+207,
Nous pouvons notamment mentionner le miR-101, qui inhibe le flux autophagique induit par
I’étoposide ou la rapamycine dans le cancer du sein, via I'inhibition de STMN1, RAB5A et ATG4D*%, ||
permet également d’augmenter I'apoptose induite par la cisplatine dans les carcinomes hépatiques®®.
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MiR-101 peut également agir sur le flux autophagique par la modulation de la voie mTOR*%41, || est
intéressant de noter que mTOR fait partie des voies de signalisation induites en aval de I'oncogéne
NPM-ALK, et que I'expression de miR-101 est faible dans les LAGC ALK+. La restauration de I'expression

156,167 ot induit

de ce microARN dans ces lymphomes entraine I'inhibition de la prolifération cellulaire
une inhibition de la croissance tumorale dans des modeles murins de xénogreffes. Les conséquences
de son expression sur le flux autophagique dans ce modeéle cellulaire n’ont cependant pas encore été

étudiées a ce jour.

e LemiR-34a:
Le miR-34a, quant a lui, a pour cible directe ATG9A et ATG4B*2413, et permet ainsi une inhibition de
I"autophagie. Il est intéressant de noter que ce miR est le premier a avoir été utilisé a des fins
thérapeutiques chez des patients atteints de divers cancers, notamment pulmonaires ou
hématologiques pour son effet inhibiteur de la protéine Bcl-2. En effet, une compagnie américaine,

miRNA Therapeutics (http://www.mirnarx.com/), a annoncé en 2013 le début de tests cliniques pour

évaluer l'efficacité de leur produit, le MRX34. Il s’agit d’'une préparation liposomale composée de
lipides ionisés contenant le miR-34a et pouvant étre injectés directement par voie intraveineuse chez
le patient®®. A ce jour, les essais cliniques ont permis d’étudier la réponse de plus d’une centaine de
patients, et de déterminer la dose maximale tolérée. Une mise a jour des résultats de I'essai clinique
en cours (NCT01829971, https://clinicaltrials.gov) est attendue pour mi-2016. Les effets de ce miRNA

sur I'autophagie chez les patients ne sont toutefois pas connus a ce jour.

e LemiR-7
Tous les exemples précédents décrivent des microARNs permettant la répression du flux
autophagique. Le cas du miR-7 est a 'opposé de ces exemples. En effet, I'expression de ce microARN
permet 'induction du flux autophagique dans des modéles de cancer du poumon et de 'cesophage®®.
MiR-7 cible directement 'EGFR (Epidemial Growth Factor Receptor), et supprime son expression!,
L'EGFR est un régulateur négatif connu de I'autophagie : il peut se lier directement a Beclin 1, altérant

417 |’EGFR est un récepteur aux

ainsi son interactome, ce qui inhibe I'induction du flux autophagique
facteurs de croissance, il est donc situé en amont des voies de signalisation Ras-Raf-MAPK et PI3K-Akt,
qui toutes deux contrélent I'activation de mTOR*®, La surexpression de miR-7 conduit donc a

I'induction du flux autophagique.

b. Base de données ARN (Autophagy Regulation Network)
Actuellement, il y a 1881 séquences de microARNs humains, référencées sur miRBase*'’
(http://mirbase.org/). On sait également qu'’il existe plus d’une trentaine de génes impliqués dans la

machinerie canonique de I'autophagie, sans compter les étapes permettant sa régulation. Chacune de
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ces protéines peut potentiellement étre régulée par un ou plusieurs des microARNSs, ce qui représente
un nombre de possibilités considérables qui ne pourront pas toutes étre détaillées dans ce manuscript.
Le volume de données générées est tel, qu’il est nécessaire de développer des outils bio-informatiques
permettant I'archivage et le tri des nouvelles informations recueillies. C'est dans cet esprit qu’une base
de données spécialisée a été développée I'an dernier: Autophagy Regulatory Network
(ARN ; http://autophagy-regulation.org)*®. Cet outil porte sur 38 protéines clefs de la machinerie
autophagique, et permet de les relier avec leurs régulateurs protéiques, transcriptionnels et post-
transcriptionnels. Il permet également d’établir des interconnexions entre différentes voies de
signalisation et |la voie de I'autophagie. Actuellement, cette base de données recense 1572 régulateurs

de I'autophagie, tous types de régulations confondues, dont 386 microARNs.
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CHAPITRE 4 : ROLE DE L’AUTOPHAGIE DANS LE CANCER

1 ROLE DE L’AUTOPHAGIE DANS LA TUMORIGENESE

L'autophagie est un processus présent a un niveau basal dans toutes les cellules, et assure le contréle
qualité du cytoplasme®?!. Comme décrit précédemment, ce mécanisme peut étre fortement activé en
réponse a de nombreux stress cellulaires tels que la carence en nutriments ou encore I'hypoxie, afin
de protéger la cellule et de permettre sa survie®®. Ainsi, 'autophagie constitue une barriére de
protection contre ces divers stress, et la transformation de cellules saines en cellules malignes en fait
partie. Le role de I'autophagie dans la tumorigenése est a double tranchant : I'autophagie peut agir en

tant que suppresseur ou promoteur de tumeur®??

. Dans ce chapitre, nous allons détailler les
mécanismes permettant I'existence de ces deux fonctions opposées de |'autophagie, puis nous
discuterons de I'importance du stade tumoral ainsi que du contexte génétique de la tumeur dans le

role du processus autophagique.

1.1 Fonctions anti-tumorales de I'autophagie

Dans la littérature, plusieurs études relient I'autophagie a la carcinogenése : chez 'lhomme, on
retrouve des délétions monoalléliques des protéines Beclin 1, UVRAG ou Bif-1 (protéines partenaires
au sein du complexe PI3K de classe Ill), dans certains cancers du sein, de l'ovaire, et de la

321423424 ot |'incidence de I'apparition de tumeurs spontanées est augmentée dans les souris

prostate
transgéniques Beclin 17* 4%, D’autres études dans des modéles murins ont permis d’assigner des
fonctions suppresseur de tumeurs a diverses protéines de I'autophagie : c’est notamment le cas pour

Atg5 et Atg7, dont la délétion entraine la formation de carcinomes hépatiques*?®

, ou Atgdc dont la
délétion augmente la susceptibilité de souris traitées par des agents chimiques a développer des
fibrosarcomes*?. Le réle de I'invalidation des génes codant pour Atg7 ou Ulk1 dans le développement
de syndromes myélodysplasiques a également été montré*?®, De plus, une étude récente a mis en
évidence que la mutation d’un facteur d’épissage (U2AF1, U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1)
entraine un clivage distal de la protéine Atg7, ce qui conduit a I'inhibition de I'autophagie associée a la
promotion de la croissance tumorale dans les syndromes myélodysplasiques ainsi que les leucémies

aiglies myéloides*?,

Il est également intéressant de constater que la majorité des voies de signalisation permettant le
controle de I'autophagie sont également impliquées dans le contrdle du cancer : la surexpression de
nombreux oncogénes entraine une diminution de I'autophagie lors du processus de transformation

oncogénique. C'est le cas par exemple de la voie PI3K/AKT, qui suite a son activation constitutive,
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Figure 32 : Fonctions anti-tumorales de I'autophagie

(adapté de Kroemer et al., 2015)*°

L’autophagie peut exercer des fonctions anti-tumorales par plusieurs mécanismes : I'activation de I'immunité
anti-tumorale, la préservation de la stabilité génomique, I'inhibition de processus inflammatoires, le maintien du
métabolisme cellulaire, la dégradation de protéines oncogéniques et I'induction de la mort cellulaire ou de la
sénescence.
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conduit a I'activation de mTORC1, et donc a l'inhibition de I'autophagie*!

. Loncogéne Bcl-2 est
également fréquemment surexprimé dans de nombreux cancers et entraine la diminution du flux
autophagique en se liant a la protéine Beclin 132, Ces observations semblent indiquer un rdle
suppresseur de tumeur de |‘autophagie. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ce roéle

oncosuppresseur de I'autophagie, ils sont présentés en Figure 32, et détaillés ci-dessous.

a. Prévention de la transformation de cellules normales
e (estion de la réponse a l'instabilité génomique
L'instabilité génomique est un phénomeéne fortement corrélé avec I'apparition de cancers : en effet,
elle constitue un territoire favorable a la transformation oncogénique des cellules®*. Certaines études
ont démontré que l'autophagie permettait de limiter les dommages a I'ADN, [linstabilité
chromosomique et I'aneuploidie®®*. On peut également constater qu’un déficit en autophagie est
associé a I'accumulation d’espéces réactives de l'oxygéne (ERO)**. Ces ERO sont des dérivés
hautement génotoxiques qui peuvent altérer de nombreuses macromolécules cellulaires (acides
nucléiques, protéines, lipides) et qui sont fréguemment produits lors de dysfonctions
mitochondriales®*®. ’autophagie, par la prise en charge de mitochondries endommagées (mitophagie),
permet de prévenir I'accumulation de ces mitochondries déficientes et ainsi de réduire le stress
oxydatif. L'ensemble de ces mécanismes indique que I'autophagie permet de protéger les cellules

contre l'instabilité génomique, et permet ainsi d’éviter I'apparition d’événements oncogéniques.

e Diminution de la réponse inflammatoire
De nombreuses études ont permis de mettre en évidence le réle du microenvironnement
inflammatoire dans la croissance tumorale*”’. Le processus autophagique permet de limiter cette
réponse inflammatoire, ce qui empéche le développement tumoral®®. Il a notamment été démontré
qgue l'inhibition de l'autophagie dans des cellules incompétentes pour I'apoptose induit la mort
cellulaire par nécrose, et augmente le taux d’inflammation ainsi que la croissance tumorale®®. La
nécrose est une forme de mort cellulaire connue pour stimuler une forte réponse inflammatoire®,
Ces résultats suggerent que I'autophagie contribue a la suppression de la tumeur en limitant la mort

cellulaire par nécrose et le développement du microenvironnement inflammatoire.

L'autophagie peut également diminuer I'inflammation en agissant a d’autres niveaux. Elle permet
notamment de dégrader les protéines composant I'inflammasome, une plateforme supramoléculaire
responsable de la sécrétion de cytokines inflammatoires ainsi que les mitochondries endommagées,
responsables de I’émission de signaux pro-inflammatoires*¥442, Une étude a notamment montré que
le blocage du récepteur a l'interleukine 1 dans des cellules déficientes en production de EROs

permettait une diminution de I'activité de I'inflammasome, associé a une restauration du processus
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autophagique®®. D’autres études ont montré que "accumulation de la protéine p62, induite par une
déficience en autophagie, active des facteurs de transcription impliqués dans la réponse au stress, tels

que NFkB, ou NRF2, et favorise I'inflammation®*,.

e Dégradation de pathogenes carcinogenes
Comme décrit en introduction, I'autophagie permet I’élimination de pathogenes intracellulaires
(xénophagie, chapitre 3 partie 1.3). Or, certains de ces pathogenes sont connus pour leur propriétés
oncogéniques. Une étude a notamment montré le role de la xénophagie dans I’élimination de
pathogénes tels que le virus d’Epstein Barr (EBV), ou la bactérie Helicobacter Pylori, deux pathogénes

responsables de cancers gastriques*®.

b. Maintien de ’'homéostasie métabolique
En conditions normales, I'essentiel de I'énergie utilisée par une cellule saine provient de I'’oxydation
du pyruvate dans les mitochondries (processus aérobie). Lors de la transformation maligne, on assiste
a un changement métabolique, et |la principale source d’énergie utilisée provient de la glycolyse suivie
de la fermentation de I'acide lactique (processus anaérobie) : c’est ce qu’on appelle I'effet Warburg?®®.
Dans ce cas, la consommation de glucose est nettement augmentée, et la respiration mitochondriale
n’est pas assez efficace pour produire toute I'énergie nécessaire a la cellule tumorale. De plus, certains
acides aminés comme la sérine et la glutamine deviennent indispensables a la cellule, pour faire face
a son activité métabolique augmentée®’4#, Le réle de I'autophagie dans ce cas est de rétablir un
métabolisme « traditionnel », en permettant la dégradation des mitochondries non fonctionnelles, et
en augmentant la quantité de nutriments disponibles pour la cellule grace, en particulier, au recyclage
d’acides aminés*®. Elle tend donc |3 aussi a jouer un rdle de suppresseur de tumeur en permettant la

normalisation du métabolisme tumoral.

c. Participation a des mécanismes oncosuppresseurs
e Mort cellulaire par autophagie
Bien que I'autophagie soit globalement percue comme un mécanisme permettant la survie cellulaire,
elle peut, dans certains contextes, avoir une action cytotoxique®®. Elle est considérée comme un type
de mort cellulaire programmée (type Il), au méme titre que I'apoptose (type 1), la nécrose (type Ill) et
la catastrophe mitochondriale (type IV). L’équipe du Dr. Patrice Codogno a proposé trois criteres qui
permettent de définir une mort cellulaire par autophagie®: (1) la mort cellulaire observée est
indépendante de l'apoptose, (2) la mort cellulaire est accompagnée d’'une augmentation du flux
autophagique, (3) l'inhibition pharmacologique ou génétique de l'autophagie prévient la mort
cellulaire. Ces trois criteres, et en particulier le dernier sont essentiels pour distinguer la mort cellulaire

par autophagie de la mort cellulaire accompagnée d’autophagie*?. Des exemples de mort cellulaire

144



145



par autophagie ont été essentiellement observés en réponse aux traitements par des agents anti-
cancéreux, et seront décrits dans la partie 2.2 de ce chapitre. Malgré le nombre croissant d’études
décrivant ce type d’autophagie, qualifiée aussi d’autophagie « cytotoxique »*3, la mort cellulaire par

autophagie reste encore trés discutée, et son existence est fréquemment remise en question*24>4,

e (ontréle de la prolifération cellulaire : impact sur la sénescence
induite par des oncogenes

Le groupe du Dr Levine a été un des premiers a démontrer le role négatif de I'autophagie sur la
prolifération cellulaire®®. Depuis, plusieurs études ont confirmé cette observation en décrivant
notamment la dégradation par autophagie de protéines impliquées dans la division cellulaire comme

)455

RHOA (ras homolog family member A)** ou la laminine B1%%®,

Cette observation est intéressante, car I'arrét de la prolifération cellulaire permet, de la méme facon
que l'exécution d’un processus de mort cellulaire programmé, de contrecarrer le développement
tumoral au cours d’un processus de transformation oncogénique. L'arrét du cycle cellulaire en phase
GO/G1 peut se faire de maniére permanente, ce qui est caractéristique du processus de sénescence.
Celle-ci peut étre induite par différents oncogenes (OIS, oncogene induced senescence), dont
I'oncogéne RAS*’, et plusieurs études ont montré que |'‘autophagie était nécessaire a son
induction*®%° || a notamment été montré que linhibition pharmacologique ou génétique des
protéines Atg5, Atg7 ou Beclin 1, empéche la mise en place de la sénescence*®%, Cependant, des
études plus récentes suggeérent que l'autophagie peut également jouer un réle opposé dans ce

461,462

processus , C’est pourquoi des investigations supplémentaires sont encore nécessaires pour

com prend re cette controverse.

Il faut également noter que l'arrét de la prolifération cellulaire au cours de la transformation
oncogénique peut dans certains cas étre réversible. Dans ces conditions, on dit que les cellules entrent
en dormance, et servent de « réservoir » a la pathologie. Ce processus, sera détaillé dans le paragraphe

1.2.b de ce chapitre.

e Dégradation de protéines oncogéniques
La protéine p62, une protéine adaptatrice impliquée dans l'autophagie sélective est souvent
accumulée dans les cellules lors d’un défaut d’autophagie, car elle est dégradée par ce processus.
Plusieurs études démontrent une association entre |'accumulation de cette protéine et la

463-485 en particulier dans les cellules exprimant I'oncogéne

transformation ou la progression tumorale
RAS*>, Certaines études suggérent que l'accumulation de p62 dans les cellules déficientes en
autophagie entraine I’activation de mTOR ainsi que de certains facteurs de transcription comme NFkB

ou NRF2, responsables de I'induction de processus favorisant le développement tumoral®®. Ces
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observations indiquent que I'autophagie permet de limiter le processus d’oncogenése en empéchant

I'accumulation de la protéine adaptatrice p62.

On peut également noter que dans certains cas, 'autophagie permet la dégradation d’oncogénes
comme par exemple BCR-ABL dans la leucémie myéloide chronique?® ou PML/RARa dans la leucémie

aiglie promyélocytaire®®’. |’

autophagie peut dans ces cas entrainer indirectement la mort cellulaire,

7 . s \ ’ . . ;. 468
car la plupart des cellules cancéreuses sont soumises au phénomene d’addiction oncogénique®®.
Enfin, d’autres études ont permis de montrer qu’une déficience en autophagie pouvait entrainer
I'accumulation de formes mutées de p53, inhibant l'action anti-tumorale de la protéine p53

sauvage®9470,

d. Activation de I'immunité anti-tumorale
Malgré un environnement inhospitalier (hypoxique), de nombreuses cellules immunitaires sont
capables d’envahir et d’éliminer les tumeurs en formation. L'autophagie pourrait donc servir a
|’adaptation des cellules immunitaires aux conditions métaboliques particuliéres présentes au niveau
du microenvironnement tumoral*’?. Plusieurs études ont montré que |'autophagie permet non
seulement de fournir les nutriments nécessaires aux cellules présentatrices d’antigénes (macrophages,
cellules dendritiques...), mais également de promouvoir la présentation antigénique par les molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | et [1*727%74, La présentation d’antigénes
tumoraux via le CMH de classe | permet I'activation des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+), et celle
via le CMH de classe Il permet I'activation des lymphocytes T helpers (CD4+), ce qui favorise ainsi
I’élimination de la tumeur en formation. D’autres études ont démontré I'importance de I'autophagie
pour la survie des cellules T matures, ayant migré en périphérie : I'activation de I'autophagie permet
la survie des lymphocytes T périphériques en dégradant des protéines apoptotiques ou en régulant

I’'homéostasie de leurs organites cellulaires®”>47®,

L'autophagie permet également aux cellules
tumorales de réguler leur taux intracellulaire d’ATP, et de le maintenir a un niveau suffisant. Lors de la
mort des cellules tumorales, le relargage de cet ATP permet non seulement de recruter directement
des cellules présentatrices d’antigenes au niveau de la tumeur, en agissant comme un signal « find-
me », mais également de sécréter des chimiokines immunostimulatrices*’?4’”. Toutes ces informations

montrent que I'autophagie facilite la mise en place de processus d’'immunosurveillance empéchant la

prolifération de cellules tumorales.

1.2 Fonctions pro-tumorales de I'autophagie

De nombreuses études montrent que I'autophagie peut également revétir un caractére pro-tumoral.
Il a notamment été montré in vivo que les délétions d’ATG5 et d’ATG7 préviennent la croissance
tumorale induite par 'oncogéne RAS*’®. De la méme maniére la délétion monoallélique de Beclin 1
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Figure 33 : Fonctions pro-tumorales de I'autophagie

(adapté de Kroemer et al., 2015)*3°

L’autophagie peut promouvoir la tumorigenese par plusieurs mécanismes incluant : la résistance a la carence en
nutriments, la résistance a I'anoikis, la survie des cellules sénescentes, la résistance aux thérapies anti-
cancéreuses et la résistance a I’hypoxie.
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inhibe totalement la formation de tumeurs dans des souris TSC*", c’est-a-dire des souris dans
lesquelles la voie mTOR est constitutivement inactivée, et qui présentent donc un fort taux
d’autophagie®®. Cette fonction pro-tumorale peut étre médiée par différents mécanismes, qui sont

présentés en Figure 33 et détaillés ci-dessous.

a. Résistance aux stress (stress métabolique, hypoxie et carence en
nutriments)

L’autophagie participe a I'oncogenése, notamment par la capacité de résistance au stress qu’elle
confere aux cellules tumorales. L’environnement des tumeurs est souvent hypoxique et carencé en
nutriments, ce qui entraine un changement métabolique au sein des cellules cancéreuses. Dans ces
conditions, l'autophagie permet aux cellules tumorales de résister a ces stress hypoxiques et
nutritionnels, en fournissant une quantité accrue d’énergie aux cellules en demande. Une étude a
notamment montré que I'autophagie était fortement activée dans le centre hypoxique des tumeurs,
avant que l'angiogenése ne soit mise en place et qu'elle puisse prendre le relai dans

439480 | ’autophagie est

I"approvisionnement des cellules, et ainsi favoriser la croissance tumorale
également essentielle au shift métabolique observé dans les cellules tumorales (effet Warburg, voir
partie 1.1.b)*1482 et certaines tumeurs présentent une « addiction a I'autophagie », car elle permet le
maintien d’un métabolisme soutenu®®, D’autres études montrent que I'autophagie peut étre activée
en paralléle dans les fibroblastes associés a la tumeur (CAFs, cancer associated fibroblasts), ce qui
permet la production d’énergie indispensable a la croissance des cellules tumorales adjacentes : c’est
ce qu’on appelle I'effet Warburg inverse®®*. En cas de stress oxydatif, dans un environnement
hypoxique, I'autophagie permet également la prise en charge des EROs, empéchant ainsi divers

dommages cellulaires®>. La capacité de I'autophagie a protéger les cellules de divers stress peut ainsi

se mettre au service de la croissance tumorale, une fois le processus de transformation amorcé.

b. Réle dans la survie de cellules dormantes
Comme décrit dans la partie 1.1.c de ce chapitre, I'autophagie joue un réle dans I'inhibition de la
prolifération cellulaire. Ce processus peut étre définitif (sénescence voir partie 1.1.c), mais également
temporaire. On parle alors d’entrée en « dormance » des cellules tumorales. L'autophagie a été
proposée comme un mécanisme permettant aux cellules d’entrer dans cet état de quiescence. Une
étude publiée par le groupe du Dr Amaravadi a mis en évidence que I'induction de I'autophagie dans
des modeéles murins de cancers du sein et de I'ovaire augmentait I’entrée en dormance des cellules
tumorales®®. || a également été montré que I'autophagie était impliquée dans la survie de cellules
souches cancéreuses (CSCs, Cancer Stem Cells), qui possédent des capacités d’auto-renouvelement, et
sont responsables de la résurgence de la maladie. Ceci a été montré dans un modeéle murin

d’adénocarcinome pancréatique exprimant le mutant KRASG12D, dans lequel I'inhibition de
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Figure 34 : Role de I'autophagie dans I’entrée en dormance des cellules tumorales

(adapté de Mathew et al., 2011)*>8

En présence d’un stress (notamment thérapeutique), les cellules tumorales meurent par apoptose. Cependant,
I’'autophagie peut permettre I’entrée en dormance d’une fraction de ces cellules (arrét de la prolifération, survie).
Lors de I'arrét du stress, la prolifération tumorale peut reprendre, ce qui peut étre responsable des rechutes
observées aprés une thérapie anti-cancéreuse.

Figure 35 : Role de 'autophagie dans la formation de métastases

(Adapté de Kenific et al., 2010)**”

L’autophagie joue un réle double dans la formation de métastases en fonction du stade de colonisation
métastatique. Elle permet d’induire la formation de métastases en provoquant une résistance a des mécanismes
de mort cellulaire (apoptose, anoikis), en favorisant la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) et la
transition Mésenchymato-Epithéliale (TME). Elle participe également a I'entrée en dormance des cellules
métastatiques et permet leur adaptation a un nouvel environnement. De facon opposée, |'autophagie inhibe la
formation de métastases en limitant la nécrose et l'inflammation au niveau de la tumeur, mais aussi en
entrainant la libération de HMGB1 (high—mobility group box 1), en inhibant la TEM et en permettant le maintien
des cellules métastatiques dans un état de dormance.
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'oncogeéne entraine la mise en dormance des cellules tumorales par un processus impliquant
I’autophagie*®®. Il faut également noter que l'inhibition de I'autophagie empéche le maintien d’un

phénotype de CSCs dans de nombreux types de cancers*%491,

Ce phénomene d’entrée en dormance des cellules cancéreuses est également observé en réponse a
un stress cellulaire (notamment un stress thérapeutique) : il permet la survie d’un pool de cellules
tumorales qui entrent en dormance, et dont la prolifération peut reprendre aprés arrét du traitement

(Figure 34). Ce mécanisme de dormance est donc associé a la résurgence de la maladie dans ce

CaS458’492’493.

¢. Réle duel de I'autophagie dans la formation de métastases
L'apparition de métastases se déroule en plusieurs étapes : (1) extension locale de la tumeur primaire,
(2) migration et intravasation de cellules tumorales dans les vaisseaux via un mécanisme de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM), (3) extravasation des cellules tumorales au niveau d’un site
secondaire et (4) colonisation de ce site secondaire via la transition mésenchymato-épithéliale
(TME)*4. Le rdle de I'autophagie dans le processus de dissémination métastatique est complexe et

peut varier a chaque étape (Figure 35).

(1) Au niveau du site primaire tumoral, I'autophagie permet la dégradation de I'inflammasome et
des mitochondries endommagées, ce qui limite I'inflammation et ainsi la formation de
métastases?’?. Il a également été montré que I"autophagie permet la sécrétion de HMGB1
(High-mobility group box protein 1), une protéine responsable de I'activation de I'immunité

anti-tumorale*®

. En revanche, a ce niveau, |'autophagie peut conférer une résistance a
I'apoptose induite par TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)*®, ce qui est
positivement corrélé 3 une augmentation des métastases dans le cancer du sein*’,

(2) Afin de passer dans la circulation, les cellules tumorales doivent se détacher de la tumeur
primaire (phénomene de TEM). Dans ce cas, I'autophagie permet aux cellules tumorales de
résister a I'anoikis, une forme de mort cellulaire déclenchée lorsqu’une cellule est détachée
de la matrice extracellulaire qui I'entoure®®. Le réle de I'autophagie dans la TEM est

499,500

ambivalent, et des études proposant un réle pro- ou anti- TEM pour I'autophagie ont été

publiées. L'autophagie permet en particulier de dégrader de nombreux facteurs de

G>01502 " [imitant ainsi la

transcription impliqués dans la TEM tels que SNAIL ou SLU
dissémination métastatique.
(3) L'autophagie, de par son role dans I'induction de I’entrée de cellules cancéreuses en dormance

(Partie 1.2b), permettrait de faciliter la survie de cellules colonisant un site secondaire®’. Une
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Figure 36 : Evolution de I'autophagie au cours du développement tumoral

(d’aprés Kroemer et al., 2015)*°

Les cellules saines sont protégées du processus de transformation tumorale par un niveau d’autophagie
fonctionnel. Un défaut d’autophagie a un temps donné, responsable d’un défaut d’oncosuppression, pourrait
expliquer la transformation de cellules saines en cellules tumorales. Les mécanismes permettant la restauration
d’une autophagie fonctionnelle aprés transformation ne sont pas encore élucidés.
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(4) étude a également montré que I'autophagie participait au processus de la TME dans des
hépatocytes®?, ce qui peut également favoriser le développement métastatique.

(5) Enfin, une fois le site secondaire colonisé, I'autophagie permet de restreindre I'expansion du
pool de cellules tumorales lorsqu’elles sont en état de dormance (arrét temporaire de la
prolifération cellulaire)®’. A l'inverse, I'autophagie peut permettre au pool de cellules
métastatiques de s’adapter au stress afférent a leur migration, et ainsi favoriser leur

prolifération®®,

1.3 Importance du stade de développement tumoral

Les rbles pro et anti-tumoraux de I'autophagie sont médiés par des mécanismes redondants. Par
exemple, le fait que I'autophagie permette de protéger la cellule de stress extérieurs peut a la fois
servir a I'inhibition du développement de la formation de tumeurs, mais peut également promouvoir
la croissance tumorale une fois la tumeur développée®®. L’hypothése qui permet de réconcilier toutes
ces observations tient compte de I'importance du stade de développement tumoral, et est présenté
en Figure 36. Une cellule « saine » a besoin de I'autophagie pour résister a divers stress. Un déficit en
autophagie dans une cellule normale peut faciliter sa transformation par un oncogene, car l'instabilité
génétique et le stress métabolique seront par exemple moins bien gérés. Puis, I'autophagie est a
nouveau requise lors de la progression tumorale et de la formation de métastases, notamment pour

résister au stress di au microenvironnement inhospitalier*3%50%4,

Ce réle dynamique et paradoxal de I'autophagie dans le processus de tumorigenése doit étre défini
plus précisément afin de permettre, a terme, I'utilisation a bon escient de modulateurs de I'lautophagie

dans les thérapies anti-cancéreuses.

2 ROLE DE L’AUTOPHAGIE EN REPONSE AUX TRAITEMENTS ANTI-
CANCEREUX

Les roles de I'autophagie dans le développement tumoral sont multiples, et peuvent notamment varier
en fonction du stade tumoral. La grande question actuellement est de savoir si des drogues permettant
la modulation de I'autophagie pourraient étre associées a des thérapies anti-cancéreuses afin de
potentialiser leurs effets cytotoxiques. Pour cela, il est nécessaire d’établir avec précision le réle du
processus autophagique dans la réponse aux traitements anti-cancéreux tels que la chimiothérapie, la
radiothérapie ou encore les thérapies ciblées. Il a été décrit que selon le contexte tumoral et le
traitement administré, 'autophagie pouvait revétir au moins quatre roles distincts que nous

détaillerons ci-dessous. La caractérisation du réle de I'autophagie en réponse au traitement par le
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crizotinib dans les LAGC ALK+ a été un des objectifs de mon travail de these.

2.1 Role cytoprotecteur

Il n"existe actuellement aucun moyen morphologique, biochimique ou moléculaire permettant
d’attribuer un réle a 'autophagie. Il faut obligatoirement passer par des techniques empiriques

permettant son inactivation, a I'aide d’inhibiteurs pharmacologiques, ou génétiques.

On dit que I'autophagie a une fonction cytoprotectrice lorsque son inhibition permet la sensibilisation

505

des cellules tumorales au stress thérapeutique®™. En général, cette sensibilisation se fait par

augmentation de l'apoptose induite par le traitement®®. Ce type d’autophagie, aussi appelé
autophagie cytoprotectrice, peut entrainer la résistance des cellules cancéreuses aux traitements®.
On peut citer I'exemple des leucémies myéloides chroniques, exprimant la tyrosine kinase
oncogénique Bcr-Abl traitées par une thérapie ciblée : I'imatinib. Ce traitement induit un flux
autophagique concomitant a la mort des cellules tumorales par apoptose. L'inhibition de I'autophagie
adjointe au traitement a I'lmatinib permet de potentialiser les effets cytotoxiques du traitement, et
ainsi de contrecarrer des résistances naissantes®®. On retrouve de nombreux exemples d’autophagie

cytoprotectrice induite en réponse a divers agents anti-cancéreux. C’est le cas dans d’autres cancers

509

hématologiques tels que les leucémies aigues myéloides>?”, mais également dans des cancers solides

511 512 514

tels que le cancer du sein®'°, du pancréas®?, de la prostate®?, des ovaires®3, du poumon®%, et aussi

515,516 517

des glioblastomes et les cancers gastro-intestinaux>'’.

2.2 Role cytotoxique

L'autophagie peut également jouer un role cytotoxique c’est-a-dire qu’elle peut entrainer la mort
cellulaire une fois induite®®. Dans ce cas, elle agit en synergie avec le traitement anti-cancéreux pour
induire la mort cellulaire soit par une augmentation de I'apoptose, soit par autophagie cytotoxique®®.
Il a notamment été démontré que I'induction d’autophagie via I'inhibition de Bcl-2 par interférence a
I’ARN potentialise la mort cellulaire induite par la doxorubicine dans le cancer du sein®'°. D’autres cas

d’autophagie cytotoxique ont été décrits dans le cancer du sein3*%, mais également dans le cancer du

523-525 526-528

poumon>%522 dans les glioblastomes ainsi que dans des cancers hématologiques

2.3 Role cytostatique

Le rble cytostatique de I'autophagie est moins décrit dans la littérature que les deux précédents.
L'autophagie cytostatique permet la sensibilisation de la tumeur au traitement : elle n’entraine pas

I'induction de mort cellulaire mais permet en revanche I'arrét prolongé de la croissance tumorale>®,
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Le role de ce type d’autophagie sur I'induction du processus de sénescence est actuellement étudié
dans quelques équipes. L'équipe du Dr. Gewirtz est la premiére a avoir décrit ce type d’autophagie
dans les NSCLC ALK- apreés traitement par la vitamine D et par des analogues de la vitamine D>%°. Cette
autophagie cytostatique permet d’augmenter la sensibilité des cellules au traitement par
radiothérapie. Le groupe du Dr Huang a lui aussi récemment montré l'induction d’autophagie
cytostatique dans le cancer du sein aprés traitement par I'lvermectine, un agent antipaludique

possédant des propriétés anticancéreuses*®.

2.4 Role non-protecteur

Cette forme d’autophagie est la moins décrite dans la littérature. Elle peut étre induite par de
nombreux stress, mais a la différence des autres formes, son inhibition n’entraine ni
sensibilisation®3°32, ni résistance au traitement®®. Des études supplémentaires sont nécessaires afin
de déterminer la fonction de cette autophagie et sa potentielle utilisation dans un contexte

thérapeutique.

3 « SWITCH » DU ROLE FONCTIONNEL DE L’AUTOPHAGIE

Déterminer le role de I'autophagie dans un contexte tumoral précis et aprés un traitement particulier
est tres complexe. De nombreux exemples dans la littérature ont décrit que I'autophagie pouvait, selon
la nature des traitements, changer de rdle fonctionnel au sein d’'un méme modele expérimental. On
parle alors de « switch » dans la fonction de I'autophagie. Plusieurs exemples seront détaillés ci-
dessous, et nous exposerons ensuite le cas particulier de la régulation fonctionnelle de I'autophagie

sur le plan moléculaire par le couple Beclin 1/BCL-2.

3.1 De la cytoprotection a la cytotoxicité

Plusieurs études décrivant un switch de I'autophagie cytoprotectrice vers |'autophagie cytotoxique ont
été publiées. La premiére, dans le cancer du sein, a montré que le traitement de cellules de carcinomes
mammaires par radiothérapie induit de I'autophagie cytoprotectrice. Lorsque la radiothérapie est
combinée avec un traitement a base d’analogues de la vitamine D, la mort cellulaire est potentialisée,

>10533 | ’addition de vitamine D dans ce systéme induit

les cellules meurent en partie par autophagie
donc un switch entre un réle cytoprotecteur et un role cytotoxique de I'autophagie. Une autre étude
dans le cancer du c6lon semble indiquer que la protéine p53 jouerait un réle dans le switch de fonction
de l'autophagie. En effet, 'autophagie joue un rdle cytoprotecteur en réponse au topotecan, un
inducteur de dommages a I’ADN dans des cellules de cancer colorectal exprimant une protéine p53

sauvage, alors que dans les cellules exprimant une mutation de p53,
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Figure 37 : Les voies permettant I'induction de 'apoptose

(d’aprés Youle et al., 2008)>3*

L’apoptose peut étre induite par deux voies majeures. (1) La voie intrinseéque survient en réponse a divers stress
cellulaires (génotoxiques, métaboliques ou transcriptionnels). Ces stress déclencheront I'activation de protéines
a domaine BH3-seulement, qui résulte en I'inactivation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Cette inactivation
leve I'inhibition de Bax et Bak qui pourront former des pores au niveau de la mitochondrie et induire le relargage
du cytochrome C. Certaines protéines a domaine BH3-seulement, peuvent activer Bax et Bak directement. (2) La
voie extrinseque implique des récepteurs de surface cellulaire tels que FAS ou TNFR1, qui vont activer la caspase
8, qui a son tour permettra |'activation de la caspase 3, et conduira a I'apoptose. Les deux voies apoptotiques
sont interconnectées via la protéine BID dont le clivage par la caspase 8 permet I'induction de la voie apoptotique
intrinséque.
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I'autophagie induite en réponse au traitement est de type cytotoxique®®. D’autres études suggérent
que le réle de I'autophagie serait dépendant du statut sensible ou résistant des cellules tumorales au
traitement. C'est notamment le cas dans des cellules d’ostéosarcome résistantes ou non a la
camptothécine (un inhibiteur de la topoisomérase 11)>3, et dans des cellules myéloides, résistantes ou
non au vorinostat (un inhibiteur d’histones déacétylases)®®’. Dans ces deux études, les traitements
induisent de l'autophagie, qui revét une fonction cytotoxique dans les cellules normales, et

cytoprotectrice dans les cellules résistantes au traitement.

3.2 Le cas du couple Beclin 1/BCL-2

Dans ce contexte de switch autophagique, nous allons nous intéresser plus particulierement a la
protéine BCL-2, connue pour moduler a la fois la réponse apoptotique, mais également la réponse

autophagique de la cellule, notamment en liant la protéine Beclin 1.

a. Généralités sur la protéine BCL-2
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) est une protéine qui a initialement été identifiée dans le lymphome B
folliculaire®® et qui représente le prototype d’une famille de protéines contenant toutes un ou
plusieurs domaines BH (Bcl-2 homology). Ces protéines sont séparées en deux groupes: celles
possédant une fonction anti-apoptotique comme Bcl-2, Bcl-XL ou Mcl-1 et celles possédant des
propriétés pro-apoptotiques comme Bax et Bak®*. Cette famille de protéines prend part a de
nombreuses interactions protéiques, afin de réguler la réponse apoptotique d’une cellule a un stress.
La régulation de I'apoptose par la famille de protéines portant un domaine BH est présentée en Figure
37. Elle se déroule principalement au niveau mitochondrial : c’est ce qu’on appelle la voie apoptotique
intrinséque>*®>%2, En temps normal, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1 sont
localisées a la surface de la mitochondrie ol elles forment des hétérodimeres avec Bax et Bak et
empéchent la perméabilisation de la membrane mitochondriale. En présence d’un stimulus
apoptotique, Bax et Bak vont se détacher de ces protéines, et former des pores a la surface de la
mitochondrie, entrainant le relargage du cytochrome C dans le cytoplasme. Ceci activera ensuite les

caspases, et aboutira a la mort de la cellule par apoptose.

b. Role de Bcl-2 : de I'apoptose a I'autophagie
La protéine Beclin 1 a été initialement identifiée comme une protéine pouvant se lier a Bcl-2*® vig son

domaine BH3>*, et a été la premiére protéine humaine décrite comme indispensable pour
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Figure 38 : Interconnexion entre I'autophagie et I'apoptose

(Adapté de Maiuri et al., 2007)>*°

De nombreux stress peuvent induire soit de I'apoptose soit de I'autophagie, en fonction de seuils de sensibilité
(a déterminer). L'induction exclusive de I'un ou I'autre de ces processus peut s’expliquer par le fait que I'apoptose
et I'autophagie s’inhibent mutuellement (notamment au niveau de linteraction entre Beclin 1 et Bcl-2).
L’induction parallele de ces deux processus a cependant également été démontrée. Il est aujourd’hui admis que
I"'apoptose conduit a une mort cellulaire massive et irréversible, alors que I'autophagie permet I'adaptation des
cellules et leur survie face a un stress. Néanmoins, un réle cytotoxique de I'autophagie a également été démontré
dans plusieurs modéles.

161



I’autophagie*?. La découverte de I'interaction entre ces deux protéines a permis de mettre en lumiére
une des interconnexions entre les processus apoptotiques et autophagiques. Le réle de la protéine
Beclin 1 dans I'induction de I'autophagie a été décrit dans le chapitre 3, partie 2.3. Cette protéine fait
partie du complexe de nucléation de I'autophagie et permet |'activation de Vps34, une PI3kinase de
classe lll, essentielle pour la formation de I'autophagosome. La liaison de BCL-2 a Beclin 1 empéche la
formation de ce complexe et inhibe ainsi I'induction du processus autophagique. En absence de
stimulus apoptotique, Bcl-2 est liée a Bax et Bak afin d’empécher la perméabilisation de la membrane
mitochondriale. Beclin 1 est donc libre d’induire de l'autophagie. En présence d’un stimulus
apoptotique, Bcl-2 est dans I'incapacité de se lier avec Bax et Bak et est libre pour se lier a Beclin 1.
Dans ce contexte, I'induction d’apoptose exclue donc I'induction d’autophagie®®. La relation entre
|"apoptose et I'autophagie est présentée en Figure 38. Bcl-2 peut donc étre considéré comme un levier
moléculaire pouvant enclencher I'apoptose ou I'autophagie de par son interaction avec la protéine

Beclin 1.

Il est cependant important de noter que la protéine Bcl-2 n’est pas la seule protéine permettant a la
fois la régulation de I'autophagie et de I'apoptose. De nombreuses autres régulations croisées entre

ces deux processus ont été décrites et sont présentés en Figure 39.

c¢. Beclin 1/BCL2 : un frein a I'activation d’autophagie cytotoxique
L'interaction Beclin 1/Bcl-2 permet la modulation fine de I'induction du processus autophagique.
Certaines hypotheses reliant I'intensité du flux autophagique a son role fonctionnel ont été proposées :
lorsque I'autophagie est induite a un niveau modéré, elle aurait des fonctions permettant la survie
cellulaire, en permettant le recyclage des nutriments ou des macromolécules afin de fournir de
I’énergie aux cellules. Lorsque le flux autophagique augmente, le processus s’emballe, et on assisterait

5 aboutissant a la mort par autophagie. Le role

a la digestion massive des composants intracellulaires
de la protéine Bcl-2 est tres intéressant si I'on considére cette hypothese. En effet, comme montré
dans le paragraphe précédent, Bcl-2 permet de moduler I'intensité de I'autophagie en liant la protéine
Beclin 1. Le groupe du Dr. Levine a démontré que I'introduction d’'une mutation dans le domaine BH3
de Beclin 1 (empéchant la liaison de Beclin 1 a Bcl-2), induit une augmentation massive du flux
autophagique associée a une mort cellulaire importante3?. Ce phénoméne de mort cellulaire a été
montré comme étant indépendant des caspases, et I'inhibition de I'autophagie permet sa réversion.
Une induction massive d’autophagie médiée par I'absence d’interaction entre Beclin 1 et Bcl-2 joue
donc un rdle cytotoxique. Une deuxieme étude confirme le r6le de Bcl-2 dans ce contexte. L'équipe du
Dr. Zehng-Hong a démontré qu’aprés une carence en nutriments, une forte augmentation du flux
autophagique, et en parallele une forte augmentation de I'expression de Bcl-2 sont observées.

L’administration d’un inhibiteur de Bcl-2 (tel que I’ABT-737 ou le HA 14-1), en en combinaison a une
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Figure 39: Acteurs moléculaires de I'interconnection entre I'autophagie et I’apoptose

(Adapté de Marino et al., 2014, Thorburn et al., 2015)>46>%

L'interconnexion entre l'autophagie et 'apoptose peut étre médiée par de nombreux acteurs moléculaires
communs aux deux processus (panel A). Les protéines impliquées dans la machinerie de I'autophagie peuvent
étre responsables de I'inhibition (panel B) ou de I'activation (panel C) de I'apoptose. Les protéines impliquées
dans la machinerie apoptotique peuvent également entrainer I'inhibition de I'autophagie (panel D). Enfin, des
fonctions Iéthales des protéines Atg non liées a I'autophagie ont été décrites (panel E).

FIP200, focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD ; MOMP, Mitochondrial outer membrane
permeabilization;, DRAM1, DNA Damage Regulated Autophagy Modulator 1 ; AMPK, AMP-activated protein
kinase ; Bax, Bcl-2—associated X ; Bcl-2, B-cell lymphoma 2 ; BIM, Bcl-2 interacting mediator ; JNK, Jun N-terminal
kinase ; DAPK1, Death Associated Protein Kinase 1 ; PP2A, Protein phosphatase 2A ; AKT, AKT8 virus oncogene
cellular homolog ; c-Myc, Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog ; PUMA, p53 upregulated
modulator of apoptosis ; AMBRA1, Autophagy And Beclin 1 Regulator 1 ; FADD, Fas-Associated protein with Death
Domain ; FAP1, Familial Amyloidotic Polyneuropathy Type 1 ; Mcl-1, Induced myeloid leukemia cell differentiation
protein
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déprivation en nutriments entraine un flux autophagique encore plus important, accompagné d’une
mort cellulaire massive, qui peut étre contrecarrée par des inhibiteurs d’autophagie®®. Enfin, dans une
troisieme étude, I'équipe du Dr Staudt a montré que dans le myélome multiple, la caspase 10 entraine
le clivage de BCLAF1 (BCL2 Associated Transcription Factor 1) une protéine pouvant se lier a Bcl-25%.
Lorsque BCLAF1 est clivée, Bcl-2 peut se lier a Beclin 1, ce qui inhibe I'autophagie. Cette étude confirme
bien I'implication de Bcl-2 dans la régulation de I'autophagie. Ces trois études indiquent que la protéine
Bcl-2 agirait comme un frein moléculaire permettant de restreindre la réponse autophagique d’une
cellule afin d’éviter un flux trop intense qui lui serait délétere. Cette hypothése est actuellement en
cours d’étude dans notre laboratoire (Torossian, Frentzel et al., manuscrit en préparation), et sera

également évoquée dans la partie résultats de ce manuscrit.

d. Les microARNs dans le « switch » autophagique
Les microARNs peuvent inhiber I'expression de nombreux génes communs aux processus
d’autophagie et d’apoptose3>85°0, C’est notamment le cas de la famille des protéines anti-apoptotiques
(Bcl-2, MCL1, BCL2L1), qui représentent un point central a I'intersection entre ces deux voies de
signalisation, et qui peuvent &tre régulés par plusieurs de ces petits ARNs>*L. Cependant, actuellement
aucun cas de microARN permettant d’induire un « switch autophagique » n’a été rapporté dans la

littérature.

4 MODULATION DE L’AUTOPHAGIE DANS LES CANCERS

La découverte de I'implication de I'autophagie dans le développement tumoral a généré beaucoup
d’enthousiasme et de nombreux essais cliniques combinant des modulateurs de I'autophagie aux
traitements anti-cancéreux sont actuellement en cours (Tableau 9). Néanmoins, plusieurs problémes
se posent encore quand a l'utilisation en routine de modulateurs de I'autophagie dans la thérapie anti-
cancéreuse : (1) il est a I'heure actuelle impossible de prédire si une réponse autophagique va étre
déclenchée systématiquement aprés un traitement chez un patient. (2) Si une réponse autophagique
est enclenchée, il n'existe pas de moyen de déterminer son réle fonctionnel dans la réponse au
traitement (cytoprotecteur ou cytotoxique), bien que I'autophagie cytoprotectrice semble étre la
forme la plus répandue. (3) Il n’existe actuellement pas de marqueurs fiables de mesure de
I’autophagie pouvant étre utilisé pour le diagnostic®®. De nombreux efforts sont donc encore a fournir
avant que la modulation de I'autophagie puisse étre possible en clinique. Il est tout particulierement
important de pouvoir déterminer le role de la réponse autophagique induite par différents

traitements, pour savoir de quelle maniere la moduler.
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Tableau 9 : Tableau présentant les molécules permettant I'inhibition de I’autophagie

(d’aprés Pasquier et al., 2016)>°?

Diverses classes de molécules permettent I'inhibition de I'autophagie. On retrouve notamment des inhibiteurs
pan-PI3K, des inhibiteurs de la PI3K de classe Il Vps34, des inhibiteurs de la kinase ULK1 mais aussi des inhibiteurs
de I'activité lysosomale.
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L'autophagie pouvant jouer un réle pro- ou anti-tumoral, il est nécessaire de disposer d’outils
permettant son activation ou son inhibition pour potentialiser I'effet d’agents thérapeutiques anti

cancéreux.

4.1 Outils pharmacologiques permettant la modulation de
I'autophagie

a. Inhibiteurs d’autophagie
Dans la plupart des cas, il a été décrit que I'autophagie aurait un role cytoprotecteur en réponse a un
traitement anti-tumoral. Le focus a donc été mis sur le développement d’inhibiteurs de I'autophagie
pouvant potentiellement étre utilisés en clinique par la suite. Les composés utilisés pour inhiber

I"autophagie sont présentés dans le Tableau 9.

e Agents lysomotropiques
L'inhibiteur classique le plus connu de I'autophagie est la chloroquine ou I’'hydroxychloroquine, qui
empéchent ['acidification du lysosome et préviennent donc la dégradation du contenu de
I’'autophagosome, bloquant ainsi le flux autophagique?®. Cette molécule est utilisée en premiére
intention pour son activité anti-paludique : elle s"accumule dans la vacuole digestive du Plasmodium,
ou elle se fixe a la ferriprotoporphyrine IX, et empéche son élimination. L'accumulation de cette
ferriprotoporphyrine IX entraine la mort du parasite®>:. De nombreux essais cliniques combinant la

chloroquine a des traitements anti cancéreux ont déja été menés et sont également en cours.

Malgré son utilisation précoce en thérapie, la chloroquine présente plusieurs problemes majeurs,
freinant son utilisation en clinique : (1) son activité n’est absolument pas spécifique a I'inhibition de

I'autophagie : certaines études démontrent que la chloroquine peut avoir des effets sur

554,555 556

I"apoptose ou sur la vascularisation tumorale Elle possede également des propriétés
immunosuppressives®75%8, |a rendant difficile a attribuer a des patients subissant un traitement lourd.
(2) La dose a laquelle elle est administrée dans les essais cliniques (10mg/kg/jour) ne permet
absolument pas linhibition de I'autophagie chez les patients. Pour pouvoir inhiber le flux
autophagique, il faudrait monter a des doses d’au moins 50mg/kg/jour de chloroquine®*, ce qui n’est
pas tolérable par I'homme. (3) Son habilité a inhiber le flux autophagique est trés réduite dans un
environnement hypoxique et/ou acide. Or, dans le cas des cancers solides, le centre de la tumeur est
pauvre en oxygene et trés acide : la capacité de la chloroquine a inhiber I'autophagie y serait donc
fortement limitée®®°. (4) La chloroquine présente des propriétés immunosuppressives : ’adjonction

de cette drogue avec des traitements lourds, comme de la chimiothérapie par exemple engendreraient

une fragilisation supplémentaire du patient>7"->%,
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Tableau 10 : Tableau présentant les molécules couramment utilisées permettant I'induction de I’'autophagie
(d’aprés Levine et al., 2015)5!

Ce tableau présente une sélection de molécules permettant I'induction d’autophagie. On peut classer ces

molécules en trois groupes : (1) les molécules approuvées par la Food and Drug Administration (FDA), (2) les
molécules en cours d’expérimentation et (3) les compléments alimentaires.
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Afin d’augmenter [I'activité de |'hydroxychloroquine, des équipes se sont intéressées au
développement d’analogues de ce composé : c’est ainsi que le Lys05 a été identifié®?. Les tests
précliniques de ce composé semblent donner des résultats prometteurs, et des études plus
approfondies sont en cours. D’autres agents lysomotropiques ont aussi été décrits (également
présentés sur le Tableau 9). Il faut cependant noter qu’aucun d’entre eux n’est a I’'heure actuelle utilisé

en clinique.

e [nhibiteurs de PI3Kinases

Certains inhibiteurs pan PI3Kinases sont utilisés pour I'inhibition de I'autophagie. On peut notamment
citer la 3 methyladenine (3-MA), la wortmannin, et le LY294002, qui inhibent les PI3kinases de classe |
et lll. Ces inhibiteurs ne sont pas envisageables pour une utilisation clinique di a leur manque de
spécificité, mais aussi du fait de leur faible efficacité (nécessité d’administration de fortes doses ce qui
augmente également leurs effets non spécifiques)>®?. De nouveaux inhibiteurs pan PI3Kinases ont
depuis été développés : il s’agit du PT210 et du GSK-2126458°%3°64 mais leurs effets sur I'inhibition de
I"autophagie in vivo restent encore a démontrer. Plusieurs études ont permis I'identification de Vps34
comme une bonne cible thérapeutique pour invalider I'autophagie. De nombreux inhibiteurs
spécifiques de cette PI3K de classe Il ont alors été développés. La spautin-1 (specific and potent
inhibitor of autophagy 1) n’influence pas I'activité catalytique de Vps34, mais permet la dissociation
des complexes formés par cette protéine>®. Des études pré-cliniques ont montré que cette molécule
permettait la potentialisation des effets de I'lImatinib®®® dans les leucémies myéloides chroniques. Deux
familles d’inhibiteurs de [I'activité catalytique de Vps34 ont également été développées: les
pyrimidinones comprenant Sar405 et le composé 31, ainsi que les bisaminopyrimidines telles que

Vps34-IN1 et PIK-III (Tableau 9).
e [Inhibiteurs de ULK1

La protéine ULK1 fait également partie des protéines a cibler préférentiellement pour inhiber le flux

autophagique. A I'heure actuelle, trois composés sont disponibles pour inhiber ULK1.

Le SBI-0206965 empéche la phosphorylation de Vps34 par ULK1°®’. Cette molécule présente
cependant de nombreux effets non spécifiques, et reste encore a ajuster avant une potentielle
utilisation en clinique. Le MRT68921 et le MRT67307, sont deux inhibiteurs compétitifs de I'’ATP
permettant 'inhibition de I'activité de ULK1 mais également de son homologue ULK2°%, Le réle de ces
inhibiteurs dans la réponse aux traitements anti-cancéreux doit encore étre étudié plus en détail dans

des modeles animaux puis en essais cliniques.
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b. Activateurs d’autophagie
Bien que le consensus général reste I'inhibition de I'autophagie dans le traitement du cancer, il faut
garder en mémoire que dans certains cas, les propriétés cytotoxiques de I'autophagie prennent le
dessus. Il est donc nécessaire de disposer de molécules permettant I'induction de I'autophagie. Il a été
montré que ces molécules induisent I'autophagie, mais la mort cellulaire par autophagie suite au
traitement par ces composés n’a pas été démontrée®. On retrouve notamment des inhibiteurs de la
voie mTOR comme la rapamycine, des inhibiteurs de tyrosine kinases comme I'imatinib, et aussi
d’autres molécules comme des BH3 mimétiques, ou des compléments alimentaires comme la caféine,
le resvératrol ou la vitamine D (Tableau 10)°%%. Ces activateurs de I'autophagie sont présentés dans le
tableau 11. Il est d’ailleurs intéressant de noter que la rapamycine est une thérapie envisagée dans le
traitement des LAGC ALK+, car elle exerce une tres forte action antiproliférative sur les cellules

tumorales portant 'oncogéne ALK>"°,

En conclusion, il faut noter que pour une utilisation en clinique de modulateurs de I'autophagie, de
nombreuses données sont encore manquantes. |l faut garder a I'esprit que des déficits en autophagie
ont été associés a des pathologies humaines sévéres et notamment neurodégénératives. Une
meilleure compréhension du role de I'autophagie aux différentes étapes du développement tumoral
et de la réponse au traitement est absolument nécessaire, tout comme le perfectionnement du

développement d’inhibiteurs spécifiques de ce processus.

4.2  Outils moléculaires permettant la modulation de I'autophagie

Les microARNs (miRs) sont des outils envisagés dans des stratégies thérapeutiques et notamment dans
la détection et le traitement du cancer. Leur expression tissu-spécifique (réle oncogénique ou tumeur
suppresseur) ainsi que leur présence dans différents fluides corporels (urine, salive, sérum) les place

comme des candidats idéaux en tant que biomarqueurs du cancer®’!

. On peut notamment citer une
étude ayant développé un test sanguin basé sur la présence d’une signature de microARNs dans le

sérum (« miR-test »), et permettant le diagnostic du cancer du poumon avec une fiabilité de 74.9%°72.

Les miRs peuvent également donner des informations pronostiques, c’est-a-dire qu’ils peuvent étre

utilisés dans la prévision de la réponse a un traitement. De nombreuses études vont dans ce sens, mais

571

leur validation reste encore nécéssaire’*. On peut néanmoins citer le cas de miR-224, un marqueur de

mauvais pronostique dans le cancer colorectal®”?

, miR-200a qui au contraire est de bon pronostic dans
ce méme cancer’®, ou encore miR-155 qui a été associé a une mauvaise réponse au traitement R-

CHOP dans des lymphomes B diffus & grandes cellules®”.
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Figure 40 : Applications thérapeutiques et cliniques des microARNs

(adapté de Hydbring et al., 2013)°7°

Les quatre principales entreprises impliquées dans le développement de thérapies a base de microARNs sont
présentées sur cette figure. Les microARNs en rouge représentent une thérapie de remplacement, ol une
molécule mimant le microARN est administrée au patient. Les microARNs en vert représentent les thérapies
d’inhibition, ou des molécules ciblant le microARN endogene sont administrées.
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Comme évoqué dans la partie 4.2 du chapitre 3, les microARNs peuvent réguler I'autophagie a toutes
les étapes du processus. Globalement, ils peuvent avoir une fonction d’inhibiteur ou d’activateur du
flux autophagique et pourraient donc étre des molécules d’avenir dans la modulation thérapeutique
du flux autophagique. Enfin certaines études démontrent que les microARNs possédent un potentiel
thérapeutique certain. La thérapie la plus avancée utilisant un miR est le MRX34, un mimétique du
miR-34 qui permet de restaurer |'expression de ce miR dans les cellules cancéreuses (Mirna

Therapeutics, http://www.mirnarx.com/). D’autres entreprises comme Regulus Therapeutics, Miragen

Therapeutics ou Santaris pharma sont intéressées dans le développement de thérapies a base de
micoARNs, elles sont présentées en Figure 40. Les microARNs sont connus pour avoir des cibles
multiples, participant en général aux mémes voies de signalisation : cette propriété permettrait a une
thérapie a base de microARN, d’étre plus efficace qu’une thérapie classique. Cependant, cette
propriété renforce également la possibilité d’effets non-spécifiques, c’est pourquoi le choix des

microARNs a cibler reste crucial.
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Les données de la littérature indiquent que les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules exprimant
la tyrosine kinase oncogénique ALK (LAGC ALK+) sont des cancers de bon pronostic, par rapport aux
autres lymphomes T périphériques. Cependant, prés de 30% des patients rechutent précocement
apres la premiére ligne de traitement, et ces rechutes sont agressives. Il faut également noter que
cette pathologie touche une population pédiatrique, et que le traitement par chimiothérapie entraine
de nombreux effets secondaires a long terme que I'on cherche a éviter. L'utilisation de thérapies
permettant I'inhibition de I’activité tyrosine kinase de ALK, comme le crizotinib, commence a se
développer en clinique, et permettrait une amélioration certaine des conditions de vie des patients
lors du traitement. Cependant, il faut garder a I'esprit que ces traitements ne sont pas optimaux : on
constate notamment une reprise de la croissance tumorale dés I'arrét de la thérapie ciblée. De plus,
de nombreux mécanismes de résistance a ces inhibiteurs sont apparus, ce qui a conduit au
développement d’inhibiteurs de ALK de nouvelle génération. Pour I'avenir, les cliniciens s’orientent
donc vers des thérapies combinant deux ou plusieurs agents, afin de cibler la pathologie sur plusieurs
fronts et de réduire les doses des différents agents utilisés. Plusieurs essais cliniques sont actuellement
en cours et visent a déterminer I'efficacité de combinaisons comprenant des chimiothérapies (CHOP,
vinblastine), des thérapies ciblant ALK (crizotinib, ceritinib), ou d’autres molécules comme I'anticorps

anti-CD-30 (brentuximab-vedotin).

En parallele, de plus en plus d’études ont permis de montrer que I'autophagie était un processus
impliqué dans la tumorigenese, ainsi que dans la réponse au traitement. Dans la littérature, il a été mis
en évidence que son rdle pouvait étre double car en fonction des conditions dans lesquelles elle est
activée, I'autophagie peut favoriser ou freiner la croissance tumorale. Certaines études ont également
proposé que le ciblage de I'autophagie par des approches pharmacologies ou moléculaires pourrait
permettre de contrer les résistances aux inhibiteurs de tyrosine kinases®’’. Cependant, le rdle de
I"autophagie reste ambivalent, et peut basculer de la cytoprotection vers la cytotoxicité : on parle alors

de « switch autophagique ».

C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de these qui ont eu pour objectifs principaux :
- Dedéterminer sil'autophagie était activée dans les LAGC ALK+ en réponse a divers traitements
(Inhibiteurs de ALK de premiere et de seconde génération et chimiothérapies)
- De déterminer le réle de I'autophagie dans les LAGC ALK+ en réponse aux traitements.
- D’étudier les voies permettant la régulation de I'autophagie dans les LAGC ALK+ en se
focalisant d’'une part sur la voie mTOR et d’autre part sur I'étude des microARNs, dont le

microARN miR-7, dans le controle du « switch autophagique » sous traitement par le crizotinib.
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PARTIEI : ARTICLE I

L’inhibition de I’autophagie potentialise I’action anti-tumorale du
crizotinib dans les LAGC ALK+

1 INTRODUCTION

L'utilisation en clinique du crizotinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase ALK, s’est récemment
développée et fait désormais partie de la premiere ligne de traitements des NSCLC ALK+. En Europe,
les premiers patients de LAGC ALK+ ont également bénéficié du traitement par cet inhibiteur.
Cependant, cette thérapie pose toujours probleme, car son arrét induit une régénération systématique

de la croissance tumorale, ce qui entraine la rechute des patients ayant bénéficié de ce traitement.

Au moment ol j'ai débuté ma these, I'autophagie avait déja été proposée comme un mécanisme de
résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase. Il avait notamment été démontré que l'inhibition de cette
voie pouvait potentialiser I'effet anti-tumoral de divers traitements comprenant aussi bien des
thérapies ciblées que des chimiothérapies. A l'inverse, d’autres études montraient également que
I"autophagie pouvait contribuer a la mort des cellules tumorales, confirmant ainsi 'ambivalence de ce

processus qui peut étre soit bénéfique, soit néfaste pour les tumeurs.

Ces données de la littérature nous ont conduits a mener une premiere étude, dont les objectifs

étaient :

1. De caractériser I'autophagie en réponse a l'inhibition de ALK dans les LAGC NPM-ALK+

2. De déterminer le role de cette réponse autophagique dans les LAGC NPM-ALK+

2 RESULTATS DE L'ETUDE
2.1 Mise en évidence d’'une réponse autophagique apres

I'inhibition de ALK

Le premier objectif de mon travail de these a été d’évaluer la réponse autophagique suite a I'inhibition
de ALK dans des cellules de LAGC NPM-ALK+ (Karpas-299 et SU-DHL-1), notamment apres traitement

de ces cellules par le crizotinib, un inhibiteur de I'activité tyrosine kinase de ALK (ITK).

Pour cela, nous avons tout d’abord observé différents marqueurs de I'autophagie dans les cellules
traitées ou non par cet ITK. Nous avons ainsi pu montrer I'augmentation du nombre de vésicules acides

en réponse au traitement au crizotinib dans les Karpas-299, de la méme fagon qu’avec un traitement
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a la rapamycine (inhibiteur de mTOR et un inducteur classique de I'autophagie) (Figure 1a, 1b, 1c,
Article 1). 1l est intéressant de noter qu’une inhibition moléculaire de ALK (siRNA dirigé contre ALK)
dans la méme lignée cellulaire provoque également une augmentation du nombre de ces vésicules
acides, ce qui n’est pas le cas dans la lignée FE-PD, une lignée de LAGC n’exprimant pas la protéine ALK

(LAGC ALK-).

Afin de vérifier la nature de ces vésicules, nous avons ensuite effectué des observations par
microscopie électronique. Celles-ci nous ont permis de visualiser une augmentation du nombre de
vésicules autophagiques a la fois initiales (Avi), qui correspondent a des autophagosomes, et de
dégradation (Avd) correspondant a des autophagolysosomes (Figure 1d, 1e, Article 1). Ces vésicules
sont caractérisées par une double membrane ainsi que par la présence de la protéine LC3-1l a leur
surface. Un marquage par immunohistochimie (IHC) de cette protéine sur des cellules Karpas-299 nous
a permis d’observer une distribution « ponctuée » de LC3 (« LC3-puncta ») en réponse au traitement
au crizotinib (Figure 1f, Article ). Ce marquage est caractéristique de la relocalisation de LC3 au niveau
de la membrane des autophagosomes lors de leur formation. Une analyse quantitative a permis de
mettre en évidence une augmentation de l'intensité de ces marquages dans les cellules traitées au
crizotinib par rapport aux cellules non traitées. (Figure S1, Article I). Enfin, une analyse
transcriptomique sur des Karpas-299 nous a permis d’observer une augmentation de I'expression de
nombreux génes impliqués dans les différentes étapes de la machinerie autophagique, tels que ULK1,
Vps34, WIPI1 ou encore LC3 (Figure 1g, Article 1). Tous ces résultats montrent une augmentation

importante de divers marqueurs de I'autophagie lors de I'inhibition de NPM-ALK.

Nous nous sommes ensuite attachés a I'analyse du flux autophagique dans ces mémes cellules,
notamment par la visualisation de la protéine LC3 par western blotting (« LC3 turnover assay »). Ces
westerns blots montrent I'accumulation de LC3-Il consécutive a I'inhibition de NPM-ALK. Celle-ci est
encore plus importante lorsque le flux autophagique est bloqué par de la chloroquine, ce qui démontre
donc l'induction du flux autophagique a la fois en réponse au traitement par le crizotinib et lors de

I'inhibition moléculaire de NPM-ALK (Figure 2c, 2d, 2e, Article |).

Nous avons également montré que le double traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par le
crizotinib et par un inhibiteur des phases précoces de l'autophagie soit pharmacologique (3-
méthyladénine) ou moléculaire (siARN dirigé contre Beclinl) induisait une diminution du nombre de
vésicules acides dans la cellule. L'inhibition de NPM-ALK seule, quant a elle, induit 'augmentation du
nombre de ces vésicules (Figure 2a, Article 1), car le flux autophagique n’est pas bloqué dans cette
condition. L'ensemble de ces résultats a été reproduit dans une seconde lignée de LAGC NPM-ALK+,

les SU-DHL-1 (Figure S2, Article 1). Toutes ces observations nous ont permis de conclure que I'inhibition
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de NPM-ALK, qu’elle soit moléculaire (siARN dirigé contre ALK) ou pharmacologique (traitement par le
crizotinib), entrainait I'induction de flux autophagique dans nos modeéles cellulaires de LAGC NPM-

ALK+,

2.2 Détermination du réle de I'autophagie induite en réponse a
I'inhibition de NPM-ALK

Une fois ces résultats obtenus nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire (tests MTS) en
présence et en absence d’un inhibiteur de I'autophagie (chloroquine ou 3-méthyladénine). Ces
expériences nous ont permis d’étudier le réle de I'autophagie induite en réponse au traitement par le
crizotinib. Dans les Karpas-299, I'ajout d’un inhibiteur de I'autophagie combiné au traitement par le
crizotinib (500nM, 24h), entraine une forte diminution de la viabilité cellulaire. Ainsi, I'inhibition de
|"autophagie potentialise les effets cytotoxiques du crizotinib : c’est pourquoi on qualifie I'lautophagie
de « cytoprotectrice » (Figure 3, Article I). Ces résultats ont été validées par I'inhibition moléculaire de
NPM-ALK (par un siARN ciblant ALK) ainsi que de |'autophagie (par un siARN ciblant Atg7) et ont été
confirmées par des tests de clonogénicité (croissance en agar mou), qui permettent de visualiser
I'impact du traitement, a plus long terme, sur la capacité des cellules a former des colonies et a

proliférer (Figure 4, Article I).

D’autre part, nous avons mis en évidence que la diminution de la viabilité cellulaire induite par le
double traitement crizotinib (500nM, 48h) et chloroquine (30uM, 48h), était corrélée a une forte
augmentation de 'apoptose (test par marquage de I'annexine V) (Figure S7, Article I). Grace a la

méthode de calcul développée par les Drs Chou et Talalay®”®

et au logiciel Compusyn
(http://www.combosyn.com/), nous avons également mis en évidence que I'interaction entre ces deux
traitements est de type synergique dans notre modeéle car I'effet combiné des deux traitements est

supérieur a I'addition des effets de chaque traitement seul (Figure S5, Article 1).

Tous ces résultats ont été confirmés dans un modele de xénogreffe de cellules Karpas-299 dans des
souris immunodéprimées (NOD-SCID), ou le double traitement par le crizotinib et par un inhibiteur de
I"autophagie (la chloroquine) induit une forte inhibition de la croissance tumorale, ainsi qu’une
augmentation de I'apoptose mesurée par la détection, en immunohistochimie, de la caspase 3 clivée

(Figure 5, Article I).

Ainsi nous avons pu démontrer que I'inhibition de NPM-ALK par le traitement au crizotinib ainsi que
par inhibition moléculaire de ALK, permet d’induire de I'autophagie dans nos lignées cellulaires de
LAGC NPM-ALK+. L'autophagie joue donc un réle cytoprotecteur, car son inhibition permet de

potentialiser les effets cytotoxiques du crizotinib, notamment par une augmentation de I'apoptose
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induite par la thérapie ciblée. Ces résultats ont été publiés dans un article paru en ao(t 2015 dans le

journal Oncotarget (inclus ci-dessous).
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Figure 41 : Induction d’autophagie aprés traitement au Crizotinib dans le clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3
(A)Mesure de I'induction du flux autophagique apres traitement de cellules Karpas-299 au crizotinib (500nM, pendant 6, 24
ou 48h) et/ou par la chloroquine (30uM pendant 24h) par western blotting. (B) Mesure de I'induction d’autophagie par
cytométrie en flux dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 apres 24h de traitement par des doses croissantes de
crizotinib (62.5, 125, 250, 500 et 1000nM). (C) Mesure de I'induction d’autophagie par cytométrie en flux apres traitement
du clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 par 500nM de crizotinib pendant 12h, 24h, 48h et 72h. (Figure représentative de
3 expériences)

Figure 42 : Induction d’autophagie apreés inhibition moléculaire de ALK (siARN) dans le clone cellulaire Karpas-
299 RFP-GFP-LC3

Mesure de I'induction d’autophagie par cytométrie en flux aprés transfection du clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 par
un siARN controle (siSCR, 100nM) et un siARN ciblant I’ARNm de ALK (siALK, 100nM) pendant 10h, 24h, 34h, 48h, 59h et 72h.
Le tableau présente le pourcentage de cellules qui activent I'autophagie, et la médiane du pic de fluorescence du ratio
RFP/GFP. (Figure représentative de 3 expériences)
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PARTIE II : SUITE DE L’ARTICLE I - TRAVAUX EN COURS

Lors de I'étude précédente, nous avons été confrontés a des difficultés lors de la mesure du flux
autophagique via la détection de la protéine LC3 par western-blotting (« LC3 turnover assay »). En
effet, cette technique est connue pour étre relativement difficile, en particulier en ce qui concerne la

reproductibilité dans I'intensité des signaux détectés.

Afin de pallier a ces problémes, nous avons développé une nouvelle méthode de mesure du flux
autophagique au sein du laboratoire. Cette technique a initialement été mise au point par le groupe
du Dr Thorburn3*® et est basée sur I'utilisation d’une protéine de fusion RFP-GFP-LC3 pour la mesure
du flux autophagique par cytométrie en flux. Pour cela, nous avons transfecté une lignée cellulaire de
LAGC-NPM-ALK+, les cellules Karpas-299, avec un plasmide codant pour cette protéine de fusion. Nous
avons ensuite sélectionné (tri-cellulaire), puis amplifié un clone exprimant les fluorescences rouges
(RFP) et vertes (GFP) de fagon stable. L’induction du flux autophagique dans ce modele peut étre
mesurée par le ratio de fluorescence RFP/GFP, car la fluorescence verte (GFP) est « quenchée » lors de

I’acidification de I'autophagolysosome (voir Introduction, Chapitre 3, partie 3).

Au cours de ma these, je me suis attachée dans un premier temps a vérifier le comportement du clone
cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 en présence de stimuli activateurs et inhibiteurs de I'autophagie,
afin de valider son utilisation comme outil de mesure du flux autophagique. Dans un second temps,
j’ai étudié la réponse autophagique de ce clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 suite a différents traitements

anti-cancéreux administrés actuellement en clinique.

1 VALIDATION D’UN NOUVEL OUTIL DE MESURE DU FLUX
AUTOPHAGIQUE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

1.1 Effets de I'inhibition de NPM-ALK sur le clone Karpas-299
RFP-GFP-LC3

Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer la réponse autophagique du clone Karpas-299-RFP-
GFP-LC3 induite apres traitement par le crizotinib. Comme mentionné dans I'article publié dans
Oncotarget, 'autophagie est fortement induite en réponse a un traitement par cet ITK. En effet, on
peut observer une accumulation plus importante de la protéine LC3-Il lorsque les cellules sont traitées
a la fois par le crizotinib et par la chloroquine en comparaison avec les cellules traitées par la
chloroquine seule, et ce méme a différents temps de traitement (Figure 41A). Ainsi, le traitement du
clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 par différentes doses de crizotinib (Figure 41B) permet de visualiser
une augmentation graduelle du pourcentage de cellules activant un fort flux autophagique qui passe
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Figure 43 : Effets de divers inhibiteurs de I'autophagie sur I'inhibition du flux dans le clone cellulaire Karpas-
299 RFP-GFP-LC3

Mesure de l'induction d’autophagie par cytométrie en flux dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 traité par le
crizotinib (500nM, 24h) avec ou sans inhibiteurs de I'autophagie (A) un siARN dirigé contre ’ARNm de ULK1 (siULK1, 100nM)
ou (B) un inhibiteur de la PI3K de classe Ill VPS34 (10uM, 24h). NT : cellules non traitées. (Figure représentative de 3
expériences)

Figure 44 : Induction d’autophagie aprés traitement au crizotinib dans les SU-DHL-1-RFP-GFP-LC3

Mesure de I'induction d’autophagie par cytométrie en flux aprés 24h de traitement des cellules SU-DHL-1 transduites par un
lentivecteur exprimant la protéine de fusion RFP-GFP-LC3 (SU-DHL-1-RFP-GFP-LC3) par le crizotinib (300nM). NT : cellules non
traitées. (Figure représentative de 3 expériences)
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de 22.5% pour des cellules non traitées a 82.7% pour des cellules traitées avec 1000nM de crizotinib
(24h) (Figure 41B). Nous avons également effectué une cinétique de traitement au crizotinib (500nM)
sur une période de 12h a 72h (Figure 41C). Cette expérience a également montré une augmentation
progressive du flux autophagique (18.3% pour les cellules non traitées et 98% pour les cellules ayant
subi 72h de traitement) (Figure 41C). Ces observations ont par la suite été confirmées par une cinétique
d’inhibition moléculaire de NPM-ALK a I'aide d’un siRNA dirigé contre '’ARNm de ALK (siALK) (Figure
42). Nous avons pu observer une activation progressive du flux autophagique en fonction du temps
d’inhibition de I'oncogene (de 7.3% a 97.8% pour des cellules transfectées de 10h a 72h par un siALK)
(Figure 42). Cependant, il faut noter que dans ce cas, a 72h de traitement, on observe la réapparition
d’une population cellulaire qui se superpose avec le controle (exprimant un flux autophagique basal),

et qui pourrait émerger suite a une baisse d’efficacité du siARN (Figure 42).

1.2 Effets de différents inhibiteurs de 'autophagie sur le clone
Karpas-299 RFP-GFP-LC3

Apres avoir validé la possibilité de visualiser une induction du flux autophagique par cytométrie en flux
a I'aide du clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3, nous avons réalisé les mémes expériences en
utilisant des inhibiteurs de flux autophagique (Figure 43). Les cellules ont été transfectées ou non avec
un siARN inhibant I’ARNm de ULK1, une protéine clef de la machinerie autophagique (siULK1, Figure
43A), ou traitées avec un inhibiteur de la protéine Vps34 (iVps34, 10uM, donné par le Pr M.P.Tschan)
(Figure 43B), puis traitées avec 500nM de crizotinib pendant 24h. Globalement, nous avons observé
que le traitement au crizotinib induisait entre 80 et 97% de flux autophagique (moyenne sur 6
expériences), par rapport a 20% dans les cellules non traitées (Figure 43). L’adjonction d’inhibiteurs de
I"autophagie a permis de réduire fortement ce flux. En effet, le siULK1 comme le traitement par
I'iVps34, rameénent les cellules a un niveau basal d’autophagie (environ 20%), équivalent a celui des
cellules non traitées par le crizotinib (Figure 43). Ces deux derniéres stratégies se sont donc avérées

tres efficaces pour inhiber le flux autophagique.

La protéine de fusion RFP-GFP-LC3 a également été introduite dans une deuxieme lignée cellulaire de
LAGC NPM-ALK+, les SU-DHL-1, par transduction lentivirale (vecteur aimablement donné par le Pr M.
P. Tschan). Le crizotinib induit également le flux autophagique dans cette lignée cellulaire a hauteur
de 63% (Figure 44). Ainsi cette lignée pourra également étre utilisée pour des mesures du flux

autophagique.

Tous ces résultats confirment que le clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 ainsi que les cellules SU-DHL-1

transduites par un lentivecteur exprimant la protéine de fusion RFP-GFP-LC3 sont de bons outils
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Figure 45 : Effets de divers inhibiteurs de I'activité kinase de ALK sur le flux autophagique dans les lignées cellulaires de LAGC-NPM-ALK+

(A)Mesure du flux autophagique dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 apres 48h de traitement a différentes doses (40, 80,160 et 300nM) d’ITK ciblant ALK : le brigatinib (AP, le NVP-
TAE, le ceritinib (LDK) ou I'alectinib (CH54). Le tableau représente le pourcentage de cellules activant I'autophagie, et la médiane du pic de fluorescence du ratio RFP/GFP. (B) Tests de viabilité
cellulaire effectués dans la lignée cellulaire de LAGC NPM-ALK Karpas-299 par ces différents ITK ciblant ALK (40nM, 48h) associé ou non a un traitement par la chloroquine (CQ, 15uM 48h). NT :
non traité. (Figure représentative de 3 expériences)
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permettant le criblage, par cytométrie en flux, de nombreuses molécules, afin d’avoir un apercu rapide

de leur effet sur le flux autophagique dans les cellules de LAGC NPM-ALK+.

2 AUTRES TRAITEMENTS DES LAGC ALK+ : IMPACT SUR LE FLUX
AUTOPHAGIQUE

Notre premiere étude a permis de montrer que le crizotinib induisait de 'autophagie cytoprotectrice dans
les LAGC NPM-ALK+. Dernierement, une nouvelle génération d’inhibiteurs de I'activité kinase (ITK) ciblant
ALK a été développée afin de pallier aux résistances naissantes au crizotinib. Les effets de ces ITK de
seconde génération sur |'autophagie ne sont toutefois pas encore connus. Il faut également garder en
mémoire que le traitement classique de premiére intention des LAGC NPM-ALK+ est la chimiothérapie
(CHOP : cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisone), et que l'impact de ce type de

traitement sur I'autophagie dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ n’est a ce jour pas connu.

Dans ce contexte, le second objectif de mon travail de thése a été d’étudier I'impact de ces différents

traitements sur le flux autophagique dans les LAGC NPM-ALK+.

- Dans un premier temps, je me suis attachée a I'’étude de 4 ITK ciblant ALK de seconde génération
(le brigatinib, le NVP-TAE, le ceritinib et I’alectinib), afin de déterminer si, comme le crizotinib, ils
permettaient I'induction d’'une autophagie cytoprotectrice.

- Dansunsecond temps, je me suis intéressée aux traitements chimiothérapeutiques (doxorubicine
et vinblastine), afin de déterminer si une réponse autophagique leur était également associée.

- Enfin, les résultats obtenus m’ont conduit a m’intéresser aux voies de signalisation activées en

aval de ces traitements, et en particulier a la voie mTOR un régulateur majeur de I'autophagie.

2.1 Inhibiteurs de I'activité kinase de ALK de seconde génération

Au cours de ma these, j’ai travaillé sur quatre inhibiteurs de la kinase ALK de nouvelle génération : il s’agit
du brigatinib, du ceritinib, de I'alectinib ainsi que du NVP-TAE (molécule précurseur du ceritinib). Leur
efficacité étant plus importante que celle du crizotinib, il a tout d’abord fallu établir la dose permettant
une diminution de la croissance cellulaire d’environ 50% (équivalente au traitement au crizotinib a 500nM,
utilisé dans notre premiére étude). Ainsi, nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire (tests MTS)
qui nous ont indiqué que ces doses sont de 40nM, soit 12 inférieures a la dose de crizotinib utilisée pour
obtenir le méme effet (données non présentées dans ce manuscrit), quel que soit I'lTK de seconde
génération considéré. C'est donc a cette concentration que nous nous sommes placés dans les études de

combinaison thérapeutique impliquant ces ITKs.
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Figure 46 : Dose réponse du traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par la doxorubicine et la vinblastine
Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules Karpas-299 traitées pendant 48h par des doses croissantes (A) de
doxorubicine (31.25, 62.5, 125, 250 et 500 nM) et (B) de vinblastine (0.75, 1.5, 3.125, 6.25, 12.5 et 25nM). (Figure représentative
de 3 expériences)

Figure 47 : Absence d’induction de flux autophagique sous traitement par la doxorubicine et la vinblastine dans
les cellules de LAGC NPM-ALK+.

Mesure du flux autophagique par cytométrie en flux dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 traité 48h par
(A) 1,5nM de vinblastine (VLB) pendant 48h et (B) par 200nM de doxorubicine (Doxo) pendant 48h. (NT : non traité)
(Figure représentative de 3 expériences)
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A I'aide de la technique de cytométrie en flux utilisant le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3, nous
avons ensuite montré que le brigatinib, I'alectinib, le ceritinib et le NVP-TAE induisaient tous un fort flux
autophagique. En effet, le traitement du clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 par 300nM de chacun
de ces ITK pendant 48h, induit un flux autophagique maximal proche de 100% (Figure 45A). La
confirmation de l'induction du flux autophagique par ces molécules a ensuite été effectuée par des
expériences de western blotting permettant la détection de la protéine LC3. Ainsi, nous avons pu observer
I"accumulation de la protéine LC3-Il en condition de traitement combiné (ITK ciblant ALK + inhibiteurs de
I'autophagie) (données non présentées dans ce manuscrit). Par la suite, des tests de viabilité cellulaire
combinant ces différents ITK ciblant ALK avec un inhibiteur du flux autophagique (la chloroquine) nous
ont permis de déterminer le role de I'autophagie induite en réponse a ces divers traitements. En effet, le
double traitement chloroquine (15pM) + ITK ciblant ALK (40nM) induit systématiquement une perte de
viabilité cellulaire plus importante que le traitement par ITK seul (Figure 45B). L'autophagie induite en
réponse aux différents ITK ciblant ALK testés semble donc jouer un réle cytoprotecteur car son inhibition
permet de potentialiser I'effet des ITK de seconde génération, tout comme nous I'avons observé pour le

crizotinib.

2.2 Chimiothérapies

De nombreuses études ont montré que I'autophagie est un mécanisme permettant aux cellules de faire
face a différents stress, et en particulier aux stress thérapeutiques. Les ITK ciblant ALK font partie de ces
stress thérapeutiques, tout comme les chimiothérapies. L’objectif suivant de mes travaux de thése a donc
été de déterminer si tous les stress thérapeutiques permettaient d’induire une réponse autophagique

dans les LAGC NPM-ALK+.

Apres les ITK ciblant ALK, de premiéere et de seconde génération, nous nous sommes donc intéressés aux
chimiothérapies. Nous avons choisi la doxorubicine (présente dans le cocktail CHOP), ainsi que la
vinblastine (une molécule présentant des effets prometteurs en clinique). L'effet de ces deux molécules
sur la viabilité cellulaire est trés puissant : en effet dans les Karpas299, un traitement de 48h avec 250nM
de doxorubicine (doxo) permet une inhibition de la viabilité cellulaire d’environ 80% par rapport a des
cellules non traitées (Figure 46A). Les effets de la vinblastine (VLB) sont encore plus prononcés : il suffit
de 48h de traitement avec 12.5nM de cette drogue pour atteindre les mémes effets sur la viabilité

cellulaire (Figure 46B).

Nous avons ensuite mesuré la capacité de ces traitements a induire le flux autophagique par cytométrie
en flux a I'aide du clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3. Nos résultats montrent qu’en comparaison
avec des cellules non traitées (NT), le traitement a la vinblastine (VLB) n’induit aucune augmentation du
flux autophagique (Figure 47A), alors qu’a la méme dose (1.5nM), il impacte la viabilité cellulaire
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Figure 48 : Activation de la voie mTOR en réponse au traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par différents ITK
ciblant ALK, par la doxorubicine ou la vinblastine :

(A) Mesure du niveau d’expression de ALK phosphorylé (P-ALK), de ALK total (ALK), de la protéine ribosomale S6 phosphorylée
(P-S6), de la protéine ribosomale S6 totale (S6), de ULK1 phosphorylé (P-ULK), de ULK1 total (ULK) ainsi que de la GAPDH (contrdle
de charge) par western blotting dans les cellules Karpas-299 traitées par des doses croissantes de crizotinib (200, 500 et 1000
nM) pendant 24h. (B) Mesure de I'expression de la protéine 4EBP1 totale (4EBP1) et phosphorylée (P-4EPB1) ainsi que celle de
I'actine (contréle de charge) par western blotting dans les cellules Karpas-299 traitées par le crizotinib (500nM, 24h, Crizo),
I'alectinib (300nM, 24h, CH54), le brigatinib (300nM, 24h, AP), le ceritinib (300nM, 24h, LDK), le NVP-TAE (300nM, 24h, NVP), la
vinblastine (3.125nM, 24h, VLB) et la doxorubicine (400nM, 24h, Doxo). (Figure représentative de 3 expériences)
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(Figure 46B). Le traitement a la doxorubicine quant a lui induit toujours en moyenne 10% de flux
autophagique (Figure 47B), et ce flux n’augmente pas de facon proportionnelle a la dose utilisée (données
non présentées dans ce manuscrit). Ces résultats sont totalement différents de ceux obtenus avec tous
les ITK ciblant ALK, pour lesquels on peut observer une forte induction d’autophagie, qui augmente avec
des doses croissantes de ces inhibiteurs (Figure 41). Tous les stress thérapeutiques n’entrainent donc pas
systématiquement I'induction de I'autophagie dans les LAGC NPM-ALK+. Nous nous sommes alors

intéressés a I'origine de cette différence.

2.3 Implication de la voie mTOR

Nous avons émis I’hypothese que la capacité de différents stress thérapeutiques (ITK ou chimiothérapies)
a induire ou non une réponse autophagique pouvait étre due aux voies de signalisation activées en aval
de ces thérapies. Or, il est désormais admis que le contrble de I'autophagie est majoritairement médié
par la voie mTOR au niveau cellulaire. L’activation différentielle de cette voie de signalisation apres
traitement par ITK ciblant ALK ou par chimiothérapie pourrait expliquer la différence d’induction

d’autophagie observée en réponse aux thérapies étudiées.

Nous avons donc cherché a caractériser la voie mTOR dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299
aprés traitement par des ITK (de premiere et de seconde génération) ou des chimiothérapies
(doxorubicine, doxo et vinblastine, VLB). Nous avons ainsi observé que le traitement par des ITK ciblant
ALK (représentés ici par le crizotinib, crizo), entrainait effectivement I'inhibition de la voie mTOR (Figure
48A), comme l'indique la diminution de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (P-S6rib). Nous
avons également observé la phosphorylation de ULK1 sur le résidu Serine 555, résidu caractéristique de

son activation, ce qui confirme I'induction de I'autophagie en réponse au traitement par le crizotinib.

En revanche, les traitements par chimiothérapie (doxorubicine ou vinblastine) n’entrainent pas I'inhibition
de la voie mTOR (Figure 48B). En effet, nous avons observé que contrairement au traitement par le
crizotinib, ou par d’autres ITK ciblant ALK, les traitements a la doxorubicine ou a la vinblastine n’induisent
pas de diminution de la phosphorylation de la protéine 4EBP1, un substrat indiquant I’activité de la voie

mTOR.

La différence entre les thérapies ciblant ALK et les chimiothérapies sur I'induction du flux autophagique
pourrait donc étre expliquée par leurs effets sur la voie mTOR. En effet, les chimiothérapies semblent ne
pas avoir d’effet sur cette voie, alors que les ITK ciblant ALK semblent entrainer son inhibition. Ces
résultats doivent encore étre confirmés, et complétés par I'étude de I'activation d’autres protéines

caractéristiques de la voie mTOR.
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PARTIE III : AUTRES VOIES DE REGULATION DE
L’AUTOPHAGIE DANS LES LAGC NPM-ALK+ -TRAVAUX
EN COURS

Régulation de I'autophagie par les microARNs

1 INTRODUCTION

1.1 Obijectifs de I'étude

Le troisitme aspect de mon travail de thése a consisté en la recherche de voies de régulation de
I'autophagie alternatives a la voie mTOR, dans les cellules de LAGC NPM-ALK+. Notre laboratoire
disposant d’une expertise pour I'étude de différents types d’ARN non codants, en particulier pour les
microARNs et leur contribution dans I'oncogeneése, je me suis donc attachée a I'étude de ces régulateurs
post-transcriptionnels. En effet, ces petits ARNs sont connus pour réguler négativement leurs génes cibles
au niveau post-transcriptionnel et leur role dans la régulation de I'autophagie est trés décrit. Plusieurs
études ont également montré la dérégulation de ces microARNs dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ et

leur implication dans la lymphomagenése de ces hémopathies.

L’objectif initial de mes travaux a donc été d’étudier si I'induction de I'autophagie en réponse au
traitement par le crizotinib dans les LAGC NPM-ALK+ pouvait étre due a la dérégulation de un ou plusieurs
microARNs. Dans un second temps nous avons entrepris la caractérisation des cibles des microARNs
candidats afin d’identifier un nouveau mécanisme de régulation potentiel de I'autophagie dans les cellules

de LAGC NPM-ALK+.

1.2 Dérégulation de 'expression des microARNs lors de I'inhibition
de NPM-ALK par le crizotinib

Dans l'article publié dans le journal Oncotarget, nous avons réalisé une analyse transcriptomique des
cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299. Cette étude a permis de mettre en évidence la surexpression de
nombreux génes de la machinerie autophagique sous traitement au crizotinib (24h, 500nM). Afin
d’évaluer si cette augmentation pouvait étre reliée a la diminution de I’expression de certains microARNs,
nous avons réalisé en parallele, sur les mémes cellules, un profil d’expression des microARNs ou
« miRnome ». Pour cela, nous avons comparé I'expression de ces microARNs dans des cellules Karpas-299

traitées (500nM, 24h) ou non
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Figure 49 : Volcano plot présentant les microARNs dérégulés en réponse au traitement de cellules de LAGC NPM-
ALK+ par le crizotinib

Analyse du niveau d’expression des microARNs dans les cellules Karpas-299 traitées ou non par 500nM de crizotinib pendant 24h.
L'abscisse représente le Log2 du taux d’expression des miRNAs dans les cellules Karpas-299 traitées par le crizotinib par rapport
aux cellules non traitées (Log2 FC). L’ordonnée représente le Log10 de la valeur statistique (-Log10 p-value). Les points noirs,
verts et rouges représentent respectivement les microARNs dont I'expression n’est pas modifiée, est sous-exprimée ou
surexprimée en réponse au traitement. Les points au-dessus de la ligne bleue correspondent aux mesures ayant une valeur
statistique inférieure a 0.05 (p<0,05). Le miR-7 est sous exprimé aprés traitement par le crizotinib et présente une trés bonne p-
valeur (p=0,0006)
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avec du crizotinib. Nous avons ainsi observé la sous-expression de 10 microARNs en réponse au traitement
par le crizotinib en comparaison avec des cellules non traitées (Figure 49). Parmi eux, le miR-7 présente
la meilleure valeur statistique (p=0.0006), ce qui suggere que cette diminution sous traitement au
crizotinib est trés reproductible. Nous nous sommes donc intéressés au réle de ce microARN dans la

réponse autophagique des LAGC NPM-ALK+ sous traitement par le crizotinib.

1.3 Le miR-7 : description et fonctions connues

a. Localisation et expression
Le miR-7 est un microARN trés conservé entre les différentes espéces animales®>>%, || est exprimé de la
drosophile a ’'homme mais également chez la souris et le rat. Chez I’homme, son expression provient de
trois loci différents : MIR7-1 localisé sur le chromosome 9, au sein d’un intron du géne codant pour le
géne HNRNPK (Heterogeneous Nuclear RiboNucleoProtein K); MIR7-2, localisé dans une région
intergénique du chromosome 5, et MIR7-3, localisé sur le chromosome 19, dans un intron du gene codant
pour PGSF1a (Pituitary Gland Specific Factor 1a). Chacun de ces genes est transcrit en un transcrit primaire
(pri-miR-7-1, pri-miR-7-2 et pri-miR-7-3). Ces pri-miR sont ensuite maturés en trois précurseurs, (pre-miR-
7-1, pre-miR-7-2 et pre-miR-7-3) respectivement, qui a terme, donneront tous naissance au méme
microARN mature, miR-7°81, MiR-7 est exprimé dans de nombreux tissus, mais son expression y est
généralement faible. Il est cependant décrit pour étre fortement exprimé dans le cerveau et le

582-584

pancréas . Sa régulation transcriptionnelle peut étre médiée par de nombreux facteurs de

transcription comme c-Myc®®®, et il est également soumis a de nombreuses régulations post-
transcriptionnelles impliquant la protéine HuR (Human Antigen R), une protéine de liaison aux ARNs>%¢->%7,
Ces deux protéines sont connues pour étre impliquées dans la lymphomagenése liée a NPM-ALK dans les

LAGC588'589.

b. Réle de miR-7 dans le cancer
De nombreuses publications rapportent les fonctions de miR-7 Ainsi, il est a la fois impliqué dans des
processus de développement normaux, et dans de nombreuses pathologies, comme le cancer. Le plus
souvent miR-7 est décrit comme un suppresseur de tumeur, notamment par sa capacité a cibler 'EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor), ainsi que de nombreuses protéines participant aux voies de
signalisation en aval de ce récepteur®®°%, Son réle en tant qu’oncogéne a également été décrit, en

|591

particulier car son expression est augmentée dans divers cancers tels que le cancer colorectal®”* ou les

NSCLC ALK-%2, Son utilisation potentielle en tant que biomarqueur a été montrée dans différentes études.

593,594

En effet, miR-7 est exprimé dans divers fluides corporels tels que le sérum, la salive, I'urine et permet

de prédire I'apparition de cancers colorectaux®®®. Différentes thérapies impliquant la modulation de
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Figure 50 : Taux d’expression de miR-7 dans plusieurs lignées de LAGC NPM-ALK+

Mesure du niveau d’expression de miR-7 dans les cellules Karpas-299 (A) et dans les cellules SU-DHL-1 (B) (deux lignées cellulaires
de LAGC NPM-ALK+, ) ainsi que dans les cellules FE-PD (C) (lignée cellulaire de LAGC ALK-) sans traitement (Ctrl), apres traitement
par le Crizotinib (24h, 500nM), ou aprés transfection d’un siRNA contrdle (siSCR, 100nM) et d’un siRNA ciblant ’ARNm de ALK
(siALK, 100nM) ou ’ARNm de STAT3 (siSTAT3, 100nM) pendant une durée de 72h. (Test statistique : T-test ; ns : non significatif,
* 1 p<0,05, ** : p<0,01) (Figure représentative de 3 expériences)
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I’expression de ce microARN sont actuellement envisagées : (1) une thérapie de remplacement de miR-7,
durant laquelle ce microARN est administré de maniere systémique, soit via des nanoparticules

5% soit via une préparation liposomale®¥ ou (2) I'activation de 'expression du microARN

biodégradables
par de petites molécules comme la trichostatine A (TSA), une histone déacétylase qui permettrait
I’augmentation de la transcription de ce microARN®%, La combinaison thérapeutique de modulateurs de
I’expression de miR-7 avec des inhibiteurs de tyrosine kinase a également déja été proposée, car elle
permettrait d’augmenter I'efficacité de ces thérapies ciblées. Ainsi plusieurs travaux ont montré que miR-
7 permet notamment la potentialisation des effets de I'erlotinib, (un inhibiteur de la tyrosine kinase EGFR)
dans les cancers de la téte et du cou®®, la potentialisation de I'apoptose induite par le paclitaxel (un poison

des microtubules) dans les NSCLC ALK-% ainsi que la potentialisation des effets cytotoxiques du gefinitib

(un inhibiteur de la tyrosine kinase EGFR) dans les NSCLC ALK-501,

c. Cibles potentielles de miR-7
Les cibles de ce miR-7 sont trés nombreuses et ont des fonctions trés diverses. Parmi elles, certaines sont
impliquées dans la machinerie de I'autophagie. Sur la base de données « Autophagy Regulation
Network », six protéines participant a I'induction de I'autophagie sont proposées comme étant des cibles
de miR-7. Il s’agit de 'EGFR, de HUWE1 (une E3 ubiquitine-ligase), de CDC5L (un régulateur du cycle
cellulaire), de CIRH1A (impliquée dans la biogenése des ribosomes), de CDC1 (une cycline) et de la
protéine SMS (une spermine synthase impliquée dans la biosynthése de polyamines). D’autres cibles ont
déja été validées dans la littérature telles que les protéines Bcl-2, RAF1 (ou c-Raf, une sérine thréonine
kinase), PAK1 (ou p21, impliquée dans la reconnaissance du cytosquelette et dans la signalisation
nucléaire), ABCC1 (une protéine impliquée dans la multi-résistance aux drogues), ou IRS1/2 (de la famille
des récepteurs a linsuline) (données provenant de la base de données miRTarBase:

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/).

Ces divers éléments de la littérature font de miR-7 un candidat idéal pour notre étude, c’est pourquoi
nous avons décidé de nous intéresser a son role dans le phénotype cellulaire des LAGC NPM-ALK+ en

réponse au crizotinib.

2 RESULTATS OBTENUS

2.1 Quel role pour le miR-7 dans le phénotype cellulaire ?

a. Dérégulation du miR-7 sous traitement au crizotinib
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Figure 51 : Effet du traitement par le crizotinib combiné a la réexpression ectopique de miR-7 sur la viabilité de
cellules de LAGC NPM-ALK+

Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules Karpas-299 (A) et SU-DHL-1 (B) transfectées pendant 72h par un
microARN contréle (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM), et traitées pendant 48h par des doses croissantes de crizotinib
(respectivement 125, 250 500 et 1000nM pour les Karpas-299, et 100, 200 et 400nM pour les SU-DHL-1). (Test statistique : T-
test ; ns : non significatif, * : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0.001) (Figure représentative de 3 expériences).

Figure 52 : Effet du traitement par le crizotinib combiné a la réexpression ectopique de miR-7 sur I’apoptose et
sur le cycle de cellules de LAGC NPM-ALK+

Mesure de I'apoptose (Al et A2) et du cycle cellulaire (B) par cytométrie en flux, de cellules Karpas-299 transfectées pendant 72h
par un microARN contréle (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM) et traitées ou non (Ctrl) par du crizotinib (500nM, 24h00,
Crizo). (B) (Test statistique : T-test ; ns : non significatif) (Figure représentative de 3 expériences)
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La diminution de miR-7 aprés inhibition de ALK a la fois pharmacologique (traitement par le crizotinib) et
moléculaire (siARN ciblant ’ARNm de ALK) a été confirmée par qRT-PCR, dans deux lignées cellulaires
différentes de LAGC NPM-ALK+ : les Karpas-299 (Figure 50A) et les SU-DHL-1 (Figure 50B). Le traitement

de la lignée de LAGC ALK- (FE-PD), n’a quant a lui pas montré de diminution de miR-7 (Figure 50C).

De facon intéressante, I'inhibition moléculaire du facteur de transcription STAT3 (siARN ciblant I’ARNm
de STAT3) induit également la sous-expression du miR-7 dans la lignée cellulaire Karpas-299 (Figure 50A).
La voie STAT3 est une des voies majeures activées en aval de I'oncogene NPM-ALK, et des sites de fixation
pour ce facteur de transcription sur le promoteur du gene codant pour miR-7 ont été décrits
(https://genome.ucsc.edu/). Ces éléments indiquent que la sous-expression de miR-7 dans les LAGC NPM-
ALK+ pourrait étre dépendante de I'inhibition du facteur de transcription STAT3. En effet, il est clairement
établi que lors du traitement par le crizotinib, I'activité kinase de ALK est inhibée, ce qui empécherait la
phosphorylation de STAT3%:6%2,
b. Effets de la réexpression ectopique du miR-7 dans les LAGC NPM-
ALK+ :

Nous avons ensuite voulu évaluer les effets de la réexpression ectopique du miR-7 sur la viabilité des
lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+. Les tests de viabilité cellulaire que nous avons réalisé ont montré
que la réexpression de miR-7 dans des cellules Karpas-299 et SU-DHL-1 traitées par le crizotinib (48h,
doses croissantes), permet de potentialiser les effets cytotoxiques de cet ITK (Figure 51). Ces résultats
indiquent que le miR-7 joue un réle suppresseur de tumeur dans les LAGC NPM-ALK+ en combinaison

avec le traitement au crizotinib.

Afin de déterminer le mécanisme a I'origine de cette perte de viabilité, nous avons par la suite mesuré
I'impact sur I'apoptose et sur le cycle cellulaire de la réexpression ectopique de miR-7 en combinaison ou
non avec un traitement au crizotinib (500nM, 48h) (Figure 52). Par comparaison avec les cellules Karpas-
299 transfectées par un miR-controle, nous avons observé que miR-7 seul n’induit pas d’augmentation de
I"'apoptose (on passe de 17 a 19% de cellules positives pour I'lannexine V pour des cellules transfectées ou
non par miR-7) (Figure 52 A1, et A2), ni d’arrét du cycle cellulaire (marquage a l'iodure de propidium)
(Figure 51B). Ces résultats sont semblables a ceux obtenus dans les conditions ou la transfection de miR-
7 est combinée a un traitement par le crizotinib. En effet, la réexpression ectopique de miR-7 ne
potentialise pas les effets du crizotinib ni sur I'apoptose (26 versus 28% de cellules positives pour
I’annexine V pour des cellules transfectées ou non par le miR-7) (Figure 52 Al et A2), ni sur le blocage du

cycle cellulaire (Figure 52B).

L’apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire ne permettant pas d’expliquer le phénotype observé en terme de

viabilité cellulaire, nous nous sommes alors intéressés a d’autres mécanismes permettant I'induction de
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Figure 53 : Effet de la réexpression ectopique de miR-7 avec ou sans traitement au crizotinib sur I'induction
d’autophagie dans les cellules de LAGC NPM-ALK+

Mesure du flux autophagique par cytométrie en flux (A) et (B) par western blotting a I'aide d’un anticorps monoclonal dirigé
contre la protéine LC3 et contre la GAPDH (contréle de charge), en présence ou non de chloroquine (inhibiteur d’autophagie, CQ)
(B) dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 transfecté par un microARN contréle (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7
(100nM) durant 72h et traité ou non (Ctrl) par le crizotinib (24h, 500nM, Crizo). (Test statistique : T-Test ; ** : p<0.01) (Figure
représentative de 3 expériences).
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la mort cellulaire, comme I'autophagie. Ainsi, a I'aide du clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3, nous avons pu
mesurer une induction d’autophagie d’environ 30% en moyenne (n=3) dans les cellules Karpas-299
transfectées avec le miR-7 et traitées au crizotinib par rapport a celles traitées et transfectées par un
microARN controle (miR-Neg) (Figure 53A). Cette augmentation du flux autophagique est également
observée dans les cellules transfectées avec le miR-7, en I'absence de tout traitement (Figure 53A). Ces
observations ont été vérifiées par la détection de la protéine LC3 par western blotting, qui montre
effectivement une induction du flux autophagique apres transfection de miR-7 dans les cellules Karpas-
299 traitées ou non par le crizotinib (500nM, 24h00) (accumulation de la protéine LC3-Il en condition de

blocage du flux autophagique et de transfection de miR-7) (Figure 53B).

¢. Réle potentiel de miR-7 dans le switch autophagique
La réexpression ectopique de miR-7 sous traitement au crizotinib permet donc une potentialisation du
flux autophagique, associée a une potentialisation des effets cytotoxiques de I'ITK ciblant ALK. Ceci
suggere I'induction d’une autophagie de type cytotoxique, dont |'existence a déja été décrite dans de
nombreux modeles tumoraux. Or, la premiére étude que nous avons menée indiquait, a l'inverse,
I'induction d’une autophagie de type cytoprotectrice en réponse au traitement par le crizotinib. Nous
avons donc émis I'hypothése de I'existence d’un « switch » de fonction de I'autophagie, de la
cytoprotection a la cytotoxicité, résultant de la réexpression du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-
ALK+. Nous avons alors orienté notre étude sur la recherche d’ARNm cibles de miR-7, ce qui pourrait

permettre d’éclaircir les mécanismes responsables de ce « switch ».

2.2 Recherche de cibles pour miR-7-5p

a. Le cas de Bcl-2 :
La protéine Bcl-2 est décrite comme étant une cible directe du miR-7 dans différents modéles tumoraux.
Comme mentionné dans l'introduction, Bcl-2 peut se lier a Beclin 1 via son domaine BH3, et ainsi inhiber
I'induction de I'autophagie. Certaines études ont montré son role de « frein moléculaire » de I'autophagie,
car cette protéine permet de limiter I'intensité du flux induit en réponse a un stimulus, de par son controle

de Beclin 1.

Des travaux antérieurs de notre équipe ont montré que dans les LAGC NPM-ALK+, I’expression de Bcl-2
était trés faible comparée & des LAGC ALK- ®%3(Figure 54A). Cette observation est d’ailleurs surprenante,

car Bcl-2 représente un oncogene majeur dans de nombreux types de cancers.

Nous avons également observé que le traitement des cellules de LAGC NPM-ALK+ par des doses
croissantes de crizotinib (125, 250, 500, 1000 et 2000 nM) pendant 24h induisait la réexpression de Bcl-2
dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 et SU-DHL-1 (Figure 54B),
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Figure 54 : Bcl-2 cible potentielle de miR-7-5p

(A) Mesure du niveau d’expression de la protéine Bcl-2 dans les lignées cellulaires de LAGC ALK+ (Karpas-299, SU-DHL-1 et COST)
et ALK- (FE-PD et MAC2A). (B) Mesure du taux de d’expression de la protéine Bcl-2 par western blotting dans des cellules de LAGC
NPM-ALK+ Karpas-299 traitées par le crizotinib (a 125, 250, 500, 1000 et 2000nM) pendant 24h (C-1) Mesure du flux autophagique
dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 transfecté durant 72h par un contréle (siSCR, 100nM) ou par un siRNA ciblant
I’ARNm de Bcl-2 (siBcl2, 100nM) puis traitées ou non (NT) par des doses croissantes de crizotinib (62.5, 125, 250 ou 500 nM)
pendant 24h. (efficacité d’inhibition présentée en C-2). (D) Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS de cellules Karpas-299
transfectées ou non par un contréle (siSCR, 100nM) ou un siARN ciblant ’ARNm de Bcl-2 (siBcl2, 100nM) durant 72h, et traitées
ou non par 500nM de crizotinib pendant 48h. (E) Mesure du taux d’expression de I’ARNm codant pour la protéine Bcl-2 par RT-
gPCR (E-1) et de la protéine Bcl-2 par marquage intracellulaire par cytométrie en flux (E-2) de cellules Karpas-299 transfectées
par un contréle (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM) pendant 72h puis traitées par le crizotinib (500nM, 24h). (F) Mesure de
la viabilité cellulaire par test MTS de cellules Karpas-299 transfectées par un contréle (siSCR, 100nM), par siARN ciblant ’ARNm
de ULK1 (siULK1, 100nM), par siARN ciblant ’ARNm de Bcl-2 (siBcl-2, 100nM), ou par les deux (siULK1 + siBcl2) durant 72h et
traitées ou non (NT) par le crizotinib (125 ou 250nM, 48h). (Test statistique : T-Test ; * : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001) (Les
panels A, B, C, D et E sont représentatifs de 3 expériences, le panel F est un résultat préliminaire).
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accompagnée de l'induction d’autophagie cytoprotectrice décrite dans I'article publié dans Oncotarget.
Cette réexpression de Bcl-2 pourrait servir de rhéostat, et empécher I'induction massive de I'autophagie
par séquestration de la protéine Beclin 1. Afin de tester cette hypothése, nous avons inhibé I'expression
de Bcl-2 dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 traité ou non par des doses croissantes de
crizotinib (62.5, 125, 250, 500 et 1000 nM) pendant 24h, et nous avons mesuré le flux autophagique par
cytométrie en flux. Nous avons ainsi observé que I'inhibition moléculaire de Bcl-2 seule (siARN ciblant
I’ARNm de Bcl-2), entrainait une induction du flux autophagique, et qu’en combinaison avec un traitement
au crizotinib, elle permettait une induction du flux autophagique plus forte que I'inhibiteur de ALK seul
(Figure 54C). Bcl-2 permettrait donc de freiner I'intensité de I'autophagie induite en réponse a l'inhibition
de NPM-ALK (par traitement au crizotinib). Cette régulation se ferait vraisemblablement par la régulation

négative de la protéine Beclin 1 (données non présentées dans ce manuscrit).

Afin de vérifier si l'inhibition de la protéine Bcl-2 permettait de mimer le phénotype obtenu aprés
réexpression ectopique de miR-7 dans les cellules de LAGC NM-ALK+ Karpas-299, nous avons effectué des
tests de viabilité cellulaire (test MTS) combinant I'inhibition moléculaire de Bcl-2 par un siARN ciblant son
ARNm (siBcl2), a un traitement par le crizotinib (500nM, 48h). Nous avons ainsi observé que le siBcl-2
entraine la potentialisation des effets cytotoxiques du crizotinib. En effet, la viabilité cellulaire passe de
50% aprés traitement au crizotinib a 10% aprés traitement au crizotinib combiné a I'inhibition de Bcl-2
(Figure 54D). Les résultats obtenus avec le siARN dirigé contre ’ARNm de Bcl2 semblent parfaitement
superposables avec ceux obtenus apres réexpression ectopique de miR-7 (Figure 51A). Nous avons donc
émis I’hypothese que miR-7 était un régulateur négatif de I'expression de Bcl-2 dans les cellules de LAGC
NPM-ALK+. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons mesuré le niveau d’expression de la protéine Bcl-
2 avant et apres transfection de miR-7. Nous avons ainsi observé la diminution de I'expression de la

protéine Bcl-2 lors de la transfection du miR-7 couplée a un traitement au crizotinib (Figure 54E).

Cependant, ces observations ne traduisent que des relations indirectes entre le miR-7 et Bcl-2. Pour
montrer l'interaction directe entre miR-7 et '’ARNm codant pour la protéine Bcl-2, nous avons effecuté
des expériences d’'immunoprécipitation a la biotine (« biotin-pulldown assay ») utilisant un miR-7
biotinylé (miR-7-Bt). Nous avons ainsi transfecté des cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 soit par une
forme biotinylée de miR-7 humain, soit par une forme biotinylée de miR-39 de c.elegans (cel-miR-39,
contréle négatif non exprimé dans des lignées cellulaires humaines). Ces microARNs ont ensuite été
précipités via la biotine sur des billes de streptavidine environ 18h apres transfection. Les ARNm co-
purifiés ont ensuite été extraits et analysés par RT-qPCR avec des amorces spécifiques pour la GAPDH
(controle négatif) ou pour Bcl-2. Ces expériences ont révélé que I’ARNm codant pour Bcl-2 n’est pas co-
purifié en présence de miR-7-Bt, tout comme ’ARNm codant pour la GAPDH (données non présentées

dans le manuscrit).
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Figure 55 : c-Raf est une cible directe de miR-7 dans les LAGC NPM-ALK+

(A)Quantification par RT-qPCR des ARNm codants pour les protéines GAPDH et c-Raf par co-purifiées par précipitation avec un
miR-7 biotinylé (miR-7-Bt) ou avec un miR-39 de c.elegans biotinylé (cel-miR-39, n’ayant pas de cible dans les lignées cellulaires
humaines). Les cellules Karpas-299 ont été transfectées par un microARN contréle biotinylé (cel-miR-39, 40nM) ou par le miR-7
biotinylé (miR-7, 40nM) pendant 18h. (B) Mesure du niveau d’expression des protéines c-Raf et GAPDH (contréle de charge) par
western blotting dans les cellules Karpas-299 et SU-DHL-1 transfectées par un microARN contréle (miR-Neg, 100nM) ou par le
miR-7 (100nM) pendant 72h et traitées ou non par le crizotinib (PF, 500nM, 24h). (C) Mesure du niveau d’expression de ’ARNm
codant pour la protéine c-Raf par RT-gPCR dans des cellules Karpas-299 transfectées par un contréle (miR-Neg, 100nM) ou par
miR-7 (100nM) pendant 72h. (D-1) Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules Karpas-299 transfectées a deux
reprises, a 24h d’intervalle par un contréle (siSCR, 100nM) et par un siARN ciblant ’ARNm de c-Raf (siCRaf, 100nM) pour une
durée totale de 72h de transfection, et traitées ou non par des doses croissantes de crizotinib (125, 250, 500, 1000 et 2000nM
pendant 48h). L'efficacité de transfection a été évaluée par western blotting ainsi que par RT-gPCR (D-2). (Test statistique : T-
Test ; * : p<0.05 ; ** : p<0.01) (Figure représentative de 3 expériences).
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Nos résultats n’ont donc pas permis de mettre en évidence une interaction directe entre I’ARNm de Bcl-

2 et miR-7.

L’observation du « switch » entre une autophagie de survie et une autophagie de mort dans les LAGC
NPM-ALK+ est un phénomeéne intriguant, que I'on ne peut donc pas expliquer par une interaction directe
entre miR-7 et Bcl-2. Afin de confirmer que I'autophagie cytotoxique est bien le mécanisme responsable
de la perte de viabilité des cellules, nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire dans lesquels nous
avons couplé l'inhibition de Bcl2 (siARN ciblant I’ARNm de Bcl-2) avec I'inhibition de I'autophagie (siARN
ciblant ’ARNm de ULK1) et avec un traitement par le crizotinib (125 ou 250nM, 48h). Les résultats de ces
tests révelent que dans la lignée de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299, I'inhibition de I'autophagie seule
n’impacte pas sur la viabilité cellulaire, a I'inverse de I'inhibition de Bcl-2 (siARN ciblant ’ARNm de Bcl2)
qui entraine une diminution de la viabilité cellulaire, plus importante encore en condition de traitement
au crizotinib (Figure 54F). Nous avons également observé que l'inhibition conjointe de Bcl-2 et de
I"'autophagie permet d’inverser les effets de I'inhibition de Bcl2 seule, et ce en présence ou non du
traitement par le crizotinib (Figure 54F). Nos résultats préliminaires laissent donc suggérer que I'inhibition
de Bcl-2 combinée au traitement par le crizotinib entraine I'induction d’une autophagie cytotoxique, dont
le blocage permet de préserver la viabilité cellulaire. L’ensemble des travaux impliquant la protéine Bcl-2
a été réalisé en collaboration avec Avédis Torossian et Estelle Espinos au sein de notre équipe, et sont

I’objet d’'un manuscrit en cours de rédaction.

b. Le cas de RAF1 :
Afin de déterminer quelles pourraient étre les cibles directes de miR-7, nous avons effectué d’autres
expériences d’immunoprécipitation utilisant une version biotinylée de miR-7 (miR-7-Bt). Pour cela,
comme décrit précédemment, les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 ont été transfectées soit par
une forme humaine biotinylée de miR-7, soit par un microARN biotinylé de c.elegans (cel-miR-39,
contrdle négatif non exprimé dans les lignées cellulaires humaines). Nous avons ensuite analysé les ARNm
co-précipités RT-qPCR, par des amorces spécifiques de la GAPDH (controle négatif) et de c-Raf. Nous avons
observé que 'ARNm codant pour la protéine c-Raf était significativement co-purifié avec le miR-7-Bt
(p<0.01), mais pas avec le cel-miR-39-Bt (Figure 55A). A I'opposé, nous n’avons pas observé
d’enrichissement de I’ARNm de la GAPDH dans la précipitation effectuée avec le miR-7-Bt par rapport a
celle effectuée a I'aide du cel-miR-39 (Figure 55A). Nous avons confirmé ces résultats par des expériences
de réexpression ectopiques du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299. En effet, nous
avons observé la sous-expression a la fois de 'ARNm et de la protéine c-Raf dans apres transfection du

miR-7 par rapport aux cellules transfectées par le microARN contréle (Figure 55B et 55C).

236



237



Nous avons ensuite voulu vérifier que l'inhibition de c-Raf par un siARN permettait de reproduire les
résultats obtenus aprés réexpression ectopique du miR-7. Pour cela, nous avons effectué des tests de
viabilité cellulaire combinant I'inhibition moléculaire de c-Raf par un siARN (deux transfections
successives, 72h d’inhibition au total), au traitement par le crizotinib a plusieurs doses (125, 250, 500,
1000 et 2000nM) pendant 48h. Nous avons observé une trés faible potentialisation des effets
cytotoxiques du crizotinib par I'inhibition de c-Raf : la différence maximale en termes de viabilité cellulaire
entre ces deux conditions est seulement de 10% (Figure 55D). Ces résultats pourraient néanmoins étre
expliqués par I'inhibition moléculaire incompléte de c-Raf aussi bien au niveau protéique qu’au niveau de
I’ARNm (Figure 55D, panels de droite), et ce méme aprés deux transfections successives du siARN ciblant
I’ARNm de c-Raf, dans le but de maximiser son inhibition. Ce résultat doit bien slr étre reproduit et

confirmé, notamment avec une meilleure inhibition de c-Raf (inhibiteur pharmacologique, sh-ARN).
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L’étude du réle de I'autophagie dans I'oncogenése ainsi que dans la résistance des cellules tumorales
a divers traitements est en plein essor, comme en témoignent le nombre grandissant de publications
portant sur ce sujet et d’équipes traitant de cette thématique. L’autophagie a été initialement décrite
comme un processus de dégradation cellulaire. Cependant, par la suite, son implication dans de
nombreux processus cellulaires clefs ainsi que dans plusieurs pathologies (dont le cancer) a été

démontrée, ce qui en fait une bonne cible thérapeutique potentielle.

L'intérét de notre équipe pour les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules exprimant I'oncogéne
ALK (LAGC ALK+) est historique, car notre groupe associe depuis toujours des chercheurs et des

hospitalo-universitaires impliqués dans le diagnostic des hémopathies.

Les LAGC représentent environ 1 a 2 % des lymphomes non hodgkiniens chez I'adulte et 10 a 20% des
lymphomes de I'enfant ce qui en fait le ymphome pédiatrique le plus fréquent. C'est un lymphome de
type T, rare et agressif et fréquemment associé a la translocation réciproque t(2;5)(p23;935) (70 a 80%
des cas). Cette anomalie chromosomique implique le géne de la nucléophosmine (NPM1) situé en 5935
et le géne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), en 2p23 qui code un récepteur a activité tyrosine
kinase®. Cette translocation conduit a I'expression d’une protéine chimérique, NPM-ALK, constituée
du domaine de dimérisation de NPM et de la partie intracellulaire de ALK contenant son domaine
tyrosine kinase. Dans les LAGC, I'activation constitutive de la protéine de fusion NPM-ALK (LAGC NPM-

ALK+) représente un événement majeur dans I’'oncogenese.

Le traitement de premiere intention de cette pathologie repose sur une polychimiothérapie de type
CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) permettant la rémission d’environ
75% des patients. A I'opposé, les rechutes le plus souvent trés agressives, laissent les cliniciens dans
une impasse thérapeutique. C'est dans ce contexte que I'’étude du réle de I'lautophagie dans la réponse
aux drogues nous a donc semblé ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques dans le but de diminuer
I'incidence des rechutes ou de mieux traiter les patients. Ainsi au cours de ma thése j’ai pu montrer

que :

1. Letraitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par le crizotinib, un inhibiteur ciblant la tyrosine
kinase (ITK) ALK, entraine I'induction d’autophagie cytoprotectrice

2. Cette autophagie cytoprotectrice est également induite en réponse a des traitements par des
ITK de ALK de seconde génération (brigatinib, alectinib, ceritinib, NVP-TAE)

3. A l'opposé, la doxorubicine et la vinblastine (deux molécules faisant partie des

chimiothérapies) n’entrainent pas d’induction d’autophagie.

Ces observations nous ont ensuite poussées a nous intéresser aux mécanismes moléculaires de

régulation du flux autophagique dans les cellules de LAGC NPM-ALK+. Notre laboratoire disposant
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d’une expertise dans |'étude de différents types d’ARN non codants, en particulier pour les microARNSs,
nous avons porté notre attention sur ces nouveaux régulateurs négatifs de I'expression de génes cibles,

tres souvent dérégulés dans de nombreux cancers. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que :

4. Le microARN miR-7 est sous-exprimé apreés inhibition de ALK par traitement au crizotinib dans
des lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+

5. La réexpression ectopique de miR-7 induit la transition entre une autophagie de type
cytoprotectrice vers une autophagie de type cytotoxique, phénomene appelé « switch
autophagique »

6. Ce switch autophagique dans les LAGC NPM-ALK+ peut étre médié par la régulation de deux
cibles principales qui sont les protéines Bcl-2 (un régulateur majeur de I'apoptose et de

I"autophagie) et c-Raf (une protéine impliquée dans la voie des MAPK).
Traitements des LAGC NPM-ALK+ et induction d’autophagie

Le r6le cytoprotecteur de I'autophagie en réponse a I'inhibition de ALK a été confirmé dans différents
autres modeles de tumeurs solides comprenant soit des translocations impliquant le gene ALK, soit la
protéine ALK pleine taille (mutée ou surexprimée dans les neuroblastomes). On peut notamment citer
I’étude menée par le groupe du Dr Ren qui a démontré que I'induction de I'autophagie contribue a la
résistance de cellules de NSCLC EML4-ALK+ au crizotinib®®. Cependant, dans cette étude, on constate
que les cellules traitées par de tres fortes doses de crizotinib (1 a 8 uM) n’expriment plus I'oncogéne
EML4-ALK. Ceci sous-entend que I'effet du crizotinib sur I'autophagie dans ce modéle n’est pas d{ a
I'inhibition de EML4-ALK mais a une action sur d’autres cibles potentielles telles que c-Met (Hepatocyte
Growth Factor Receptor), une kinase fortement exprimée dans les cellules de NSCLC. Deux autres
études ont également décrit I'induction de I'autophagie en réponse a I'inhibition de I'activité kinase
de ALK pleine taille par I'entrectinib ou '’AZD3463, deux ITK de seconde génération ciblant ALK®%>606,
Cependant seule I’étude utilisant I’entrectinib a mis en évidence le caractere cytoprotecteur de cette
autophagie et le potentiel bénéfice thérapeutique de I'utilisation d’inhibiteurs d’autophagie dans les

neuroblastomes.

Contrairement aux ITK ciblant ALK, nous avons montré que les traitements par chimiothérapies ne
semblent pas induire d’autophagie dans les LAGC NPM-ALK+. Nous nous sommes plus particulierement
intéressés a la doxorubicine (incluse dans le traitement CHOP) et a la vinblastine (une molécule

prometteuse dans le traitement des LAGC NPM-ALK+).

Dans la littérature, le role de la doxorubicine sur I'autophagie est décrit comme ambivalent. Cette

molécule est connue pour présenter de forts effets cytotoxiques sur les cardiomyocytes notamment
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par I'induction d’autophagie cytotoxique dans ces cellules®®’. De nombreuses autres études décrivent
également I'induction de flux autophagique en réponse a ce traitement®°%%_ Cependant, les travaux
du groupe du Dr Yokochi montrent que la doxorubicine n’induit pas d’autophagie dans le lymphome
de Hodgkin, méme si la méthode de mesure de I'autophagie dans cette étude reste peu convaincante,
car elle ne consiste qu’en I'observation de « punctas LC3 » par microscopie de fluorescence®®”. Dans
les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+, nous avons montré que le traitement a la doxorubicine
induit environ 10% de flux autophagique quels que soient les doses utilisées ou le temps de traitement,
ce qui n’est en aucun cas comparable au flux autophagique induit par les ITK ciblant ALK sur ces mémes
cellules et qui correspondrait a cette derniére étude. Ce résultat reste toutefois a confirmer par

d’autres techniques de mesure du flux autophagique.

La vinblastine est un poison du fuseau mitotique et empéche la polymérisation de la tubuline en
microtubules. Une des fonctions principale de ces derniers est de faciliter le trafic vésiculaire au sein
des cellules : ils jouent ainsi un réle important dans le processus d’autophagie®. Ainsi, classiquement,
la vinblastine est décrite pour induire I'accumulation d’autophagosomes car son action sur les

611612 D’3utres études

microtubules empéche la fusion entre ces vésicules et les lysosomes
contradictoires ont cependant montré que le traitement a la vinblastine n’empéchait pas les
hydrolases d’entrer dans les autophagosomes mais permettait d’accélérer leur formation®. Le rdle
de la vinblastine sur la régulation de I'autophagie dans les hémopathies n’est a ce jour pas documenté,
nos résultats ne peuvent donc pas étre comparés a des résultats préexistants dans d’autres lymphomes

ou leucémies et restent encore a confirmer par des techniques complémentaires permettant la mesure

du flux autophagique.

La comparaison de l'effet des ITK ciblant ALK (de premiére et de seconde génération) et des
chimiothérapies sur le flux autophagique est intéressante car elle permet de mettre en évidence que
la réponse autophagique n’est pas enclenchée de la méme maniere pour tous les stress
thérapeutiques. Ces résultats ont été obtenus sur des lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ et il serait
intéressant de les reproduire dans le modele de lymphome murin conditionnel exprimant NPM-ALK
dont nous disposons au laboratoire’. Au niveau de la signalisation cellulaire, la grande différence entre
ces deux types de traitement est, comme nous I’avons montré, que les ITK ciblant ALK entrainent
I'inhibition de la voie mTOR, un régulateur négatif de I'autophagie, alors que les chimiothérapies
(notamment la doxorubicine), n’ont aucun effet sur cette voie. Il faut garder a I'esprit que les cellules
cancéreuses développent un métabolisme particulier et sont la plupart du temps insensibles aux
sighaux de croissance extracellulaires. En effet, I'activation constitutive de kinases oncogéniques
permet I'activation de signaux de croissance intrinseques (voies de signalisation) qui miment I’entrée

de facteurs de croissance dans les cellules®'®. Ce phénoméne est plus connu sous le nom d’addiction
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oncogénique®®. Dans les LAGC NPM-ALK+, la tyrosine kinase NPM-ALK est constitutivement activée et
représente un oncogene fort, activant de nombreuses voies de signalisation permettant la croissance
cellulaire (voir introduction, chapitre 1, partie 4.3). Ainsi, I'inactivation de cet oncogéne par des
thérapies ciblées spécifiques, mime une déprivation des cellules en énergie, qui est un signal connu
pour activer 'autophagie en particulier via I'inhibition de la voie mTOR®!*. Cette hypothése permettrait
d’expliquer la différence de flux autophagique induit en réponse aux ITK ou aux chimiothérapies dans
les cellules de LAGC NPM-ALK+. Elle est confortée par le fait que I'induction d’autophagie en réponse
a linhibition d’oncogénes forts est retrouvée dans plusieurs types de cancers, tels que dans les
leucémies myéloides chroniques exprimant la tyrosine kinase oncogénique Bcr-Abl®'® ou dans les

NSCLC ALK- exprimant I'oncogéne c-Met®?,

Ainsi, I'intensité du flux autophagique peut varier en fonction du stress thérapeutique auquel la cellule
tumorale est confrontée, variation ayant pour but ultime I'adaptation de la cellule a ces stress.
L’autophagie est donc un phénomeéne dynamique et trés sensible, ce qui la rend difficile a évaluer avec
précision. Le développement d’outils permettant une analyse fiable et reproductible du flux
autophagique dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ était donc une priorité. C'est dans ce but que nous
nous sommes attachés a I'adaptation d’un outil de mesure du flux autophagique par cytométrie en
flux développé par le groupe du Dr Thorburn3*® dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ (le clone
Karpas-299-RFP-GFP-LC3). La caractérisation de cet outil a révélé qu’il permettait une analyse
reproductible et quantitative du flux autophagique ainsi que la réduction des biais de mesure dus a la
technique du western blotting (« LC3 turnover assay »). De plus, cet outil est particulierement adapté
aux modeles cellulaires de LAGC-NPM-ALK+ qui sont des lymphocytes T cultivés en suspension et donc
faciles a analyser par cytométrie en flux®'®. Cependant, malgré son utilité au laboratoire, cette
technique de mesure du flux autophagique n’est pas applicable chez les patients, car elle implique
I"apport exogene d’une protéine de fusion.

La mise au point de techniques permettant la détection et la quantification du flux autophagique chez
les patients de facon fiable et reproductible est actuellement un point d’intérét principal dans le
domaine. Le développement de telles techniques s’inscrit d’ailleurs dans les nombreux objectifs d’'un
projet européen COST (European Cooperation in Science and Technology) appelé TRANSAUTOPHAGY

qui inclut des patients atteints d’hémopathies malignes parmi d’autres pathologies®*.

Actuellement, les possibilités de détection de I'autophagie chez les patients se limitent a I'analyse
microscopique et/ou biochimique de biopsies provenant de tissus tumoraux (principalement sous
forme de blocs fixés au formol et inclus en paraffine (FFPE)), ou alors a I'analyse du sang périphérique

de ces patients (ces deux types de préléevements étant majoritairement disponibles dans les collections
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des centres de ressources biologiques). La technique de référence de visualisation de I'autophagie est
la microscopie électronique, qui permet la visualisation et la quantification des autophagosomes.
Cependant, cette technique n’est pas applicable en routine car elle est coliteuse, peu rapide a mettre

20621 |’équipe du Pr Tschan a

en place et qu’elle ne permet pas d’analyser les échantillons FFP
récemment mis en place une technique d’immunohistochimie (IHC), combinant la visualisation des
protéines LC3 et p62 sur coupe FFPE3>3, Cette méthode standardisée permet une quantification
reproductible et fiable de I'autophagie, applicable a de larges collections d’échantillons et qui pourrait
donc étre utilisée en clinique et en particulier pour les LAGC ALK+, pour lesquels nous disposons de
préléevements ganglionnaires FFPE au diagnostic. Une autre étude a montré que la présence de
cytokines ou chimiokines sécrétées dans le sang périphérique telles que I'lL1B (Interleukine 1 B), la
CXCL8 (chemokine (C-X-C motif) ligand 8, ou interleukine 8), le LIF (leukemia inhibitory factor), le DKK3
(dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3) et la FAM3C (family with sequence similarity 3, member
C) pouvait varier en fonction du statut autophagique chez les patients atteints de mélanomes®*. Une
étude de notre groupe publiée en 2012 a montré que les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+
sécretent la protéine HMGB1 (high-mobility-group Box-1), une protéine, qui entraine a son tour la
sécrétion d’interleukine 8 par des kératinocytes environnants®?2, Le taux d’IL8 sérique a d’ailleurs été
associé a une dissémination leucémique du lymphome®?2, L’étude de I'expression de I'lL8 dans des
échantillons sanguins de patients atteints de LAGC NPM-ALK+ pourrait donc également permettre de
proposer cette interleukine comme biomarqueur potentiel, permettant d’évaluer I'induction de

I"autophagie dans les LAGC NPM-ALK+.
Role de I'autophagie en réponse a différents traitements

La mesure de l'intensité du flux autophagique chez les patients n’apporte cependant pas toutes les
informations utiles au développement de thérapies personnalisées ciblant I'autophagie. En effet, en
plus du niveau d’intensité du flux autophagique, il est nécessaire de déterminer le réle de cette
autophagie chez les patients, afin de pouvoir établir une stratégie d’inhibition de ce flux (s’il est

cytoprotecteur) ou au contraire d’activation (s’il est cytotoxique).

Les mécanismes permettant d’expliquer la fonction cytoprotectrice de I'autophagie dans les LAGC
NPM-ALK+ sont encore inconnus. Dans la littérature, il est proposé que ce mécanisme passe

majoritairement par une diminution de la sensibilité des cellules a I'apoptose®?352°,

Certaines études montrent que I'autophagie permet d’inhiber I'apoptose en réduisant la quantité de
protéines pro-apoptotiques dans le cytosol. Par exemple, dans le cancer du célon, I'équipe du Dr
Rabinowich a montré que I'autophagie induite en réponse a TRAIL (tumor-necrosis-factor related
apoptosis inducing ligand), un récepteur de mort, contrebalance I'apoptose induite simultanément,
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car elle entraine la séquestration de la caspase 8 dans les autophagosomes, empéchant ainsi son effet
pro-apoptotique®?’. Il est intéressant de noter qu’une étude publiée par le groupe du Dr Vitale en 2004
démontre que les cellules NK et les lymphocytes T CD8+ activés prélevés sur des donneurs sains,
expriment TRAIL et son récepteur, mais que celui-ci ne présente aucune activité cytotoxique dans ces

630

cellules®®. Il pourrait donc étre intéressant de déterminer si la caspase 8 est présente dans les

autophagosomes dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+.

Une autre des fonctions majeures de |'autophagie est la régulation de la dégradation de divers
organites cellulaires et en particulier des mitochondries (mitophagie, voir introduction chapitre 3
partie 1.3.b). Il a notamment été montré que l'induction d’autophagie par un traitement a la
rapamycine permettait de réduire la masse mitochondriale cellulaire de prés de 60%°*. Indirectement,
ce phénomeéne entraine la diminution de molécules pro-apoptotiques contenues dans ces organites,
telles que le cytochrome C%! ainsi que la réduction de la formation d’Espéces Réactives de I'Oxygéne
(EROs)®2, Une forte augmentation d’autophagie permettrait donc de mieux évacuer de potentiels
inducteurs de I'apoptose et ainsi de protéger les cellules. Cependant, il faut noter que le traitement de
cellules de LAGC NPM-ALK+ par la rapamycine, entraine un arrét du cycle cellulaire ainsi qu’une

induction d’apoptose massive®3

et que le ciblage de la voie mTOR par cette thérapie est sérieusement
envisagé en clinique®. Cet effet cytotoxique de la rapamycine sur les lignées cellulaires de LAGC NPM-
ALK+ peut étre expliqué par le fait que la voie mTOR est trés fortement activée en aval de I'oncogéne
ALK, ce qui en fait une voie essentielle au développement et a la croissance tumorale. Son inhibition
est certainement délétere dans ce cas a cause du phénomene d’addiction oncogénique déja évoqué

précédemment. Le role de I'autophagie en réponse au traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par

la rapamycine reste donc encore a déterminer.

Enfin, il est intéressant de mentionner une nouvelle fonction émergente attribuée aux
autophagosomes, qui ont été décrits comme constituant une véritable plateforme de signalisation
cellulaire dans plusieurs études®*35%37 |es travaux du groupe du Dr Singh publiés en 2013 décrivent
le réle de I'autophagie dans I'activation de la voie ERK, une voie généralement impliquée dans la
promotion de la croissance cellulaire, et activée en aval de nombreux oncogéenes, dont NPM-ALK (voir
introduction, chapitre 1, partie 4.3). Ce groupe a notamment démontré que les protéines MEK et ERK
participant a cette cascade de signalisation pouvaient interagir avec les protéines Atg au niveau des
autophagosomes, et que cette interaction était nécessaire pour leur activation. L'inhibition de la
formation de ces structures autophagiques entrainerait donc la diminution de la phosphorylation de
ERK®?°, L’induction de la formation d’autophagosomes pourrait ainsi permettre d’augmenter
|"activation de voies de signalisation entrainant la promotion de la croissance tumorale, ce qui pourrait

contribuer au rdle cytoprotecteur de I'autophagie. Afin de tester cette hypotheése, il serait intéressant
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de visualiser la colocalisation de protéines de la voie ERK avec celles impliquées dans la formation de

I"autophagosome dans les cellules de LAGC NPM-ALK+.

Une autre étude indépendante a décrit ce méme role de plateforme de signalisation pour
|"'autophagosome. Le groupe du Dr Wang a ainsi démontré que |'activation des caspases 8 apres
traitement de fibroblastes embryonnaires murins par un inhibiteur pan-sphingosine kinase nécessitait
la présence d’une autophagie fonctionnelle, et que I'inhibition moléculaire de la formation de ces
autophagosomes résultait en une suppression de I'activité apoptotique médiée par les caspases 8%,

Les auteurs ont également pu mettre en avant la colocalisation de la caspase 8 ainsi que de sa protéine

adaptatrice FADD au niveau des autophagosomes (colocalisation de la caspase 8 avec LC3 et p62).

L'exploration de cette nouvelle fonction de I'autophagie en tant que plateforme de signalisation est
actuellement en plein essor et il serait trés intéressant d’étudier ce nouveau réle de I'autophagosome
dans les LAGC ALK+. En effet, nous avons pu mettre en évidence une potentialisation de I'apoptose
induite par le crizotinib en présence d'un bloqueur de dégradation des autophagosomes, la
chloroquine. Il faut également noter que le traitement des lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ par
la vinblastine (qui permet de bloquer la fusion entre I'autophagosome et le lysosome), induit
également un fort pourcentage d’apoptose (données personnelles non présentées dans le manuscrit).
Dans ce contexte, il est possible d’envisager I'étude du réle des autophagosomes en tant que
plateforme de signalisation cellulaire par des techniques permettant de visualiser la colocalisation de
la caspase 8 avec des protéines marqueurs de I'autophagosome, comme la protéine Atg5 par exemple.
Ce mécanisme nous permettrait ainsi d’expliquer pourquoi le blocage du flux autophagique entraine

la potentialisation de I'apoptose dans les LAGC NPM-ALK+.

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires responsables du role cytoprotecteur de
I"autophagie induite en réponse au traitement par le crizotinib dans les LAGC NPM-ALK+ permettrait
a terme, d’identifier des biomarqueurs pouvant potentiellement étre utilisés en clinique. La
combinaison de marqueurs permettant de déterminer I'intensité de la réponse autophagique ainsi que

son réle pourrait servir a orienter les thérapies administrées aux patients atteints de LAGC ALK+.

Régulation de I'autophagie par les microARNs dans les LAGC NPM-
ALK+

C'est également dans I'optique de mieux comprendre les mécanismes responsables de I'induction
d’autophagie cytoprotectrice en réponse au traitement par le crizotinib dans les LAGC NPM-ALK+ que
nous nous sommes intéressés aux microARNs. Le point de départ de ce projet a été I'analyse de

I’expression de divers microARNs dans les cellules Karpas-299 traitées ou non par le crizotinib (puce
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commerciale Qiagen, voir résultats partie llI-2). Parmi les dix microARNs sous-exprimées en réponse
au traitement par le crizotinib, trois ont attiré notre attention (miR-363-5p, miR-106a-3p et miR-7-5p)
car tous trois ont pour cible prédite la sérine-thréonine kinase ULK1 (base de données MEDIANTE
http://www.genomique.info:8080/merge/index?action=MITAP). Cette protéine est impliquée dans
I'initiation du processus autophagique (voir Introduction, Chapitre 3 partie Ill - 2) et est considérée
comme une bonne cible thérapeutique, en particulier dans les cancers®®®. Cependant, seuls les
résultats obtenus avec miR-7 nous ont permis de relier la régulation de I'autophagie a un effet sur la
viabilité cellulaire dans les lignées de LAGC NPM-ALK+. Il serait toutefois intéressant de poursuivre la
caractérisation de la fonction des deux autres microARNs, qui semblent jouer un réle important dans
la lymphomagenése liée a NPM-ALK, d’autant plus qu’ils font partie du cluster miR-17-92,

fréquemment dérégulé dans les LAGC NPM-ALK+ (voir introduction chapitre 1, partie 5.2.a)

Nos résultats montrent que la réintroduction du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ traitées
par le crizotinib entraine I'induction d’autophagie de type cytotoxique, ce qui est en accord avec la
littérature. En effet, une étude du groupe du Dr Fujiwara parue en 2005 montre que la sur-expression
de miR-7 induit la mort par autophagie dans un modele de cellules de NSCLC EML4-ALK+ et ALK-, via
I'inhibition de 'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)*®®. Plusieurs études ont ainsi décrit le rdle
de miR-7 dans la régulation de I'expression de I'EGFR lui-méme, mais aussi dans celle des protéines
AKT, ERK1/2, c-Raf, p21, PI3K, p70S6K ou encore mTOR®¥%4! toutes impliquées dans la voie de ce
récepteur aux facteurs de croissance. Il est important de noter que I'expression de I'EGFR est tres
réduite dans les LAGC NPM-ALK+ (données personnelles, non présentées dans ce manuscrit). Nous
nous sommes donc intéressés a la caractérisation d’autres cibles de miR-7, qui pourraient expliquer

les effets phénotypiques observés aprées réexpression ectopique de ce microARN.

En premier lieu, nous nous sommes intéressés a la protéine Bcl-2, un régulateur majeur de I'apoptose
et de I'autophagie®?%43, En 2011, le groupe du Dr Chu a montré que cette protéine était la cible directe
de miR-7, grace a une technique de géne rapporteur luciférase dans les NSCLC ALK-544, De maniére
générale, Bcl-2 est une protéine anti-apoptotique, ce qui en fait un oncogene majeur dans de
nombreux cancers®®. Ce n’est cependant pas le cas dans les LAGC NPM-ALK+, ou I'expression de cette
protéine est tres faible en conditions normales. Le traitement des lignées cellulaires de LAGC NPM-
ALK+ par le crizotinib induit toutefois la réexpression de Bcl-2 dans ce modéle. Ce phénomene pourrait
étre expliqué par des mécanismes de régulation post-transcriptionnels, faisant intervenir miR-7 en
particulier. Ainsi nous avons supposé que la sous-expression de ce miR sous traitement au crizotinib
pourrait permettre d’expliquer la réexpression de Bcl-2 dans les mémes conditions. Cependant bien
que la quantité d’ARNm et de protéine Bcl2 diminue systématiquement suite a la transfection du miR-

7 dans les cellules de LAGC NPM-ALK+, nos résultats montrent que l'interaction entre ce microARN et
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I’ARNm de Bcl-2 n’est pas directe. Il est possible que le faible niveau d’expression de Bcl-2 dans les
lignées de LAGC NPM-ALK+ rende la détection de I'interaction directe entre ces deux partenaires tres
difficile. Il serait intéressant de confronter nos résultats avec ceux obtenus par d’autres techniques
permettant d’identifier les interactions microARN/ARNm, comme par exemple I'utilisation d’un géne
rapporteur luciférase, ou l'utilisation d’un « Target Site Blocker » qui nous permettrait d’empécher la
fixation de miR-7 spécifiquement sur sa séquence cible (seed region) présente sur I'extrémité 3'UTR

de I’'ARNm codant pour Bcl-2 et de comparer les résultats obtenus avec ces différentes techniques.

Méme si nous n’avons pas pu démontrer le lien direct entre Bcl-2 et miR-7, des travaux s’intéressant
au role de Bcl-2 dans le « switch autophagique » sont actuellement en cours dans I'équipe. IlIs sont
basés sur plusieurs études déja publiées dans la littérature qui démontrent cette fonction de Bcl-
2323518646647 En effet, |e role de Bcl-2 dans le « switch autophagique » a été avancé pour la premiére
fois en 2005 par le groupe du Dr Levine qui a proposé que I'autophagie serait nécessaire a la réponse
des cellules cancéreuses a divers stress. Cependant, si I'induction d’autophagie est trop forte, elle peut
alors contribuer a la mort cellulaire. La protéine Bcl-2, de par sa capacité a interagir avec Beclin 1
servirait ainsi de « rhéostat » et permettrait de maintenir le niveau d’autophagie cellulaire a un niveau
physiologique, empéchant ainsi la mort par autophagie®®. Deux études ont depuis démontré ce rdle
de Bcl-2. Dans un modéle de neuroblastome, le groupe du Dr Qin a montré que I'inhibition moléculaire
de Bcl-2 en condition de déprivation en sérum induisait une mort cellulaire massive, accompagnée
d’une augmentation d’autophagie. L’ajout d’inhibiteurs d’autophagie permet de diminuer la mort
cellulaire induite par la carence et I'inhibition de Bcl-25%, Ces résultats ont été confirmés par une étude
récente qui montre que le fait de promouvoir l'interaction Bcl-2/Beclin 1 dans un modéle de
neuroblastome via des inhibiteurs d’Akt, permet de freiner I'lautophagie induite en réponse a un pré-
conditionnement ischémique, ce qui induit dans ce cas la mort cellulaire par dommages

mitochondriaux®’.

Dans les LAGC NPM-ALK+, nous avons pu montrer que le traitement par le crizotinib combiné a
I'inhibition moléculaire de Bcl-2 induisait un fort flux autophagique, ainsi qu’une trés forte inhibition
de la viabilité cellulaire. Nos résultats préliminaires indiquent que lorsque ce flux autophagique est
inhibé (siULK1), on observe une diminution de la viabilité cellulaire moins importante, ce qui semble
confirmer le réle cytotoxique de I'autophagie induite apres inhibition de Bcl-2. Ces expériences sont
actuellement en cours et le réle de « rhéostat » de la protéine Bcl-2 dans les LAGC NPM-ALK+ reste

encore a confirmer.

Afin de pouvoir caractériser la fonction de miR-7 dans les LAGC NPM-ALK+, nous avons poursuivi nos

investigations afin de caractériser une cible directe de ce microARN. Nous avons ainsi testé une
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douzaine d’ARNm cibles possibles de miR-7 (par précipitation avec une version biotinylée de miR-7).
Parmi eux, seul le messager codant pour la protéine RAF1 (c-RAF) semble pouvoir se lier directement

a miR-7.

La protéine c-Raf fait partie de la voie ERK1/2, ou elle joue le réle de MAP3K, en aval de la famille des
protéines Ras et de récepteurs aux facteurs de croissance tels que 'EGFR. Il faut cependant noter que
dans les LAGC NPM-ALK+, c-Raf ne semble pas étre responsable de la phosphorylation et donc de
I'activation des MAPK, car son inhibition (pharmacologique ou moléculaire) n’empéche pas la
phosphorylation de MEK1/2 et de ERK1/2%%. La fonction de c-Raf dans les LAGC NPM-ALK+ est donc
encore a ce jour peu caractérisée. La poursuite de la caractérisation du réle de c-Raf dans les cellules
de LAGC NPM-ALK+ pourrait montrer que cette protéine participe au « switch autophagique » et que

son inhibition permettrait de faire basculer I'autophagie du c6té cytotoxique.

Dans la littérature, le role de c-Raf dans I'induction d’autophagie a déja été abondamment décrit. Ainsi
dans un modele de cancers du célon, I'inhibition de I'activation de c-Raf par les acides aminés entraine
une diminution de I'autophagie®’. Une autre étude a montré que le traitement de cellules Hela a
I’oridonine (une molécule inhibitrice du facteur de transcription NFkB) induisait de I'apoptose ainsi que
de I'autophagie, supprimée par l'inhibition de c-Raf®!. Certaines études ont méme proposé une
relation entre c-Raf et I'induction d’autophagie cytotoxique. C'est le cas du groupe du Dr Lee, qui a
démontré que l'inhibition de c-Raf dans un modele de fibroblastes humains traités au paclitaxel (un
stabilisateur des microtubules), permet de prévenir la mort cellulaire et I'autophagie induites par ce
traitement®®2, Cependant, I'inhibition de I'autophagie seule, ou de I'apoptose seule n’a aucun effet sur
la mort cellulaire, suggérant que lorsque l'apoptose est inhibée, I'autophagie seule peut étre
responsable de la mort cellulaire. Cette observation a été confirmée par le groupe du Dr Rapp, qui a
montré que 'extinction de c-Raf dans un modéle murin de NSCLC ALK- entraine la mort des cellules

tumorales par autophagie®>,

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons effectué des inhibitions directes de c-Raf, par interférence
a I’ARN, afin de comparer les résultats obtenus aux effets du miR-7 sur la viabilité cellulaire ainsi que
sur le flux autophagique. Nos résultats préliminaires montrent une trés faible potentialisation des
effets du crizotinib sur la viabilité cellulaire. Il faut cependant noter que I'inhibition de c-Raf dans ces
conditions n’est pas optimale (faible pourcentage d’inhibition aprés deux transfections successives par
un siARN ciblant I’ARNm de c-Raf). Il serait donc intéressant de construire des vecteurs lentiviraux
permettant une extinction totale de cette protéine. L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques est
également envisagée. Comme décrit précédemment, le miR-7 peut potentiellement cibler de

nombreuses protéines dans la voie de signalisation en aval de 'EGFR, dont c-Raf fait partie. Il est donc
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possible que I'inhibition de c-Raf seule ne soit pas suffisante, et ne permette pas de reproduire les
effets observés suite a la transfection du miR-7 dans les cellules de LAGC-NPM-ALK+. Il faut également
noter que la protéine c-Raf possede deux isoformes chez les mammiferes : a-Raf et b-Raf. Ces
isoformes présentent de nombreuses structures conservées, ce qui suggere que l'inhibition de 'une
d’entre elle pourrait étre compensée par |'activation de I"autre®?. Il faut noter qu’on trouve un site
potentiel de fixation de miR-7 sur le I'extrémité 3'UTR de ’ARNm de b-Raf. Il semble donc nécessaire
de réaliser des inhibitions conjointes de b- et de c-Raf, afin de voir si I'effet sur la viabilité cellulaire

serait plus important.

Il faut aussi mentionner qu’une étude parue en 2011, montre que la protéine p21 (PAK1), une cible
prédite de miR-7 peut induire de I'autophagie via la voie c-Raf — ERK. La protéine BNIP3 (Bcl-
2/adenovirus E1B-19-kDa-interacting protein 3) participerait a ce processus®®. Cette protéine a une
fonction pro-apoptotique, et peut se lier a Bcl-2. Il serait donc tres intéressant de quantifier cette
protéine apres transfection du miR-7 ou du siRNA ciblant 'ARNm de c-Raf. Ceci pourrait
éventuellement nous permettre de caractériser plus en détail la voie moléculaire responsable de
I'induction d’autophagie dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ et peut-étre également de relier nos
résultats obtenus pour la protéine Bcl-2 avec ceux obtenus pour la protéine c-Raf et pour le miR-7.
Enfin il est important de mentionner que I'effet cytotoxique du miR-7 pourrait passer par d’autres
mécanismes que nous n’avons pas testés ici, tels que la sénescence, la nécrose ou la nécroptose, etc.
Bien que I'implication de miR-7 dans les processus de nécrose ou de nécroptose n’ait jusqu’a présent
pas été décrite dans la littérature, il apparait comme nécessaire de réaliser des tests complémentaires
afin d’écarter toute possibilité de I'implication d’autres processus de mort cellulaire dans les lignées
de LAGC NPM-ALK+ apres réexpression ectopique du miR-7 combinée au traitement par le crizotinib.

Plusieurs points restent donc encore a éclaircir avant de pouvoir conclure sur cette étude.

Perspectives d’applications thérapeutiques chez les patients atteints

de LAGC NPM-ALK+

La modulation de I'autophagie en clinique n’est encore qu’a ses débuts. Méme si la majorité des
exemples dans la littérature rapportent I'induction d’autophagie cytoprotectrice en réponse a des
traitements anti-cancéreux, certaines études décrivent également l'induction d’une autophagie
cytotoxique qui potentialise I'effet du traitement. L'administration d’inhibiteurs de I'autophagie en

clinigue ne doit donc pas étre systématique, et requiert :

- Lidentification de biomarqueurs permettant de déterminer le role précis (cytoportecteur ou

cytotoxique) de I'autophagie en réponse a chaque traitement des LAGC ALK+
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- Le développement de modulateurs de l'autophagie utilisables en clinique car comme
mentionné précédemment, la chloroquine présente de nombreux effets indésirables (voir

introduction chapitre 4, partie 4.1.a).

Le ciblage de I'autophagie dans les LAGC NPM-ALK+ est particulierement intéressant dans le cadre de
I'utilisation en clinique du crizotinib. En effet, le Pr Gambacorti a reporté le traitement des premiers
patients atteints de LAGC ALK+, en rechute et/ou réfractaires a tout traitement par cet ITK, ce qui a
permis pour la premiére fois de démontrer son efficacité dans le traitement de patients atteints de
lymphomes associés a ALK?%, Cependant les premiéres données obtenues montrent aussi que I'arrét
du traitement engendre systématiquement une rechute chez ces patients. Le crizotinib ne semble donc
pas totalement éradiquer les cellules cancéreuses, mais bel et bien les mettre « en pause ». Ce
phénomeéne correspond au processus de dormance cellulaire décrit précédemment (Introduction,
chapitre 4 partie 1.2.b) et observé in vitro. De maniére intéressante, I'lautophagie a été décrite comme
jouant un réle essentiel dans I'entrée en dormance des cellules cancéreuses (voir Introduction,
Chapitre 4, partie 1.2.b). La relation entre le crizotinib, 'autophagie et la dormance est donc un point
a éclaircir pour mieux comprendre I'évolution de la pathologie apres arrét du traitement. La reprise de
la croissance tumorale apres arrét du traitement au crizotinib (régression tumorale confirmée par
palpation) a également été observée par notre équipe dans le modele murin conditionnel de
lymphomes exprimant NPM-ALK dont nous disposons au laboratoire. Ces souris pourraient donc étre
un modele adéquat nous permettant I'étude de I'implication de I'autophagie dans la rechute de la

maladie aprées arrét du traitement.

Nous avons mis au jour, dans nos modeles cellulaires de LAGC ALK+, la régulation de I'autophagie par
miR-7. Ce microARN est considéré comme un bon outil thérapeutique et de nombreuses études ont
montré qu’il pourrait étre utilisé comme un biomarqueur dans de nombreux cancers ol son expression
est diminuée dans des tissus tumoraux par rapport a des tissus sains, par exemple dans les NSCLC ALK-
%% ou dans les cancers colorectaux>®. Ce microARN pourrait également étre un bon outil de prédiction
des rechutes tumorales. En effet, son expression est plus faible chez des patients atteints de cancers
du poumon ayant rechuté que chez des patients n’ayant pas rechuté®’. Cependant il n’apparait pas
comme différentiellement exprimé entre des patients de LAGC ALK+ ayant rechuté ou non (données

non publiées de I'équipe).

Actuellement I'utilisation des microARNs en tant que thérapie semble prometteuse, mais est encore
trés limitée. Quelques entreprises ont développé des microARNs « médicaments » (voir introduction,
chapitre 4, partie 4.2) permettant de cibler des oncogénes notamment dans le cancer du pancréas ou

de la prostate®’®. Comme la majorité des études décrivent le réle oncosuppresseur du miR-7, des
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« thérapies de remplacement » sont envisagées afin de restaurer un niveau suffisant de ce microARN.
Deux méthodes permettant de délivrer miR-7 in vivo ont été décrites soit via encapsulation dans des
liposomes cationiques®®’, soit par I'utilisation de nanoparticules constituées d’un chassis de peptides
RGD (Arg-Gly-Asp)>®®. Ces particules sont biodégradables et leur application en clinique est
potentiellement envisageable. Le principal défi est de permettre une distribution spécifique du
microARN au niveau des cellules tumorales, car les LAGC NPM-ALK+ sont une pathologie systémique

et une injection intratumorale de ces vésicules n’est pas envisageable.

Il serait intéressant d’envisager le couplage de ce miR-7 avec le brentuximab, un anticorps humanisé
dirigé contre l'antigéne CD30, permettant un adressage spécifique de la thérapie aux cellules
cancéreuses (voir introduction, Chapitre 2, partie 3.3.b). Une étude récente, publiée en 2015 a
rapporté un couplage similaire entre un anticorps dirigé contre I'EGFR et un siARN dirigé contre ’ARNm

de KRAS, ouvrant la porte a une nouvelle catégorie potentielle de thérapies anti-cancéreuses®®6>,

Enfin, I'identification de nouvelles cibles potentielles permettant la potentialisation des effets du
crizotinib telles que c-Raf (qui reste a ce jour encore a confirmer), permettrait d’inclure de nouvelles
molécules dans I'arsenal thérapeutique utilisé dans le traitement des LAGC NPM-ALK+ et ainsi de cibler

la pathologie sur plusieurs fronts, dans le but de diminuer I'incidence des rechutes.
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CONCLUSION



Figure 56 : Modéle présentant le role de I'autophagie en réponse au traitement par le crizotinib des LAGC NPM-ALK+
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Au cours de mon travail de these, j'ai pu montrer que le traitement des cellules de LAGC NPM-
ALK+ par différents inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase de ALK de premiére (crizotinib) ou de
deuxieme génération (alectinib, ceritinib, brigatinib, NVP-TAE), entrainaient I'induction
d’autophagie cytoprotectrice (Figure 56). En effet, I'inhibition de I'autophagie associée a ces
traitements permet la potentialisation de la mort cellulaire par apoptose. De facon intéressante,
le traitement de ces mémes cellules par des chimiothérapies ne semble pas induire une réponse
autophagique identique. Ces résultats suggerent qu’en fonction des thérapies utilisées, I'inhibition
de l'autophagie chez les patients atteints de LAGC NPM-ALK+ pourrait étre une bonne cible
thérapeutique. Cependant, le développement de modulateurs de I'autophagie adaptés a une
utilisation en clinique, ainsi qu’une meilleure compréhension des facteurs déterminant le réle de
cette autophagie en réponse aux traitements sont encore nécessaires. C'est ce que j’ai entrepris
dans la deuxiéme partie de ma thése.

En effet, nous avons pu déterminer que la régulation de cette autophagie induite en réponse a
I'inhibition de ALK pouvait étre médiée par des régulateurs transcriptionnels bien connus : les
microARNs, et en particulier par le miR-7-5p. Ce microARN est sous-exprimé en réponse au
traitement par le crizotinib, et sa réexpression ectopique permet de potentialiser les effets
cytotoxiques du traitement par l'induction d’autophagie de mort (Figure 56). Nous avons
également pu mettre en évidence I'existence d’un « switch autophagique » dans les LAGC NPM-
ALK+, médiée principalement par la protéine Bcl-2, un régulateur majeur de I'apoptose et de
I"autophagie. Ce switch autophagique pourrait également impliquer la protéine c-Raf, dont la
fonction dans les LAGC n’est a ce jour pas caractérisée avec précision.

Nos travaux ont donc permis d’approfondir notre connaissance sur la mécanistique d’induction de
I'autophagie dans les LAGC NPM-ALK+, et ont souligné I'importance de ce processus dans les
thérapies proposées aux patients atteints par cette pathologie. Ces résultats permettent
I'ouverture de nouvelles perspectives quant a la modulation thérapeutique de I'autophagie par
des modulateurs pharmacologiques ou moléculaires (ARNs non codants), afin d’optimiser les

traitements actuels des LAGC NPM-ALK+.
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RESUME :

L'oncogéne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) est une tyrosine kinase constitutivement active, impliquée dans divers
cancers, tels que les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (LAGC), ou certains carcinomes bronchiques. Ces
tumeurs sont traitées par chimiothérapie, ce qui n’est pas un traitement optimal (30% de rechutes, abaissement de la
qualité de vie). Dans ce contexte, de nombreux inhibiteurs spécifiques de la tyrosine kinase ALK tels que le Crizotinib
ont été développés et ont prouvé leur efficacité a la fois dans des modeles in vitro, in vivo ainsi que chez les patients.
Néanmoins, le succes de cette thérapie ciblée est limité par I'apparition de résistances. Il est donc essentiel de mettre
au jour de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de contrecarrer ces résistances. Récemment, I'autophagie,
un processus catabolique intracellulaire de dégradation lysosomale, a été proposée comme nouvelle cible
thérapeutique dans le traitement des cancers résistants aux inhibiteurs de tyrosine kinase. Le premier objectif de mon
projet de these a été de caractériser ce processus autophagique dans les LAGC ALK+, en réponse a différents
traitements. Nous avons montré que (1) 'autophagie était activée dans des lignées de LAGC en réponse a I'inhibition
de ALK, (2) que cette autophagie jouait un rble cytoprotecteur dans ce modeéle et (3) que les traitements par
chimiothérapies de ces cellules n’induisaient pas de réponse autophagique. Dans un deuxiéme temps, nous nous
sommes intéressés a la régulation potentielle de I'autophagie par les microARNs. Nous avons montré que plusieurs
microARNs, dont le miR-7, étaient sous-exprimés en réponse au traitement par le Crizotinib et que la réexpression
ectopique de ce miR-7 permettait une potentialisation de I'effet du Crizotinib, par I'induction d’autophagie cytotoxique
dans notre modeéle. Nous avangons également |I'hypothese que le « switch » autophagique de la cytoprotection a la
cytotoxicité, que nous observons pourrait s’expliquer par la régulation de I'expression de plusieurs protéines cibles de
miR-7 telles que Bcl-2 ou c-Raf. Ainsi, I'ensemble de nos résultats nous permettent de mieux comprendre le réle et la
régulation de I'autophagie induite en réponse a l'inhibition de ALK dans les LAGC ALK+, et pourrait a terme contribuer
a I'amélioration des thérapies actuelles de divers cancers dépendants de I'oncogéne ALK.
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ABSTRACT:

The ALK oncogene (Anaplastic Lymphoma Kinase) is a constitutively activated tyrosine kinase implied in various cancers
including Anaplastic Large Cell Lymphomas (ALCL), or some lung adenocarcinomas. The current operative treatment is
standard chemotherapy, which is not optimal (30% of relapses, low quality of life). In this context, new specific ALK
inhibitors such as Crizotinib have been developed, and have showed their efficiency in vitro, in vivo and in patients.
However, the emergence of resistant mutations has been described. Thus, the identification of alternative therapies
targeting new pathways appears as mandatory to counteract those resistances. In this context, autophagy, an
intracellular catabolic lysosomal process, has been described as a new therapeutic target in the treatment of cancers
resistant to tyrosine kinase inhibitors. The first aim of my project was to characterize the autophagic process in ALK+
ALCL, upon different treatments. We showed that (1) autophagy was activated in ALK+ ALCL cell lines in response to
ALK inhibition (2) that this autophagy played a cytoprotective role in our model and (3) that treatment with
chemotherapies did not trigger an autophagic response. In a second part of the project, we focused on the potential
regulation of autophagy by microRNAs. We showed that several microRNAs including miR-7 were down-regulated
upon Crizotinib treatment and that ectopic re-expression of this miR-7 potentiates the effects of Crizotinib by induction
of cytotoxic autophagy in our model. We hypothesized that this switch in the role of autophagy from cytoprotection
to cytotoxicity observed in our model, could be explained by the regulation of several protein targets of miR-7 such as
Bcl-2 or c-Raf. Altogether, these results enable a better understanding of the role and regulation of autophagy induced
upon ALK inhibition in ALCL, and could in the longer term, contribute to improvement of current therapies of cancers
involving the ALK oncogene.
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