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Caractérisation du réle de la voie de réponse aux dommages a I’ADN et des
lysosomes dans la mort cellulaire et la sénescence induites par un ligand G-
quadruplexe

Résumé

Les G-quadruplexes (G4) sont des structures non canoniques des acides nucléiques
qui peuvent étre formés dans des régions d’ADN ou d’ARN riches en guanines. Les ligands G4
(LG4), sont des molécules capables d’interagir et de stabiliser les structures G4, qui
présentent de nombreuses propriétés anti-cancéreuses. Nous avons travaillé avec le LG4
20A, appartenant a la famille des triarylpyridines, qui stabilise efficacement les structures G4
in vitro. Les objectifs de ce travail ont été de déterminer les mécanismes moléculaires et
cellulaires responsables des effets anti-prolifératifs du 20A dans des cellules cancéreuses.

Dans cette étude, nous avons montré que le 20A induit un arrét de la croissance

cellulaire de cellules en culture et dans un modeéle de xénogreffe tumorale, grace a
I'induction de la sénescence et de la mort cellulaire par apoptose. Ces réponses sont
associées a I’activation de la voie des réponses aux dommages a I’ADN (DDR) via la kinase
ATM, qui favorise l'autophagie (un processus catabolique) et la sénescence, tout en
protégeant les cellules de I'apoptose.
De plus, nous avons observé que le 20A induit un échec de la cytokinése, conduisant a
I"'accumulation de cellules binucléées qui présentent une résistance a la mort cellulaire. De
facon inattendue, nous avons trouvé que le 20A s’accumule dans les lysosomes, induisant
une augmentation de la taille de ces derniers. La combinaison du 20A et de l'agent
lysomotropique chloroquine, potentialise de fagon importante la perméabilisation de la
membrane lysosomale (LMP) et la mort cellulaire. En particulier, cette combinaison
sensibilise de fagon notable ces cellules binucléées a la mort cellulaire.

L’ensemble de ces résultats révele une relation entre les processus de mort cellulaire
et de sénescence induits par le LG4 20A, et les voies de DDR et lysosomales. Ces régulations
devraient étre prises en considération lors de ['utilisation d’agents antiprolifératifs

susceptibles d’interférer avec les fonctions lysosomales.

Mots clés : ligand G-quadruplexe, réponse aux dommages a I’ADN, lysosome, mort cellulaire,

sénescence, cancer



Deciphering the role of DNA Damage Response and lysosomal pathways in
cell death and senescence induced by a G-quadruplex ligand

Abstract

G-quadruplexes (G4) are unusual nucleic acid structures that can be formed by
guanine-rich DNA and RNA. Through their ability to stabilize G4 structures, G4 ligands (G4L)
have been described to display potent anticancer properties. Here, we studied the G4L 20A
belonging to the triarylpyridine family of compounds that have the ability to efficiently bind
to and stabilize G4 structures in vitro. The objectives of this work were to determine the
molecular and cellular mechanisms responsible for the anti-proliferative effects of 20A in
cancer cells.

In this study, we showed that 20A causes cancer cell growth arrest in cell culture and

a mice tumour xenograft model, through induction of senescence and apoptotic cell death.
These cellular responses are associated with the induction of the DNA damage response
pathway (DDR), in particular ATM activation, which promotes the induction of both
autophagy (a lysosomal catabolic pathway) and senescence, while protecting cells against
apoptosis.
Furthermore, we found that 20A induces failure of cytokinesis which results in the
accumulation of binucleated cells that display marked resistance to 20A-induced cell death.
Unexpectedly, we found that 20A accumulates in the lysosomal compartment and causes
lysosome enlargement. The combination of a lysosomotropic agent, chloroquine, and 20A
promotes a significant induction of lysosomal membrane permeabilization (LMP) and a
robust cell death. In particular, this combination significantly sensitizes binucleated cells to
cell death.

Altogether, our results uncover the relationship of the DDR and lysosomal pathways
to cell death and senescence induced by the G4L 20A. Such regulation should also be taken
into account when using antiproliferative drugs susceptible to interfere with the lysosomal

functions.

Keywords: G-quadruplex ligand, DNA damage response, lysosome, cell death, senescence,

cancer



Sommaire

LT s LT T PN 1
Liste des abréviations ......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis s s e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s s e s e s 2
INTRODUCGTION ...ttt sesseses e s e sse st ssessesssasssesa s s s e ssesassessessessssassesssnenne 5
1) La voie de réponse aux dommages a I’ADN dans la thérapie anti-cancéreuse....................... 6
A. Généralités sur les traitements anti-cancéreux et positionnement du projet ...........cccveeenneen. 6
B. Lavoie de réponse aux dommages @ "ADN .....ccoovciiiiiiiiiee ittt see e svee e s sbee e s 9
Les différentes lésions de I’ADN et les mécanismes de réparation ........ccccceeeeveeeeiveeeennnnen. 10
Activation de la voie des DDR : ATM/CHK2 et ATR/CHKI .......cvvviiviuriiiiiiiee e 12

a. Signaux d’activation de la voie des DDR.........coociiiiiiiee et 12

b. Activation d’ATR en réponse a I'arrét d’'une fourche de réplication........c.cccceeevvveeecnneenn. 13

c. Activation d’ATM en réponse a des cassures double brin .........cccceeeviiiiiiieeeeeeeccciiieeene. 14

d. Interconnexion entre 'activation d’ATR/CHK1 et ATM/CHK2 .....ccovveeeriieeieecee e 16
Paradoxe de la voie des DDR dans 185 CaNCErS. .......coitirueriiieieenieenie et 17

C. Activation de la voie des DDR au cours du cycle cellulaire ........ccoceeeeiveeeeciieeecciee e, 18
Les points de controle du cycle CellUlair.........ueeieiiiieeciiei e 18

TR =N ot Vol [l ol =] | U] = [ SRR UPR 18

b. Les points de controle « 0bligatOires » .....uviivciiiiiiiiiiecccee e 19

c. Les points de controle des dommages @ 'ADN .......ccccviiiiiiiiee e 20
Rappels sur la machinerie du cycle cellul@ire.........ccueeeeciiiiicciiee e, 21

Les points de controle des dommages a I’ADN au cours de I'interphase .......cccceeeevveeeenneen. 23

a. Le point de contréle des dommages a ’ADN en phase Gl ........ccccceevcveeeeviieeeeeniieeeeeenen. 23

i.  Le point de restriction (sans dommages a I'ADN) ........ccccoeeiiriieeeecciee e, 23

ii. Le point de controle des dommages a FADN ........cccuvviiiciiie e e 24

b. Le point de controle des dommages a 'ADN en phase S.......cccoeveeiiieeeeciieee e, 25

c. Le point de contréle des dommages a ’ADN en phase G2 ........cccceeevcveeeeviieeeeesiiee e, 26

d. Arrét de la signalisation de la voie de réparation des dommages a I’ADN ...........cccc........ 27

Point de contrdle des dommages a I’ADN relatifs a la MitoSe.......ccoeveeecieeeecciee e, 28

a. Meécanismes moléculaires de la cytokinese et point de contréle de I'abscission............. 29

i, GENEralités SUr 1a CYLOKINESE. ....uuiiiiiiee ettt e e e ebae e e aaeeas 29

ii. Assemblage du fuseau CeNtral.......ccoiiiiiiiii i 30

iii. Formation de I'anneau contractile d’acting ........cc.ccoeceeieeiienienicieeeee e 30

iv. Formation du midbody et abSCiSSiON .......cceeiieciiiiiei e, 32

b. Le point de controle de la tétraploidie........cccccueeiieciiiieeceee e 33
Dérégulation des points de contréle dans s CaNCEers.......ccccccveeeevcieeeeciee e e, 34

a. Dérégulation du point de restriction......ccccueiiiiieii i 34



)

1)

v ok W

A N

b. Les protéines delafamille de P53.......oooiiiiieiiiii e e e 35

Devenir cellulaire aprés des dommages a FADN ........ccciiiieeeeeiiiciiiinienneniieienineesnenssssssnnnn 37
Les différents destins cellulaires suite a des dommages a FADN........ccoovvviviviiieeeeniieee e, 37
[T =T o Tt ol =Y o T PO 38
GENEralits SUN 12 SENESCENCE «..uveiiiiiiiiee ettt ettt et e et e st e e st e e sbe e snaeeesabeesnes 38
Mécanismes moléculaires de 12 SENESCENCE ......ciivviiiii ittt 39
a. LA Snescence répliCatiVe ......cuuicuiiiiiiiieccee e 40
b. L2 SENESCENCE PreMAtUINEE...cccuiieeeeieieeeieeeeettee e et e e st e e e e taeeessbaeeeesataeeeesssaeeesnnsaneaans 40
c. Lesvoies de signalisation responsables de I'induction de la sénescence..............cc......... 41
SENESCENCE B CANCET .uvviiiiiiiiieeeeiiee e sttt e ettt e e ettt eeesateeessaateeessastaeeesassaeeseassaaeesassaeessasseeenns 43
a. Lasénescence comme barriere a la tumorigENESE . .....uuvivicieiiiiiiiie e 43
b. Lasénescence dans la réponse aux traitements anti-CanCereuX........cocevveeeeeecinrveeeeeeeennn. 44
L'apoptose en réponse a des dommages @ FADN .......cooocuiiieeciiie e et 46
GENEralitES SUM "APOPLOSE .uveiiieiiiieeeiiiee ettt ettt e e e e tte e e e e bee e e e ebteeeeebtaeeeereaeesannes 46
PAY oY o) e 1INl aLd a1 F{=To [N PP 46
JAY o] o) o 1=l =) e a1 E=To [ PP 49
La mort cellulaire indépendante des caspases (CICD).......ceeeeecuieeeeiciieeeeeriee et e e 50
Choix de I'apoptose ou la sénescence suite a des dommages a I'’ADN..........ccccoveeeecvieeenns 51
a. Laprotéine p53 dans le choix de la sénescence ou de I'apoptose........ccccecvveeeecrereeennneen. 52
b. Le choix de la sénescence ou de I'apoptose dans |€s CANCErS .......cccveeerviveeeeiiveeesicieeenn. 53
Les mécanismes de résistance en réponse a des agents anti-cancéreuX........ccceeerennerennenenn. 54
Généralités sur les MEcanismes de réSiStaNCe......c.iivcveririeeiiee e reeerre e eee e e ssreeesbeeenes 54
Introduction sur les mécanismes de résistance aux traitements........cccceeeeevveeercieeeceeennennn 54
Les pompes @ efflux de drOZUE ........uveei i 55
Mutations de la voie de réparation des dommages a 'ADN.........cccccevevecieiiecciee e, 56
Role des voies du NF-kB et d’AKT dans la résistance a 'apoptose ......ccccvvevevevveeiicieee e, 57
Le role des lysosomes dans la résistance aux chimiothérapies .........cccccveeeeecieeeecciee e, 59
La séquestration lysosomale et la LMP dans la thérapie anti-cancéreuse..........cccccveeeecrneennn. 60
ComPpPOSItioN dES [YSOSOMES ...ccuviiiiiiiiee ittt e e s e e e bre e e e sbte e e e sbtaeeseseeeeesanes 60
La séquestration lysosomale des agents anti-CanCereUX .......ccocvvevveieeeierieeeceveeeeesieee e, 61
a. Meécanisme de la séquestration lySOSOMAlE .........coeeciiiiiiiiiiie e e e 61
b. Role dans la résistance aux chimiothérapies .........ccceeeeeciieeeeciiiee e 63
Intérét du ciblage des lysosomes en thérapie anti-cancéreuse.........cccevveeeeccieeeecciieeeeennnen. 64
a. Altération des lysosomes pendant la progression tumorale ........cccccccveeeecieeeeeciieeecnneen. 64
b. La LMP et la mort cellulaire lysosomale comme stratégie anti-cancéreuse..................... 65
i.  Induction de la LMP par des agents anti-CanCereUX ........ccceeeeeuereeeeirieeeeeirieeeeereeeeenvnen. 65
ii. Intéret de la composition en lipide de la membrane lysosomale.........ccccceeevieeennnneen. 66

iii. Unrolede BAX dansSIaLMP ... 67



c. Implication de la LMP dans les mécanismes de la mort régulée ............cocevvreeecrereennneen. 67

i. Lescathepsines au service de lamort par LMP.......ccoiiiiiiiiiiniien e, 67

T = W AV oo T L - o ToT o o 1 PP SPR 67

iii. La LMP dans d’autres types de mort cellulaire régulée ........ccoceeveieeiicceeiicciee e, 68

d. Choix de la survie ou de lamortenréponse alaLlMP .....cccoveeieciieiiiciiiee e, 69

C. L'autophagie en réponse a des dommages @ FADN ......ccoovviiiiiiiiiee ettt eree e 71
1. Généralités sUr FautOPhaIe .....coevcuieiiiiiii e e 71

2. Mécanismes moléculaires de 'autophagi€ .......coeeiieciiiiicciiee e 74

a. L'initiation de I'aUtOPNagie......ccceiii i e e 74

b. L’élongation et la fermeture de la membrane autophagosomale........ccccccevvvviveeeriieennn. 75

c. Lafusion de I'autophagosome et du lySOSOME.........ueeveeiiiiiciiiiiiie e, 76

d. Lerecyclage des constituants d&gradeés........cccocueiiiiiiiiiiiiiie e 76
Voies de signalisation en amont de I'activation de lI'autophagie.........cccccceeeeeieeecciiee e, 77

4. Role de 'autophagie dans |85 CANCES......cccciiiieeiiiie ettt e e e e e e e e e e eaaeeeeas 80

a. Role de I'autophagie dans la progression tumorale.......cccccvveeeeciieeinciiee e, 80

I ROIE ANTI-EUMONAl .t 80

TP oY =N oY o X U] o o] - USSR 81

b. Implication de I'autophagie dans la voie de réparation des dommages a I’'ADN ............. 82

c. Role de l'autophagie dans 1a SENESCENCE ......cccccviiieeciie et 83

d. ROle de I'autophagie dans la mort cellulaire........ooveiieiiiiieieie e, 84

i. L'autophagie protege de la mort cellulaire .......ccoeveieeiiicviiiiiciee e, 84

ii. L'autophagie participe ala mort cellulaire.........ccooeuueiieciee e, 85

V) Les structures G-quadruplexes (G4) comme cibles pour des agents anti-cancéreux ........... 87
A, GENEralités SUr e STrUCTUIES G4 ......coviiiieiierieeree et 87
1.  Laformation des StruCtures G4 iN VitrO........cccceoeereerueiiiieiieenieeniesee et 87

2. Identification des Structures G4 iN ViVO.........ccceecueruirsiieniieieenee ettt 88

B. Inhibition de la télomérase par stabilisation des structures G4 télomériques...........ccouveeennee 91
1. Structure et fonction des tEBIOMEIES ........cceiiiiiiiiie et 91

a. Structure des télomeres : le complexe Shelterin...........cccoccvveeeeciieeieciiiee e, 91

b. Protection des extrémités chromosomiques de I'activation de la voie des DDR ............. 93

2. Ciblage de la télomérase par les LG4 en thérapie anti-CanCéreuse ........ccoveeeecvveeeecvveeeeenns 94
C. Mécanismes d’action anti-cancéreux des LG4 ..........oocuieveeieerieeneenie ettt 96
1. Activation des voies de réponse aux dommages a 'ADN ......ccccceevvcieeieccieeecciiee e, 96

2. Inhibition de I'expression d’ ONCOZENES. ........cciicieeiiicieeeecieee et et e e e ere e e e esree e e e ssbreeeeeanes 98

3.  Autres effets anti-cancéreux PoteNntiels........cccciiie e 100
ODbjectifs dE 1a TRESE..........eeeeeeeeeer ettt e s ae e e a s nen 102

MATERIELS ET IMETHODES ... e eeeeeeeeseeseeseeseessssesssesseassassaseasessssssesssssssssesees 104



1) Matériels et méthodes supplémentaires (article N°1) .....cccceeeiiiiiiiiiinieeiniiiiiinnnenenn. 105
A. Immunohistochemistry for apoptosis and senescence assessement on paraffin embedded
BUMOT DIOC ..ttt sttt e et e e s bt e e sab e e st e e e smeeesabeeesnteesaseesabeeesabeeanns 105
o T Y 1= - T N Y L RN 105
C. Supplemental reagent (P-Chk2 and Chk2 antibodies) ........ccccoeeeeiiiiieiieciiee e, 106

1) Matériels et méthodes complémentaires (partie N°3)......cccceeeiirieeiiiriecccereeeccereeeeeeeenen. 106
A, CUILUIE CEIUIAINE .ottt et e st e st e e s b e e sate e sareesbeeesabeeenne 106
2 U= Vot i £ O TP U TP P PO TRTOURPP 107
C. Marquage et comptage des cellules @ doubles NOYaUX .......cccoccvveeieiiiieiicciiee e, 108
D. Analyse du contenU €N ADN ......ccocciiiiieiiieeeecieee et e e eeree e e etr e e e s ette e e e ssarae e e e ntaeeessnsaeeesaasaneeean 108
E. Analyses d'immunoOflUOrESCENCE.......iii it e e s sbae e e e raaeeeeas 109
F. Expérience de transfection avec le plasmide EGFP-AUroraB........ccccccoeveeeriieeniiieenieensieeenneens 110
G.  Expériences de ViIdEOMICIrOSCOPIE ..oouuiiiiiiiiieeecitee ettt eetee e erte e e e e s ebee e s e sabee e e s sabeeeesenreeas 110

1. Etude du succés de la mitose et de la localisation d’AuroraB..........ccccceveeriiniiiieeieeneenne. 110

2. Analyse du cycle cellulaire avec les cellules A549 FUCCI ........ccccveeeeiciieieeiiieeeeciiee e 111
H. Evaluation de la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial..........cccccecevvivininnennn. 112
I.  Evaluation de la production de ROS.........ccoiiiiiiiiiiiiie ettt s srae e e s saaee e 113
J  WESEEIN DIOT. ittt st 114
K. Etude de la sénescence (évaluation de I'activité de la SA-B-gal) ...cceeeeerieeeeiieeeecieee e, 114
I N P YL T = L ] 4 (o LU =T U 115

RESULTATS ....coovvuumumumeeseeessssssssssseesssessssssssssssessssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 116

1) Evaluation de I'implication de la voie de réponse des dommages a I’ADN et de I'autophagie

dans la sénescence et la mort cellulaire en réponse au 20A ........cceceevenirreeierenerenerenneereneerenenennes 117
Article 1: Modulation of the ATM/autophagy pathway by a G-quadruplex ligand tips the balance
between senescence and apoptosis in CANCEr ClIS.........uiiiiiiiiicciiiie e 117

L CONTEXEE it e e s e e s e e s e e s 117
2. AL E ML et ettt b ettt st et e e bt e nbeesheesaeenas 119
3. Récapitulatif des résultats principaux et résultats supplémentaires........cccceeeevveeerinneennn. 159
A, CONCIUSION .ttt ettt st sttt e bt e s bt e sae e st e bt e b e sneesmeesaneeanees 165

1)) Implication de la localisation lysosomale du 20A dans la réponse anti-cancéreuse............ 167
Article 2: The combination of triarylpyridine compounds and chloroquine induces LMP and triggers
Cell death iN CANCET CRIIS.....uieiii ettt sttt e be e sbe e saee e 167

Lo CONTEXEE ittt e 167
2. ATEICIE N2 et sttt e r e reesaee e 169
3. Récapitulatif des résultats PrinCiPauX .......cceeeeecuiieeeiiiiee e et e e are e e e sare e 197
N ] Tl [T T o PO PP PST PP 199
1) Etude des mécanismes de formation des cellules a doubles noyaux par le 20A et de leur role

dans |a réponse au 20A..........ciiieeiiiiiieeeeiireeerreneeesrennsestennssessennssessenssssseensssssesnsssssernsssssennsssssane 200

RESUItats COMPIEMENTAINES.....uviiieiiiiee e e e et e e e st e e e e ratae e e sanaeeeeannaaeeens 200



I oY 0} (=)« Y 200

2. RESURALS ettt et st e bt e bt e e s b e e ab e e ar e e s beeesareenn 202

K T o a Tol [ V1Yo o O POV P ST PUTTOUPTT 220

DISCUSSION ET PERSPECTIVES. ...ttt seestssessesse e e sesassssessesasssssens 222

1) Activation des voies de survie par ATM en réponse a un ligand G-quadruplexe................. 223

A.  ATM contréle le destin cellulaire en réponse au LG4 20A ..........cvveeeeciieeeecieee e eeciveee e 223
B. Activation de I'autophagie par ATM comme voie de survie en réponse a des dommages a

PADN ettt ettt e ettt e e ettt e e e bt e e e e e bt e e e et ae e e e b—teeeaabtaaeeaaataeeanbeee e e nraeeeanreeeeanraeeeennreeas 224

1. Cibler les mécanismes moléculaires de I'activation de I'autophagie.......c.ccccccevvvvrveeennnen. 225

2. Cibler la stabilisation de CHK1 par I'autophagie ........cccceeeciiieecciiee e 227

C. D’autres mécanismes de survie activés par ATM.......c.cooovcieeiiciiee et 228

1. Activation de la voie de signalisation de P53 .....cccciiiiiiiiei i 228

2. D’autres voies de SignaliSation .........ccceeiiciiiiiiiiiiee e 230

D. Complexité de la balance entre la sénescence et la mort cellulaire en réponse au 20A........ 231

O 2 o1 =X [T o 17 USSR 231

2. ROIE A'ATIM .ttt ettt sttt et b e s bt bt sat e et e et e e nbeesheesneenas 232

1) La séquestration lysosomale des LG4 : quels avantages peut-on en tirer ? ......ccccceeveveennnne 234

A. Implication de la séquestration lysosomale pour d’autres LG4 ........cccoceeeevcieeeiriieeeescieeeeenns 234

Effets de I'accumulation des LG4 sur les fonctions lysosomales ........cccccccveeeecieeeeciiee e, 235

1. Identification des cibles moléculaires du 20A..........cccoiiiriiniiniinree e 235

2. Activation de I'autophagie par la séquestration lysosomale du 20A ? .........cccecevveeecnneennn. 237

Conséquences de la LMP sur 1a mort cellulair.......occueeevecieiicciie it 238

D.  OrigiN@ d@ LA LIMIP ...oeeeieeee sttt e s e e et e e et e e e s et e e e sntaeeesntaeeeennsaneeans 240

1. Les interactions directes avec les lipides de la membrane lysosomale ..........cccccceecuveeenens 241

2. Modifications de la structure de la membrane lysosomale..........cccoccuveeeeiiiieeecciieeecciieeean, 241

E. Un ciblage plus spécifique des cellules CanCereuSsES ?.......coucuveeeriiireeeriiieeeeieeeeecieeeeesaeee s 243

1) Améliorer I'efficacité thérapeutique du 20A en ciblant les cellules binucléées.................. 245

A.  Empécher la formation de cellules binUCIEEes...........ccuveiiieciiiiiiccieie e 245

1. Mécanismes du défaut de recrutement de RhOA .......cccoiiiiriiiiiiiii e 245

2. Mécanismes de I'implication des ROS dans la cytoKiN@Se ........ccueeeeciieieeiirieeeeciieee e, 247

B. Sensibiliser les cellules binucléées a 1a MOrt.......cocooiriiiiiiieni e 249

V) Quels réles de la stabilisation des structures G4 par le 20A dans ses effets cellulaires ?....251

A. Quel role dans la régulation de I'expression des SENES ? .......cccccveeeeecieeeeecieee e eeiree e 251

Quel réle dans la localisation lysosomale du 20A ? .......couiiiieiie e e 252

C. Quelrodle dans la régulation de RhOA parle 20A 2.......oooivie et 254

V) ConClUSION GENETAIE .........ciiiiiiireeiccciietreereeneeeeeeeereeenansssesesseeesnnnssssesssseesennnnssssnsssseeennns 255

BiblIOGraphi@ ...ttt ettt et et a e e 257



ANNEBXES ...ttt ettt et sttt s st st b st s et n e 302
1) Annexes 1: Figures supplémentaires de I'article n°1 ........cccovvieeeciiiciiiinnnenenniccinnineeenenenen. 302
) Annexes 2: Figures supplémentaires de I'article n°2 .........ccoivreeeciiiciniinnieeenincinnnneeenenenen. 313

) Annexes 3: Liste des publications et communications........ccccceeeeiiiiiiiiiiieeiciiiciininnneneeene. 318



Liste des figures

Figure 1 : Les "Hallmarks" du cancer et leur ciblage thérapeutiqUe...........cceeeiieeieiiiii e 8
Figure 2 : Les Iésions de I'ADN et leur systeme de réparation ...........ceeceieiieriiiiiieeiee e 11
Figure 3 : Recrutement d'ATR au niveau d'une fourche de réplication arrétée ..........ccooceeriiiiiieniiiineniiceeee 14
Figure 4 : Activation d'ATM au site d'un DSB ou Par 185 ROS........coociiiiiiiiee et e et nae e s savee e 15
Figure 5 : Machinerie du cycle cellulaire et points de CONTIOIE .......ccueeeiiiiee i 20
Figure 6 : Contréle de I'entrée en cycle cellulaire par le point de restriction .......ccccccvveeeiee e 24
Figure 7 : Les points de controle des dommages @ I'ADN ......cc.eeiiiiiiiieniiieiie ettt sttt st eseee e 27
Figure 8 : Formation de I'anneau conrtractile d’actine au cours de la cytokin€Se ........cccceevcvieeeeiiiieeicciee e, 32
Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans I'établissement de |a SENesceNnce .......cccceeeveeriiiineeriiieeneenne 43
Figure 10 : Mécanismes moléculaires de I'apOPLOSE ....c.eeeueiiiieriiiiie ettt et 51
Figure 11 : NF-kB et AKT dans |'activation de voies de survie suite a des dommages a I'ADN ...........ccceeeevvvenne 59
Figure 12 : Controle de la biogenese lysosomale et implication de la séquestration lysosomale...............c......... 63
Figure 13: Causes et conséquences de la perméabilisation de la membrane lysosomale.........cccocevrvieriiienennnns 71
Figure 14 : Les différents types d'aUtopPhagie .........ccocciiiiiciiie ettt e e e et e e et e e s aae e e saaeeeeas 73
Figure 15 : Mécanismes moléculaires de I'autophagie ..........ccecuiiiieiiii et 77
Figure 16 : Mécanisme d’activation de I'autophagie en réponse a des dommages a I'ADN .......ccccceeveeriieeneenne 79
Figure 17 : Structure d'un G-QUAdIUPIEXE........uiiiuiiiiiieiteeiet ettt ettt ettt sae e s e sbee s eeeneesbeeenneenane 88
Figure 18 : Structure des télomeres (Ie COMPIEXE SNEILEIIN) ........oceccveieeciiie et ae e s 92
Figure 19 : Activation de la voie de DDR par un traitement auX LG4 ........cooverieiiiieriieeeniieeiee et 98
Figure 20 : Régulation de I'activité du promoteur de c-Myc par des structures G4 .........coceveveeeieeeneeniieeeneennne 99
Figure 21: Immunohistochemistry for assessment of senescence and apoptosis in Vivo...........ccccueeeecveeeennnee.. 160
Figure 22 : Analysis of Chk2 activation and Meta-TIF formation ...........ccccoeieiiiieieciiie e 163

Figure 23 : Implication d’ATM et de I'autophagie dans la balance entre la sénescence et I'apoptose en réponse

AU 20 e e — e e s e — et et e e e s et et e e s e r ettt e e e se e b et e e et e s enereee s 166
Figure 24: Effet de la combinaison chloroquine/20A sur les lysosmes et la mort cellulaire .........cccceeevveeunennnen. 199
Figure 25: 20A treatment induces binucleation due to mitosis failure..........ccocceriiienienniiineeee e, 203

Figure 26: Most of the binucleated cells are arrested in G1 phase and manifest reduced sensitivity to 20A-

induced cell death than mononuUCIEated ONES. ........ooviiiiiiiiiii e e 206
Figure 27: 20A treatment disrupts microtubule organization during cytokinesis.........ccccccveeeiiiiiiiiiiieeeee e 209
Figure 28: 20A treatment leads to failure in recruitment of RhoA at the invaginating membrane.................... 212
Figure 29: 20A treatment induces ROS production which contributes to cytokinesis failure. ..........ccccceeunnns 215
Figure 30: Effect of antioxidants and chloroquine on the outcome of 20A-treated cells.........cccccvvveeieeeiecnnnns 219

Figure 31: Schéma récapitulatif des mécanismes responsables de la formation des cellules binucléées induites

par le 20A et de potentielles combinaisons th&rapeULIQUES .........ccevcuvieeeiiiie i e 221



Liste des abréviations

9-1-1 : Rad9-Hus1-Radl

AIF : Apoptosis-Inducing Factor

ALT : Alternative Lengthening of Telomere

APAF-1 : Apoptosis Protease Activating Factor-1

APC/C : Anaphase Promoting Complex / cyclosome

ATCC : American Type Culture Collection

ATG : autophagy related gene

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR : ATM- and Rad3-related

ATRIP : ATR Interacting Protein

BER : Base Excision Repair

BHA : Butylated Hydroxyanisole

BRCA1/2 : breast cancer gene 1/2

CAK : Cyclin Activating Kinase

CARD : Caspase Activation and Recruitment Domain
CDC25 A/B/C : Cell Division Cycle 25 A/B/C

CDK : Cyclin-Dependent Kinase

CHK1/2 : checkpoint kinase 1/2

CHMPAC : Charged Multivesicular body Protein 4C

CICD : Caspase-Independent Cell Death

CKI : Cyclin-dependent Kinase Inhibitor

CLEAR : Coordinated Lysosomal Expression and Regulation
CMA : Chaperone mediated Autophagy

CPC : Chromosomal Passenger Complex

CQ : Chloroquine diphosphate

CRISPR-Cas9 : Clustered Regularly Interspersed Palindromic Repeats — CRISPR associated protein 9
DD : Death Domain

DDR : DNA Damage Response pathway

DED : Death Effector Domain

DISC : Death Inducing Signaling Complex

DSB : Double Strand Breaks

FUCCI : Fluorescence Ubiquitination based Cell Cycle Indicator
GABARAP : Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein
GAP : GTPases Activating Protein

GDI : Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor

GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor

H2DCFDA : diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 2’,7’
HR : Homologous Recombination

HRP : Horse Radish Peroxidase

hTERT : human Telomerase Reverse Transcriptase

hTR : human telomerase RNA



IAP : Inhibitor of Apoptosis

ICAD : Inhibitor of Caspase-Activated Deoxyribonuclease
Id-1 : Inhibitor of DNA binding

INCENP : inner centromere protein

INK4 : Inhibitor of CDK4

LAMP-1/2 : Lysosomal-Associated Membrane Protein 1/2
LC3 : microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
LDCD : Lysosomal Dependent Cell Death

LG4 : Ligand G-quadruplexe

LMP : Lysosomal Membrane Permeabilization

MAM : mitochondria-associated ER-membrane

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MDC1 : Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1
MDR1 : Multi Drug Resistance 1 (ou encore P-glycoprotéine, Pgp)
MKLP1 : Mitotic Kinesin-Like Protein 1

MMR : Mismatch Repair

MOMP : Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization
MRN : MRE11-RAD50-NBS1 complex

MTORC1 : mammalian Target Of Rapamycin Complex 1
NAC : N-Acétyle-L-Cystéine

NEMO : NF-kB Essential Modulator

NER : Nucleotide Excision Repair

NF-kB : Nuclear Factor-KappaB

NHEJ : Non-Homologous End Joining

0OGG1 : 8-Oxoguanine DNA Glycosylase

PARP : Poly(ADP-ribose) polymérase

PCNA : Proliferation Cell Nuclear Antigen

PDX : Patient-Derived tumor Xenograft

PG4 : Putative G-quadruplex forming sequence

Pl : Propidium lodide

PIDD : p53-induced protein with death domain

PIKK : PI3K-related Kinase

PIP2 : Phosphatidyl Inositol-2-Phosphate

PIP3 : Phosphatidyl Inositol-3-Phosphate

PLK1 : Polo-like kinase 1

PP2A, PP4, PP6 : protéines phosphatases 2A, 4, 6

pRb : protéine du rétinoblastome

PRC1 : Protein Required for Cytokinesis 1

RE : réticulum endoplasmique

RFP-Ctd1 : chromatin licensing and DNA replication factor 1
ROS : Reactive Oxygen Species

RPA : Replication Protein A

SA-B-gal : Senescence-Associated B-galactosidase

SAC : Spindle Assembly Checkpoint

SASP : Senescence Associated Secretory Phenotype



SCF : Skip/Cullin/F-box

Smac/DIABLO : second mitochondrial derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis
proteins binding protein

SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachments protein receptor
SSB : Single Strand Breaks

SBB : Sudan-Black-B

TCA : trichloro acetic acid

TFEB : Transcription Factor EB

TMRM : Tetramethylrhodamine methylester

TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand

TSS : Transcription Start Site

ULK1 : uncoordinated-51 like kinase 1

UV : Ultra-Violets

WIPI : WD repeat protein interacting with phosphoinositides

XIAP : X-linked Inhibitor of Apoptosis

XPC : Xeroderma Pigmentosum complementation group C

XRCC1 : X-ray repair cross-complementing protein 1



INTRODUCTION




Introduction

I) La voie de réponse aux dommages a I’ADN dans la

thérapie anti-cancéreuse

A. Généralités sur les traitements anti-cancéreux et

positionnement du projet

Le cancer est considéré comme la deuxieme cause de mortalité dans le monde en 2018
selon I'organisation mondalie de la santé. Malgré des progrés importants réalisés au cours
de ces dernieres décennies dans la prise en charge de cette maladie, de nombreux efforts

restent encore a fournir pour la soigner efficacement.

Les thérapies anti-cancéreuses traditionnelles sont apparues a une époque ou la biologie des
cancers était encore mal connue, mais restent encore largement utilisées. Ces traitements
sont notamment la chirurgie, la radiothérapie (aux rayons X) et la chimiothérapie (DeVita
and Chu, 2008). Le principe de la chimiothérapie est d’administrer des agents
pharmacologiques qui permettent de maintenir la croissance tumorale sous contréle
(notamment en inhibant la prolifération des cellules cancéreuses), et/ou au mieux d’éliminer
la tumeur établie (en favorisant la mort de ces cellules). La majorité des agents
chimiothérapeutiques fonctionnent comme anti-cancéreux grace a leur capacité a induire
des dommages a I’ADN, en ciblant essentiellement des cellules qui se divisent rapidement
(Bouwman and Jonkers, 2012). Ces thérapies, en ciblant toutes les cellules en division,
produisent de nombreux effets secondaires indésirables au niveau des tissus a

renouvellement rapide (en particulier le tissus hématopoiétique et intestinal).

L'identification de cibles moléculaires spécifiques des cellules cancéreuses permet ainsi
I’émergence de nouvelles stratégies thérapeutiques avec la promesse d’une réduction de
I'impact vis-a-vis des cellules saines. Les cibles moléculaires de choix sont celles qui
fonctionnent différemment dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales,

et dont les cellules cancéreuses dépendent pour leur survie. En particulier, les recherches se
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focalisent sur les mécanismes moléculaires qui ont permis I'acquisition des propriétés

tumorigéniques au cours de la progression tumorale (Hanahan and Weinberg, 2011).

De nombreuses études ont permis d’identifier les différentes étapes du processus de la
progression tumorale et de définir ainsi les caractéristiques (ou « Hallmarks ») du cancer
(Figure 1). Ces Hallmarks correspondent notamment a I’acquisition de propriétés :

- de prolifération incontrélée grace a une suractivation d’oncogénes, une inactivation
de genes suppresseurs de tumeurs, et une adaptation du métabolisme énergétique
pour soutenir cette prolifération intensive

- de résistance a la mort cellulaire pour survivre aux conditions défavorables de
I’environnement tumoral (hypoxie, manque de nutriments, accumulation de
dommages a ’ADN qui menacent la vie de la cellule)

- d’'immortalité notamment grace a la réactivation de la télomérase (enzyme
responsable de l'allongement des télomeéres), ou d’un mécanisme alternatif de
maintenance de la taille des télomeres (ALT pour Alternative Lengthening of
Telomeres)

- de vascularisation intra-tumorale pour un meilleur apport en oxygénes et nutriments

- d’échappement a la reconnaissance par le systéme immunitaire

- de dissémination métastatique

Ainsi, une cible thérapeutique potentielle qui avait été jugée particulierement prometteuse
dans les années 90 est la télomérase (Figure 1). Il avait été décrit que son inhibition
permettait de contrecarrer I'immortalité et conduisait méme a la mort des cellules
cancéreuses (Hahn et al., 1999; Herbert et al., 1999; Zhang et al., 1999).

Parmi les nombreuses classes de composés qui ont été développées dans le but d’inhiber
I'activité de la télomérase, on retrouve notamment la classe des ligands G-quadruplexe
(LG4). Ce sont de petites molécules capables de stabiliser des structures non canoniques de
I’ADN appelées structures G-quadruplexes (G4). Ces LG4, en plus de l'inhibition de I'activité
de la télomérase, ont également montré de nombreux autres effets anti-cancéreux, en
particulier en induisant une activation de la voie de réponse aux dommages a I’ADN
responsable de l'induction de la sénescence et de la mort cellulaire (Rhodes and Lipps,

2015).
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Figure 1 : Les "Hallmarks" du cancer et leur ciblage thérapeutique

Ici sont présentées les 10 caractéristiques acquises par la cellule cancéreuse au cours de la
progression tumorale ainsi que les différentes stratégies thérapeutiques ciblées qui sont envisagées
pour empécher la croissance et la progression tumorale (Hanahan and Weinberg, 2011).

Mon travail de thése a consisté a caractériser les effets anti-cancéreux potentiels d’un LG4
qui a été synthétisé récemment dans un travail en collaboration avec l'unité U1212 dirigée
par le Dr. Jean-Louis Mergny (Smith et al., 2011). Ainsi, dans cette introduction nous
présenterons les mécanismes de contréle du cycle cellulaire par la voie de réponse aux
dommages a I’ADN, en précisant les particularités liées aux cellules cancéreuses pour la
réponse aux traitements. Puis nous aborderons les mécanismes impliqués dans le choix du
devenir cellulaire en réponses a des agents anti-cancéreux qui induisent des dommages a
I’ADN, ainsi que certains mécanismes de résistance. Et enfin nous finirons par voir l'intérét

des LG4 en thérapie anti-cancéreuse en détaillant certains de leurs mécanismes d’action.
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B. La voie de réponse aux dommages a I’ADN

De nombreuses causes sont responsables des dommages qui surviennent dans le génome
d’une cellule. Ces lésions de I’ADN, si elles ne sont pas réparées, peuvent conduire a une
instabilité génomique par modification de la structure de I’ADN (substitution de base,
insertion ou délétion) ou a une instabilité chromosomique (modification du nombre ou de la
structure des chromosomes). Les instabilités génomiques et chromosomiques présentent un
fort potentiel tumorigene, ainsi la cellule a mis en place de nombreux mécanismes pour
maintenir l'intégrité du génome et prévenir de la tumorigenése en réparant ces lésions.
L'ensemble des mécanismes de réparation constitue la « voie de réponse aux dommages a

I’ADN » (DDR pour DNA Damage Response pathway) (Lord and Ashworth, 2012).

Le processus de réparation se déroule en trois étapes : une étape de reconnaissance des
dommages a I’ADN par des senseurs ; une étape de recrutement des facteurs de réparation
au site du dommage grace a lintervention de médiateurs; et enfin un arrét du cycle
cellulaire permet a la mise en place d’une étape de réparation physique de la lésion par les
effecteurs (Lord and Ashworth, 2012; Maréchal and Zou, 2013). Apres réparation de la
Iésion, le cycle cellulaire reprend. En revanche, en cas de Iésion non réparable, la cellule peut
activer une voie de signalisation conduisant a la mort cellulaire, permettant d’éliminer les

cellules ayant un potentiel tumorigéne important (Roos and Kaina, 2013).

Au cours du processus de progression tumorale, de nombreuses déficiences apparaissent
dans les mécanismes de DDR, permettant aux cellules tumorales d’accumuler de
nombreuses mutations qui favorisent I'acquisition de nouvelles caractéristiques malignes,
sans déclencher la mort cellulaire. Mais ces déficiences dans les mécanismes de DDR
conferent également une susceptibilité plus grande des cellules cancéreuses aux agents
inducteurs de dommages a I’ADN. Cette différence de sensibilité est alors utilisée comme un

avantage thérapeutique (Bouwman and Jonkers, 2012).



Introduction

1. Les différentes lésions de I’ADN et les mécanismes de réparation

L'ADN cellulaire peut étre endommagé de plusieurs facons, par des causes endogéenes ou
exogenes. Chaque type de lésion est reconnu et réparé par des systemes de réparation
spécifiques a chaque type de lésion, conduisant a une grande variété de mécanismes de
réparation (Figure 2) (pour revue Lord and Ashworth, 2012).

On peut nommer ainsi des lésions de type :

dimeére de pyrimidine causé par les Ultra-Violets (UV),

- des alkylations de base, avec des agents anticancéreux tels que le témolozomide et la
mitomycine C

- un « crosslinking » de base suite a I'action de certains agents anti-cancéreux comme
le cisplatine, I'oxaliplatine, ou le carboplatine

- des mésappariements de base a la suite d’erreurs de la réplication de I’ADN

- des cassures simples brins (SSB, Single Strand Breaks) causées par des agents
anticancéreux agissant comme poison de la topoisomérase | (comme la
camptothécine) ou inducteurs d’espéeces réactives de I'oxygene (ROS pour Reactive
Oxygen Species)

- des cassures doubles brins (DSB, Double Strand Breaks) produites directement par

des radiations ionisantes (comme les rayons X), des agents anticancéreux poisons de

la topoisomérase Il (tel que I'étoposide); ou indirectement par réplication d’une

portion d’ADN contenant un SSB qui n’aurait pas été réparé

La réparation des lésions de I’ADN qui concernent une ou quelques bases (tels que les SSB et
les crosslinks) est prise en charge par des systemes de réparation par excision de base (BER,
Base Excision Repair), ou par excision de nucléotide (NER, Nucleotide Excision Repair).

Pour ce qui concerne la réponse aux mésappariements, c’est notamment le systéme de la
réparation des mésappariements de base (MMR, Mismatch Repair). Ce mécanisme
intervient en particulier au moment de la réplication de I’ADN afin de s’assurer de

I'incorporation du nucléotide complémentaire correcte.

Les DSB sont des lésions rares, mais ce sont les plus dangereuses du point de vue de
I'intégrité génomique et chromosomique (Roos and Kaina, 2013). En effet, une mauvaise
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réparation peut conduire a des délétions ou des translocations. Leur réparation est

complexe et fait intervenir deux mécanismes de réparation : la recombinaison homologue

(HR, Homologous Recombination) qui nécessite |'utilisation d’'un modéle d’homologie (en

général la chromatide sceur) pour la synthése d’un nouveau brin d’ADN ; et la jonction

d’extrémités non homologues (NHEJ, Non-Homologous End Joining) qui consiste a lier les

deux extrémités d’ADN situés de part et d’autre de la cassure (Lord and Ashworth, 2012).

Proteins

Single- Double- Base mismatches,
strand strand Bulky insertions
break break adducts and deletions Base alkylation

Double-
strand
break repair
P i
BER Homologous NHEJ NER Mismatch Direct reversal
l recombination repair
ol Nl
PARP1 BRCA1 KU70/80 ERCC4 MSH2 MGMT
XRCC1 BRCA2 DNA-PK ERCC1 MLH1
LIGASE 3 PALB2 PARP1
ATM
ATR
CHEK1
CHEK2
RADS1

Figure 2 : Les lésions de I'ADN et leur systéme de réparation
Il existe différents types de Iésions de 'ADN (ou dommages de I’ADN) qui sont pris en charge par

différents systéemes de réparation (DDR) qui permettent de réparer la lésion considérée. Les
protéines indiquées dans chaque catégorie de DDR sont les principales, mais la liste n’est pas
exhaustive. Les protéines ici appelées CHEK1 et CHEK2 sont référencées par CHK1 et CHK2 dans la

suite de ce manuscrit (Lord and Ashworth, 2012).
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2. Activation de la voie des DDR : ATM/CHK?2 et ATR/CHK1

a. Signaux d’activation de la voie des DDR

L'intégrité du génome cellulaire est contr6lée en permanence au cours de toutes les phases
du cycle cellulaire par les différents senseurs qui appartiennent a la voie de DDR.

De nombreux types de dommages a I’ADN sont réparés rapidement et ne nécessitent pas, en
soit, d’arréter le cycle cellulaire. En revanche, lorsqu’ils se trouvent sur le chemin d’une
fourche de réplication ils constituent un obstacle a la progression de cette fourche. L'arrét
de la fourche de réplication constitue ainsi un signal de dommage a I’ADN, et permet
d’activer la voie de DDR (Byun et al.,, 2005). Il y aura alors un ralentissement de la
progression des fourches de réplication, une inhibition de l'initiation de nouvelles fourches
de réplication et I'activation des processus de réparation (Seiler et al., 2007). Une fois la
Iésion réparée, la réplication pourra alors se poursuivre.

La stabilisation de la fourche de réplication arrétée est tres importante dans ce processus. En
effet, un effondrement de la fourche de réplication peut conduire a la création d’un site de
cassure et la génération d’un DSB (Zachos et al., 2003, 2005).

Les DSB étant les dommages les plus dangereuy, ils induisent donc rapidement I'activation
des voies de DDR responsables de I'arrét de la progression du cycle cellulaire afin de donner

le temps aux mécanismes de réparation de se mettre en place.

Sur le plan moléculaire, les médiateurs de la voie de DDR sont représentés par différentes
kinases. Les deux kinases les plus en amont de la cascade de signalisation, impliquées dans la
coordination des réponses cellulaires aux dommages a I’ADN, appartiennent a la famille des
PIKK (PI3K-related Kinase) : ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) pour la réponse aux DSB,
et ATR (ATM- and Rad3-related) pour la réponse a un arrét de la fourche de réplication.
Ainsi, bien qu’ATM et ATR ne fassent pas partie intégrante des mécanismes de réparation
des dommages a I’ADN, leur réle en amont de la signalisation activée en réponse aux
dommages a I’ADN conduit a les désigner comme des régulateurs clés de la voie des DDR
(pour revues Alexander and Orr-Weaver, 2016; Blackford and Jackson, 2017; Maréchal and

Zou, 2013; Smith et al., 2010).
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b. Activation d’ATR en réponse a I'arrét d’'une fourche de réplication

Dans les cellules, ATR est présent sous la forme d’un complexe avec son partenaire ATRIP
(ATR Interacting Protein). La rencontre d’une fourche de réplication et d’un site de dommage
de I’ADN entraine un découplage de 'ADN polymérase, générant alors une portion d’ADN
simple brin qui est rapidement recouverte par le complexe des protéines de la réplication A
(RPA, Replication Protein A). Il a été montré que c’est le signal soutenu généré par le simple
brin d’ADN recouvert de RPA qui conduit au recrutement du complexe ATR-ATRIP au niveau

de la fourche de réplication arrétée (Figure 3) (Zou and Elledge, 2003).

Une fois recruté au niveau des simples brins d’ADN, I'activation d’ATR nécessite la présence
de facteurs activateurs (tel que TopBP1) qui interagit avec le complexe Rad9-Hus1-Rad1 (9-1-
1). Il s’agit d’'un complexe hétérotrimérique en forme d’anneau qui est chargé sur les
jonctions simple brin d’ADN /double brin d’ADN, et permet ainsi de marquer les sites d’une
fourche de réplication arrétée (Delacroix et al., 2007; Kumagai et al., 2006; Lee et al., 2007).
Une fois recruté et activé au niveau du simple brin d’ADN, ATR phosphoryle la Claspin, qui
recrute alors la kinase CHK1 et se retrouve ainsi phosphorylée par ATR sur son résidu Ser345
(Jeong et al., 2003; Liu et al., 2000). Ce site de phosphorylation est alors utilisé comme

marqueur de I'activation de la voie ATR/CHK1.

Apreés son activation, CHK1 se dissocie de la Claspin pour phosphoryler de nombreuses cibles
impliquées dans I'inhibition des complexes CDK/cycline ce qui cause un arrét du cycle
cellulaire (en particulier CDC25A et p53) (Lukas et al., 2003). De plus CHK1 empéche
I'initiation des origines de réplication a proximité des fourches de réplication en pause afin

d’éviter de répliqguer un ADN endommagé (Ge and Blow, 2010).
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Figure 3 : Recrutement d'ATR au niveau d'une fourche de réplication arrétée
Cette figure représente le mécanisme de recrutement du complexe ATR-ATRIP sur un simple brin

d’ADN recouvert de RPA au niveau d’un site de cassure double brin, et I'activation de la cascade de
signalisation de I'arrét du cycle cellulaire. Les mécanismes de recrutement et d’activation d’ATR au
niveau d’une fourche de réplication arrétée suite a la rencontre d’'un obstacle se fait de facon
similaire via les protéines RPA (adapté de Blackford and Jackson, 2017).

c. Activation d’ATM en réponse a des cassures double brin

L’activation d’ATM en réponse a des dommages a I’ADN passe par son recrutement au
niveau des sites de DSB par l'intermédiaire de la machinerie de la réparation par la
recombinaison homologue. En effet, ATM inactif se retrouve sous forme d’'un homodimere.
En présence de DSB au niveau de I’ADN, le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1) reconnait
la |ésion, puis recrute la kinase ATM (Figure 4A) (Carson et al., 2003; Lee and Paull, 2005). Ce
complexe MRN a d’autres réles ensuite dans la réparation des DSB par la recombinaison

homologue, que nous ne détaillerons pas dans ce manuscrit.

Le recrutement d’ATM via le complexe MRN conduit a une autophosphorylation d’ATM sur
son résidus Ser1981 et une dissociation sous forme monomérique (Bakkenist and Kastan,
2003). Sous cette forme, I'activité kinase d’ATM est active et permettra la phosphorylation
de plusieurs cibles dont la kinase CHK2, sur son résidu Thr68, une fois qu’elle est recrutée au
niveau du site de DSB. Cette phosphorylation conduit alors a une dissociation rapide de
CHK2 au site du DSB et sera ainsi responsable de la phosphorylation de nombreuses

protéines impliquées a la fois dans la réparation des DSB (telles que BRCA1, BRCA2, XRCC1...)
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et dans I'arrét du cycle cellulaire (comme CDC25A ou p53) (Ahn et al., 2000; Bakkenist and
Kastan, 2003; Lukas et al., 2003; Matsuoka et al., 2000).

De plus, ATM recruté au niveau du site de DSB se retrouve a proximité d’'une de ces cibles,
I’histone H2AX. Cette histone sera alors phosphorylée sur son résidu Ser139, cette forme
phosphorylée étant appelée yH2AX (Burma et al., 2001). La formation de yH2AX au site de
DSB permettra la mise en place d’une cascade de signalisation basée sur la chromatine via le
recrutement de MDC1 (Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1) directement sur
YH2AX (Stucki et al., 2005). MDC1 est alors stabilisé par une phosphorylation médiée par
ATM, et est capable de recruter une autre molécule d’ATM sur I’histone adjacente au site de
DSB (Liu et al., 2012). ATM pourra ainsi phosphoryler I’histone voisine, qui recrutera MDC1
et ATM, et ainsi de suite conduisant a la formation d’un long brin de yH2AX et de MDCL1.
C’est ainsi que des foci de yH2AX sont facilement visibles en immunofluorescence et

constituent des marqueurs de DSB.
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Figure 4 : Activation d'ATM au site d'un DSB ou par les ROS

A. Mécanisme de recrutement d’ATM par le complexe MRN au niveau d’une cassure double brin
(DSB) et activation de la cascade de signalisation impliquée dans I'arrét du cycle cellulaire (médiée
par CHK2 et p53) et dans la réparation des dommages a I’ADN par HR ou NHEJ (via les protéines
MDC1, RNF8, RNF168, 53BP1, BRCAL...) (adapté de Blackford and Jackson, 2017). B. Mécanisme
d’activation d’ATM par les ROS de fagon indépendante d’un DSB et du complexe MRN, via la
formation d’un dimére d’ATM reliés par un pont disulfure (adapté de Guo et al., 2010b).

Il est intéressant de noter qu’ATM peut également étre activé par un stress oxydant,
indépendamment de la présence de DSB et du complexe MRN. Un stress oxydant désigne

une situation dans laquelle le niveau de ROS intracellulaire est supérieur au niveau
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physiologique. Il est causé par un déséquilibre de la balance entre la production de ROS et
I’élimination de ces derniers par le systeme anti-oxydant cellulaire (constitué d’enzymes
anti-oxydantes et de petites molécules qui séquestrent les ROS). Dans un contexte de stress
oxydant, ATM serait oxydé et activé via la formation d’un dimeére d’ATM liés par un pont
disulfure. L’activation d’ATM jouerait alors un réle important dans la régulation du cycle
cellulaire en réponse a une élévation de la production de ROS et dans la réponse
antioxydante (Guo et al.,, 2010b) (Figure 4B). Etant donné qu’un stress oxydant peut
également conduire a la formation de DSB, cette activation directe d’ATM par les ROS
permettrait de renforcer I'activation d’ATM par les DSB et de favoriser leur réparation (Guo

et al., 2010a).

d. Interconnexion entre 'activation d’ATR/CHK1 et ATM/CHK2

Historiquement, il était admis que les deux voies de signalisation en amont de la réponse aux
dommages a 'ADN ATM/CHK2 et ATR/CHK1 fonctionnaient en parallele et de maniére
indépendante. Cependant de nombreuses études suggerent une relation entre ces deux
voies. En effet, il a été montré que dans certains cas, les kinases ATR et ATM peuvent étre
activées au niveau des mémes sites de lésion de I’ADN.

En particulier, il a été montré qu’ATM peut étre phosphorylé de facon dépendante d’ATR en

réponse aux UV, en absence de DSB (Stiff et al., 2006).

D’autre part, ATR peut également étre activé en réponse a des DSB (Figure 3). En effet, un
des modes de réparation des DSB (la recombinaison homologue) requiert la formation de
simples brins d’ADN recouverts du complexe RPA capable d’induire le recrutement d’ATR
(Cuadrado et al., 2006; Jazayeri et al., 2006; Myers and Cortez, 2006).

De plus, il a été montré qu’ATM, en réponse a des radiations ionisantes, est capable

d’induire directement la phosphorylation de CHK1 (Gatei et al., 2003; Sgrensen et al., 2003).

L’activation d’ATM et d’ATR au niveau des mémes sites de dommages a ’ADN permet ainsi
de coordonner la réponse cellulaire en termes d’arrét du cycle cellulaire et de réparation des

dommages.
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3. Paradoxe de la voie des DDR dans les cancers

La plupart des cancers présentent des altérations d’un ou plusieurs mécanismes de
réparation des dommages a ’ADN. Des mutations d’ATM et de CHK2 et de leur signalisation
en aval (notamment BRCA1, BRCA2...) sont souvent retrouvées dans les cancers. De plus des
individus porteurs de mutations dans ces geénes présentent une prédisposition a certains
cancers (Bartkova et al.,, 2005; Bouwman and Jonkers, 2012; Macheret and Halazonetis,
2015; Wooster et al., 1995). Ce résultat est le fruit de I’évolution de la tumeur. En effet au
cours de la progression tumorale, la dérégulation de la voie de DDR permet une plus grande
instabilité génomique, et donc une acquisition plus rapide de propriétés de prolifération

accrue, d’inhibition de I'apoptose et de capacité métastatique.

Cependant, I'acquisition de mutations dans la voie des DDR peut favoriser I'efficacité des
chimiothérapies. En effet, de nombreux agents anti-cancéreux fonctionnent en induisant des
dommages a I’ADN. Or, les déficiences dans les mécanismes de réparation des dommages a
I’ADN réduisent la capacité des cellules cancéreuses a réparer leur ADN. Ces déficiences
rendent alors les cellules cancéreuses plus sensibles a la mort cellulaire vis-a-vis de
dommages supplémentaires de I’ADN, tels que ceux causés par des agents anti-cancéreux.
(Smith et al., 2010).

De fagon intéressante, il existe une forme de redondance entre les mécanismes de
réparation. Ainsi pour compenser la perte d’activité d’un systeme de réparation déficient, la
cellule cancéreuse sur-utilise les autres systémes de réparation disponibles afin d’éviter la
mort cellulaire qui serait induite en cas de lésion non réparée. Ceci conduit a une
dépendance plus grande vis-a-vis des systemes de réparation fonctionnels qui peut étre
utilisé comme avantage thérapeutique. Un des exemples phare est la sensibilisation
importante de la mort de cellules cancéreuses qui présentent des mutations des genes
BRCA1 et BRCA2 (impliqués dans la réparation des DSB par recombinaison homologue) qui
sont traitées avec des inhibiteurs de la Poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), impliquée dans
la réparation des DSB par NHEJ. C'est dans ce contexte que le principe de létalité
synthétique a été exprimé pour la premiere fois. C'est-a-dire que ni la déficience en
recombinaison homologue seule, ni linhibiteur de NHEJ seul n’induisent la mort. En
revanche, lorsqu’ils sont combinés, ils induisent une mort massive (Bryant et al., 2005;
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Farmer et al., 2005). Ces études ont mené a I'établissement de nombreux essais cliniques
pour des cancers du sein et des ovaires présentant des déficiences en BRCA1/2 (Konecny
and Kristeleit, 2016; Tutt et al., 2010). D’ailleurs, depuis Janvier 2018, I'utilisation de
I'inhibiteur de PARP (Olaparib) est autorisé par la « Food and Drug Administration » pour le
traitement de patients atteints de cancer du sein métastatique et présentant des mutations

germinales de BRCA.

C. Activation de la voie des DDR au cours du cycle cellulaire

1. Les points de controle du cycle cellulaire

a. Le cycle cellulaire

La division cellulaire est le processus par lequel une cellule mére donne naissance a deux
cellules filles identiques sur le plan génétique. Ce processus est cyclique et divisé en deux
périodes successives, I'interphase (subdivisée en phase G1, S et G2) et la mitose (subdivisée
en prophase, métaphase, anaphase et télophase).

L'interphase assure une duplication du génome sans mutations. Les phases G1 et G2
correspondent a des phases de croissance, alors que la phase S correspond a la phase de

réplication de ’ADN (Diaz-Moralli et al., 2013; Otto and Sicinski, 2017).

La mitose est la phase du cycle cellulaire qui permet au matériel génétique, répliqué
pendant la phase S, de se distribuer équitablement entre deux cellules filles (Walczak et al.,
2010). Elle se déroule en 4 étapes distinctes :

La prophase, pendant laquelle les centrosomes (dupliqués pendant l'interphase) se
séparent et migrent a chaque péle de la cellule pour former le fuseau mitotique bipolaire. En
paralléle, I'enveloppe nucléaire se rompt et les chromosomes se condensent.

La métaphase, ou s’opere I'alignement des chromosomes sur le plan équatorial de la

cellule grace a I'attachement aux microtubules via leur kinétochore.
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L'anaphase, pendant laquelle les chromatides sceurs de chaque chromosome se
séparent. C'est au cours de I'anaphase que le processus de cytokinése, qui est responsable
de la séparation physique des deux cellules filles, commence a se mettre en place grace a la
formation d’un fuseau central de microtubules et I'invagination de la membrane plasmique
dans un sillon de clivage.

La télophase, au cours de laquelle la chromatine se décondense et I'enveloppe nucléaire
se reforme. Les derniéres étapes de la cytokinése se déroulent en paralléle avec la formation
d’une structure trés dense en protéines appelée midbody. Cette structure est alors

impliquée dans I'abscission finale qui génére deux cellules filles.

b. Les points de controle « obligatoires »

La division cellulaire est un processus hautement régulé par I'activation de signaux de
croissance et par le controle de l'intégrité génétique pour éviter la transmission d’un
génome endommagé. Les systémes de surveillance et de régulation du cycle cellulaire

constituent des « points de controle » du cycle cellulaire.

Au cours d’un cycle cellulaire normal (sans dommages a I’ADN), la cellule doit passer
obligatoirement par deux points de controle. Le premier point de contréle est appelé point
de restriction (R) (Figure 5). Il se situe en fin de phase G1 et s’assure que les conditions
environnementales et cellulaires soient correctes pour permettre le bon déroulement du
cycle cellulaire. Il constitue le point d’entrée irrémédiable dans le cycle cellulaire, en effet
une fois ce point de restriction passé, a moins d’une catastrophe, la cellule terminera

nécessairement son cycle cellulaire (Diaz-Moralli et al., 2013; Pardee, 1974).

Le deuxieme point de contréle d’un cycle cellulaire sans dommage a I'ADN est celui qui
surveille I'assemblage du fuseau mitotique au cours de la transition Métaphase/Anaphase (le
SAC, Spindle Assembly Checkpoint) (Figure 5). Il s’assure de |’attachement correct des
chromosomes au niveau du fuseau de microtubule et empéche ainsi le déclenchement de
I’'anaphase avant que les chromosomes ne soient séparés correctement (Carmena et al.,

2012; Hoyt et al., 1991; Musacchio, 2015).
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Figure 5 : Machinerie du cycle cellulaire et points de contréle

La machinerie du cycle cellulaire est constituée de différents couples de complexes CDK/Cycline qui
se forment successivement au cours des phases G1, S, G2 et M du cycle cellulaire. Les points de
controles « obligatoires » sont indiqués par R (pour restriction) et SAC (pour Spindle Assembly
Checkpoint). Les points de contréle des dommages a I'ADN s’effectuent tout au long du cycle
cellulaire et ne sont pas représentés sur cette figure (voir Figure 7 pour plus de détails sur ces points
de controle des dommages a I’ADN). Sont représentées également les deux familles d’inhibiteurs de
CDK (CKI pour Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) les complexes CDK/Cycline qu’ils inhibent.

c. Les points de controle des dommages a ’ADN

En plus de ces points de contréle « obligatoires », des dommages a I’ADN, qu’ils soient
causés par des agents chimiothérapeutiques ou non, peuvent survenir au cours de chaque
étape du cycle cellulaire. Ainsi, afin de protéger les cellules des mutations qui menacent
I'intégrité du génome qui sera transmis a la descendance, de nombreux points de controle
des dommages a I’ADN peuvent étre activés au cours des phases G1, S ou G2 de l'interphase
(Elledge, 1996; Shaltiel et al., 2015; Smith et al., 2010). Ces points de contréle sont activés
par les senseurs de dommages a I’ADN ATM et ATR que nous avons présenté
précédemment.

Le principe de fonctionnement de ces points de controle est que la détection d’'un dommage
a I’ADN (directement ou indirectement) conduit a I'activation d’une voie de signalisation qui
impose un arrét du cycle cellulaire et a I'activation des mécanismes de réparation. Les
réponses moléculaires qui sont activées sont alors différentes selon la phase dans laquelle la

cellule se retrouve. De nombreuses études sur des souris ou cellules déficientes pour ATR,

20



Introduction

ATM, CHK1 et CHK2 ont conduit a identifier leur importance dans chacun des points de

contrdle (Brown and Baltimore, 2003; Takai et al., 2000; Xu et al., 2002; Zachos et al., 2003).

A la fin de la mitose, le processus de cytokinése se déclenche afin de conduire a la
séparation physique des cellules filles. Or, des dommages a 'ADN peuvent générer la
formation de ponts de chromatine entre les deux noyaux des futures cellules filles (Acilan et
al., 2007; Cho et al., 2017). Ces structures conduisent a I'activation du point de contréle de
I’abscission, représenté sur le plan moléculaire par la kinase Aurora B. Le réle de ce point de
contrble est d’empécher une régression du sillon de clivage et de donner le temps a la
cellule de résoudre le probleme du pont de chromatine. Ce point de contréle est essentiel
pour empécher la formation d’une cellule tétraploide (Steigemann et al., 2009).

En cas d’échec de la cytokinése, un point de contréle de la tétraploidie se met alors en place
afin d’empécher la prolifération de ces cellules dont le génome n’est pas integre et de limiter

les risques de tumorigenese (Margolis et al., 2003).

Dans la suite, nous ferons un bref rappel sur la machinerie du cycle cellulaire, nous
présenterons les mécanismes moléculaires impliqués dans la progression du cycle cellulaire
normale (sans dommages a I’ADN), puis nous aborderons le fonctionnement des différents
points de contrdle activés en réponse a des dommages a I’ADN. Pour des raisons de clarté,
nous aborderons dans des parties séparées les mécanismes qui interviennent soit en

interphase, soit en mitose.

2. Rappels sur la machinerie du cycle cellulaire

La machinerie du cycle cellulaire est formée de complexes protéiques hétérodimériques de
cyclines (cycline D, E, A et B) et des sérine/thréonine kinases dépendantes des cyclines
(CDK4, CDK6, CDK2, et CDK1). Au cours du cycle cellulaire, c’est la formation et I'activité
successive de couples particuliers de CDK/cycline qui permettent la progression d’une phase

a I'autre (Figure 5) (Malumbres and Barbacid, 2009).
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La formation et I’activité des complexes CDK/cycline est régulée en partie par la variation du
niveau des cyclines au cours du cycle cellulaire. En effet, alors que le niveau de CDK est
constant, le niveau des cyclines varie fortement et de fagon similaire au profil de formation
des complexes CDK/cycline dans les différentes phases du cycle cellulaire. Ces variations
cycliques sont le fruit d’'une régulation de leur synthése, et de leur dégradation par le
protéasome. L'adressage des cyclines au protéasome se fait par lintermédiaire des
complexes d’ubiquitine ligase. Il s’agit du complexe Skip/Cullin/F-box (SCF) et du complexe

promoteur d’anaphase/cyclosome (APC/C) (Vodermaier, 2004).

D’autre part, la régulation des complexes CDK/cycline dépend également de la
phosphorylation des CDKs. Ces phosphorylations peuvent étre activatrices grace a
I'intervention de la kinases activatrice des CDK (CAK pour Cyclin Activating Kinase, constituée
de la cycline H, CDK7 et de MAT1) (Lolli and Johnson, 2005). En revanche, les kinases Weel
et Mytl induisent des phosphorylations inhibitrices de CDK1 (respectivement sur ses résidus
Thrl4 et Tyrl5) (Baldin and Ducommun, 1995), qui peuvent étre levées par l'intervention

des phosphatases CDC25 (CDC25A, CDC25B et CDC25C) (Malumbres and Barbacid, 2005).

En plus de la régulation des complexes CDK/cycline par le niveau de cyclines disponibles et
leur phosphorylation, les inhibiteurs de CDK (ou CKI, Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) sont
capables d’interagir avec les complexes CDK/cycline et d’inhiber leur activité. Il y aurait 7 CKI
décrits jusqu’alors, chacune n’étant pas capable d’inhiber tous les complexes CDK/cycline
comme indiqué sur la Figure 5 (Vermeulen et al., 2003).

Ces CKI sont regroupés en deux familles distinctes, la famille INK4 (Inhibitor of CDK4) et la
famille Cip/Kip. Les CKI de la famille INK4 ciblent spécifiquement les complexes CDK4 et
CDK®6 (CDK de la phase G1). Il s’agit des protéines p16, p15, p18 et p19.

Les CKI de la famille Cip/Kip sont les protéines p21, p27 et p57. Elles sont capables d’inhiber
tous les autres complexes CDK/cycline qui se forment a des étapes plus tardives. Les CKI de
la famille Cip/Kip ont aussi été décrits pour étre impliqués dans d’autres processus cellulaires
tels que la régulation transcriptionnelle de génes, I'apoptose, I'autophagie, I'organisation du

cytosquelette et la migration (Besson et al., 2008; Mathiassen et al., 2017).
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3. Les points de controle des dommages a I’ADN au cours de I'interphase

a. Le point de controle des dommages a ’ADN en phase G1

i. Le point de restriction (sans dommages a I’ADN)

Dans les tissus, les cellules normales sont majoritairement dans un état réversible de
quiescence (GO) et sont donc en dehors du cycle cellulaire. Leur entrée dans le cycle
cellulaire est régulée tres finement par la présence de nutriments, facteurs mitogénes (tels
que des facteurs de croissance) ou anti-mitogénes, mais également de ROS dans
I'environnement cellulaire. En effet, les signaux mitogénes conduisent notamment a
I’expression de la cycline D qui permet I'activation des CDK4 et CDK6 et le dépassement du
point de restriction (Pardee, 1974).

Un niveau de ROS élevé semble également important la transition GO/G1 en réponse aux
facteurs de croissance pour induire I’expression des cyclines (Felty et al., 2005). Cependant,
ce niveau de ROS doit ensuite étre diminué pour la progression dans le cycle. En effet, un
niveau de ROS élevé inhibe la synthése d’ADN et ce indépendamment de leur capacité a

induire des dommages a I’ADN (Girard et al., 2008; Havens et al., 2006).

Le point de restriction est représenté sur le plan moléculaire par la protéine produite par le
géne suppresseur de tumeur retinoblastoma (pRb). En effet pRb inhibe I'activité du facteur
de transcription hétérodimérique E2F-1/DP-1 (appelé E2F pour la suite) (Brehm et al., 1998).
Or, l'activité de E2F permet I'expression de nombreux genes impliqués dans la synthése de

I’ADN, et est donc nécessaires a I'entrée en phase S.

L’augmentation de I'expression de la cycline D au cours de la phase G1 conduit a activer les
complexes CDK4/cycline D et CDK6/cycline D. Ces complexes réalisent une phosphorylation
« légere » de pRb (alors sous une forme hypophosphorylée) et partiellement inactivé (Figure
6). Cette inactivation de pRb conduit a la libération du facteur de transcription E2F,
permettant ainsi I'expression de la cycline E (Kato et al., 1993).

L’'augmentation de I'expression de la cycline E en fin de phase G1 va conduire a I’activation
du complexe CDK2/cycline E. Ce dernier est responsable d’une phosphorylation totale de
pRb (forme hyperphosphorylée), rendant pRb totalement inactif. Il y a alors une
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amplification de l'activité du facteur de transcription E2F pour induire la transcription de
génes de protéines impliquées dans la synthése de précurseurs nucléotidiques de I’ADN et
dans la réplication de I'ADN. Une fois ce point de restriction dépassé, les couples de
CDK/cycline vont s’enchainer jusqu’a la fin du cycle cellulaire et I'étape finale de la mitose

(Diaz-Moralli et al., 2013).
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Figure 6 : Contréle de I'entrée en cycle cellulaire par le point de restriction

La protéine Rb est au cceur du contréle du point de restriction par la séquestration du facteur de
transcription E2F dans le cytoplasme. Les complexes CDK/Cycline sont responsables de
phosphorylations inactivatrices de Rb pour permettre la progression en phase S du cycle cellulaire.

ii. Le point de contréle des dommages a I’ADN

En phase G1, la présence de DSB va conduire a l'activation de la voie de signalisation
ATM/CHK2. Ces kinases seront responsables de la stabilisation du facteur de transcription
p53 (suppresseur de tumeur) et de l'induction de son gene cible p21 (Figure 7A). En effet,
dans des conditions normales, p53 est ciblé par le complexe hétérodimérique MDM2-MDMX
qui favorise son ubiquitinylation et le dirige vers une dégradation par le protéasome. En
réponse a des DSB, I'activation d’ATM/CHK2 conduit a une inhibition de la dégradation de
p53. La stabilisation de p53 se fait grace a une phosphorylation de p53 sur plusieurs sites
(par ATM ou CHK2), qui empéche son interaction avec MDM2 (Chehab et al., 2000; Hirao et
al., 2000; Saito et al., 2002). De plus, ATM et CHK2 sont également impliquées dans la
phosphorylation du complexe MDM?2 participant a la libération de p53 (Chen et al., 2005a;
Khosravi et al., 1999).
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L'expression de p21 (inhibiteur de CDK) conduira ainsi a l'inhibition du complexe
CDK2/cycline E, empéchant la progression de la phase G1 a la phase S en présence de lésions
de ’ADN. De plus, une des particularités de p21, c’est qu’il est aussi capable d’inhiber un des
composants de I'appareil de réplication de ’ADN (PCNA, proliferation cell nuclear antigen)
afin d’induire une pause dans la réplication de ’ADN qui aurait éventuellement commencé

(Cayrol et al., 1998).

La stabilisation de p53 conduit également a I'induction de I'expression de nombreux genes
impliqués dans les mécanismes de réparation (tels que XPC, OGG1, RAD51...) (pour revue
Williams and Schumacher, 2016).

Ce systéme permet donc de donner le temps aux mécanismes de réparation des DSB, qui
sont activés en paralléle, de réparer efficacement les DSB, évitant la réplication d’'un ADN
endommagé. Notons qu’en phase G1, la réparation des DSB s’opére majoritairement par la
voie de réparation par NHEJ (pour revue Shrivastav et al., 2008). Ainsi la voie ATR/CHK1 n’est
pas activée au point de contrdle G1, et ce point de contréle est donc sous la responsabilité

de la voie ATM/CHK2 uniquement.

b. Le point de contrdole des dommages a I’ADN en phase S

En phase S, I'activation des voies de signalisation ATM/CHK2 et ATR/CHK1 se fait en réponse
a des DSB et/ou en réponse a un arrét de la fourche de réplication. Ils sont alors
responsables d’une phosphorylation inactivatrice des phosphatases de la famille CDC25
(Figure 7B). En effet, la phosphorylation de CDC25A conduit a sa dégradation par le
protéasome, et la phosphorylation de CDC25C conduit a son association avec le complexe
inhibiteur 14-3-3 (Blasina et al., 1999; Peng et al., 1997). Ces phosphatases sont importantes
pour l'activation des complexes CDK2/cycline E et CDK2/cycline A, et donc pour la
progression de la phase S.

En parallele, la phosphorylation de nombreuses cibles impliquées dans la réparation des
dommages a I’ADN, notamment par ATR conduira a une stimulation de la réparation des

dommages a I’ADN.
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c. Le point de controle des dommages a I’ADN en phase G2

Alors que le point de contréle en G1 est totalement dépendant de la stabilisation de p53,
I’activation du point de contrdle en G2 (Figure 7C) peut étre le résultat de plusieurs voies de
signalisations dépendantes ou non de p53.

En phase G2, la réparation des DSB se fait majoritairement par recombinaison homologue,
ainsi a ce point de contréle les deux voies de signalisation ATM/CHK2 et ATR/CHK1 peuvent

étre activées.

Un arrét en phase G2 passe par l'inhibition de I'activité du complexe CDK1/cycline B. Au
cours d’un cycle cellulaire normal, I'activation du complexe CDK1/cycline B en fin de phase
G2 est nécessaire pour I'entrée en mitose. Cette activation nécessite une phosphorylation
activatrice de CDK1 sur son résidus Thrl61l par la CAK (Tassan et al., 1994), et une
déphosphorylation de ses résidus Thrl4 et Tyrl5 par I'action de la phosphatase CDC25C
(Hoffmann et al., 1993). De plus, CDC25C étant complexée a la protéine 14-3-3 est
séquestrée dans le cytoplasme, da translocation nucléaire est donc nécessaire pour
déphosphoryler le complexe CDK1/cycline B et le rendre entiérement actif. Cet événement
est permis grace a la phosphorylation de CDC25C par PLK1 (Polo-like kinase 1) qui entraine

sa dissociation de la protéine 14-3-3 (Toyoshima-Morimoto et al., 2002).

En revanche, en présence de dommages a I’ADN, |'activation de CHK1 va permettre une
phosphorylation de CDC25C responsable de son association avec le complexe 14-3-3
(Kramer et al., 2004). Cette interaction conduit alors a la séquestration de CDC25C dans le
cytoplasme, alors que ses cibles sont dans le noyau. De plus, il a été montré qu’en réponse a
des dommages a I’ADN, PLK1 est phosphorylée et inhibée de facon dépendante d’ATM et
d’ATR. Cette phosphorylation de PLK1 la rend ainsi incapable d’inhiber l'interaction de
CDC25C avec le complexe 14-3-3 (van Vugt et al., 2001). Cette signalisation est responsable
d’une inhibition de I'activité des complexes CDK/cycline de la mitose, empéchant ainsi

I’'entrée en mitose.

En plus de linhibition de I'entrée en mitose, la stabilisation de p53 (par ATM/CHK2 et

ATR/CHK1) peut contribuer a la maintenance de ce point de contréle. En effet, p53 est

26



Introduction

responsable de la répression transcriptionnelle de CDC25C et de la cycline B, ainsi que de
I'induction de I'expression de p21 (qui est capable d’inhiber les complexes CDK/cycline
mitotiques), ainsi que de I'expression de 14-3-3 (Bunz et al., 1998; Chan et al., 1999; Taylor
et al., 1999).

Cyclin D
. a CDK4 or CDK6

D

A » ——@®—

Figure 7 : Les points de controle des dommages a I'ADN

Point de contréle des dommages a 'ADN en phase G1 (A), phase S (B) ou phase G2 (C) du cycle
cellulaire. Les protéines violettes sont des régulateurs positifs de la progression du cycle cellulaire,
celles en bleu constituent des régulateurs négatifs de la progression du cycle cellulaire. Les « P » dans
un cercle rouge indiquent des réactions de phosphorylation, alors que ceux en gris indiquent des
réactions de déphosphorylation (adapté d’Otto and Sicinski, 2017).

d. Arrét de la signalisation de la voie de réparation des dommages a ’ADN

Aprés I'activation des mécanismes de réparation des dommages a I’ADN, la cascade de
phosphorylation initiée par ATM et ATR est inhibée via notamment l'intervention de
protéines phosphatases (PP2A, PP4, PP6 et Wip1). Elles sont capables de déphosphoryler les
nombreuses protéines activées par la voie des DDR (yH2AX, ATM, CHK2, CHK1, p53,
MDM?2...) (Shaltiel et al., 2015). En phase G1 l'arrét est surtout dépendant de I'action de la
phosphatase PP4, alors qu’en phase S et G2 'arrét de la voie de signalisation est surtout

dépendante de la phosphatase Wip1 (Shaltiel et al., 2014).
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En phase G2, en plus de I'activité de la phosphatase Wip1, la PLK1 est essentielle pour la
reprise du cycle cellulaire apres I'activation des voies de DDR. En effet, elle permet d’une
part la réactivation du complexe CDK1/cycline B. Mais elle est également responsable de la
phosphorylation de la Claspin, qui devient alors la cible pour une dégradation par le
protéasome. Cette dégradation est responsable de l'inhibition de I'activité de CHK1
(Bassermann et al., 2008; Maclrek et al., 2008; Mamely et al., 2006). PLK1 peut également

conduire a l'inactivation de CHK2 (van Vugt et al., 2010).

L'ensemble de ces processus permettent ainsi, apres réparation des dommages a I’ADN, la

reprise du cycle cellulaire.

4. Point de controle des dommages a I’ADN relatifs a la mitose

Pendant la mitose, les voies de réparation des dommages a I’ADN sont largement inhibées
(Shaltiel et al., 2015). Bien qu’il était admis que des cellules ne peuvent pas poursuivre leur
cycle cellulaire si les dommages ne sont pas réparés, il a été montré que dans certains cas les
cellules arrétées en G2 peuvent s’adapter et entrer en mitose méme en présence de
dommages a I’ADN (Syljuasen et al., 2006).

La présence de dommages a I’ADN non réparés pendant la mitose, peut générer la formation
de ponts de chromatine qui apparaissent au moment de la cytokinese entre les noyaux des
deux futures cellules filles (Cho et al., 2017). Ces ponts de chromatine, qui se forment dans le
sillon de clivage, constituent un obstacle a I'abscission et conduisent ainsi a I’activation du
point de controle de I'abscission. Sur le plan moléculaire, ce point de controle est représenté
par la kinase Aurora B qui a pour réle de stabiliser le sillon d’invagination et d’empécher ainsi

sa régression (Steigemann et al., 2009).

En cas de régression du sillon de clivage, il y a formation de cellules tétraploides a deux
noyaux qui se retrouvent en phase G1. La formation de cellules tétraploides binucléées peut
constituer un danger majeur pour l'intégrité du génome. En effet, a la division suivante, la
ségrégation des chromosomes ne se déroulera pas correctement et peut favoriser
I'instabilité chromosomique. Une étude a montré de grande différences dans le potentiel
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tumorigénique entre les cellules diploide et tétraploide issues d’'une méme population
cellulaire (déficiente pour p53) a la suite d’un défaut de cytokinése. En effet, ils ont
remarqué que les cellules tétraploides étaient les seules cellules a avoir un caractere de
cellules transformées in vitro, et a pouvoir générer un cancer aprés implantation chez la
souris (Fujiwara et al., 2005).

De plus, il a été montré dans de nombreux cas de cancers (en particulier colorectaux et du
sein) que la tétraploidie constitue un événement précoce dans la progression tumorale, en
favorisant I'instabilité génétique. En plus, les cancers qui ont subi un doublement de leur
génome au cours de la progression tumorale sont associés a un pronostic vital faible (Bielski
et al., 2018; Coward and Harding, 2014; Dewhurst et al., 2014). Ainsi, un point de controle de
la tétraploidie existe également afin d’empécher a la cellule tétraploide de poursuivre son
cycle cellulaire (Ganem et al., 2014), qu’il s’agisse d’une cellule tétraploide mononucléée
(issue d’'un doublement du génome) ou binucléée (issue d’un échec de la cytokinése). Pour la
suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons plus particulierement a la formation de

cellules tétraploides binucléées.

a. Mécanismes moléculaires de la cytokinése et point de controle de I'abscission

i. Généralités sur la cytokinése

La cytokinese est I'étape finale de la division cellulaire, elle aboutit a la séparation physique
entre deux cellules filles. En fin d’anaphase lorsque les chromosomes se retrouvent a
proximité des poles de la cellule, la zone centrale de la cellule (appelée spindle midzone) est
le siege du chevauchement antiparalléle des microtubules qui émanent des pobles opposés
du fuseau mitotique. Ces microtubules chevauchants vont s’assembler en un faisceau serré
(appelé fuseau central) qui sera le siége du recrutement trés localisé de nombreux
complexes protéiques importants pour la suite de la cytokinese. En particulier, ils
permettront la formation d’'un anneau contractile d’actine et de myosine conduisant a
I'invagination de la membrane dans un sillon de clivage.

A cette étape les deux cellules filles sont encore liées par un pont intercytoplasmique qui
contient une structure dense en protéines appelé le midbody. La formation du midbody est
une étape tres importante pour I'abscission finale qui permet la séparation des deux cellules

filles (Sagona and Stenmark, 2010).
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ii. Assemblage du fuseau central
L'assemblage du fuseau central nécessite I'intervention de plusieurs facteurs (Figure 8a). Les
trois facteurs majoritaires sont :

- la protéine PRC1 (Protein Required for Cytokinesis 1) qui favorise le rapprochement
serré des microtubules (Mollinari et al., 2002),

- le complexe centralspindlin, constitué d’'un hétérotétramére de 2 sous unités de
MKLP1 (Mitotic Kinesin-Like Protein 1) et de 2 sous-unités de la protéine activatrice
de I'activité GTPasique de Rho (MgcRacGAP) stabilisant le fuseau central (Mishima et
al., 2002)

- le CPC (Chromosomal Passenger Complex), constitué des protéines INCENP (inner
centromere protein), survivine, boréaline et de la kinase Aurora B. C'est [l'activité
kinase d’Aurora B qui permet d’activer le complexe centralspindlin via une

phosphorylation de MKLP1 (Douglas et al., 2010).

Le recrutement de ces facteurs d’assemblage et de stabilisation du fuseau central au niveau
de I'extrémité positive des microtubules chevauchants se fait via l'interaction avec des
protéines de la famille des kinésines. Il s’agit notamment de KIF4 pour PRC1 (Kurasawa et al.,
2004), de MKLP1 pour le complexe centralspindlin (en tant que constituant de ce complexe),
et de MKLP2 pour le CPC (Himmer and Mayer, 2009) (Figure 8a).

Un évenement important pour l'initiation de la formation du fuseau central a I’'anaphase est
la translocation du CPC des centroméres vers la spindle midzone. Cette translocation n’est
pas permise avant I'anaphase a cause d’une phosphorylation inhibitrice sur la sous-unité

INCENP médiée par le complexe CDK1/cycline B (Himmer and Mayer, 2009).

iii. Formation de I'anneau contractile d’actine
La formation du fuseau central dans la spindle midzone constitue un signal qui spécifie le
plan de clivage. En effet le fuseau central va permettre |'activation de la Rho GTPase RhoA au
niveau du cortex de facon trés localisée dans la spindle midzone afin de former I'anneau
contractile d’actine (Figure 8b). Un défaut de localisation de RhoA, par exemple a cause
d’une zone d’activation plus large de RhoA peut conduire a un défaut de formation de

I’'anneau contractile et compromettre la cytokinése (Manukyan et al., 2015). De méme, une
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inhibition de I'activité de RhoA empéche également la formation de I'anneau contractile et

conduit a un défaut de cytokinése (Lordier et al., 2008).

En tant que Rho GTPase, RhoA est activée par des GEFs (Guanine nucleotide Exchange
Factor). Un des GEFs de RhoA, Ect2, va interagir avec la sous unité MgcRacGAP du complexe
centraspindlin (Yiice et al., 2005) (Figure 8a). Cette interaction dépend de la phosphorylation
par PLK1 de MgcRacGAP et de la levée de la phosphorylation inhibitrice de Ect2 qui avait été
réalisée par le complexe CDK1/cycline B (Wolfe et al., 2009; Su et al., 2011). Ainsi le
recrutement tres localisé a la spindle midzone de Ect2, conduit a I'activation tres localisée de

RhoA.

A ce stade, RhoA activée va favoriser I'assemblage de I'anneau contractile d’actomyosine en
stimulant la nucléation des filaments d’actine non ramifiés, grace a 'activation de la formine
mDia (Watanabe et al., 2008). RhoA contribue également a I'activation de la protéine
motrice myosine |l, notamment via l'activation de la kinase ROCK qui induit une
phosphorylation activatrice des chaines légeres de la myosine (Kosako et al., 2000).

En parallele le CPC, en phosphorylant les filaments intermédiaires, favorise leur
désassemblage pour permettre le bon déroulement de l'invagination et de la séparation des

cellules filles (Goto et al., 2003).
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Figure 8 : Formation de I’anneau conrtractile d’actine au cours de la cytokinése

a. Le CPC (pour Chromosomal Passenger Complex) est recruté au niveau des microtubules de la
spindle midzone a la suite de la phosphorylation de MKLP2 par PLK1. Il contribue alors au
recrutement de Ect2 via le complexe centralspindlin.

b. RhoA est activé de fagon tres localisée au niveau de la spindle midzone grace a Ect2 qui permet
I’échange de GDP en GTP. L’action combinée de RhoA et du CPC conduit respectivement a la
polymérisation de I’actine en anneau contractile d’actine-myosine et le désassemblage des filaments
intermédiaire afin que la membrane plasmique s’invagine dans un sillon de clivage (Carmena et al.,
2012).

iv. Formation du midbody et abscission
La contraction de I'anneau contractile va engendrer I'invagination de la membrane dans un
sillon de clivage, conduisant a la formation d’un pont intercytoplasmique d’un diametre de 1
a 2um. De nombreuses protéines constituantes du fuseau central (tels que le CPC et les
protéines de la famille des kinésines, PRC1, le centralspindlin complex...) vont se retrouver

compactées en une structure trés dense appelée le midbody (Mierzwa and Gerlich, 2014).

L'abscission est I'étape finale de la cytokinése qui conduit a la séparation des deux cellules
filles. Le complexe protéique ESCRT-IIl (Endosomal Sorting Complex Required for Transport

lll) permet la déformation des membranes et est nécessaire a I'abscission (Carlton and
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Martin-Serrano, 2007). A cette étape, le midbody se désassemble, et RhoA est inhibé pour
que les filaments d’actomyosine de I'anneau contractile se désassemblent. Cette inactivation
fait intervenir le complexe PKCe-14-3-3 (Saurin et al., 2008), mais également des
changements dans la composition des lipides de la membrane plasmique (Emoto et al.,

2005).

En cas de présence de chromatine dans le pont intercytoplasmique entre les futures cellules
filles (alors appelé pont de chromatine), le point de contrble de I'abscission est activé. En
condition normale, I'activité du CPC (évaluée par la phosphorylation d’Aurora B) est inhibée
au moment du désassemblage du midbody et de I'abscission par la PKCe (Pike et al., 2016).
En revanche, la présence de ces ponts de chromatine conduit a un maintien de I'activité
d’Aurora B et a la formation d’un canal intracellulaire stable grace a la formation de patch
d’actine des deux cOtés du canal intercytoplasmique (Steigemann et al., 2009). De plus
Aurora B phosphoryle un des composants du complexe ESCRT-IlIl (CHMP4C, pour Charged
Multivesicular body Protein 4C), conduisant a l'inhibition de l'activité du complexe et au
retard de I'abscission (Carlton et al., 2012). Ainsi I’activité d’Aurora B permet de stabiliser le
sillon d’invagination et de retarder I'abscission en présence de chromatine dans le sillon de

clivage afin de donner le temps pour la résolution de ces ponts de chromatine.

b. Le point de contrdle de la tétraploidie

Le point de contréle de la tétraploidie a été suggéré par de nombreux travaux, et
notamment ceux du groupe d’Andreassen (Margolis et al., 2003). Leurs études ont mis en
évidence que des fibroblastes normaux, traités par la cytochalasine D (un déstabilisateur de
la polymérisation de I’actine), peuvent former des cellules tétraploides. De plus ces cellules
tétraploides subissent un arrét en phase G1 alors que les cellules diploides au sein de la

méme population cellulaire continuent de proliférer (Andreassen et al., 2001).

Cette hypothése a été controversée par deux groupes indépendants qui ont montré que
I"utilisation de doses plus faibles de de cytochalasine D, ou d’autres agents inducteurs de
défaut de cytokinese (tels qu’un inhibiteur de myosine Il) ne permettent pas d’avoir un arrét

en phase G1 des cellules tétraploides (Uetake and Sluder, 2004; Wong and Stearns, 2005).
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Ces deux observations contradictoires ont finalement été réconciliées récemment, car il a
été montré que la tétraploidisation n’impose pas nécessairement un arrét en phase G1, mais
gu’elle induit une accumulation graduelle de I'expression de p53 et donc de l'inhibiteur du
cycle cellulaire p21. Ce serait alors le niveau d’expression de p21 qui, lorsqu’il est suffisant,
empéche I'entrée en phase S par inhibition du couple de cycline CDK2/cyclineE qui ne peut
pas phosphoryler pRb et induit I'arrét en phase G1. Ces résultats suggerent ainsi que le
contexte cellulaire initiale (en particulier le niveau de stress initiale) pourrait expliquer que

toutes les cellules ne soient pas arrétées en phase G1 (Ganem et al., 2014).

5. Dérégulation des points de controle dans les cancers

a. Dérégulation du point de restriction

Dans les tumeurs, les cellules cancéreuses proliferent constamment et ce méme lorsqu’elles
sont dans des conditions non favorables a la prolifération (manque de nutriments, hypoxie,
absence de facteurs mitogénes). Cette prolifération incontrolée est le résultat de déficiences
du point de restriction. En particulier, des mutations inhibitrices ou méthylation du
promoteur de pRb sont souvent retrouvées dans les cancers (Goodrich, 2006). Une
surexpression de la cycline D (par amplification du géne, ou par activation constitutive des
voies de signalisation mitogénique), ou encore une surexpression du facteur de transcription
E2F permettent aussi de court-circuiter le point de restriction (Malumbres and Barbacid,

2009).

Pour toutes ces raisons, le point de controle des dommages a I’ADN mais également le point
de controle de la tétraploidie sont déficients dans les cancers. Ces déficiences sont la cause
d’'une grande instabilité génomique et chromosomique, et accélérent le processus de
progression tumorale. Ces déficiences posent également un probléme dans la réponse aux
traitements anti-cancéreux. En particulier, de nombreux agents anti-cancéreux dont ceux qui
interagissent avec les microtubules (tels que les taxoides) et ceux qui induisent des
dommages a I'ADN (tels que les rayons X, I'étoposide ou le cisplatine) peuvent induire la
formation de cellules tétraploides dans des lignées de cellules cancéreuses. Ces cellules
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tétraploides, en échappant au point de contréle de la tétraploidie peuvent alors continuer
leur cycle cellulaire et devenir polyploides (Erenpreisa et al., 2008; Ivanov et al., 2003;
Panvichian et al., 1998; Shen et al., 2013).

Initialement, ces cellules polyploides étaient considérées comme incapables de proliférer et
donc considérées comme un avantage thérapeutique. Cependant, de plus en plus d’études
suggerent que ces cellules polyploides peuvent donner naissance a des clones de cellules
presque diploides qui sont capable de prolifération importante in vitro, mais aussi de
croissance tumorale in vivo (Puig et al.; Vitale et al., 2010). Des études ont méme montré
gu’une seule cellule polyploide est capable de générer des sphéroides in vitro et de générer
des tumeurs métastatiques in vivo. De plus les cellules presque diploides générées a partir
des cellules polyploides présentent des propriétés de résistance vis-a-vis de la
chimiothérapie (Weihua et al., 2011).

L’'ensemble de ces résultats suggere donc que les cellules presque diploides, issues de la
régénération des cellules polyploides, peuvent étre la causes des rechutes des traitements
anti-cancéreux et constituent des cibles thérapeutiques importantes (Coward and Harding,

2014; Erenpreisa and Cragg, 2013).

b. Les protéines de la famille de p53

Parmi les mutations de la voie des DDR dans les cancers, le géne codant pour la protéine p53
est trés fréguemment muté (dans deux tiers des cancers humains), et sa perte est associée a
une grande instabilité génomique (Olivier et al., 2010). En effet, la protéine p53 est un acteur
majeur dans I'activation du point de contréle en phase G1, et peut également étre activé au
point de controle en phase G2. Elle participe alors, via son activité de facteur de
transcription, a I'établissement de I'arrét du cycle cellulaire (en induisant I'expression de

I'inhibiteur du cycle cellulaire p21) et a I'activation des mécanismes de réparation.

Mais elle peut également induire I'expression de trés nombreux genes impliqués dans la
mort cellulaire (tels que BAX, NOXA, PUMA...) (pour revue Nicolai et al., 2015). Il existe donc
un systéme de régulation trés complexe qui se met en place lorsque p53 est stabilisé afin

qgue les dommages de I’ADN réparables ne conduisent pas a la mort cellulaire, alors qu’un
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niveau de dommage a I’ADN plus élevé ne pouvant pas étre réparé mene a la mort cellulaire.
Ainsi, des cellules cancéreuses déficientes pour p53 présentent des défauts d’induction de
la mort cellulaire en réponse a des dommages a I’ADN, et favorisant I'instabilité génomique.
De plus ces cellules cancéreuses présentent souvent des résistances a la mort cellulaire
induite par de nombreux agents anti-cancéreux (tels que le cisplatine, le témolozomide, la

doxorubicine...) (Hientz et al., 2016).

En revanche, p53 fait partie de la famille des protéines p53, qui comprend deux autres
homologues, p63 et p73. A la différence de p53, p63 et p73 sont rarement mutés dans les
cancers. En réponse a des dommages a I’ADN, les protéines p63 et p73 sont aussi stabilisées
et peuvent également induire I'expression de génes dont les protéines sont impliquées dans
I'arrét du cycle cellulaire et I'induction de la mort cellulaire (Dohn et al., 2001; Guo et al.,
2009; Vayssade et al., 2005; Zhu et al., 1998). Ces protéines constituent donc des acteurs
essentiels dans la réponse des cellules cancéreuses déficientes pour p53 aux dommages a
I’ADN induits par les chimiothérapies, en effet leur activité permet d’expliquer les réponses

partielles aux chimiothérapies en absence de p53.
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1) Devenir cellulaire aprés des dommages a I’ADN

A. Les différents destins cellulaires suite a des dommages a I’ADN

Nous venons de voir qu’en présence de dommages de I’ADN, les points de contréle des
dommages de I’ADN sont activés pour induire un arrét du cycle cellulaire et donner le temps
a la cellule de réparer son ADN. Une fois I’ADN réparé, les mécanismes activés par la voie de
DDR sont inhibés et la cellule peut reprendre son cycle cellulaire normalement (Shaltiel et
al.,, 2015). En revanche, lorsque les dommages sont graves, I’ADN n’est pas suffisamment
réparé, I'arrét du cycle cellulaire se prolonge et la cellule devra alors choisir entre s’adapter
aux dommages et survivre, entrer dans une phase de sénéscence (arrét définitif du cycle

cellulaire) ou alors mourir (Roos et al., 2016).

Il existe différents types de mort cellulaire dont les caractéristiques sont définies et
régulierement mises a jour par le comité de nomenclature de la mort cellulaire
(Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD) (Galluzzi et al., 2018). Ce comité définit en
particulier des morts cellulaires dites programmeées qui dépendent de I'activation de voies
de signalisation dans la cellule. La mort cellulaire programmée est un processus
physiologique, indispensable au développement embryonnaire et au maintien de
I’'homéostasie tissulaire. Mais elle peut également survenir en réponse a un stress cellulaire
tel que les dommages irréparables de I’ADN.

Les trois types de mort cellulaire régulés qui ont été les plus étudiés sont I'apoptose, la mort
cellulaire autophagique et la nécrose.

L’apoptose, (anciennement dénommée mort cellulaire de type I). Elle peut étre
intrinseque ou extrinseque selon l'origine du signal de mort. Le processus apoptotique est
défini par un maintien de l'intégrité de la membrane plasmique et de I'activité métabolique
jusqu’a la mort de la cellule. Elle a été décrite pour la premiére fois par Kerr et al. et
présente des caractéristiques morphologiques particulieres telles que la contraction du
cytoplasme, la condensation de la chromatine, la fragmentation de I’ADN, la fragmentation
du cytoplasme dans des corps apoptotiques, ainsi qu’une externalisation de la

phosphatidylsérine (un phospholipide) sur le feuillet externe de la membrane plasmique.
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L’'ensemble de ces changements morphologiques sont initiés par I'activation de caspases
(Kerr et al., 1972).

La_mort cellulaire dépendante de l'autophagie (historiquement désignée comme

mort cellulaire de type Il). Comme nous le verrons plus loin dans ce manuscrit, I'autophagie
est un processus permettant la dégradation de constituants intracellulaires par la voie
lysosomale. Au cours de ce processus de mort cellulaire dépendante de I'autophagie, le
cytoplasme subit une vacuolisation importante, et les mécanismes impliqués dans la mort
cellulaire reposent sur la machinerie autophagique. Ce type de mort cellulaire n’a été
observé que dans tres peu de contextes spécifiques (Fulda, 2017).

La_nécrose (ou encore mort cellulaire de type Ill) qui ne présente aucune des
caractéristiques des types | et Il de la mort cellulaire. Elle est caractérisée en particulier par
une augmentation du volume cellulaire, un gonflement des organites, une dilatation de
I’enveloppe nucléaire, ainsi qu’une rupture précoce de la membrane plasmique associée a
une libération du contenu intracellulaire dans I'environnement cellulaire. Ce type de mort
cellulaire a longtemps été considéré comme un phénomene passif, cependant de nombreux
types de mort nécrotiques sont aujourd’hui reconnus pour étre régulés. C’est le cas

notamment de la nécroptose, la ferroptose, la parthanatose...

Le choix de la cellule de survivre ou de mourir, mais également le choix du type de mort
cellulaire en réponse a des dommages a I’ADN sont dépendants de nombreux facteurs. Dans
cette partie, nous présenterons les mécanismes de la sénescence, de la mort cellulaire
apoptotique qui sont les deux destins cellulaires les plus décrits en réponse a des

traitements anticancéreux.

B. La sénescence

1. Généralités sur la sénescence

La sénescence cellulaire est un état d’arrét du cycle cellulaire permanent, qui s’accompagne

de changements métaboliques et morphologiques importants. La sénescence est associée a
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une morphologie large et aplatie, une absence de prolifération, ainsi qu’une polynucléation
de certaines cellules qui est assez fréquemment observée (pour revue Kuilman et al., 2010).
La sénescence est également caractérisée sur le plan moléculaire par I'expression de
marqueurs témoins d’un arrét du cycle cellulaire (tels que p21, p16 et p27) et de I'activation
de la voie de réponse aux dommages a I’ADN (phosphorylation d’ATM, CHK2, de yH2AX...).

Il a également été mis en évidence qu’une des caractéristiques des cellules sénescentes est
I'augmentation de I'activité de I’enzyme lysosomale B-galactosidase associée a la sénescence
(SA-B-gal) a un pH sub-optimal (pH 6) (Dimri et al., 1995). L'augmentation de I'activité de
cette enzyme est liée a une augmentation de la masse lysosomale et donc une expression
plus importante de l'enzyme au cours de la sénescence (Kurz et al., 2000). Cette
caractéristique est largement utilisée pour mettre en évidence la sénescence cellulaire suite
a I'ajout d’un substrat de I'’enzyme (le X-gal) qui lorsqu’il sera clivé par la SA-B-gal conduira a

la formation d’un précipité bleu.

Les cellules sénescentes sont arrétées dans le cycle cellulaire mais, a la différence des
cellules quiescentes, elles restent métaboliquement actives. Elles subissent des
changements importants de I'organisation de la chromatine et de I'expression des genes, et
développent ainsi un phénotype sécrétoire appelé SASP (Senescence Associated Secretory
Phenotype). Ce phénotype permet alors la sécrétion de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, des facteurs de croissances et des métalloprotéases (Young and Narita,
2009).

Il est important de noter qu’il est nécessaire d’observer plusieurs de ces caractéristiques
pour établir le phénotype sénescent des cellules, car pris individuellement ces marqueurs ne

sont pas suffisants.

2. Mécanismes moléculaires de la sénescence

Selon le signal initial responsable de I'induction de la sénescence, elle peut étre caractérisée
de sénescence réplicative ou prématurée. La sénescence réplicative est liée au
raccourcissement des télomeéres a la suite de plusieurs cycles de division cellulaire. La
sénescence prématurée est induite par des signaux de stress, dont en particulier des signaux
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de stress oncogénique, de stress oxydant, et aussi de stress induit par des agents
thérapeutiques (dont des agents inducteurs de dommages a I'ADN ou de dysfonction
télomérique).

L’activation de la sénescence, qu’elle soit réplicative ou prématurée passe en générale par

I'induction de dommages a I’ADN et donc a 'activation des mécanismes de DDR.

a. Lasénescence réplicative

La sénescence réplicative correspond a l'arrét permanant du cycle cellulaire, pour des
cellules primaires, aprés un certain nombre de divisions. Elle a été décrite pour la premiére
fois par Hayflick et Moorhead et a été assez rapidement associée au processus de
vieillissement et de carcinogenése (Hayflick, 1965; Hayflick and Moorhead, 1961).

Cette sénescence traduit une capacité limitée de prolifération pour des cellules primaires en
culture, et « ’horloge moléculaire » déterminant le nombre de divisions qu’une cellule peut
réaliser est représentée par la taille des télomeres. En effet, a chaque cycle de division
cellulaire, ’'ADN polymérase ne parvient pas a répliquer totalement I'extrémité télomérique
du brin retardé, causant ainsi une érosion des télomeres (Bodnar et al., 1998).

Or, la fonction du télomere est de protéger I'extrémité des chromosomes grace a
I'association d’'un complexe de protéines avec I'ADN télomérique, appelé complexe
shelterin. Ce complexe empéche la reconnaissance de I'extrémité chromosomique comme
un signal de DSB (puisque cette extrémité est repliée dans un capuchon télomérique), et les
protéines de ce complexe jouent un role inhibiteur vis-a-vis de la voie des DDR (voir partie
VI-B.1 de ce manuscrit pour plus de détails sur ces processus).

Ainsi, des télomeres trop courts empéchent la formation du complexe shelterin, laissant libre
les extrémités chromosomiques, conduisant a [l‘activation de la voie des DDR,
'augmentation de l'expression de linhibiteur du cycle cellulaire p21 et I'entrée en

sénescence (Figure 9) (d’Adda di Fagagna et al., 2003).

b. Lasénescence prématurée

La dysfonction télomérique qui survient alors que la taille des télomeéres n’est pas limitante

peut également induire la sénescence, qui est alors prématurée. Elle est le résultat d’une
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perturbation de la structure du complexe shelterin qui ne peut donc plus protéger
I'extrémité des chromosomes. Ce phénomeéne peut étre causé notamment par certains
agents anti-prolifératifs qui induisent alors I’activation de la voie des DDR et la sénescence.

Nous aborderons plus en détail les causes de la dysfonction télomérique dans la partie IV-B.

Un stress oncogénique peut également étre a I'origine de l'induction de la sénescence
prématurée. En particulier, il a été montré qu’une surexpression de Ras, Raf ou MEK, ou
I'invalidation par exemple du gene suppresseur de tumeur PTEN conduisent a une induction
de la sénescence (Chen et al., 2005b; Lin et al., 1998; Michaloglou et al., 2005; Serrano et al.,
1997). Dans ce contexte, c’est la prolifération intensive des cellules qui génére un stress
réplicatif, conduisant a un arrét des fourches de réplication, I'activation de la voie des DDR
qui induit un arrét du cycle cellulaire et la sénescence (Bartkova et al., 2006; Di Micco et al.,
2006).

De plus, la suractivation de ces oncogénes a été liée a une augmentation du stress oxydant
qui est a l'origine de l'induction de la sénescence. En effet une production trop élevée de
ROS peut étre responsable de dommages a I’ADN et donc potentiellement inducteurs de la

sénéscence (Kodama et al., 2013).

c. Lesvoies de signalisation responsables de I'induction de la sénescence

L'entrée en sénescence est classiquement associée a un arrét en phase G1 du cycle
cellulaire, mais des travaux récents suggérent que la sénescence peut aussi se mettre en
place a partir d’un arrét en phase G2 (Gire and Dulic, 2015). La sénescence induite en
réponse a divers stimuli est conduite par I'activation d’une des deux voies de signalisation
qui conduisent a I'expression d’inhibiteurs de CDK pour arréter le cycle cellulaire. Ces deux

voies de signalisation sont la voie p53/p21 et la voie p38MAPK/p16/pRb (Figure 9).

L’activation de la voie p53/p21 dans I'établissement de la sénescence est généralement le
résultat de l'induction de la sénescence en réponse a des dommages a I’ADN. C'est cette
voie de signalisation qui est activée au cours de la sénescence réplicative, d’un
dysfonctionnement des télomeéres, d’un stress réplicatif, ou bien en réponse a des agents

génotoxiques (tels que certains agents anti-cancéreux) (Cosme-Blanco et al., 2007; Herbig et
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al., 2004; Krenning et al., 2014). Comme nous l’avons vu précédemment, en réponse a des
dommages a I’ADN, p53 est rapidement stabilisé par phosphorylation (par ATM/CHK2 ou
ATR/CHK1) et peut alors induire I'expression de p21. L’expression de p21 conduit ainsi a un
arrét du cycle cellulaire par inhibition de multiples complexes CDK/cycline, qui fournit
normalement le temps nécessaire pour la réparation des dommages a I’ADN. Cependant, un
prolongement de cet arrét (a causes de dommages trop nombreux ou non réparables)

conduit a I’établissement de la sénescence.

L’induction de la sénescence par la voie p38MAPK/p16/pRb fait intervenir une augmentation
de I'expression de p16 qui inhibe I’activité des complexes CDK4/cycline D et CDK6/cycline D
de la phase G1, empéchant ainsi la phosphorylation initiale de pRb et maintenant I'inhibition
du facteur de transcription E2F. Un des mécanismes responsables de I'augmentation de
I'expression de pl6 pour I'établissement de la sénescence est I'activation de la voie
Ras/Raf/MEK (Ohtani et al., 2001). Cette activation conduit a I'induction de I’expression du
facteur ATF3 qui est alors responsable de I'inhibition de I'expression d’ld-1 (Inhibitor of DNA
binding). Il s’agit d’un inhibiteur des facteurs de transcription tels que Etsl et Ets2. Ainsi
I'activité de ces facteurs de transcription est stimulée par I'activation de la voie MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), et ils sont alors responsables de linduction de
I’expression de p16.

Il a été décrit que l'activation prolongée de la voie de la p38MAPK est impliquée dans
I’établissement du phénotype de SASP de facon indépendante d’ATM, via |'activation du

facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B (Freund et al., 2011).

Il est intéressant de noter qu’il existe un lien entre I'activation de la voie des DDR et la voie
pP38MAPK/p16/pRb. En effet, il a été décrit qu’ATM et ATR sont capables d’activer la
p38MAPK (Reinhardt et al., 2007). De plus I'activation de la p38MAPK est aussi responsable
d’une stabilisation de ’ARNm de p21 conduisant a une augmentation de son expression
(Lafarga et al., 2009).

Une autre voie de signalisation impliquée dans I'établissement du phénotype SASP a
récemment été décrite et dépendrait de I'activité du facteur de transcription GATA4 qui est

régulé par la voie des DDR et active aussi en aval le NF-kB (Kang et al., 2015).
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Ainsi, l'activation prolongée de I'ensemble de ces voies en réponse a des agents
génotoxiques (comme des anti-cancéreux) conduit a I'établissement du phénotype de
sénescence et a un arrét de la prolifération des cellules.
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Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans I'établissement de la sénescence

La convergence des signaux conduisant a I'arrét du cycle cellulaire et a la sécrétion des SASP meéne a
|’établissement de la sénescence en réponse a des signaux de stress. Les protéines en rouge
représentent les kinases en amont des voies de signalisation impliquées dans la sénescence, en violet
les facteurs de transcription, en jaune les inhibiteurs des complexes CDK/Cycline. Les fleches en
pointillées indiquent un lien indirecte.

3. Sénescence et cancer

a. Lasénescence comme barriére a la tumorigenése

La sénescence joue un rble de barriere a la progression tumorale. En effet, la sénescence
réplicative et celle induite par un stress oncogénique empéchent respectivement une
prolifération indéfinie des cellules et une prolifération intensive (Braig et al., 2005). C'est
également le mécanisme qui permet l'arrét définitif de la prolifération des cellules
tétraploides et qui permet de limiter I'instabilité chromosomique qui surviendrait si ces

cellules réalisaient de nouveaux cycles de division (Erenpreisa and Cragg, 2013).
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C’est ainsi qu’au cours de la progression tumorale, la cellule cancéreuse parvient a
surmonter la sénescence réplicative, notamment en activant des mécanismes qui
permettent d’allonger les télomeéres. Tres souvent les cellules cancéreuses réexpriment ainsi
la sous-unité catalytique hTERT de la télomérase. Dans les rares cas ou la télomérase n’est
pas réactivée, I'allongement des téloméres dépend d’'un mécanisme alternatif (ALT, pour
Alternative Lengthening of Telomere) (pour revue Jafri et al., 2016).

La progression tumorale conduit également a linhibition des voies de signalisation
impliquées dans la sénescence, en particulier par des mutations inactivatrices des protéines

p53 et pRb, ou encore par une sous-expression des inhibiteurs du cycle cellulaire.

De plus, comme nous l'‘avons dit précédemment, les cellules sénescentes sont
métaboliquement actives et produisent notamment des cytokines pro-inflammatoires du
SASP qui seront relachées dans I’environnement tumoral. Des études ont montré que ces
cytokines jouent un réle anti-tumoral, en maintenant le phénotype sénescent des cellules
tumorales elles méme (Acosta et al.,, 2008), et en favorisant I’'enléevement des cellules
tumorales sénescentes par le systeme immunitaire inné ou adaptatif (Kang et al., 2011; Xue
et al., 2007).

Cependant, dans certains contextes, il a été décrit que la réponse inflammatoire liée a la
sénescence favorise la croissance tumorale (Pribluda et al., 2013).

Ces données suggerent donc bien que le role des cytokines du SASP et de la sénescence dans
la tumorigenése est trés complexe, et peut dépendre de nombreux facteurs (pour revue

Ruhland et al., 2016).

b. Lasénescence dans la réponse aux traitements anti-cancéreux

Bien que les cellules tumorales semblent s’étre affranchies des mécanismes qui permettent
I'induction de la sénescence, la présence de cellules sénescentes a été observée assez tot
dans des tumeurs non déficientes pour p53, issues de patients traités par de Ia
chimiothérapie (Poele et al., 2002). Par la suite, de nombreuses autres études ont confirmé
qgue les cellules cancéreuses peuvent effectivement entrer en sénescence (pour revue

Gewirtz et al., 2008).
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Le role de p53 dans I'induction de la sénescence en réponse aux traitements anti-cancéreux
est assez controversé. En effet, p53 est souvent muté dans les cancers, et de nombreuses
études ont montré que des cellules déficientes pour p53, traitées avec des agents qui
induisent la sénescence dans des cellules non mutées pour p53, ne parviennent pas a induire
la sénescence et s’orientent vers la mort cellulaire (Chang et al., 1999a; Elmore et al., 2002;
Jones et al., 2005).

Pourtant d’autres études ont pu mettre en évidence une induction de la sénescence méme
lorsque p53 n’est pas fonctionnel (Chang et al., 1999b, 2002; Roberson et al., 2005). Cette
induction de la sénescence indépendante de p53, en réponse a des dommages a I’ADN, peut
notamment s’expliquer par 'augmentation de I'expression de p21 via la p38MAPK en aval de
I'activation d’ATM et d’ATR (Lafarga et al., 2009; Reinhardt et al., 2007).

Il semblerait donc que I'induction de la sénescence dans les cellules déficientes pour p53 soit
tres dépendante du contexte, potentiellement dépendante du type cellulaire ou du type de

traitement.

Du fait de la caractéristique des cellules sénescentes d’induire un arrét définitif de la
prolifération cellulaire, il était initialement admis que l'induction de la sénescence par les
thérapies anti-cancéreuses soit une bonne stratégie thérapeutique. Cependant il est
important de noter que la sénescence peut constituer un mécanisme de résistance de la
tumeur a la chimiothérapie, potentiellement responsable des rechutes des patients. En effet,
en plus de jouer un réle sur la progression tumorale, les cytokines du SASP peuvent aussi
influencer la réponse aux agents anti-cancéreux, en particulier via la génération d’un
microenvironnement immunosuppresseur (Toso et al., 2014).

De plus, une des caractéristiques des cellules sénescentes est I'accumulation de plusieurs
noyaux, et donc d’une polyploidie qui a la capacité de régénérer des cellules presque
diploides a caractére trés tumorigene (Weihua et al., 2011). Et de plus en plus de données
montrent que l'induction de la sénescence par les thérapies anticancéreuses, peut en fait
étre réversible et régénérer des cellules souches cancéreuses (Erenpreisa and Cragg, 2013;

Puig et al.; Sabisz and Skladanowski, 2009; Sliwinska et al., 2009).

Ainsi la sénescence associée aux tumeurs possede un double role, a la fois anti- et pro-

tumoral, et participerait a la résistance aux traitements anti-cancéreux. |l semblerait que la
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détermination de ces réles soit trés dépendante du contexte tumorale, de la nature des
cytokines du SASP qui sont produites et du microenvironnement tumoral (Lecot et al., 2016;

Schosserer et al., 2017).

C. L’apoptose en réponse a des dommages a ’ADN

1. Généralités sur I’apoptose

L'apoptose est un processus de mort cellulaire physiologique qui se déroule au cours du
développement embryonnaire, mais également chez I'adulte ou il participe a 'homéostasie
tissulaire en maintenant le nombre de cellules approprié. L'apoptose joue aussi un role anti-
tumoral trés important en éliminant les cellules endommagées pré-néoplasiques (Galluzzi et
al., 2018).

Les caspases (cysteine-aspartic protease) sont les protéines clés de la machinerie
apoptotique intrinséque et extrinséque. Les caspases impliquées dans I'apoptose sont
classés en deux sous-types : les caspases initiatrices (caspase 2, 8, 9 et 10), et les caspases
effectrices (caspases 3, 6 et 7). Les deux types d’apoptose, intrinseque ou extrinséque, sont
activés par des signaux distincts, mais convergent vers une voie de signalisation commune
d’activation des caspases effectrices et I'activation des protéines impliquées dans les
changements morphologiques observés au cours de |'apoptose (pour revue Taylor et al.,

2008).

2. Apoptose intrinseque

La voie intrinséque (Figure 10b) fait intervenir la mitochondrie comme centre intégrateur de
signaux pro- et anti-apoptotiques. Les régulateurs de |’apoptose intrinséque sont les
membres de la famille BCL-2 (Czabotar et al., 2014). Les protéines de cette famille peuvent
étre classées selon deux catégories, les pro-apoptotiques (BAX, BAK, BOK, BID, BIM, PUMA,
NOXA...) et les anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-XL et MCL-1).
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L'apoptose intrinseque est sous le controle de la perméabilisation de la membrane externe

de la mitochondrie (MOMP, pour Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization).

Le mode de fonctionnement des protéines de la famille BCL-2 dans I'induction ou I'inhibition
de I'apoptose se fait par différentes stratégies :

- Les membres pro-apoptotiques BAX et BAK, qui se trouvent sur la membrane
mitochondriale externe et favorisent la MOMP. Bien que le réle de BAX et BAK dans
I’activation de la MOMP est largement admis, les mécanismes qui sont responsables
de l'activation de la MOMP par BAX et BAK ne sont pas connus, en particulier la
composition moléculaire de la structure de perméabilisation ne fait pas consensus
dans la communauté scientifique. Les preuves manquent afin de savoir s’il s’agit d’un
pore lipidique ou protéigque qui se forme dans la membrane mitochondriale (pour
revue Borner and Andrews, 2014).

- Les membres anti-apoptotiques se lient et inactivent BAX et BAK pour empécher la
MOMP

- Les membres pro-apoptotiques (autres que BAX et BAK) ont alors deux stratégies. La
premiere est d’interagir directement avec BAX et BAK pour les activer. La deuxieme
est d’interagir avec les anti-apoptotiques pour empécher leur action inhibitrice sur

BAX et BAK.

Ce sont donc les nombreuses interactions entre les membres de cette famille BCL-2 qui vont
réguler la MOMP. Ainsi, la balance de I'activité entre les membres anti- ou pro-apoptotique
(par régulation de leur niveau d’expression ou par modification post-traductionnelle) va étre
un facteur déterminant dans le choix de la cellule d’entrer en apoptose ou pas.

Cette voie de I'apoptose peut étre activée en réponse a de nombreux stimuli tels qu’une
augmentation du calcium ou des ROS intracellulaires, et en réponse a de nombreux agents
induisant des dommages a I’ADN. En particulier, en réponse a des dommages a I’ADN, la
stabilisation de p53 joue un rdle treés important dans I'activation de I'apoptose en induisant
I’expression de nombreux genes pro-apoptotique (dont les membres de la famille BCL-2
PUMA, BAX, NOXA, BAD) et réprime I'expression de |’anti-apoptotique BCL-2 (pour revue Ho
and Benchimol, 2003; Yu and Zhang, 2005). Ainsi, la stabilisation de p53 va conduire a
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déséquilibrer la balance entre les pro- et les anti-apoptotiques en faveur d’'une activation de

I’'apoptose.

Une fois que le choix de la mort cellulaire est fait, la MOMP va conduire a une chute du
potentiel transmembranaire mitochondrial (AWm) ainsi qu’a une sortie du cytochrome C et
des protéines Smac/DIABLO (second mitochondrial derived activator of caspase/direct
inhibitor of apoptosis proteins binding protein).

Le cytochrome C a une fonction physiologique dans la chaine de transport des électrons
mitochondriale lors de la production d’ATP. Son relargage dans le cytoplasme va conduire a
son association avec APAF1 (apoptosis protease activating factor-1) induisant un
changement de conformation qui permet alors le recrutement des pro-caspases 9 via leur
domaine CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain) sous forme d’un héptameére.
Cette structure est alors appelée apoptososme et favorise I'auto clivage des caspases 9 qui
vont alors initier la cascade d’activation des caspases effectrices (Li et al., 1997). Les clivages
de nombreuses cibles des caspases (telles que l'actine, les lamines nucléaires, PARP,
I'inhibiteur de nucléases activé par les caspases ICAD) est responsable de I'exécution du
programme apoptotique, permettant les changements morphologiques observés pendant
I'apoptose.

La libération de Smac/DIABLO en paralléle va conduire a son interaction inhibitrice avec des
IAP (inhibitor of apoptosis), dont le role est d’inhiber I'activité protéolytique des caspases
(Chai et al., 2000). Ainsi, I'inhibition des IAP par Smac/DIABLO conduit a une amplification de

la signalisation apoptotique.

Il est intéressant de noter que dans certaines circonstances de dommages a I’ADN, la mort
cellulaire peut survenir au cours de la mitose a la suite d’un processus de catastrophe
mitotique. La catastrophe mitotique est un mécanisme qui empéche la prolifération ou la
survie de cellules qui ne réussissent pas a terminer leur mitose. Cette catastrophe mitotique
peut étre causée par des dommages a I’ADN trop importants, ou une machinerie mitotique
déficiente (Galluzzi et al., 2018). Cette mort cellulaire est en particulier observée pour de
nombreuses cellules tétraploides qui entrent en mitose (Gascoigne and Taylor, 2009; Puig et

al., 2008).

48



Introduction

La mort cellulaire associée a la catastrophe mitotique conduit trés souvent a une forme de
mort apototique intrinséque, médiée par la caspase 2, les membres de la famille BCL-2 qui
conduisent a la MOMP et la libération du cytochrome C dans le cytoplasme (Castedo et al.,
2004; Dawar et al., 2017). Mais dans certains contextes la mort cellulaire mitotique peut

présenter des caractéristique de mort de type nécrotique (Mansilla et al., 2006).

3. Apoptose extrinseque

La voie extrinseque (Figure 10a) est activée en réponse a la fixation de ligands sur des
récepteurs transmembranaires a domaine de mort, dont le CD95, le TNFR (Tumor Necrosis
Factor Receptor), les récepteurs du ligand TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand).
L'interaction avec leur ligand va conduire a une modification conformationnelle et un
regroupement des récepteurs, permettant alors linteraction homotypique entre les
domaines d’interaction de mort (DD pour Death Domain) de ces récepteurs et de plusieurs
protéines adaptatrices FADD (Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 2000). Ces protéines
FADD pourront a leur tour recruter de nombreuses caspases 8 et 10 via leur domaine DED
(Death Effector Domain).

L’ensemble de ces facteurs recrutés au niveau du récepteur constitue ainsi le DISC (Death
Inducing Signaling Complex) et favorise alors une concentration importante de caspases 8 et
10 qui procedent a un autoclivage activateur (Dickens et al., 2012; Schleich et al., 2012). Les
caspases initiatrices ainsi activées activeront a leur tour par clivage des caspases effectrices,
conduisant a l'activation du programme apoptotique comme au cours de l'apoptose

intrinseque.

Une coopération entre la voie apoptotique extrinseque et la voie apoptotique intrinseque a
été mise en évidence. En effet, la caspase 8 active est capable de cliver la protéine BID, ce
qui favorise sa localisation au niveau de la mitochondrie, et pourra activer BAX et BAK et
favoriser I'apoptose (Gross et al., 1999; Huang et al., 2016). Ainsi, au cours de |'apoptose
extrinséque, la balance entre les niveaux d’anti- et de pro-apoptotiques, ainsi que le niveau
d’activation des récepteurs par leurs ligands va conduire au déclenchement de I'apoptose ou
non.
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4. La mort cellulaire indépendante des caspases (CICD)

Alors que les caspases sont les protéines clés de I'exécution de I'apoptose, il a tout de méme
été décrit dans de nombreux contextes qu’en absence de caspases fonctionnelles, les
cellules meurent tout de méme en réponse a des stimuli connus pour induire I'apoptose
(Borner and Monney, 1999; Déas et al., 1998; Jaattela and Tschopp, 2003). Ce type de mort a
alors été défini comme une mort indépendante des caspases (CICD pour caspase-
independent cell death). Ce mécanisme ne fait pas intervenir d’externalisation de la
phosphatidylsérine, ni de condensation globale de la chromatine. Les cellules subissant la
CICD présentent souvent une vacuolisation importante de leur cytoplasme, avec de
nombreux autophagosomes, et une condensation nucléaire périphérique (Giampazolias et

al., 2017; Tait and Green, 2008; Tait et al., 2014).

La CICD a notamment été décrite en réponse a I’activation de récepteurs a domaine de mort
par les ligands TNF ou FasL (Cauwels et al., 2003; Holler et al., 2000). Cette forme de CICD est
alors appelée nécroptose, elle fait intervenir les kinases RIPK1, RIPK3 et MLKL qui conduisent

a la perméabilisation de la membrane plasmique (Sun et al., 2012).

Mais elle a aussi été décrite a la suite de I'activation de la voie de I'apoptose intrinseque. En
effet, il est admis que le point de non retour est constitué par la MOMP car, en plus de
conduire a la libération du cytochrome c et de Smac/DIABLO, la protéine AIF (Apoptosis-
Inducing Factor) est également relachée dans le cytoplasme. AIF est alors transloquée dans
le noyau et conduit a la condensation de la chromatine et la perte d’ADN de fagon
indépendante des caspases (Delettre et al., 2006; Sevrioukova, 2011).

La mort cellulaire par CICD peut également dépendre de la perte progressive de la capacité
de la mitochondrie a assurer ses fonctions respiratoires a la suite de la MOMP dans un

contexte d’inhibition des caspases (Lartigue et al., 2009).
Il faut noter cependant qu’il existe bien d’autres types de mort cellulaires indépendantes des
caspases (comme la LMP, la mort cellulaire autophagique, la ferroptose...) mais ne sont pas

regroupées sous le terme de CICD. En effet ce terme est spécifiquement lié a une mort
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induite a la suite de la perméabilisation de la membrane mitochondriale et a I'inactivation

des caspases (Tait et al., 2014).
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Figure 10 : Mécanismes moléculaires de I'apoptose

L'apoptose peut étre activée par voie extrinseque (a) via I'activation de récepteurs a domaine de
mort; ou par voie intrinseque (b) sous le contrdle de la perméabilisation de la membrane
mitochondriale (MOMP, pour Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). L’activation des
caspases est le point de convergence entre les signaux de ces deux voies et mene a la mort cellulaire.
En absence de caspases fonctionnelles les signaux inducteurs de mort conduisent a I'activation de
voies de mort cellulaire indépendantes des caspases (CICD pour caspase-independent cell death)
(Marifio et al., 2014).

5. Choix de I’'apoptose ou la sénescence suite a des dommages a I’ADN

Comme nous I'avons déja évoqué, I'activation des points de contréle des dommages a I’ADN
conduit a des signaux contradictoires a la fois de survie (activation de voies de réparation
des dommages de I’ADN, arrét du cycle cellulaire et induction de la sénescence) et de mort
(induction de I'expression de nombreux facteurs pro-apoptotiques). Le choix de la cellule

d’entrer en sénescence ou de mourir semble dépendant de la balance entre I'induction des
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facteurs pro-survie et pro-mort par les voies de réponse des dommages a I’ADN (pour revue

Roos et al., 2016).

a. La protéine p53 dans le choix de la sénescence ou de I'apoptose

La protéine p53 est impliquée dans I'expression de nombreux facteurs pro-survie et pro-
mort. Le choix de I'expression de I'un ou l'autre de ces facteurs dépend notamment du profil
d’expression de p53, des modifications post-traductionnelles et de de I'intervention d’autres
protéines.

En effet, il a été montré qu’en réponse a des dommages a I’ADN, des profils d’expression
différents de p53 (oscillatoire ou augmentation stable) sont associés soit a la sénescence,
soit a I'apoptose (Chen et al., 2013; Purvis et al., 2012). Ces profils différents peuvent étre
expliqués par une dynamique d’activation des voies ATM/CHK2 et ATR/CHK1 différente
selon l'intensité du dommage, couplée au rétrocontrole négatif exercé par MDM2 (dont

I’expression est induite par p53 une fois qu’il est stabilisé) (Batchelor et al., 2008).

Par ailleurs, p53 présente une affinité différente entre les promoteurs des genes associés a
I'arrét du cycle cellulaire (et donc pro-survie) et des génes pro-apoptotiques (Inga et al.,
2002). Ceci permettrait d’expliquer qu’un niveau de dommage différent conduit a une
dynamique d’expression de p53 particuliére, responsable d’une expression différente des
facteurs pro-survie/pro-mort et participe ainsi au choix de la sénescence ou de "apoptose.

De plus, des modifications post-traductionnelles de p53, et en particulier la phosphorylation
sur son résidus Ser46, peut conduire spécifiquement a linduction de génes pro-

apoptotiques tels que NOXA, PTEN, TP53AIP1 (Ichwan et al., 2006; Mayo et al., 2005).

Enfin, p53 interagit avec ses homologues puisqu’il a été montré que les protéines p63 et p73

sont nécessaires pour l'induction de |'apoptose dépendante de p53 en réponse a des

dommages a I’ADN (Flores et al., 2002).

52



Introduction

b. Le choix de la sénescence ou de I'apoptose dans les cancers

Les cellules cancéreuses, afin de survivre a de nombreuses conditions de stress au cours de
la progression tumorale, ont inactivé de nombreux composants de leur machinerie
apoptotique, ou bien présentent une balance entre les facteurs pro- et anti-apoptotiques
déséquilibrée qui penche en faveur de la survie (pour revue Fernald and Kurokawa, 2013).
Ces cellules ont un seuil d’induction de I'apoptose plus élevé que des cellules normales, ce
qui pourrait expliquer que les cellules tumorales sont assez résistantes a I'apoptose et ont
plus tendance a entrer en sénescence en réponse a des agents chimiothérapeutiques. En
effet, il a été montré qu’une sur-expression de BCL-2, de BCL-XL, ou l'inhibition des caspases
conduit préférentiellement a I'établissement d’'un phénotype sénescent par rapport a

I'apoptose (Crescenzi et al., 2003; Rebbaa et al., 2003).

De plus comme nous I'avons déja évoqué, p53 est souvent muté dans les cancers, ainsi
d’autres mécanismes peuvent entrer en jeux dans ces cellules pour moduler le choix de la
survie ou de la mort en réponse a des dommages a I’ADN. En particulier, de nombreuses
études ont montré qu’en absence de p53, p73 est capable de compenser la fonction de p53
dans I'apoptose (Furuya et al., 2007; Gong et al., 1999; Irwin et al., 2000, 2003; Lissy et al.,
2000).

D’autres voies de signalisation comme la voie des MAPK (en particulier JNK et p38MAPK)
peuvent étre activées en réponse a des dommages a I'’ADN. En effet il a été décrit que
I'activation de JNK en réponse a une exposition aux UV peut phosphoryler BAX et favoriser
I'apoptose intrinseéque (Tournier et al., 2000). Il a également été décrit que IJNK et la
p38MAKP peuvent conduire a une activation de la voie extrinseque de l'apoptose en
réponse au cisplatine grace a I'augmentation de I'expression d’un ligand des récepteurs a

domaine de mort (le FasL) (Mansouri et al., 2003).
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lll) Les mécanismes de résistance en réponse a des

agents anti-cancéreux

A. Généralités sur les mécanismes de résistance

1. Introduction sur les mécanismes de résistance aux traitements

La chimiothérapie représente un des modes principal de traitement des cancers, mais
I'efficacité des chimiothérapies est limitée par la résistance aux agents anti-cancéreux
(Bouwman and Jonkers, 2012). Selon le processus de résistance auquel les agents anti-
cancéreux font face, I'établissement de la résistance peut étre rapide (s’il s’agit de
mécanismes généraux de résistance), ou bien un peu plus lent (s’il s’agit de la sélection d’un
clone cellulaire qui présente cette propriété de résistance). En effet, les tumeurs présentent
un certain degré d’hétérogénéité, ce type de résistance peut donc survenir a la suite de la

sélection de sous-clones résistants qui étaient présent initialement (Swanton, 2012).

Les résistances aux chimiothérapies peuvent étre divisées en deux catégories, les résistances
intrinseques et acquises. Les résistances intrinseques pré-existent au traitement
chimiothérapeutique. Les résistances acquises se développent a la suite du traitement. Ainsi,
des cellules cancéreuses initialement sensibles au traitement peuvent mettre en place des

réponses adaptatives qui rendent les traitements inefficaces.

Les mécanismes moléculaires responsables de la résistance aux chimiothérapies dépendent
de facteurs génétiques (ou épigénétiques) et du micro-environnement tumoral (Cree and
Charlton, 2017; Holohan et al.,, 2013). Ills peuvent intervenir de facon tres variées
(modification du transport des agents dans les cellules cancéreuses, mutations des cibles
thérapeutiques, activation de voies de signalisation de survie...).

Dans cette partie du manuscrit, nous présenterons quelques-uns des mécanismes de
résistance développés par les cellules cancéreuses, en se focalisant essentiellement sur les

réponses qui peuvent survenir en réponse a des agents génotoxiques.
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2. Les pompes a efflux de drogue

Dans les membranes plasmiques cellulaires, il existe des protéines transmembranaires qui
fonctionnent comme des pompes a efflux, capables d’exporter des agents de structure tres
variées. Il s’agit de protéines de la famille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette), ou
encore appelées transporteurs de multiples drogues (MDR pour Multi Drug Resistance). lls
jouent un role important dans I'export de nombreux métabolites cellulaire (acides aminés,
peptides, sucres, lipides...) a I'extérieur des cellules. lls ont également un role protecteur vis-
a-vis d’'une grande variété de toxines, comme par exemple certains agents anti-cancéreux
(Vasiliou et al., 2009).

Le premier transporteur MDR, impliqué dans les résistances a de multiples drogues, a été
identifié¢ comme la P-glycoprotéine (Pgp, ou encore appelée MDR1) (Gros et al., 1986; Ueda
et al.,, 1986). De nombreux autres transporteurs MDR, impliqués dans les résistances aux
thérapies anti-cancéreuses, ont ensuite été identifiés (ABCC1, ABCG2, ABCB5...) (Gottesman
and Pastan, 2015; Vasiliou et al., 2009).

Ces transporteurs MDR sont exprimés dans des cellules non tumorales telles que les cellules
intestinales, les hépatocytes biliaires ou les cellules épithéliales des tubules proximaux
rénaux, ou elles participent respectivement a une mauvaise absorption intestinale, une
excrétion importante par la bile, ou une excrétion par les urines de ces agents anticancéreux
(Gottesman and Pastan, 2015). De plus, il a été montré dans de multiples études que ces
transporteurs sont surexprimées dans de nombreux cancers (ovaires, seins, leucémies...) qui
deviennent résistants a la chimiothérapie (Gillet et al., 2011; Huff et al., 2006; Pajic et al.,
2009).

Malgré le réle important de ces transporteurs MDR dans les résistances aux chimiothérapies,
de nombreux essais cliniques avec différentes classes d’inhibiteurs de ces pompes ont révélé
d’'importantes toxicités, suggérant que le ciblage de ces transporteur peut s’avérer difficile

en thérapeutique (Gottesman and Pastan, 2015).
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3. Mutations de la voie de réparation des dommages a I’ADN

De nombreux agents chimiothérapeutiques induisent des dommages a I’ADN soit
directement (tels que les agents de platine), ou indirectement (tels que des poisons de
topoisomérase). Ainsi la capacité de réparation des cellules cancéreuses joue un réle majeur
dans I'efficacité des agents induisant des dommages a I’ADN.

En particulier, il a été montré dans certains cas que le statut mutationnel de certaines
protéines appartenant a la voie de DDR peut moduler la réponse cellulaire aux agents anti-
cancéreux. C'est notamment le cas pour la protéine p53 pour laquelle il a été montré que
selon son statut d’expression, I'inhibition d’ATM associée a des agents génotoxiques peut
conduire a des réponses cellulaires différentes. En effet, dans cette étude, I'inhibition d’ATM
conduit a une résistance des cellules proficientes pour p53 en réponse a des agents
génotoxiques en raison d’une réduction de I'apoptose dépendante de p53. A l'inverse, des
cellules déficientes pour p53 sont sensibilisées par I'inhibition d’ATM a la mort induite par

les agents anti-cancéreux en favorisant la catastrophe mitotique (Jiang et al., 2009).

Il a souvent été décrit que les mutations de p53 constituent des mutations faux-sens et
alterent son activité biologique (Levine and Oren, 2009). Et certaines de ces mutations
peuvent méme avoir un effet dominant négatif sur les protéines p63 et p73, pouvant ainsi
réduire ou inhiber la réponse au traitement (Bergamaschi et al., 2003; Lang et al., 2004). Il a
également été montré que certains variants de p53 peuvent interagir avec MRE11 (protéine
de la réparation des DSB), empéchant ainsi le recrutement du complexe MRN au niveau des
DSB et I'activation d’ATM (Song et al., 2007).

Ces résultats montrent qu’il est donc important de prendre en considération a la fois la
présence de p53 ainsi que son statut mutationnel afin de pouvoir utiliser la meilleure

stratégie thérapeutique.

Nous avons déja décrit précédemment que dans le cas de déficience dans les voies de
réparation des dommages a I’ADN, les cellules tumorales sont plus dépendantes vis-a-vis
d’autres voies de réparation, que I'on peut alors inhiber pour tuer spécifiguement les
cellules cancéreuses. Dans ce contexte, de nombreuses études ont mis en évidence
I'apparition de résistances secondaires suite a des mutations permettant la restauration de
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la fonctionnalité de la protéine initialement dysfonctionnelle. En particulier, il a été montré
qgue des tumeurs déficientes pour la réparation par HR (mutés et non fonctionnels pour
BRCA2) et résistantes a la thérapie, présentent des mutations qui restaurent partiellement
ou compléetement la fonction initiale de la protéine. Ces mutations peuvent par exemple
conduire a un épissage alternatif qui supprime I'exon muté, ou a une restauration du cadre

de lecture initial (Edwards et al., 2008; Sakai et al., 2008).

4. ROle des voies du NF-kB et d’AKT dans la résistance a I'apoptose

La résistance des cellules cancéreuses vis-a-vis de I'apoptose induite par des agents anti-
cancéreux est un mécanisme bien connu (Hanahan and Weinberg, 2011). Cette propriété de
résistance repose d’une part sur une surexpression des protéines anti-apoptotiques et/ou
une sous-expression des protéines pro-apoptotiques. Et d’autre part cette résistance a
I’'apoptose repose sur l'activation de nombreux mécanismes de survie dont les principaux
régulateurs, en réponse a des dommages a I’ADN, sont le facteur de transcription NF-kB et la

kinase AKT (Roos et al., 2016).

En effet, de nombreuses études ont montré un réle de l'activation du NF-kB dans la
résistance aux anti-cancéreux inducteurs de dommages a I’ADN tels que le cisplatine,
I’étoposide, la camptothécine, ou encore le témozolomide (Campbell et al., 2006; Piret and
Piette, 1996; Schmitt et al., 2011). Cette activation est dépendante de modifications post-
traductionnelles du régulateur de la voie du NF-kB NEMO (NF-kB Essential Modulator)
(Figure 11).

En effet, en réponse a des dommages a I’ADN, NEMO subit d’une part une sumoylation dans
le noyau (Mabb et al., 2006), qui peut étre dépendante de la poly(ADP-ribose)-polymerase-1
(PARP-1) ou de p53 via I'intervention de la protéine PIDD (p53-induced protein with death
domain) (Janssens et al., 2005; Stilmann et al., 2009). D’autre part, NEMO subit une
phosphorylation dépendante d’ATM suivie d’une ubiquitinylation, alors responsable de son
export du noyau vers le cytoplasme ou il pourra activer le NF-kB (Wu et al., 2006).
L'activation du NF-kB est ensuite responsable de l'activation de mécanismes pro-survie,
notamment grace a I'expression de genes pro-survie tels que la cycline D, la survivine (qui
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est un membre des IAP), XIAP, BCL-2 ou BCL-XL (McCool and Miyamoto, 2012; Wang et al.,
2017).

Bien que le NF-kB soit souvent associé a des réponses de survie a la suite de stress
génotoxiques, il a été décrit qu’il peut aussi conduire a I'activation d’une voie de
signalisation pro-apoptotique dans un contexte de stress génotoxique important. En effet,
I’exposition prolongée a de fortes doses d’étoposide conduit a deux vagues d’activation du
NF-kB, indépendamment de p53. La premiere est dépendante d’ATM et de NEMO,
responsable de I'activation d’'une voie de survie. En parallele de 'activation des voies de
survie, il y a induction de I’expression et de la sécrétion du TNFa. Cette sécrétion va activer
de facon autocrine le récepteur a domaine de mort du TNFa (TNFR) qui sera alors
responsable d’une seconde vague d’activation du NF-kB. Il y aura alors une boucle
d’amplification de la signalisation du TNFR qui conduit ainsi a I'activation de I'apoptose

(Biton and Ashkenazi, 2011).

De nombreuses études ont également montré un réle d’AKT dans I’activation de voie de
signalisation inhibitrices de I'apoptose en réponse a des dommages a I’ADN (Gottlieb et al.,
2002; Wendel et al., 2004). Les mécanismes d’activation d’AKT en réponse a des dommages
a ’ADN semblent dépendants du contexte. En effet, il a été montré que la DNA-PK, ATM,
ATR ou le complexe MRE11 peuvent participer a son activation (Boehme et al., 2008;
Caporali et al., 2008; Fraser et al., 2011). Une fois AKT activé, il peut moduler la survie par
différents mécanismes. En particulier, la phosphorylation de BAD conduit a sa séquestration
par le complexe 14-3-3, libérant ainsi les protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL (Datta
et al.,, 1997; Zha et al.,, 1996). AKT est également responsable de la phosphorylation
inhibitrice de la caspase 9 (Figure 11), conduisant a l'inhibition des étapes précoces de
I'apoptose intrinseque (Cardone et al., 1998). Il a également été décrit qu’AKT peut
phosphoryler MDM2 conduisant a une augmentation de son activité ubiquitin ligase et a une
dégradation accrue de p53 (Gottlieb et al., 2002). Enfin, plus récemment AKT a également
été impliqué dans la réparation des DSB induit par irradiations en favorisant notamment les

mécanismes de NHEJ (Toulany et al., 2012).
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Figure 11 : NF-kB et AKT dans I'activation de voies de survie suite a des dommages a I'ADN
En réponse a des dommages a I’ADN, plusieurs voies de survie peuvent étre activées par la voie des
DDR, en particulier le facteur de transcription NF-kB via le régulateur NEMO, mais aussi la kinase AKT
(Roos et al., 2016).

5. Ler6le des lysosomes dans la résistance aux chimiothérapies

Les lysosomes sont des organites intracellulaires, décrits pour la premiere fois par Christian
de Duve en 1959, qui contiennent un pH acide (compris entre 4,5 et 5) et de nombreuses
hydrolases acides. Les lysosomes constituent le compartiment digestif majeur de la cellule
grace a leur propriété de pouvoir dégrader n’‘importe quel type de macromolécules (acides
nucléiques, sucres, lipides et protéines). lls sont responsables de la dégradation de
composants intracellulaires (organites, protéines), de pathogénes (bactéries, virus), ou
encore de la réparation de la membrane plasmique. Les constituants intracellulaires sont
acheminés aux lysosomes par la voie de I'autophagie, alors que les composés extracellulaires

peuvent provenir soit de I’'endocytose, soit de la phagocytose (Turk and Turk, 2009).

Les lysosomes ont d’abord été décrits comme des « sacs de suicide » du fait de leur potentiel
a pouvoir dégrader I'ensemble du contenu cellulaire. Cependant, de nombreuses études ont
suggéré un role des lysosomes et de leur fonction dans la résistance aux chimiothérapies

(Appelqvist et al., 2013; Sui et al., 2013; Zhitomirsky and Assaraf, 2016). En effet, il a été

59



Introduction

décrit que ces organites sont capables de séquestrer de nombreux agents anti-cancéreux
(sunitinib, doxorubicine, daunorubicine, cisplatine...), les rendant moins disponibles pour
atteindre leur cibles cellulaires (cytoplasmiques ou nucléaires) (Zhitomirsky and Assaraf,

2016).

De plus, bien que nous ayons introduit I'autophagie comme un des processus de mort
régulé, le role de l'autophagie dans la résistance aux traitements anti-cancéreux a été

largement mis en évidence ces derniéres années (Li et al., 2017b; Sui et al., 2013).

Ainsi, nous verrons un peu plus en détail dans la suite de ce manuscrit ces deux processus.
Nous aborderons a la fois leur réle protecteur vis-a-vis des agents anti-cancéreux, nous
discuterons également des moyens qui permettent de surmonter ces résistances, mais aussi

de certains aspects de ces mécanismes qui peuvent s’avérer avantageux pour la thérapie.

B. La séquestration lysosomale et la LMP dans la thérapie anti-

cancéreuse

1. Composition des lysosomes

Les lysosomes sont délimités par une simple bicouche lipidique (de 7 a 10nm d’épaisseur) et
de nombreuses protéines membranaires hautement glycosylées du c6été luminal afin de
protéger la composition membranaire des enzymes lytiques contenues dans le lysosome
(Kundra and Kornfeld, 1999). Il y aurait plus de 25 protéines de la membrane lysosomale
identifiés, les plus abondantes étant LAMP-1 (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1),
LAMP-2, LIMP-2 (Lysosomal Integral Membrane Protein 2) et CD63 (Liibke et al., 2009; Saftig
et al.,, 2010).

Plus de 60 hydrolases acides ont également été identifiées, appartenant aux familles des
protéases, peptidases, phosphatases, nucléases, glycosidases, sulfatases et lipases. Les
enzymes les plus connues sont des protéases de la famille des cathepsines. Selon I'acide

aminé qui est retrouvé dans leur site actif, on distingue les cathepsines a : sérine (cathepsine
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A et G), a cystéine (B, C,F, H, K, L, O, S, V, W et X), et a acide aspartique (D et E). Les
cathepsine D, B, C, H et L sont ubiquitaire et font partie des protéases lysosomales les plus
abondantes (Rossi et al., 2004).

Le pH acide des lysosomes permet ainsi le fonctionnement optimal de ces hydrolases acides.
Il est le résultat de I'activité de la pompe a protons v-ATPase transmembranaire, de canaux
chlore et des transporteurs d’ions qui font partie des protéines de la membrane lysosomale

(Mindell, 2012; Ohkuma et al., 1982).

La biogenése des lysosomes est sous le contréle d’un réseau de genes appelé CLEAR
(Coordinated Lysosomal Expression and Regulation). De nombreux genes codants pour les
protéines lysosomales présentent une séquence CLEAR a proximité du site d’initiation de la
transcription. L'expression de ces génes est sous le contréle du facteur de transcription EB
(TFEB pour Transcription Factor EB) qui se lie aux éléments CLEAR pour induire la
transcription de ces génes et favoriser ainsi la biogenese des lysosomes (Palmieri et al.,
2011; Sardiello et al., 2009). De plus, TFEB est capable de moduler I'expression de génes
impliqués dans les processus associés aux lysosomes tels que I'autophagie, I'endocytose ou
la phagocytose (Palmieri et al., 2011; Settembre et al., 2011). TFEB est alors considéré
comme le régulateur majeur des fonctions lysosomales afin de coordonner les capacités de

dégradation avec les besoins cellulaires.

L'activité de TFEB est régulée négativement par mTOR et positivement par le calcium
lysosomal et la calcineurine (Figure 12). En effet, 'activit¢ de mTOR conduit a une
phosphorylation de TFEB permettant I'association de TFEB avec le complexe 14-3-3 et une
séquestration cytoplasmique (Martina et al., 2012). Cette phosphorylation inhibitrice peut

étre levée par I'activité phosphatasique de la calcineurine (Medina et al., 2015).

2. La séquestration lysosomale des agents anti-cancéreux

a. Mécanisme de la séquestration lysosomale
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La séquestration lysosomale est un processus par lequel des bases faibles hydrophobes se
retrouvent hautement accumulées dans les lysosomes acides (Maclntyre and Cutler, 1988).
De nombreux agents anti-cancéreux, dont des agents inducteurs de dommage a I’ADN,
constituent des bases faibles hydrophobes, et peuvent donc se retrouver séquestrée dans
les lysosomes (Zhitomirsky and Assaraf, 2016).

Ce mécanisme a notamment été décrit pour la doxorubicine, la daunorubicine, ou le
mitoxantrone. Il s’agit des agents anti-cancéreux inducteurs de dommages a I’ADN, qui
possedent la propriété d’étre fluorescents et dont la localisation subcellulaire est facilement
observable (Gong et al., 2006; Herlevsen et al., 2007; Smith et al., 1992; Zhitomirsky and
Assaraf, 2015a). Dans ces études, ces agents anti-cancéreux ont été décrits pour se localiser
dans les lysosomes des cellules résistantes aux traitements, alors qu’ils sont bien observés
dans le noyau des cellules sensibles, suggérant qu’il existe un lien entre séquestration

lysosomale et résistance au traitement.

L'entrée de ces agents anti-cancéreux dans le lysosome peut se faire par diffusion passive
(grace a leur propriété hydrophobe) ou par transport actif via des pompes a efflux telles que
MDR1 (Zhitomirsky and Assaraf, 2016). En effet, une partie de la membrane des lysosomes
provient de la membrane plasmique via la voie endosomale. Au cours de ce processus, la
pompe MDR1 se retrouve au niveau de la membrane lysosomale ou son activité peut alors
étre responsable d’un influx de composés vers la lumiere du lysosome (Ferrao et al., 2001;
Yamagishi et al., 2013). Puis, ces agents anti-cancéreux étant des bases faibles, vont se
retrouver protonnés dans le milieu acide de la lumiere du lysosome (Figure 12). En effet, il a
été montré que le pH lysosomal joue un role important dans la séquestration de ces agents
puisqu’une élévation du pH lysosomal par la bafilomycine Al (un inhibiteur de la pompe a
proton v-ATPase) ou par la chloroquine (un composé lysomotropique qui agit comme un
tampon a protons) inhibe cette séquestration lysosomale (Hrabeta et al., 2015; Zhitomirsky

and Assaraf, 2015b).

Une fois protonnés ces agents ne peuvent plus diffuser librement a travers la membrane des

lysosomes et restent ainsi piégés, incapables d’atteindre leur cible moléculaire, en particulier

I’ADN lorsqu’on considere des agents inducteurs de dommages a I’ADN.
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Figure 12 : Contréle de la biogenése lysosomale et implication de la séquestration

lysosomale

La phosphorylation du facteur de transcription TFEB par mTOR conduit a son interaction avec le
complexe 14-3-3 et sa séquestration lysosomale. Un efflux de calcium lysosomal favorise I'activation
de TFEB par déphosphorylation via la calcineurine. La séquestration lysosomale d’agents anti-
cancéreux favorise I'activité de TFEB (I'implication de mTOR et de la calcineurine nont pas été
étudiés) (adapté de Martina et al., 2012 ; Zhitomirsky and Assaraf, 2016).

b. Role dans la résistance aux chimiothérapies

De nombreuses études viennent en support de I'hypothése du réle de la séquestration
lysosomale des agents anti-cancéreux dans la résistance des cellules cancéreuses.

D’une part, il a été observé que le pH lysosomal des cellules résistantes aux agents anti-
cancéreux est inférieur a celui des cellules sensibles, suggérant que la séquestration
lysosomale des agents anti-cancéreux sera plus importante (Altan et al., 1998; Gong et al.,
2003; Hrabeta et al., 2015; Schindler et al., 1996).

Cette hypothese est également renforcée par une étude qui a montré que la synthése d’un
dérivé de la daunorubicine, ayant des propriétés acido-basique différentes (en particulier
étant une base plus forte), ne se retrouve pas séquestré dans les lysosomes des cellules
résistantes a la daunorubicine, et sensibilise de facon importante les cellules résistantes a la

mort cellulaire (Duvvuri et al., 2005).
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De plus, il a été montré que I'accumulation d’agents anti-cancéreux dans les lysosomes
conduit a une activation de la biogenese des lysosomes par une stimulation du facteur de
transcription TFEB (Zhitomirsky and Assaraf, 2015a). Ces résultats suggerent donc qu’il y
aurait une boucle de rétrocontrole positif qui serait mis en place pour renforcer la
séquestration lysosomale et donc la résistance aux chimiothérapies.

Il a également été décrit que les agents anti-cancéreux accumulés dans ces lysosomes
peuvent étre exocytés, renforcant ainsi la capacité de la séquestration lysosomale a
empécher I'adressage des agents anti-cancéreux a leurs cibles moléculaires (Zhitomirsky et

al., 2017).

D’autre part, de nombreuses études ont montré qu’une inhibition de la séquestration
lysosomale (par inhibition du transporteur MDR1, par augmentation du pH lysosomal ou
d’autres mécanismes) conduit a une inhibition de la localisation lysosomale des agents
chimiothérapeutiques et a une resensibilisation des cellules résistantes a la mort induite par
ces anti-cancéreux (Ferrao et al., 2001; Gong et al., 2006; Herlevsen et al., 2007; Hrabeta et

al., 2015; Yamagishi et al., 2013; Zhitomirsky and Assaraf, 2015b).

3. Intérét du ciblage des lysosomes en thérapie anti-cancéreuse

a. Altération des lysosomes pendant la progression tumorale

Du fait du role des lysosomes dans la séquestration des agents-anti-cancéreux et dans la
résistance a ces agents, les lysosomes constituent des cibles d’intérét pour la thérapie anti-
cancéreuse. En particulier, I'idée est de pouvoir empécher la séquestration lysosomale de
ces agents anti-cancéreux.

Mais ce n’est pas le seul aspect des lysosomes qui peut étre une cible de la thérapie anti-
cancéreuse. En effet, de plus en plus d’études suggérent que les lysosomes subissent de
nombreuses altérations au cours du processus de transformation tumoral (altération de
volume, de composition, de distribution des lysosomes). Ces changements semblent étre
importants pour la progression tumorale (en particulier pour l'invasion, 'angiogenése, ou la
résistance aux drogues) (Kallunki et al., 2013). Mais paradoxalement, ces modifications
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semblent sensibiliser les cellules cancéreuses a la perméabilisation de leur membrane (LMP
pour Lysosomal Membrane Permeabilization) (Fehrenbacher et al., 2004; Petersen et al.,

2013).

b. La LMP et la mort cellulaire lysosomale comme stratégie anti-cancéreuse

i. Induction de la LMP par des agents anti-cancéreux

Dans de nombreuses études, la LMP a été associée a des processus de mort cellulaire (Aits
and Jaatteld, 2013; Boya and Kroemer, 2008; Repnik et al., 2014; Wang et al., 2018). Ainsi,
du fait de la sensibilité plus grande des cellules transformées a la LMP et du potentiel de la
LMP a moduler la mort cellulaire, de nombreuses stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses
cherchent a sensibiliser les lysosomes a la LMP et a la mort dépendante des lysosomes
(LDCD pour Lysosomal Dependent Cell Death) (Appelqgvist et al., 2013; Dielschneider et al.,
2017; Groth-Pedersen and Jaatteld, 2013; Kirkegaard and Jaatteld, 2009; Piao and
Amaravadi, 2016).

Beaucoup d’agents utilisés en chimiothérapie ont été décrits pour induire la mort par LDCD
(Groth-Pedersen and Jaatteld, 2013). En particulier, il a été montré que les cellules
transformées sont plus sensibles que les cellules non transformées a la mort cellulaire par
LDCD (Fehrenbacher et al., 2004, 2008). Parmi ces agents, on peut citer en particulier
certains agents inducteurs de dommages a I’ADN tels que le cisplatine, I'étoposide, la
doxorubicine ou la camptothécine (Emert-Sedlak et al., 2005; Fehrenbacher et al., 2008;

Paquet et al., 2005).

De plus, il a été décrit qu’une association des agents anti-cancéreux avec d’autres inducteurs
de LMP (comme par exemple le di-2-pyridylketone thiosemicarbazone, ou I'agent
antipaludéen chloroquine) sensibilise des cellules cancéreuses, et en particulier des cellules
résistantes a la mort induite par le traitement (Circu et al., 2017; Li et al., 2017a; Seebacher
et al.,, 2016).

La LMP peut également étre impliquée dans la mort spécifique des cellules souches
cancéreuses qui sont connues pour étre résistantes aux traitements anti-cancéreux et étre la

source des rechutes chez les patients (Mai et al., 2017).
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L'induction de la mort par LMP semble aussi étre un moyen efficace pour cibler des cellules
déficientes pour p53. En effet, un criblage de molécules anti-cancéreuses a montré que la
majorité des composés qui sont capables d’induire une mort indépendante de p53

conduisent a la mort par LDCD (Erdal et al., 2005).

ii. Intérét de la composition en lipide de la membrane lysosomale
Au vu des propriétés intéressantes de la mort cellulaire par LDCD pour le ciblage de cancer
résistants aux chimiothérapies et de fagon indépendante de p53, la recherche des
mécanismes responsables de la LMP et de leur application dans la thérapie anti-cancéreuse

se multiplie de fagon considérable.

La LMP est caractérisée par n‘importe quel dommage de la membrane lysosomale qui
conduit au relargage du contenu lysosomal dans le cytoplasme. Elle peut avoir de
nombreuses origines telles qu’une production importante de ROS qui déstabilisent la
membrane lysosomale, une modification de la composition de la membrane lysosomale en
lipides, la déstabilisation de la structure de la membrane lysosomale par I'action de

détergents lysomotropiques, et bien d’autres (Figure 13A) (Aits and Jaattela, 2013).

Parmi ces différentes causes de la LMP, la composition en lipides de la membrane
lysosomale semble jouer un role important. En effet, un niveau élevé de lipides de type acide
arachidonique (Windelborn and Lipton, 2008; Zhang et al., 2006), sphingomyéline (Heinrich
et al., 2004; Ullio et al., 2012), ou encore I'absence de cholestérol (Appelgvist et al., 2011;
Hao et al., 2008) peuvent contribuer a une déstabilisation de la membrane lysosomale,

induisant ainsi la mort cellulaire a la suite de la LMP.

Parmi ces lipides, la sphingomyéline a été beaucoup étudiée dans le contexte de la
recherche de la thérapie anti-cancéreuse. En effet, il a été montré que I'utilisation d’agents
cationiques amphiphiles (tel que la simarésine), grace a leur propriété inhibitrice de
I'enzyme ASM (acid sphingomyelinase) qui catalyse la dégradation de la sphingomyéline,
favorise la mort cellulaire par LDCD des cellules transformées (Petersen et al., 2013). Dans
cette étude, ils ont également montré qu’une surexpression de la protéine Hsp70 protege de

la LMP et de la mort induite par ces agents. En effet, il avait déja été décrit que la protéine
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Hsp70 est responsable du recrutement de I'enzyme ASM au niveau de la membrane
lysosomale, favorise son activité et favorise ainsi la stabilité de la membrane lysosomale

(Kirkegaard et al., 2010).

iii. Un réle de BAX dans la LMP

Dans certains contextes, il a été montré que la translocation de BAX et BAK au niveau des
lysosomes peut conduire a la LMP et la mort cellulaire (Bové et al., 2014; Kagedal et al.,
2005). Cependant, cet évenement ne semble pas étre universel puisque la translocation de
BAX au niveau des lysosomes n’est pas observée dans d’autres contextes d’induction de la
LMP (Oberle et al., 2010).

Cette translocation serait dépendante du recrutement de BAX par DRAM1 sur la membrane
lysosomale (DRAM1 étant une protéine dont I'expression est induite par p53 et qui est
intégrée dans la membrane lysosomale) (Guan et al., 2015). Ces résultats suggérent donc
gue comme au niveau de la mitochondrie, BAX pourrait jouer un role dans la

perméabilisation de la membrane des lysosomes.

c. Implication de la LMP dans les mécanismes de la mort régulée

i. Les cathepsines au service de la mort par LMP

Parmi les nombreuses enzymes de dégradation lysosomale, il semblerait que les effecteurs
principaux de la mort par LDCD soient les protéases lysosomales, en particulier la cathepsine
D (protéase aspartique) et les cathepsines B ou L (protéases a cystéine). En effet, il a été
décrit qu’une microinjection de cathepsine B ou D est capable d’induire la mort cellulaire par
apoptose (Bivik et al., 2006; Roberg et al., 2002). De plus I'inhibition de ces cathepsines (D, B
ou L) a également été décrite pour inhiber la mort cellulaire par LDCD (Caruso et al., 2006;
Droga-Mazovec et al., 2008; Oberle et al., 2010).

Selon le contexte, les cathepsines libérées par LMP peuvent induire différents types de mort

cellulaires régulées.

ii. La LMP dans I'apoptose
La LMP a été décrite pour étre induite en réponse a de nombreux stimuli apoptotiques. Dans

de nombreux contextes, la LMP serait plutét en amont de l'induction de la MOMP, du
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relargage du cytochrome C et de I'activation des caspases. En particulier, il a été décrit que
les cathepsines peuvent contribuer au clivage de BID, a I'activation directe de BAX et BAK, ou
a linactivation de BCL-2 et de linhibiteur d’apoptose XIAP (Boya et al., 2003; Droga-
Mazovec et al., 2008; Heinrich et al., 2004; Taniguchi et al., 2015).

Mais dans de nombreux autres contextes, la LMP serait plutét une conséquence de la
MOMP et de I'activation des caspases (Huai et al., 2013; Oberle et al., 2010; Paquet et al.,
2005). Dans les deux cas, la LMP induite agit de concert avec les mécanismes de |'apoptose

pour accélérer la mort cellulaire.

iii. La LMP dans d’autres types de mort cellulaire régulée

Des études ont également mis en évidence que l'induction de la LMP peut conduire a la mort
cellulaire indépendante de I'activation des caspases.

D’une part, il a été mis en évidence que la cathepsine B est capable d’induire la
condensation de la chromatine, I'externalisation de la phosphatidylsérine, ainsi que la
fragmentation cytoplasmique (Foghsgaard et al.,, 2001). Ces propriétés de la cathepsine B
conduisent a une mort cellulaire par LMP qui est indépendante des caspases, mais tout de
méme avec un phénotype apoptotique (Broker et al., 2004; Michallet et al., 2004,
Nylandsted et al., 2004).

D’autre part, il a également été mis en évidence que la localisation de BAX et BAK au niveau
du lysosome contribue a l'induction de la LMP, et que cette LMP constitue une étape

importante dans la mort cellulaire autophagique (Karch et al., 2017).

La LMP peut aussi étre impliquée dans un processus de mort par ferroptose. La ferroptose
est un processus de mort régulé, de type nécrotique, lié a une accumulation de fer et une
production de ROS dans les cellules, qui conduit a une importante peroxydation des lipides

(Dixon et al., 2012). La production de ROS en présence de I'ion ferreux (Fe®") résulte de la
réaction de Fenton. Cette réaction catalyse la production d’un radical hydroxyle (HO, une

espéce de ROS tres réactive et causant de nombreux dommages), a partir de peroxyde
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d’hydrogéne (H,0,, une espece réactive mais moins dangereuse) en présence de de I'ion
, . 2+ 3+ - .

Ferreux selon la réaction : Fe™ (3q) + HoO2 > Fe™ (3q)+ OH (3q)+ HO .

Or, en participant a la dégradation de nombreuses macro-molécules contenant du Fer, les
lysosomes se retrouvent enrichis en Fer. De plus, les lysosomes ne sont pas dotés d’enzymes
antioxydantes et sont donc trés sensibles au stress oxydant (Kurz et al., 2008). C’est ainsi que
la salinomycine, en induisant une accumulation de fer dans les lysosomes des cellules
souches cancéreuses, conduit a une production de ROS importante dans ces lysosomes. La
production des ROS lysosomaux conduit ensuite a la LMP et participe au processus de mort

cellulaire sélectif des cellules souches cancéreuses (Mai et al., 2017).
d. Choix de la survie ou de la mort en réponse a la LMP

La mort cellulaire par LDCD est la conséquence du déversement des enzymes lysosomales
dans le cytoplasme suite a la LMP. Le choix de la survie ou de la mort a la suite de la LMP
dépend des capacités de protection vis-a-vis de l'induction de la LMP, du niveau de
dommages de la membrane lysosomale, et de I'état des interactions avec les voies de la

mort cellulaire (Wang et al., 2018).

Les mécanismes de protection vis-a-vis de la LMP incluent d’une part la composition
lipidique de la membrane lysosomale comme nous l'avons présenté précédemment, et
d’autre part la capacité a réparer ou éliminer les lysosomes endommagés.

La réparation des lysosomes endommagés fait intervenir la machinerie ESCRT, et se déroule
uniguement lorsque de petites perforations de la membrane lysosomale sont détectées. La
réparation permet alors la réacidification des lysosomes et le maintien de lysosomes

fonctionnels (Figure 13B) (Skowyra et al., 2018).

En revanche, lorsque les perforations des lysosomes atteignent une plus grande ampleur,
c’est le systeme d’élimination des lysosomes qui est privilégié (Figure 13C). Le systéme
senseur de la rupture de la membrane lysosomale est constitué par les Galectines 1 et 3 (Aits
et al.,, 2015). Ces protéines appartiennent a un groupe de protéines qui présentent une
affinité de liaison pour les B-galactosides. Or, la membrane des lysosomes contient des
lipides ou protéines glycoconjugés a des B-galactosides qui sont exposés du coté luminal des
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lysosomes, et qui deviennent alors accessibles aux galectines a la suite d’'une LMP plus
importante (de fagon dépendante de la taille du pore a la membrane lysosomale). A ce titre,
la formation de puncta de Galectines 1 ou 3 au niveau de la membrane lysosomale sert
d’indicateur de la LMP.

Ce systeme senseur des dommages de la membrane lysosomale est ensuite capable
d’activer un des processus d’élimination des lysosomes endommagés. En effet, la Galectine
3 servirait a recruter la machinerie autophagique au niveau des lysosomes endommagés afin
de faciliter leur dégradation (connu sous le terme de lysophagie) (Chauhan et al., 2016;

Maejima et al., 2013).

Au sein d’une méme cellule, les lysosomes répondent de fagon plutét hétérogene aux stress
lysosomaux. Ainsi, la réponse cellulaire aux agents inducteurs de la LMP peut varier selon
I’'ampleur de la LMP, a savoir le nombre de lysosomes touchés et le nombre de pores formés
dans chaque lysosome. Il est alors admis que les dommages de quelques lysosomes peut
facilement étre contenue par les mécanismes de réparation et favoriser la survie cellulaire
(Wang et al., 2018).

En revanche, un niveau de LMP plus important peut conduire a deux types de mort
cellulaires (Figure 13D). Une rupture massive de la membrane lysosomale est associée au
relargage du contenu total des lysosomes qui conduit a une cascade d’hydrolyse des
constituants cytoplasmiques, a une acidification généralisée du cytoplasme entrainant une
mort incontrélée de type nécrotique. En revanche, une LMP partielle peut conduire a une
mort cellulaire régulée médiée par le relargage d’enzymes lysosomales spécifiques dans le
cytoplasme (Bidére et al., 2003; Boya et al., 2003; Broker et al., 2004). Ces enzymes pourront
alors interagir avec les différents systémes de mort cellulaire afin d’orienter la cellule vers un

certain type de mort cellulaire.
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Figure 13: Causes et conséquences de la perméabilisation de la membrane lysosomale
Plusieurs événements peuvent causer des dommages a la membrane lysosomale (A). Selon I'ampleur

de la rupture, la réponse est différente : il y aura réparation de petites ruptures par la machinerie
ESCRT (B); élimination des lysosomes endommagés par lysophagie et leur renouvellement via
I’activation de TFEB lorsque la rupture est de taille intermédiaire (C) ; ou alors induction de la mort
cellulaire par apoptose, nécrose ou d’autres types de mort cellulaire programmée indépendante des

caspases lorsque la rupture est importante (D) (adapté de Aits and Jaatteld, 2013 ; Skowyra et al.,
2018 ; Wang et al., 2018).

C. L'autophagie en réponse a des dommages a I’ADN

1. Généralités sur I'autophagie

L'autophagie est un processus catabolique finement régulé durant lequel les cellules
dégradent leurs constituants intracellulaires (appelés cargos) par la voie lysosomale (via
I'activité d’hydrolases lysosomales fonctionnant a pH acide). Les cargos pris en charge par ce
processus sont notamment des protéines ou des organites intracellulaire (telles que les

mitochondries, les lysosomes, des gouttelettes lipidiques...)
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Selon le mode d’adressage des cargos au lysosome, on distingue trois types d’autophagies,
chacun de ces types d’autophagie conduisant a une dégradation par le lysosome (Boya et
al., 2013) (Figure 14) :

La macroautophagie, qui nécessite la formation d’une vésicule a double membrane

autour des cargos a dégrader, vésicule alors appelée autophagosome, pour permettre
ensuite la fusion avec un lysosome (Figure 14a)

La microautophagie, permet la dégradation de composants cytosoliques comme des

protéines ou des organites grace a la prise en charge directe des cargos dans le lysosome
suite a I'invagination de la membrane lysosomale (Figure 14c)

L’autophagie dépendante des chaperonnes (CMA pour Chaperone mediated Autophagy),

au cours de laquelle seules des protéines sont dégradées. Ces protéines sont prises en
charge par des chaperonnes (comme la chaperonne Hsc-70, Heat Shock Cognate 70) grace a
la reconnaissance des protéines a dégrader via leur motif « KFERQ ». Ce complexe est alors
reconnu par le récepteur lysosomal LAMP-2A qui induit le dépliement de la protéine cible

ainsi que sa translocation dans le lysosome (Figure 14b)

Nous aborderons plus en détail le processus de la macroautophagie, processus que nous
appellerons simplement « autophagie » pour la suite. Cette autophagie peut se distinguer en
deux sous-catégories, 'autophagie sélective ou non. L’autophagie non-sélective consiste en
une dégradation aléatoire de constituants cellulaires qui se trouvent a proximité de
I'autophagosome lorsqu’il se forme. L'autophagie sélective elle consiste a cibler
particulierement des protéines ou des organites cellulaires vers l'autophagosome en
formation via une interaction avec des récepteurs autophagiques (tels que p62, NDP52,

optineurine...).

L'autophagie existe a I'état basal afin d’assurer ’"homéostasie cellulaire. En particulier,
I'autophagie basale permet la dégradation de protéines a longue durée de vie ou les
agrégats protéiques non dégradés par le protéasome, ainsi que le renouvellement des
mitochondries dgées ou dysfonctionnelles.

Mais I'autophagie peut également étre stimulée en réponse a divers conditions de stress, et
constitue ainsi un mécanisme d’adaptation et de survie cellulaire. Les stimuli permettant

d’activer I'autophagie sont notamment des stress métaboliques (absence de nutriments,
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d‘acides aminés, ou facteurs de croissance), I‘hypoxie, le stress du réticulum endoplasmique,
le stress oxydant, et bien d‘autres types de stress (Ryter et al., 2013).

Les produits de dégradation sont ré-utilisés comme source d’énergie pour alimenter les
programmes métaboliques intracellulaires et permettre ainsi un maintien de ’lhoméostasie

ou la survie des cellules en condition de stress.

Nous avons vu précédemment que l'autophagie, dans des conditions spécifiques, peut
également conduire a la mort cellulaire autophagique. Cette mort autophagique est
caractérisée par une dégradation excessive du contenu intracellulaire qui conduit alors a une
mort indépendante des caspases. Mais I'autophagie peut aussi contribuer a la mort cellulaire

en modulant I'apoptose ou la nécrose (pour revue Marifio et al., 2014).

a Macroautophagy
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Figure 14 : Les différents types d'autophagie
Au cours de la macroautophagie, les cargos a dégrader sont séquestrés dans une vésicule a double

b Chaperone-mediated autophagy

membrane appelée autophagosome (a). La CMA (pour Chaperone mediated Autophagy) nécessite la
reconnaissance des protéines portant un motif « KFERQ » par la Hsp70 puis LAMP-2A pour leur
pénétration dans le lysosome (b). Les cargos dégradées par microautophagie pénétrent dans le
lysosome a la suite de I'invagination de la membrane lysosomale (c) (Boya et al., 2013).
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2. Mécanismes moléculaires de I'autophagie

L'autophagie est un processus qui se déroule en plusieurs étapes, sous le contréle de
nombreux complexes protéiques et de nombreuses protéines de la famille des ATG
(autophagy related gene) (Mizushima et al., 2011). Il peut étre subdivisé en quatre grandes
étapes : l'initiation, I’élongation et la fermeture de la membrane autophagosomale, la fusion

avec le lysosome, et le recyclage des constituants cellulaires.

a. L'initiation de I’autophagie

Au cours de cette étape, le site de formation de la membrane autophagosomale est défini
grace a l'activation et l'intervention du complexe ULK1 (uncoordinated-51 like kinase 1)
constitué de ULK1/FIP200/ATG13, et du complexe Beclin1/Vps34/ATG14 (Figure 15a et 15b).
L’'origine de la membrane autophagosomale est en débat afin de savoir si elle vient de site
de contact entre le réticulum endoplasmique (RE) et la mitochondrie (appelés MAM pour
mitochondria- associated ER-membrane), ou entre le RE et la membrane plasmique. En
revanche, il est généralement admis que la membrane du RE est un site essentiel pour le
recrutement des complexes d’initiation de I'autophagie et la formation d’'une membrane

d’isolation appelée phagophore (Hamasaki et al., 2013; Tooze, 2013).

En particulier, I'activation du complexe ULK1 va permettre sa translocation au niveau de la
membrane du RE (ltakura and Mizushima, 2010) qui sera suivi par le recrutement du
complexe Beclin1/Vps34/ATG14 (Koyama-Honda et al., 2013; Matsunaga et al., 2010). La
phosphorylation de Beclinl par ULK1 permet I'activation de I'activité PI3K (Phosphatidyl
Inositol 3 kinase) de Vps34 produisant ainsi le PIP3 (Phosphatidyl Inositol-3-Phosphate) a
partir du PIP2 (Phosphatidyl Inositol-2-Phosphate) (Russell et al., 2013). La production de ce
lipide PIP3 va participer a la formation du phagophore et servir au recrutement de

nombreuses protéines impliquées dans les étapes suivantes.
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b. L’élongation et la fermeture de la membrane autophagosomale

Cette étape fait intervenir le complexe WIPI (WD repeat protein interacting with
phosphoinositides) qui reconnait les PIP3 et peut alors recruter le complexe ATG5-ATG12-
ATG16 (Dooley et al., 2014). Au cours de cette étape, il y a également un apport en
composants lipidiques provenant de l'appareil de Golgi et des endosomes tardifs avec

I'intervention de la protéine ATG9 (Figure 15c) (Takahashi et al., 2011).

L’élongation est sous la dépendance de la formation d’une forme lipidée des protéines de la
famille LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), composée de LC3A, LC3B,
LC3C, GABARAP (Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein), GABARAP-L1 et
GABARAP-L2. Cette forme lipidée est le résultat d’une conjugaison de LC3 avec une
phosphatidyl-éthanolamine (PE), et est alors appelée LC3-1l. Cette forme LC3-1l s’associera au
phagophore en formation et permettra, en coordination avec les autres complexes déja
présents, |I"élongation du phagophore ainsi que la fusion des membranes pour la fermeture
de l'autophagosome (Kabeya et al., 2000).

Au cours de I'autophagie sélective, c’est a cette étape que l'interaction entre les récepteurs
de l'autophagie (p62, NDP52, Optineurine) et les protéines de la famille LC3 permet

I'adressage sélectif des protéines a dégrader par la voie de I'autophagie.

La production de la forme LC3-Il fait intervenir un processus dit de conjugaison, ressemblant
au processus d’ubiquitinylation des protéines avec des enzymes d’activation, de conjugaison
et de liaison (Figure 15d). La protéine LC3 est synthétisée sous forme de pro-protéine qui est
clivée par la protéase ATG4 (alors appelé LC3-1), permettant ainsi une association avec ATG7
(activation), puis LC3-I est transféré sur ATG3 (conjugaison), qui permet alors le transfert de
PE (liaison).

L'activité d’ATG3 est dépendante du complexe ATG5-ATG12-ATG16 qui, comme LC3, a subit
le processus de conjugaison, avec notamment une activation d’ATG12 par association avec
ATG7, puis transfert sur la protéine ATG10 qui permet alors une liaison d’ATG12 avec ATG5.
ATG16 est ensuite lié a ce complexe pour former ATG12-ATG5-ATG16 (Ichimura et al., 2000).
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Le recrutement des protéines LC3-ll au niveau des autophagosomes est utilisé comme
marqueur de la formation des autophagosomes. En effet, en microscopie a fluorescence
'augmentation du nombre d’autophagosome est associée a I'apparition d’un profil
punctiforme pour la protéine LC3. D’autre part, la lipidation de la protéine LC3-Il conduit a
une migration par électrophorése plus rapide que pour la forme LC3-l, ainsi par Western Blot
I’'accumulation d’autophagosomes est associée a une augmentation de lintensité de la

forme LC3-II (Klionsky et al., 2016) .

c. Lafusion de I’lautophagosome et du lysosome

Cette étape conduit a la formation d’'un autolysosome, permettant ainsi I'acidification du
contenu autophagosomal pour que les hydrolases acides soient efficaces et dégradent les
cargos. Ce processus de fusion de vésicules fait intervenir la machinerie générale du trafic
membranaire intracellulaire, avec I'intervention des protéines de la famille Rab GTPase et les
complexe d’ancrage membranaire et de fusion SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor-attachments protein receptor) (Figure 15e) (Gutierrez et al.,, 2004; Itakura et al.,

2012).

Il est intéressant de noter qu’au cours de |'étape de dégradation des composants
lysosomausx, les protéines LC3-1l ou les récepteurs impliqués dans I'autophagie sélective sont
également dégradés. Ainsi, leur niveau de dégradation permet de caractériser I'activité du
flux autophagique. En effet, une inhibition de la dégradation (par inhibition de I'activité des
enzymes lysosomales) conduit a une accumulation importante de ces protéines lorsque

I’'autophagie est activée (Loos et al., 2014).

d. Lerecyclage des constituants dégradés

Enfin, les constituants élémentaires issus de la dégradation (tels que les acide aminés et les
lipides simples) sont exportés dans le cytoplasme pour étre ré-ultilisés dans les activités
d’anabolisme cellulaire pour soutenir la survie cellulaire et la croissance (synthese de
protéines ou de lipide membranaires). Les mécanismes d’exports ne sont pas encore trés

bien connus.
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Figure 15 : Mécanismes moléculaires de I'autophagie

La membrane d’isolation définit le site d’initiation de I'autophagie sous la dépendance des complexes
ULK1 (a) et Beclin1/Vps34 (b). L’élongation et la fermeture de la membrane autophagosomale autour
des cargos a dégrader sont ensuite controlées par la protéine ATG9 (c) et la forme lipidée de LC3
(LC3-Il, ou LC3-PE). La formation de LC3-ll est dépendante de I'activité de deux complexes de
conjugaisons (« LC3 UBL system » et « ATG12 UBL system ») (d). La fusion du lysosome et de
I'autophagosome est permise grace a l'activité du complexe SNARE (e) et permettra alors la
dégradation des cargos séquestrés dans I'autophagosome (Marifio et al., 2014).

3. Voies de signalisation en amont de |'activation de I’autophagie

L’activation de I'autophagie est régulée en amont par plusieurs voies de signalisation. En
dehors des conditions basales, de nombreux stimuli de stress peuvent étre responsables de
I'activation de I'autophagie. Un grand nombre de ces stimuli convergent vers un des
principaux régulateurs de I'autophagie qui est le complexe mTORC1 (mammalian target of
rapamycin complex 1). Ce complexe est constitué de nombreuses protéines, dont la
sérine/thréonine kinase mTOR (Figure 15a). L’activité kinase de mTOR conduit a une
phosphorylation inhibitrice du complexe ULK1 (phosphorylation d’ULK1, ainsi que d’ATG13),
et est responsable de I'inhibition de I'autophagie (Jung et al., 2009).

Le complexe mTORC1 joue le role de centre intégrateur de différents signaux du

métabolisme, et son activité favorise les processus de croissance cellulaire lorsque les
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conditions métaboliques sont favorables. En condition de stress métabolique (suite a une
diminution en acide aminés, d’apport en glucose, en facteurs de croissance, en ATP, en
oxygene...), mTOR devient inactif permettant ainsi |'activation de I'activité kinase d’ULK1 et
sa translocation au niveau de la membrane du RE pour initier la formation des

autophagosomes.

De nombreux mécanismes permettent I'inhibition de mTOR dans des conditions de stress
métabolique, une de ces voies fait intervenir la kinase activée par I’AMP (AMPK) (Figure
15a). En réponse a une diminution de I’ATP cellulaire, le niveau d’AMP augmente et active
ainsi I'’AMPK qui phosphoryle le complexe TSC1/TSC2 (Tuberous Sclerosis 1 et 2) qui sera
alors responsable d’une inhibition de I'activité de mTORC1 (Inoki et al., 2003; Shaw et al.,
2004). En plus de linhibition de mTOR, I’AMPK peut activer directement le complexe ULK1

par phosphorylation d’ULK1, et favorise ainsi I'induction de I'autophagie (Kim et al., 2011).

Cette voie de signalisation, en plus d’étre sensible a des stress métaboliques, est également
sensible a des stress génotoxiques (Figure 16) (Eliopoulos et al., 2016). En particulier, de
nombreux agents induisent des dommages a I’ADN via une production de ROS. Le
mécanisme de réparation de ce type de dommages (BER) fait intervenir la protéine PARP1.
L'activité de PARP1 entraine une déplétion du pool d’ATP, qui constitue alors un signal
d’activation de I'AMPK, et donc de I'autophagie (Mufioz-Gdmez et al., 2009). D’autre part,
des agents qui induisent des DSB peuvent aussi activer I’AMPK via I'activation de la kinase
ATM, conduisant ainsi a I'inhibition de mTORC1 et a I'activation de I'autophagie (Alexander

et al., 2010a, 2010b; Sanli et al., 2010).

De plus, il a été décrit que p53 joue un réle important dans la régulation de I'autophagie en
réponse a des dommages a I’ADN. En effet, le pool cytoplasmique de p53 inhibe le complexe
ULK1 en interagissant avec FIP200, inhibant ainsi la formation des autophagosomes
(Morselli et al., 2011). En réponse a des dommages a I’ADN, p53 est transloqué dans le
noyau et participe a l'activation de lI'autophagie d’une part parce qu’il n’inhibe plus le
complexe ULK1, et d’autre part parce qu’il induit I'expression de genes qui favorisent

I'autophagie (Figure 16). En particulier, p53 induit I’expression des sous unités de ’AMPK, de
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PTEN (une phosphatase en amont de la signalisation de mTORC1 qui inhibe ce complexe),
des Sestrine 1 et 2 (qui sont des senseurs intracellulaires de leucine, impliquées dans
I'activation de 'AMPK et I'inhibition de mTOR) et de DRAM1 (une protéine lysosomale qui
est nécessaire a I'autophagie induite par p53) (Budanov and Karin, 2008; Crighton et al.,
2006; Feng et al., 2007).

Il a également été montré que de nombreux genes de la famille des ATG sont des cibles
directes de p53, p63 et p73 (ATG4, ATG5, ULK1, UVRAG...) (Kenzelmann Broz et al., 2013). De
plus, une des protéines anti-apoptotique (BCL-2) a été décrite pour interagir avec Beclinl et
inhiber I'induction de I'autophagie (Figure 16) (Pattingre et al., 2005). Ainsi, I’expression des
pro-apoptotiques par p53 qui sont capables d’interagir avec BCL-2 vont conduire au

déplacement de cette interaction inhibitrice et activer 'autophagie (Maiuri et al., 2007).

\ DNA DAMAGE ’
XXXXXI&NXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Nucleus

tAMP MKPﬂ

J

\‘@ — @ «/(@

BETIN
\/m,GATOR“ m _L

< T

] Cytoplasm

wse|doitn pue snajonN
u9aM}ag UoNjezI|eoo] dlWeuAqg

AUTOPHAGY INDUCTION

Figure 16 : Mécanisme d’activation de I'autophagie en réponse a des dommages a I'ADN

En réponse a des dommages a ’ADN |'autophagie peut étre activée via I'inactivation de mTORC1 en
aval de l'activation de ’AMPK en fonction du niveau énergétique cellulaire, de I'activité d’ATM, des
Sestrines et de p53. mTORC1 peut également étre inhibé de facon indépendante de 'AMPK par les
Sestrines ou p53. Le complexe Beclin1/Vps34 est régulé négativement par BCL-2. Les fleches en
rouge indiquent des régulations transcriptionnelles (Eliopoulos et al., 2016).
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4. RoOle de I'autophagie dans les cancers

a. Role de I'autophagie dans la progression tumorale

i. Roéle anti-tumoral
Dans le contexte du cancer, au cours des étapes précoces du développement tumoral,
I'inhibition de I'autophagie favorise le développement tumoral. En effet, il a été observé que
des souris déficientes pour des genes autophagiques Beclinl, ATG5 ou ATG7 présentent une
susceptibilité plus grande de développer des tumeurs du foie (Qu et al., 2003; Takamura et
al., 2011). De plus, I'activation de certains oncogénes (PI3K, AKT, BCL-2) ou l'inhibition de
suppresseurs de tumeurs (p53, PTEN, LKB1), ont tendance a diminuer I'autophagie (Maiuri et
al., 2009). Il a d’ailleurs été décrit dans un modeéle de carcinome hépatique qu’une activité
autophagique faible corréle avec une surexpression de la cycline D, et un pronostique de
survie faible. Ainsi, I'autophagie semble jouer un role important dans le développement
tumoral hépatique car en effet, une inhibition de I'autophagie conduit a une accumulation
de la cycline D et I'acquisition de caractéristiques tumorigéniques importantes (Wu et al.,

2018).

De plus, I'autophagie semble jouer un role important dans le processus de cytokinése. En
effet, I'autophagie est impliquée dans la dégradation sélective de RhoA et permet
I’activation tres restreinte de RhoA au niveau de la membrane d’invagination. Une inhibition
de l"'autophagie conduit a un recrutement de RhoA sur une zone plus large au niveau de la
membrane d’invagination et cause ainsi une régression du sillon de clivage et la formation
de cellules tétraploides (Belaid et al., 2013). Etant donné le rble potentiellement
tumorigénique de ces cellules tétraploides, I'autophagie, par la régulation du recrutement

de RhoA, participe au maintien de I'intégrité génomique.

De plus, il a également été décrit que l'autophagie joue un réle important dans la
dégradation du midbody a la fin de la cytokinése et protége ainsi d’une prolifération
intensive. En effet, a la fin de la cytokinése, I'abscission se réalise d’un seul c6té du midbody,
ce dernier est alors hérité par une seule des deux cellules filles. A la suite de ce processus, le
midbody peut soit étre relaché dans le milieu extracellulaire, ou alors retenu par la cellule
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fille. Il a été montré que les cellules qui conservent leur midbody sont les cellules qui
maintiennent une capacité de prolifération importante (Ettinger et al., 2011). Ce midbody
est ensuite en général dégradé par I'autophagie (Pohl and Jentsch, 2009).

Mais, il a été montré que les cellules souches et les cellules souches cancéreuses peuvent
accumuler les midbody grace a un mécanisme d’échappement de I’encapsulation par

I’'autophagosome et est associé a un potentiel tumorigéne accrue (Kuo et al., 2011).

ii. Réle pro-tumoral
Cependant, certaines études ont également montré un role pro-tumoral de I'autophagie au
cours de la tumorigenése. En particulier, les cancers médiés par Ras, Raf semblent étre
« addict » de I'autophagie pour leur progression (Guo et al., 2011; Yang et al., 2011). En plus
du role pro-tumoral de I'autophagie dans les cellules tumorales elles-mémes, il a également
été décrit que I'activation de I'autophagie dans les cellules du micro-environnement tumoral
peut favoriser la croissance tumorale. Cette étude conforte I'idée que I'autophagie du micro-
environnement tumoral participe au recyclage des nutriments afin de favoriser le
développement des cellules tumorale en fournissant des substrat pour la croissance dans un

environnement pauvre en nutriments (Katheder et al., 2017).

De nombreuses études suggerent que I'autophagie joue également un réle dans le processus
métastatique (Mowers et al., 2017). En particulier, I'autophagie semble importante dans la
modulation de la motilité cellulaire et de l'invasion notamment via la production de
protéines pro-migratoire (IL-6 et la métalloprotéinase 2) (Lock et al., 2014), pour la viabilité
des cellules souches cancéreuses ainsi que pour le maintien de leur caractéristiques souches

(Cufi et al., 2011; Espina et al., 2010).

L'autophagie joue donc un réle double dans les cancers a la fois anti- et pro-tumoral, mais la
modalité d’action de I'autophagie semble étre tres dépendante du contexte (White, 2012).
En particulier, I'autophagie peut moduler de facon importante la réponse aux traitements.
En effet, I'autophagie a souvent été décrite pour étre un mécanisme de résistance aux
thérapies anticancéreuses (Bray et al., 2012; Dorr et al., 2013; Xie et al., 2013). Mais elle

peut également favoriser la mort cellulaire (Kanzawa et al., 2004; Knizhnik et al., 2013).
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b. Implication de I'autophagie dans la voie de réparation des dommages a I’ADN

En plus du role antitumoral de I'autophagie dans la protection contre la tétraploidisation et
le contréle de la prolifération (par dégradation de RhoA et du midbody respectivement),
I'autophagie joue également un réle important dans le maintien de l'intégrité du génome.

En effet, des souris déficientes pour des genes impliqués dans les mécanismes de
I'autophagie (Beclinl, UVRAG, ATG5 ou ATG7) conduisent a I'accumulation de dommages a
I’ADN et favorisent la tumorigenese (Liang et al., 2006; Takamura et al., 2011; Yue et al.,
2003). L'un des mécanismes par lequel 'autophagie participe au maintien de l'intégrité
génomique passe par la prévention de la production de ROS qui sont responsables de
I'apparition de dommages de [I'ADN, grace a [’élimination de mitochondries

dysfonctionnelles et de la protéine p62 (Mathew et al., 2007, 2009).

En plus, I'autophagie est impliquée dans de nombreux processus de réparation.

Elle est notamment impliquée dans la stabilisation de la protéine CHK1 apres son activation
par des dommages a I’ADN. En effet, il a été montré qu’en absence d’une autophagie
fonctionnelle, CHK1 activé est dégradé de facon importante par le protéasome. Cette
dégradation est alors associée a une déficience dans les mécanismes de réparation par
recombinaison homologue (Liu et al., 2015).

Une autre étude a également montré qu’a la suite de l'induction de dommages a I’ADN,
RAD51 (protéine de la réparation par recombinaison homologue) est dégradé par le
protéasome grace a un ciblage par la protéine p62 (Hewitt et al., 2016). En effet, p62 est un
des récepteurs de l'autophagie qui est impliqué dans I'autophagie sélective, mais p62 peut
également favoriser la dégradation de protéines par la voie protéasomale (Korolchuk et al.,
2009). Ainsi, la dégradation de p62 par I'autophagie empéche la dégradation de RAD51 et
favorise la réparation des dommages a I’ADN par recombinaison homologue (Hewitt et al.,

2016).

Il a également été décrit qu’en réponse a des dommages a I’ADN, CHK1 est dégradé par la

voie de l'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA). Dans ce contexte également, une

inhibition de la CMA conduit a des défauts de la réparation de I’ADN (Park et al., 2015).
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D’autres études ont impliqué I'autophagie dans le maintien de l'intégrité génomique, en
particulier par sa capacité a favoriser le processus de réparation NER (Qiang et al., 2016), et
également de par la propriété générale de I'autophagie a fournir I'énergie suffisante pour
favoriser la réparation de I’ADN et retarder la mort cellulaire par apoptose (Yoon et al.,

2012).

c. Role de 'autophagie dans la sénescence

Le role de survie de I'autophagie vient aussi du fait qu’elle favoriserait I'établissement de la
sénescence. En effet, I'autophagie et la sénescence semblent tres liées puisque de
nombreuses situations conduisant a la sénescence cellulaire (en réponse a des agents
anticancéreux ou en réponse a d’autres stress), induisent également I'autophagie. Il a été
montré que I'autophagie est importante pour la mise en place de la sénescence en réponse
a différents stimuli (Goehe et al., 2012; Narita et al., 2011; Young et al., 2009). En particulier,
I'autophagie peut étre activée par une surexpression des inhibiteurs du cycle cellulaire

impliqués dans I'établissement de la sénescence (p16 et p21) (Capparelli et al., 2012).

Pourtant, le réle de I'autophagie dans la sénescence est controversé. En effet, méme si
I'autophagie accélere I'apparition du phénotype sénescent, elle n’est pas nécessaire
puisqu’en absence d’autophagie la sénescence s’établit, mais simplement avec un peu de
retard (Gewirtz, 2013; Goehe et al., 2012). De plus, une étude a montré que la dégradation
sélective de GATA4 (un facteur de transcription impliqué dans la production des SASP) par
I'autophagie aurait un role plutot anti-sénescence (Kang et al., 2015). Les auteurs proposent
dans cette étude que l'autophagie générale serait importante pour la mise en place du
phénotype sénescent, mais que l'autophagie sélective induisant la dégradation de GATA4
joue un role anti-sénescence. lls ont d’ailleurs montré que l'activité d’ATM et ATR en
réponse a des dommages a I’ADN est responsable de I'inhibition de la dégradation de GATA4

par I'autophagie sélective et permettant ainsi I’établissement de la sénescence.
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d. Role de I'autophagie dans la mort cellulaire

L'accumulation d’autophagosomes est souvent observée dans les cellules qui subissent
I'apoptose en réponse a de nombreux signaux extracellulaires (radiations ionisantes,
chimiothérapie, agents anticancéreux...). De plus nous avons vu dans les parties précédentes
gue des voies de signalisations communes permettaient d’induire I'autophagie et I'apoptose
en réponse a des dommages a I’ADN.

De fagon générale, I'autophagie est activée pour faire face a un stress et induire un
mécanisme d’adaptation. En effet, il est assez souvent observé que |'autophagie bloque
I'induction de I'apoptose, et qu’a l'inverse |'activation des caspases au cours de I'apoptose
inhibe I'autophagie et empéche son action cytoprotective pour accélérer la disparition de la
cellule. L'autophagie et I'apoptose sont donc mutuellement inhibiteurs (Marifio et al., 2014).
Cependant, dans certains cas, |'autophagie contribue a la mort cellulaire soit par la mort
autophagique, ou en favorisant I'apoptose. Nous verrons donc dans cette partie comment

I’'autophagie peut jouer un role dans la balance entre la survie et la mort cellulaire.

i. L’autophagie protége de la mort cellulaire
L'autophagie inhibe I'apoptose en particulier grace a la dégradation sélective de composants
essentiels a I'induction de I'apoptose. En effet, les mitochondries qui ont subi une perte de
leur potentiel transmembranaire et une fragmentation mitochondriale subissent Ia
mitophagie (autophagie sélective des mitochondries) (Kim and Lemasters, 2011; Youle and
Narendra, 2011). De plus, il a été décrit que la caspase 8 active peut également étre la cible

de l'autophagie sélective, et étre envoyée vers la dégradation lysosomale (Hou et al., 2010).

A linverse, au cours de I'apoptose de nombreuses protéines autophagiques sont clivées.
Certains de ces fragments de protéines autophagiques clivés pourraient avoir un réle dans la
potentialisation de I'apoptose, tels que des fragments de Beclinl, ATG4D, ATG5 (Betin and
Lane, 2009; Wirawan et al.,, 2010; Yousefi et al., 2006). Enfin il semblerait qu’une
surexpression des protéines pro-apoptotiques telles que BAX, BAK conduit a une inhibition

de I'autophagie (Shimizu et al., 2004).
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L'inhibition de I'autophagie semble donc une bonne stratégie thérapeutique afin de favoriser
le processus de I'apoptose. De nombreux essais cliniques avec des inhibiteurs d’autophagie
ont d’ailleurs été lancés avec l'utilisation de I’hydroxychloroquine (un dérivé de la
chloroquine, déja utilisé en clinique dans le traitement contre la malaria, et qui fonctionne
par inhibition de la dégradation lysosomale) (Chude and Amaravadi, 2017). Un des
mécanismes moléculaire le plus direct qui ait été décrit pour expliquer I'efficacité de
I'association d’inhibiteurs de l'autophagie avec des thérapies anti-cancéreuses dans la
sensibilisation des tumeurs aux agents anti-cancéreux fait intervenir le facteur de
transcription Foxo3a (Codogno and Morel, 2018). En effet, Foxo3a est dégradé au niveau
basal par I'autophagie, de ce fait lorsque I'autophagie est inhibée, Foxo3a est stabilisé et
induit I'augmentation de I'expression de genes pro-apoptotiques (comme PUMA). C'est donc
I’augmentation de I'expression de PUMA qui est responsable de la sensibilisation a la mort

cellulaire induite par l'inhibition de I'autophagie (Fitzwalter et al., 2018).

ii. L’autophagie participe a la mort cellulaire
L’autophagie peut étre impliquée dans la mise en place de la mort cellulaire. En effet, il a été
observé dans de treés rares cas que l'autophagie intensive conduit vraiment a la mort
cellulaire (c’est la mort autophagique) (Fulda, 2017; Shen et al., 2012). En particulier, la mort
autophagique a été décrite en réponse au témozolomide, un agent anti-cancéreux inducteur
de dommages a I'ADN (Kanzawa et al., 2004; Knizhnik et al., 2013). D’autres agents
anticancéreux tels que des BH3 mimétiques (qui inhibent les anti-apoptotiques et induisent
la mort des cellules cancéreuses qui surexpriment BCL-2) peuvent aussi induire la mort
autophagique dans un contexte ou les cellules sont déficientes pour I'apoptose (Lian et al.,

2011; Voss et al., 2010).

Mais il existe de nombreux exemples ou le processus autophagique, ou bien les protéines de
la machinerie autophagique favorisent I'activation de la mort apoptotique ou nécrotique. En
particulier, il a été montré que la formation des autophagosomes pourrait servir de
plateforme d’activation de la caspase 8, en formant un complexe entre FADD, ATGS5, LC3,
p62 et la caspase 8. Dans ce contexte le processus de dégradation n’est pas nécessaire pour

I’activation de la caspase 8 (Young et al., 2012).
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D’autre part, la protéine ATG12 a été décrite pour interagir avec les protéines anti-
apoptotiques BCL-2 et MCL-1 empéchant ainsi leur interaction avec les protéines pro-
apoptotiques, et libérant ces derniers pour faciliter le processus apoptotique (Rubinstein et
al., 2011).

Il a également été montré que la machinerie autophagique (en particulier par I'intermédiaire
de p62) pouvait servir de plateforme importante pour le choix de la mort par apoptose ou
par nécroptose (Goodall et al., 2016). De plus, I'autophagie peut également avoir un réle
promoteur de nécrose, en effet il a été mis en évidence que la dégradation sélective de la
catalase (une enzyme antioxydante) conduisait a une augmentation de la production de ROS

et favorisait ainsi la mort nécrotique (Yu et al., 2006).

Ainsi, le role de I'autophagie dans les cancers est trés complexe car I'autophagie peut a la
fois favoriser et inhiber la progression tumorale par différents mécanismes. Elle participe
également a la survie de la cellule en réponse a des stress génotoxiques grace a son réle
important dans le contréle de l'intégrité génomique, et en participant a l'inhibition de
I’'apoptose dans de nombreux contextes. Mais elle peut également dans certains contextes
favoriser la mort cellulaire.

De plus, I'autophagie semble jouer un réle important dans la mise en place de la sénescence,
or nous avons également vu précédemment que la sénescence peut avoir un réle complexe
dans les cancers.

Il est alors trés important de comprendre le contexte tumoral et les mécanismes de la
réponse a différents traitements anti-cancéreux avant d’envisager un ciblage de I'autophagie
dans la thérapie anti-cancéreuse. Les futures recherches permettront de comprendre un peu
mieux les mécanismes de régulation de I'autophagie et son implication dans les différentes
conditions afin de pouvoir cibler spécifiguement l'autophagie pro-tumorale ou anti-

tumorale.
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IV) Les structures G-quadruplexes (G4) comme cibles

pour des agents anti-cancéreux

A. Généralités sur les structures G4

1. La formation des structures G4 in vitro

Depuis 1953, nous connaissons la structure de I’ADN typiquement sous la forme d’une
double hélice droite (ADN-B), stabilisée par des liaisons hydrogenes de type Watson et Crick
entre des paires de bases. En revanche, il a été mis en évidence que I’ADN peut adopter des
conformations alternatives. En particulier, les régions d’ADN riches en guanine peuvent
adopter une conformation non canonique en hélice a quatre brins, appelée structure G-

guadruplexe (ou G4).

Il a d’abord été observé par Bang, dés les années 1910 qu’une solution d’acide guanylique
forme un gel a haute concentration. Puis il fallut attendre 1962 pour que des études de
structure par rayon-X permettent d’identifier I'assemblage d’une hélice a quatre brins. Cette
hélice est issue de l'interaction coplanaire de 4 guanines entre elles par des liaisons
hydrogenes de type Hoogsteen, formant ainsi un G-quartet (Figure 17A) (Gellert et al.,
1962). L'empilement d’au moins deux G-quartets, stabilisés par des interactions
d’empilement entre les G-quartets et la présence de cations, conduit a la formation d’une

structure G4 (Figure 17B).

Les structures G4 sont assez polymorphes, c’est-a-dire qu’elles peuvent adopter des
structures assez différentes. Différents parametres expliquent cette variabilité. Les G4
peuvent d’abord étre intra- ou inter-moléculaires, constitués respectivement d’un ou de
plusieurs brins d’oligonucléotides. Ils peuvent comporter un nombre variable (au moins
deux) de G-quartets, et adopter différentes conformation selon I'orientation paralléele ou
anti-paralléle des brins et la nature des boucles qui les relient (Figure 17C) (Davis, 2004; Ma

et al.,, 2015).
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La formation des structures G4 in vitro est dépendante de la présence de cations
monovalents (Na* ou K*) (Williamson et al., 1989). Ces cations occupent la cavité centrale
entre les piles de G-quartets, neutralisant les répulsions électrostatiques des atomes
d’oxygéne qui pointent vers le centre. La nature du cation joue un rdle sur la topologie de

la structure G4 (Sen and Gilbert, 1990).
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Figure 17 : Structure d'un G-quadruplexe

A. Structure d’un G-quartet. B. L'empilement d’au moins deux G-quartets forme une structure G-
quadruplexe (G4). C. Polymorphisme des structures G4 intra- ou inter-moléculaires, paralléles ou
anti-paralléles (Rhodes and Lipps, 2015).

Identification des structures G4 in vivo

L'hypothése de la formation de structure G4 in vivo s’est posée dés la fin des années 1980.
En effet, il a été montré que des séquences d’oligonucléotides riches en guanine,
correspondant a des séquences d’ADN génomique de différents organismes, sont capables
de former des structures G4 in vitro, stabilisées par des cations monovalents dans des
tampons physiologiques. En particulier, ces études ont été réalisées avec des
oligonucléotides correspondant a des séquences télomériques, qui sont constituées de
séquences répétées courtes riches en guanine (Henderson et al., 1987; Sundquist and Klug,

1989; Williamson et al., 1989).

Ces structures G4 ont d’abord été considérées comme d’éventuels artéfacts des
expériences in vitro. Cependant, de nombreux arguments en faveurs de leur existence se
sont accumulés au fur et a mesure. En particulier, la formation de ces structures a pu étre

observée in cellulo au niveau des télomeres de l'organisme cilié Stylonychia lemnae
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(Schaffitzel et al., 2001) et également chez les mammiferes grace a la production
d’anticorps dirigés contre ces structures (Biffi et al., 2013; Henderson et al., 2014), bien
gue des réactions croisées aient pu étre identifiées (Kazemier et al., 2017). Il a également
été montré que des molécules radiomarquées ou fluorescentes, qui se lient
spécifiguement aux structures G4, se localisent au niveau de I’ADN génomique, dans le

noyau des cellules (Granotier et al., 2005; Shivalingam et al., 2015).

De plus, des études bioinformatiques ont permis d’identifier des séquences qui
formeraient potentiellement des structures G4 (PG4, pour putative G-quadruplex
sequences) dans le génome humain. Ces études se sont basées sur de nombreuses
données obtenues in vitro, qui ont permis de déterminer des caractéristiques de la
formation et de la stabilité des structures G4 en fonction de leur séquence primaire. Ces
études ont ainsi permis de créer des algorithmes capables de prédire les PG4. Les premiers
algorithmes se sont donc basés sur le fait que :

- la concentration faible en ADN dans le noyau favoriserait la formation de structure

G4 intramoléculaire,

- le nombre de G-quartet est au moins égal a 3,

- lataille des boucles entre les G-quartets est comprise entre 1 et 7 nucléotides.
Les séquences PG4 identifiées présentent ainsi au moins 4 séries d’au moins 3 guanines a
la suite, chaque série de guanine étant séparées par un maximum de 7 nucléotides dont la
nature est indifférente (Gs>3NxG>3NxG>3NxGs3). Deux équipes indépendantes ont réalisé
cette analyse avec des algorithmes légerement différents et ont trouvés des résultats
similaires. Ces analyses ont ainsi identifié plus de 375 000 PG4 dans le génome humain

(Huppert and Balasubramanian, 2005; Todd et al., 2005).

Ces analyses computationnelles ont permis d’identifier un enrichissement des PG4 au
niveau des régions télomériques et subtélomériques, mais aussi dans des régions
régulatrices du génome telles que les promoteurs de genes, les régions UTR des ARNm ou
encore au niveau des origines de réplication (Hansel-Hertsch et al., 2017; Rhodes and

Lipps, 2015).
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En effet, plus de 40% des génes présentent au moins un PG4 dans les 1000 bases en amont
du site d’initiation de la transcription (TSS, pour Transcription Start Site). De plus ces PG4
sont proches ou chevauchent des sites de liaisons de facteurs de transcription, suggérant
ainsi que les PG4 joueraient un role de régulateurs de la transcription et sont plus fréquents
dans les promoteurs des oncogenes et des genes régulateurs que dans ceux des genes de

ménage (Eddy and Maizels, 2008; Huppert and Balasubramanian, 2007).

Au niveau des séquences codantes du gene, il semblerait que les PG4 soient sous-
représentés, en revanche ils sont enrichies au niveau des régions 5’- et 3’-UTR des ARNm
(Huppert et al., 2008; Kumari et al., 2007). Ces résultats ont également été confirmés par
une étude de ChIP-seq en immunoprécipitant les structures G4 grace a un anticorps anti-G4
et en réalisant un séquencage des régions d’ADN obtenus. Les auteurs ont ainsi montré que
les structures G4 se forment effectivement in cellulo, et ils ont confirmé I’enrichissement de
ces structures au niveau de régions sub-télomériques, dans les génes et dans leurs régions
régulatrices (Lam et al., 2013). L'ensemble de ces données suggérent donc que les structures
G4 pourraient réguler l'expression des genes au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel.

Enfin, il a également été observé que 90% des origines de réplication humaines présentent
un PG4, et ces PG4 se retrouveraient en densité plus importante prés des origines
fréguemment utilisées, suggérant aussi un réle important dans la régulation de l'initiation de

la réplication (Besnard et al., 2012).

Grace a l'approfondissement des connaissances structurelles des G4, d’autres algorithmes
ont été développés. En effet, il avait été montré que des boucles jusqu’a 30 nucléotides
permettent de former un G4 stable, suggérant ainsi qu’il y a de nombreuses séquences
PG4 qui n‘ont pas été identifiées (Guédin et al., 2010). Ces nouveaux algorithmes ont
également pris en compte certains faux-positifs, c’est-a-dire des séquences PG4 mais qui
ne forment pas de structure G4 in vitro. En particulier, I'algorithme G4Hunter a été
développé. Cet algorithme est capable par ailleurs de donner un score de prédiction de

formation de la structure G4. Selon cet algorithme, le nombre de PG4 identifiés dans le
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génome humain devrait étre revu largement a la hausse, et pourrait ainsi permettre de

suggérer de nouvelles fonctions a ces structures G4 (Bedrat et al., 2016).

B. Inhibition de la télomérase par stabilisation des structures G4

télomériques

1. Structure et fonction des télomeéres

a. Structure des télomeres : le complexe shelterin

Les télomeres constituent un complexe nucléoprotéique a I'extrémité des chromosomes
linéaires. Il s’agit d’'une structure spécialisée qui permet de protéger les séquences d’ADN
plus interne d’une activation inappropriée de la voie de réparation des dommages a I’ADN,
mais également de la perte de séquence qui s’opere a chaque cycle de réplication de I’ADN.
La séquence d’ADN télomérique des eucaryotes est constituée de répétitions en tandem de
séquences télomériques riches en Guanine, ces séquences étant trés conservées entre des
espéeces phylogénétiquement proches. En particulier, chez les vertébrés, I’ADN télomérique
est constitué de la séquence hexanucléotidique 5’-TTAGGG-3’ (Meyne et al., 1989; Moyzis et
al., 1988). Les télomeéres sont également constitués de six protéines (TRF1, TRF2 et POT1,
TIN2, TPP1 et RAP1), 'ensemble de ces protéines et de I’ADN télomérique forment ainsi le

complexe shelterin (Figure 18a) (pour revue Jafri et al., 2016).

Chez ’'homme, la séquence télomérique est répétée en tandem sur environ 10 a 15kb a la
naissance, donnant lieu a un brin riche en G et 'autre riche en C. Le brin riche en G est
prolongé en 3’, constituant un simple brin de 150 a 200 nucléotides de long (Makarov et al.,
1997). L'extrémité 3’ simple brin peut se replier et envahir la région homologue TTAGG
double brin, formant une boucle télomérique (t-loop) (Figure 18b). La t-loop, en séquestrant
I'extrémité 3’ de I’ADN télomérique fournit une protection contre la reconnaissance de

I'extrémité par la machinerie de la réparation des DSB et empéche ainsi I'activation de la
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voie de DDR qui conduirait a fusionner deux extrémités de chromosomes différents (Doksani

et al., 2013; Griffith et al., 1999).
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Figure 18 : Structure des télomeéres (le complexe shelterin)

L’ADN télomérique est composé de séquences répétitives TTAGGG se terminant en un simple brin 3.
Les six protéines télomériques s’associent a ces séquences d’ADN pour former le complexe shelterin
(a). Le simple brin en 3’ peut envahir la région double brin télomérique en créant une boucle
télomérique (t-loop) et une boucle de déplacement (D-loop) au niveau du site d’invasion (b) (Deng et
al., 2008).

Les protéines télomériques TRF1 et TRF2 reconnaissent directement les duplex répétés
d’ADN TTAGGG et s’y fixent (Lin et al., 2014). lls ont des réles importants dans |’architecture
du télomeére, régulant la taille de ces derniers (Smogorzewska et al., 2000), et TRF2 est
également impliqué dans la formation de la t-loop (Doksani et al., 2013). TIN2 joue un role
dans la connexion et la stabilisation des protéines TRF1 et TRF2 au niveau des télomeres (Ye
et al., 2004). RAP1 interagit directement avec TRF2 et ce complexe joue un réle dans la
régulation de la taille des téloméres grace au recrutement de protéines de la réparation des

DSB par RPA1 (en particulier les complexes MRN et Ku70/80) (O’Connor et al., 2004).
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La protéine POT1 est recruté au niveau du simple brin TTAGGG grace a son interaction avec

TPP1 et contribue aussi a la régulation de la taille des télomeéres (Liu et al., 2004).

b. Protection des extrémités chromosomiques de I'activation de la voie des DDR

Les protéines du complexe shelterin, en plus de jouer un réle dans la structure et le contréle
de la taille des télomeéres, ont également un réle prépondérant dans l'inhibition des
mécanismes de réparation des DSB. En effet, I'extrémité télomérique peut étre reconnue
comme cassure double-brin et activer la voie des DDR. L’activation de ces mécanismes
entraine la fusion des extrémités des chromosomes, conduisant a une instabilité génomique
et favorisant ainsi la tumorigéneése (pour revue Arnoult et al., 2017). Il a ainsi été montré que
TRF2 est capable d’empécher I'activation d’ATM (Karlseder et al., 1999), notamment grace a
la formation de la t-loop qui empéche la reconnaissance d’un DSB. Mais TRF2 est également
capable d’inhiber la voie de signalisation en aval d’ATM (Okamoto et al., 2013) et la
réparation des DSB par NHEJ (Ribes-Zamora et al., 2013). De plus le complexe TPP1-POT1 est
responsable de I’exclusion de RPA au niveau du simple-brin télomérique en 3’, empéchant

ainsi I'activation d’ATR (Gong and de Lange, 2010).

Une dysfonction télomérique peut se produire lorsque la structure du complexe shelterin est
perturbée. Elle conduit a I'activation des voies de réparation des dommages a I’ADN, et au
recrutement de nombreuses protéines impliquées dans la réparation au niveau des
télomeéres. On note notamment I'apparition de foci de yH2AX, MDC1, NBS1, RNF8, RNF168,
53BP1 au niveau des télomeéres appelés alors TIF (Telomere dysfunction-Induced Foci) (Takai

et al., 2003).

De fagon physiologique, la dysfonction télomérique et la formation de TIF ont été observées
au cours de la sénescence réplicative lorsque les téloméres deviennent trop courts pour que
la t-loop se forme (d’Adda di Fagagna et al.,, 2003). L'absence de formation de la t-loop
conduit a un recrutement d’ATM au niveau du télomeére qui est capable de phosphoryler ses
cibles et notamment yH2AX, permettant le recrutement des protéines du TIF. En revanche,
la présence de TRF2, méme en faible quantité est toujours capable d’inhiber la fusion des

extrémités des chromosomes par NHEJ, et permettant ainsi l'arrét des cellules en
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sénescence sans que le génome ne soit déstabilisé par des fusions de télomeres (Cesare et

al., 2013).

La dysfonction télomérique et la formation des TIF peuvent également étre provoquées par
des délétions des protéines du complexe shelterin, alors que les télomeéres sont toujours
longs. En particulier il a été observé que la formation des TIF suite a une délétion de TRF2 est
dépendante de I'activation d’ATM, et causant une fusion des extrémités télomériques. Et
suite a une délétion de POT1, la formation de TIF est dépendante de I'activation d’ATR

(Denchi and de Lange, 2007).

2. Ciblage de la télomérase par les LG4 en thérapie anti-cancéreuse

La télomérase est I'enzyme responsable de [I'élongation des télomeres et de
I'immortalisation des cellules cancéreuses (Bodnar et al., 1998). Elle a premieérement été
identifié chez I'organisme cilié Tetrahymena (Greider and Blackburn, 1985). Il s’agit d’un
complexe ribonucléoprotéique a activité réverse-transcriptase (Lingner et al., 1997). Chez
I'homme, elle est constituée de la sous-unité catalytique hTERT (human telomerase reverse
transcriptase) et de ’ARN hTR (human telomerase RNA) (Feng et al., 1995; Nakamura et al.,
1997). LARN hTR contient des séquences complémentaires d’une ou plusieurs copies de la
région télomérique répétée et agit comme un modele pour la synthése de I’ADN
télomérique par hTERT. Le recrutement de la télomérase au niveau des télomeéres se fait
notamment grace a une interaction avec les protéines du complexe shelterin TPP1
(interaction directe) et TRF2 (interaction indirecte via la protéine SRSF11) (Lee et al., 2015;
Xin et al., 2007).

La télomérase est surexprimée ou réactivée dans 90% des cancers. Un des mécanismes
responsable de sa surexpression est I'apparition de mutations dans le promoteur du géne
d’hTERT. En effet, des mutations tres récurrentes sont souvent observées dans divers types
de cancer, dont les cancers de la vessie, les mélanomes, ou encore les gliomes (Allory et al.,
2014; Horn et al., 2013; Killela et al., 2013). Ces mutations conduisent au recrutement du
facteur de transcription GABP spécifiguement au niveau du promoteur muté d’hTERT
responsable de I'activation de son expression (Bell et al., 2015).
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Alors qu’elle est surexprimée dans la majorité des cancers, la télomérase est tres peu active
dans les cellules somatiques normales (Kim et al., 1994; Shay and Bacchetti, 1997). En
revanche, les cellules souches hématopoiétiques, de la lignée germinale ou des tissus a
renouvellement rapide (comme I'épiderme ou le tissus intestinal) présentent une activation
de la télomérase. Mais ces cellules possedent en général des téloméres plus longs que les
cellules cancéreuses, et leur taux de prolifération est plus faible (Masutomi et al., 2003;
Wright et al., 1996). Ces caractéristiques ont fait de la télomérase une cible trés intéressante
en thérapie anti-cancéreuse, avec un risque minimum pour le raccourcissement des
télomeres dans des cellules normales. De plus, il avait été montré que l'inhibition de la
télomérase dans les cellules cancéreuses conduit a la mort des cellules tumorales (Hahn et

al., 1999; Herbert et al., 1999; Zhang et al., 1999).

Ainsi, de nombreuses stratégies thérapeutiques anti-télomérasique se sont développées. En
particulier des oligonucléotides de séquence complémentaire de ’ARN hTR qui joue donc un
role d’inhibiteur compétitif (Dikmen et al.,, 2005; Marian et al., 2010), ou encore
I'immunothérapie anti-télomérase grace a la vaccination réalisée a partir de peptides de la

télomérase (Kyte, 2009).

Parmi les stratégies d’inhibition de I’activité de la télomérase, il a été envisagé d’exploiter la
capacité des télomeres a former des structures G4. En effet, il a été montré, in vitro, que la
formation de ces structures G4 (stabilisés par des cations monovalents) a partir de
séquences télomériques conduit a l'inhibition de I'élongation de ces séquences par la
télomérase (Zahler et al., 1991). La formation des structures G4 se ferait au niveau du simple
brin 3’, or c’est ce simple brin qui sert de substrat pour I'élongation par la télomérase. Ainsi
la structure G4 inhibe I'activité d’élongation de la télomérase en empéchant I'accés a son
substrat. La recherche de molécules capable d’interagir et de stabiliser les structures G4
(appelés ligands G4, LG4) au niveau des télomeéres et d’inhiber I'activité de la télomérase a
été trés intense. Il a effectivement été observé que ces LG4 peuvent aussi inhiber
I’élongation des séquences télomériques par la télomérase in vitro (Fedoroff et al., 1998; Sun
et al., 1997). Enfin, il a également été montré in cellulo que les LG4 peuvent réduire la taille

des téloméres dans les cellules cancéreuses (Riou et al., 2002). Ces études suggérent donc
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que les LG4, par leur effet inhibiteur de I'activité de la télomérase, ont un potentiel

intéressant dans le cadre d’une thérapeutique anti-cancéreuse.

C. Mécanismes d’action anti-cancéreux des LG4

1. Activation des voies de réponse aux dommages a I’ADN

Etant donné le réle des LG4 dans l'inhibition de I'activité de la télomérase observé in vitro,
les effets cellulaires attendus correspondraient a une réduction progressive de la taille des
télomeres au fur et a mesure des divisions des cellules cancéreuses. Cette attrition des
télomeéres conduirait ainsi a I'établissement de la sénescence et I'induction de I'apoptose si
ces télomeres atteignent une taille critique. La sénescence et I'apoptose seraient donc
observées approximativement aprés 40-50 jours de traitements selon les lignées cellulaires

et la taille initiale des télomeres (Neidle, 2010).

Bien que quelques études ont pu montrer un établissement de la sénescence associé a un
raccourcissement progressif des télomeéres (Burger et al., 2005; Riou et al., 2002), d’autres
études ont montré une induction de la sénescence sans racourcissement des télomeres
(Gowan et al., 2001; Gunaratnam et al., 2007; Leonetti et al., 2004). De plus, I'induction de la
sénescence est observée beaucoup plus té6t qu’attendu car elle se met en place dés 7 a 10
jours de traitement. Ainsi, la taille des télomeres ne semble pas étre le facteur critique pour

I’établissement de la sénescence en réponse a un LG4.

Il a d’ailleurs été observé que des traitements par LG4 conduisent a une augmentation du
nombre de ponts d’anaphase caractéristiques de la fusion des extrémités des chromosomes,
suggérant une déstructuration des télomeéres par perte de liaison des protéines du complexe
shelterin. Certaines études montrent en effet une délocalisation de POT1 ou de TRF2 des
télomeéres suite a un traitement a différents LG4 tels que BRACO-19, RHPS4, Télomestatine,
SYUIQ5 (Gomez et al., 2006; Salvati et al., 2007; Tahara et al., 2006; Zhou et al., 2009). Cette

délocalisation conduit ainsi a une activation de la voie des DDR, par activation d’ATR/CHK1
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et d’ATM/CHK2 respectivement, conduisant a |'apparition de TIF, et qui serait alors
responsable des fusions des extrémités chromosomiques observées. De plus, I'activation de
ces voies conduit a l'induction de I'expression des protéines pl6 et p21 et serait donc

responsable de la sénescence (Figure 19A).

Des études de localisation des structures G4 ont montré que ces LG4 se forment
majoritairement dans des sites en dehors des télomeres (Biffi et al., 2013). Ainsi, la
formation de ces structures constitue un obstacle a la progression des polymérases au cours
de la réplication ou de la transcription si elles ne sont pas dépliées correctement par les
hélicases cellulaires. Il a d’ailleurs été montré qu’en présence du LG4 pyridostatine, de
nombreux dommages a ’ADN sont causés de facon dépendante de de la réplication ou de la
transcription. Ces dommages a I’ADN sont ainsi responsables de |'activation des points de
controles des dommages a I’ADN qui conduisent I'arrét du cycle cellulaire, pouvant mener

soit a la sénescence ou a la mort cellulaire (Figure 19B) (Rodriguez et al., 2012).

Cette capacité a induire des dommages a I’ADN de facon dépendante de la réplication est a
I'origine d’un stress réplicatif, et peut servir a cibler des cellules déficientes dans leurs
mécanismes de réponse au stress réplicatif. En particulier, il a été montré que la
pyridostatine conduit a la mort préférentiellement des cellules déficientes pour les
mécanismes de réparation par recombinaison homologue (en particulier déficient pour
BRCA1 ou BRCA2). Cet effet de la pyridostatine est causé par une augmentation du niveau
de stress réplicatif puisque les dommages a 'ADN ne sont pas réparés. De plus la
pyridostatine est efficace méme lorsque les cellules sont résistantes a I'inhibition de PARP,

ces résistances constituant un défi important en clinique (Zimmer et al., 2016).

Au vu du mécanisme d’action de ces LG4 et puisque l'inhibition de la télomérase ne semble
pas étre le facteur principal responsable de I'effet inhibiteur de la prolifération, la question
de la sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales se pose.
Ainsi, une étude a montré qu’un élément important dans cette sélectivité est lié a un niveau
basal de dommage a I’ADN (et en particulier au niveau des télomeres) qui est plus important

dans les cellules transformées par rapport aux cellules normales (Salvati et al., 2015).
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A. G4 formation at telomeres B. G4 formation during replication
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Figure 19 : Activation de la voie de DDR par un traitement aux LG4

A. La stabilisation des structures G4 au niveau des télomeres par un LG4 conduit a un déplacement
des protéines du complexe shelterin TFR2 et/ou POT1 et a lactivation d’ATM et/ou ATR
respectivement. B. La stabilisation des structures G4 u niveau des fourches de réplication conduit a
un arrét de la fourche de réplication et I'activation d’ATR. L’activation des DDR (pour DNA Damage
Response) est alors responsable de linduction de la sénescence et/ou de la mort cellulaire par
apoptose (inspiré de Balasubramanian and Neidle, 2009 ; Deng et al., 2008 ; Rhodes and Lipps, 2015).

2. Inhibition de I'expression d’oncogénes

Les analyses bioinformatiques ont permis d’identifier un enrichissement des séquences PG4
a cheval ou en amont des promoteurs des genes, et en particulier de proto-oncogénes. On
trouve ainsi des PG4 dans les promoteurs des genes c-Myc, KRAS, c-Kit, BCL-2 et bien
d’autres (pour revue Balasubramanian et al., 2011). Des études de structure ont confirmé la
formation des structures G4 in vitro a partir de ces PG4 (Cogoi et al., 2008; Dai et al., 2006;
Fernando et al., 2006; Simonsson et al., 1998).

Pour certains de ces oncogenes tels que k-Ras ou c-Myc il est difficile de synthétiser des
inhibiteurs pharmacologiques, ainsi le ciblage de I'expression des genes par ciblage des

structures G4 de leur promoteur est une stratégie attirante.

La région riche en guanines présente dans le promoteur de c-Myc a été une des premieres

identifiées et la plus étudiée. En particulier, il a été montré qu’'une mutation dans la
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séquence du PG4, qui déstabilise la formation de la structure G4 in vitro, conduit a une
augmentation de l'activité du promoteur de c-Myc in cellulo. De plus, I'utilisation du LG4
TMPyP4, qui est capable d’interagir avec le G4 de c-Myc in vitro, conduit a une inhibition de
I’expression de c-Myc in cellulo (Figure 20). Ces résultats sont des arguments forts en faveur
de la formation d’une structure G4 dans promoteur de c-Myc, et de sa contribution dans
I'inhibition de I'expression de c-Myc (Siddiqui-Jain et al., 2002).

Il a également été montré que certaines protéines sont capables de stabiliser ou au contraire
déstabiliser la formation des G4 dans le promoteur de c-Myc. En particulier, la protéine
NM23-H2 est capable d’interagir avec la structure G4 de c-Myc (Thakur et al., 2009) et de
déplier cette structure, maintenant ainsi le promoteur sous forme linéaire pour le
recrutement des facteurs de transcription responsables de I'augmentation de |’expression
de c-Myc (Figure 20) (Dexheimer et al., 2009). A l'inverse, la nucléoline est capable
d’interagir et de stabiliser la structure G4 du promoteur de c-Myc et conduit a l'inhibition de
son expression (Figure 20) (Gonzalez et al., 2009).
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Figure 20 : Régulation de l'activité du promoteur de c-Myc par des structures G4

Les structures G4 formées dans le promoteur de c-Myc peuvent étre stabilisées par des protéines
(telles que la nucléoline) ou des LG4 (comme le TMPyP4) et sont responsables de I'inhibition de
I’expression de c-Myc. La protéine NM23H2 est capable de déstructurer le G4 du promoteur de c-
Myc favorisant le recrutement de facteur de transcription et I'expression de c-Myc (adapté de
Balasubramanian et al., 2011).
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Des études similaires ont été réalisées par rapport a la structure G4 dans le promoteur de
KRAS. Une premiére étude a permis d’identifier plusieurs protéines qui interagissent avec la
structure G4 de KRAS, dont la protéine hnRNPA1 (Cogoi et al., 2008). Cette protéine joue un
role dans la déstabilisation de la structure du G4, et est beaucoup moins efficace en
présence du LG4 TMPyP4 (Paramasivam et al., 2009). La déstabilisation de la structure G4
par hnRNPA1 conduit a une stimulation de I'expression de KRAS. Il a d’ailleurs été décrit que
cette protéine participe a une boucle de régulation positive de I'expression de KRAS dans un
modele de cancer pancréatique (Chu et al., 2016). De plus, une étude a montré I'efficacité in
vivo du LG4 MM41 dans un modeéle de cancer pancréatique associé a une diminution de
I’expression de KRAS ainsi que de BCL-2 (Ohnmacht et al., 2015). Bien que cette étude n’ait
pas analysé l'implication de la protéine hnRNPA1 dans l'effet anti-tumoral de MM41,
I'ensemble de ces résultats suggerent que le ciblage de la structure G4 dans le promoteur de

KRAS semble aussi étre une cible intéressante pour la thérapie anti-cancéreuse.

3. Autres effets anti-cancéreux potentiels

Outre la formation des structures G4 dans les promoteurs des génes, il a également été
décrit que des structures G4 se forment au niveau de I’ADNr (gene codant pour I’ARN
ribosomique, constituant essentiel des ribosomes). Il s’agit d’une séquence d’ADN qui
contient plus de 400 copies du gene de I’ARNr. Le brin qui ne sert pas de modeéle pour la
transcription est riche en guanine et capable de former une structure G4.

De plus, la nucléoline, protéine nucléolaire nécessaire pour la transcription de I'ADN
ribosomique par 'ARN polymérase |, a été décrite pour interagir avec une trés grande
affinité pour la structure G4 formée par le brin non transcrit de I’ADNr (Hanakahi et al.,
1999). Cette interaction de la nucléoline avec les structures G4 de I'ADNr peut étre
interrompue par l'action du LG4 Quarfloxine (ou CX-3543), par des effets d’interaction
compétitive avec cette structure G4. La nucléoline est alors relocalisée dans le
nucléoplasme, conduisant a une inhibition de la transcription de I'ADNr par I'ARN
polymérase | et a l'activation d’une réponse apoptotique dans les cellules cancéreuses

(Drygin et al., 2009).
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Enfin, il a été montré qu’a la suite d’un traitement avec la Quarfloxine, la nucléoline en se
retrouvant dans le nucléoplasme interagit et stabilise le G4 dans le promoteur de c-Myc et
conduit a une inhibition de I'expression de c-Myc (Gonzdlez et al., 2009). Tous ces
mécanismes d’action participent a l'efficacité anti-cancéreuse de la Quarfloxine. Cette
molécule est d’ailleurs la premiére et la seule parmi la classe de molécules qui stabilisent les
structures G4 a étre entrée en essais clinique. Elle est parvenue jusqu’en phase Il pour le
traitement de tumeurs neuroendocrine/carcinoide, mais a été abandonnée a cause de

probléemes de biodisponibilité (Balasubramanian et al., 2011).

Les études computationnelles ont révélé I'existence de PG4 en particulier dans les régions
5’-UTR des ARNm. De plus, I'utilisation d’anticorps anti-G4 (Biffi et al., 2014), ou de certains
LG4 fluorescents (Cogoi et al., 2013; Hampel et al., 2013) ont montré un marquage nucléaire
mais aussi extra-nucléaire, suggérant donc que des structures G4 peuvent effectivement se
former dans des acides nucléiques cytoplasmiques tels que les ARNm. Il a notamment été
montré que ’ARNm de certains oncogenes tels que KRAS ou BCL-2, présentent un PG4 dans
leur 5’-UTR qui est capable de former une structure G4 in vitro (Faudale et al., 2012; Shahid
et al., 2010). En particulier, la stabilisation de la structure G4 de KRAS par le LG4 TMPyP4-

C14 conduit a une inhibition de la traduction de cet ARNm (Faudale et al., 2012).

De plus, de récentes études proposent que les structures G4 pourraient également se former
dans les mitochondries. En effet, des études de bioinformatique ont identifié des séquences
PG4 dans le génome mitochondrial (Bedrat et al., 2016). La formation de ces structures dans
I’ADN mitochondrial pourrait jouer un role dans la réplication et la stabilité du génome
mitochondrial (Bharti et al., 2014; Wanrooij et al., 2010).

Le ciblage de ces structures G4 de I’ADN mitochondriale semble intéressant en thérapie anti-
cancéreuse puisqu’il a été montré qu'un LG4 fluorescent, le BMVC, se localise
préférentiellement dans les mitochondries des cellules cancéreuses et induit la mort de ces
cellules en supprimant I'expression des genes mitochondriaux. De plus, les auteurs ont
montré que la sélectivité vis-a-vis des cellules normales est basée sur le fait que dans les
cellules normales le BMVC se localise plutot au niveau lysosomal, et constitue un mécanisme
de résistance puisque le BMVC ne peut alors pas cibler les G4 mitochondriaux (Huang et al.,

2015; Kang et al., 2013).
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Objectifs de la These

Le traitement des cancers par la chimiothérapie est en général limité par la toxicité et la mise
en place de mécanismes de résistance par les cellules cancéreuses. De nombreuses études
soulignent le besoin de nouveaux composés qui agissent via des modes d’action différents
ou complémentaires de ceux des chimiothérapies actuelles.

L'ensemble des études réalisées sur les LG4 montrent un potentiel intéressant pour
atteindre de nombreuses cibles oncogéniques, une capacité a induire la sénescence et la
mort cellulaire, et une sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses. Ces données suggerent
donc que les LG4 sont d’un intérét particulier pour le développement en thérapie anti-
cancéreuse. De nombreux LG4 ont déja été synthétisés et de nombreuses études restent
encore a mener sur ces molécules afin de comprendre leurs mécanismes d’action et de

pouvoir exploiter au mieux leurs effets anti-cancéreux.

Nous avons travaillé sur le ligand G-quadruplexe 20A, correspondant au composé n°3 de
I'article suivant (Smith et al., 2011). Parmi la série de LG4 qui a été synthétisée dans cette
étude, le 20A a été sélectionné pour sa capacité importante a stabiliser les structures d’ADN
G-quadruplexe in vitro. Il présente aussi I'avantage d’avoir une bonne affinité et sélectivité
pour ces structures par rapport a des duplexes d’ADN. Le 20A présente également une des
ICso les plus faibles sur la lignée de cellules cancéreuses Hela par rapport aux autres
composés, et dans des délais courts (24h de traitement), suggérant que les effets du 20A ne
font pas intervenir d’effets au niveau des télomeéres et de la télomérase.

De plus, des résultats non publiés de travaux réalisés dans le laboratoire du Dr Jean-Louis
Mergny ont étudié la sensibilité de cellules transformées par rapport a des cellules non
transformées de différents LG4 (dont la pyridostatine, Braco-19 ou le 360A). Cette étude a
révélé que le 20A est I'un des LG4 auquel les cellules transformées sont les plus sensibles,
avec une ICsq 4 fois plus importante que pour les cellules non transformées.

L'ensemble de ces résultats préliminaires suggéraient donc que le 20A serait un LG4
intéressant pour des études plus poussées, qui permettraient de comprendre ses

mécanismes d’action et d’évaluer son potentiel thérapeutique anti-cancéreux.
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Ainsi, les objectifs généraux de ma thése ont consisté a :

- Etudier les réponses cellulaires associées a la perte de viabilité rapide des cellules
cancéreuses en réponse a 24h de traitement au 20A, a des doses non |étales pour les
cellules normales (celle-ci étant supérieure a 10uM)

- Evaluer les conditions dans lesquelles le 20A serait le plus efficace afin de déterminer

les contextes cancéreux qui seraient les plus sensibles au 20A

Nous avons donc évalué la sénescence et I'apoptose, qui sont des réponses cellulaires
responsables de la perte de viabilité en réponse a des agents anti-cancéreux. Afin d’orienter
nos études moléculaires pour la compréhension des mécanismes impliqués dans ces
réponses, nous avons réalisé des études de transcriptomique et de protéomique qui nous
ont permis d’identifier qu’en réponse au 20A, les cellules présentent une augmentation de
I’expression de génes impliqués dans les voies de réponse des dommages a I’ADN, ainsi que
des voies de signalisation des fonctions lysosomales (en particulier de I'autophagie).
Au cours des expériences que nous avons réalisées, nous avons également remarqué deux
caractéristiques frappantes qui sont d’'une part que le 20A est fluorescent et se retrouve
localisé au niveau des lysosomes, et que les cellules traitées au 20A présentent une
proportion importante de cellules a double noyaux.
Nous avons alors définis trois objectifs spécifiques :
- Vérifier I'activation des voies de DDR et de I'autophagie, et déterminer leur role dans
et la sénescence et la mort cellulaire induite par le 20A.
- Déterminer les conséquences de la localisation lysosomale du 20A dans les réponses
cellulaires au 20A.
- Etudier les mécanismes de formation des cellules binucléées et leur réle dans la

réponse au traitement par le 20A

La partie résultat de ce manuscrit est donc séparée en trois sous-parties afin de présenter
chacun de ces objectifs. Ce travail a fait I'objet d’'un premier article qui a été soumis au
journal Nucleic Acid Research et est en cours de révision actuellement. Un second article est
en cours de préparation et nécessite quelques expériences supplémentaires avant
soumission. Enfin, la troisieme partie des résultats est présentée sous forme de résultats

complémentaires.
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Matériels et méthodes

La partie « Matériels et méthodes » relative aux deux premiers articles est présentée dans
chaque article respectif (des pages 148 a 154 pour I'article n°1 ; 188 a 193 pour 'article n°2).
Suite a la réponse des referees concernant le premier article, de nombreuses études
supplémentaires ont été demandées. Trois de ces expériences seront présentées dans ce
manuscrit, et les matériels et méthodes concernant ces expériences sont indiqués en 1) de
cette partie.

Les « Matériels et méthodes » relatifs aux résultats complémentaires de la partie n°3 sont

présentés en Il) de cette partie.

) Matériels et méthodes supplémentaires (article n°1)

A. Immunohistochemistry for apoptosis and senescence

assessment on paraffin embedded tumor bloc

At the day of the sacrifice, tumor blocks were fixed in 4% formol and paraffin embedded for
hematoxylin-eosin-saffron staining and immunohistochemical labeling of apoptosis marker
Cleaved-Caspase3, or the Sudan-Black-B (senescence marker that stain for lipofuscin) as
described in (Evangelou and Gorgoulis, 2017). High-quality images were made with slide
scanner Nanozoomer (Hamamatsu) in the Bordeaux Imaging Center. Tumor morphology and

immunohistochemical staining were analyzed by a pathologist.

B. Meta-TIF assay

The meta-TIF assay for detection of telomere-induced foci (TIF) in metaphase spreads was
performed as described (Cesare et al., 2009).

Metaphases were prepared by centrifugation (Cytospin, 1500 rpm, 10 min, medium
acceleration) after a 7-minute hypotonic shock in 0.8% sodium citrate solution at room
temperature. Slides were immediately fixed with 3.7% formaldehyde in PBS, rinsed twice in
double-distilled water, permeabilized in Solution KCM (10 mM Tris pH7.5, 120 mM KCl, 20
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mM NaCl, 0.1% triton-X-100) and in PBS at 4°C. For the immunofluorescence (IF), slides were
treated with RNase A (0.1 mg/ml) in ABDIL buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 2% BSA,
0.1 % Triton X-100) for 15 min at 37°C, incubated with mouse anti-y-H2AX antibody
(Millipore, 1:500), followed by the goat anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen). All antibody
incubation steps were performed in a humid incubator at 37°C for 45 min with antibodies
diluted in the ABDIL buffer, followed by 3 x 2 min washes in PBST (0.1 % Tween-20 in PBS).
For subsequent FISH experiments, IF slides were fixed with 3.7% formaldehyde in PBS for 10
minutes, rinsed once in PBS and dehydrated in 70%, 80%, 90% and 100% ethanol series. FISH
with Cy3-0-0O-(CCCTAA); PNA probe (TelC, Panagene) was performed. 80 pl of a
hybridization mix containing 10 nM TelC probe in 70% formamide, 10 mM Tris pH 7.4, and
1% blocking reagent (Roche, 11096176001) was applied to each slide. Slides were co-
denatured in the presence of the probe by heating to 80°C for 3 min. Slides were washed 2 x
5 min in Wash A (70% formamide, 10 mM Tris pH7.5) and 2 x 5 min in Wash B (50 mM Tris
pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.8% Tween-20) prior to mounting in Vectashield (Vector, H-1000)
supplemented with 0.01 mg/ml of DAPI. Images were acquired using the Nikon MULTIZOOM

AZ100M microscope at the Nikon Imaging Center, Institut Curie.

C. Supplemental reagent (P-Chk2 and Chk2 antibodies)

The antibodies P-Chk2 (Thr68) (#2197) and Chk2 (#2662) were purchased from Cell Signaling

Technology and used for Western Blot analysis.

) Matériels et méthodes complémentaires (partie n°3)

A. Culture cellulaire

La lignée cellulaire de cancer du col de l'utérus Hela a été achetée a ’ATCC (American Type
Culture Collection). Les lignées de cellules Hela déficientes pour l'autophagie (sous-
exprimant ATG5 et ATG7) ont été générées comme décrit dans la section « Matériels et
méthodes » du premier article (page 152). La lignée de cellules HelLa exprimant le marqueur
nucléaire fluorescent H2B-mCherry, la lignée d’adénocarcinome de poumon A549, et la
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lignée de cellules A549 exprimant le rapporteur FUCCI (Fluorescence Ubiquitination based
Cell Cycle Indicator) nous ont été gracieusement données par les laboratoires du Dr. Anne
Royou (IECB, Pessac, France), du Dr. Jean-Francois Riou (MNHN, Paris, France) et du Dr.

Baharia Mograbi (IRCAN, Nice, France) respectivement.

Les lignées de cellules Hela se cultivent en milieu RPMI 1640, additionné de 2mM de
glutamine (Gibco-Life technologies), alors que les lignées de cellules A549 se cultivent en
DMEM. Chaque milieu de culture est supplémenté de 10% de sérum de veau feetal,
100unités/ml de pénicilline, et 100ug/ml de streptomycine. Toutes les lignées sont cultivées
a 37°C dans un incubateur humide a 5% de CO,. Les cellules sont passées tous les deux a

trois jours afin d’obtenir une croissance exponentielle.

B. Réactifs

Les antioxydants Butylhydroxyanisole (BHA, #B1212000), N-Acétyle-L-Cystéine (NAC,
#A8199) ont été acheté chez Sigma-Aldrich.

Le Hoechst 33258 (#14530), lodure de propidium (#P4864), Chloroquine diphosphate
(#C6628), RNaseA (#R4642), thymidine (#T9250) ont été achetés chez Sigma-Aldrich.

Les sondes Tetramethylrhodamine methylester, TMRM (T-668) et Dichlorohydrofluorescéine

2’,7' (H2DCFDA) ont été achetées chez Molecular Probes.

Les anticorps contre les protéines suivantes ont été utilisés : p21 Waf1/CIP1 (12D1) (#2947),
de Cell Signaling Technology, Inc; B-Actin (#NB600-501) de Novus Biologicals ; RhoA (#sc-
418) de santa-cruz ; a-Tubuline (#T9026) de Sigma.

Les anticorps secondaires suivants ont été utilisés : anti-lapin et anti-souris conjugués a la
HRP (#111-035-003; et #115-035-174 respectivement) de Jackson ImmunoResearch ; et

anti-souris conjugué au fluorophore Alexa488 (#A11001) de chez Invitrogen.

Le 20A a été synthétisé comme précédemment décrit (Smith, OBC, 2011).
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C. Marquage et comptage des cellules a doubles noyaux

Les cellules Hela sont ensemencées a 40 000 cellules par puits en plaque 12 puits et traitées
le lendemain selon les conditions expérimentales.

Apres 24h d’incubation avec les agents de traitement, les cellules sont lavées en PBS et
fixées avec 4% de paraformaldéhyde (vol/vol) pendant 10min a température ambiante. Puis
les noyaux sont marqués avec 2ug/ml de Hoechst 33258 pendant 15min.

L'acquisition des images est ensuite réalisée avec un microscope a épifluorescence Leica
DMi8, équipé d’'un objectif x20 (NA 0.40), d’'une caméra digitale CMOS (Hamamatsu
photonics) et de blocs filtre pour la détection de la fluorescence du Hoechst 33258 (exc :
325-375nm / em : 435-485nm) et du contraste de phase. Cing images sont acquises dans
chaque condition, puis un comptage manuel est réalisé grace au logiciel Imagel et au module
de quantification des cellules afin de déterminer le nombre de cellules a double noyaux et le

nombre de cellules totales.

D. Analyse du contenu en ADN

Les cellules HelLa sont ensemencées a 80 000 cellules par puits en plaque 6 puits et traitées
le lendemain selon les conditions expérimentales.

Aprés 24h d’incubation avec les agents de traitement, les cellules sont lavées avec du PBS
froid, trypsinées et culotées a 1800rpm pendant 5min a 4°C. Le culot est lavé une fois avec
du PBS, puis resuspendu dans 1ml d’éthanol 70% glacé et incubés toute la nuit a -20°C. Aprés
centrifugation et lavage en PBS a 850g pendant 5min a 4°C, les culots sont resuspendus dans
200ul de PBS contenant 50ug/ml d’lodure de propidium (P4864, Sigma-Aldrich), 500ug/ml
de RNaseA (R4642, Sigma-Aldrich) et 0.1% de NP40.

Les cellules sont incubées pendant 30min) 37°C et analysées par cytométrie en flux

(FACSCalibur, Becton Dickinson) dans le canal FL2 (exc : 488nm / em : 564-606nm).
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E. Analyses d’'immunofluorescence

Les cellules Hela sont ensemencées sur lamelle de verre a 40 000 cellules par puits dans des
plagues 12 puits. Le lendemain, les cellules sont synchronisées avec 2mM de thymidine
pendant 20h, puis lavées trois fois dans du milieu pré-chauffé a 37°C et traitées selon les

conditions expérimentales pendant 11h.

Les cellules sont lavées une fois en PBS et fixées pendant 3min dans du méthanol 100% a
-20°C ou pendant 15min dans 10% d’acide trichloroacétique (TCA, pour trichloro acetic acid)
froid dilué en PBS pour les marquages de la tubuline et de RhoA respectivement. La fixation
des cellules avec 10% de TCA est une méthode validée pour la préservation des formes de
RhoA liées au membranes et actives (Yonemura et al., 2004).

Les cellules sont perméabilisée avec du Triton X-100 a 0.5% ou 0.3% pendant 5min pour les
marquages de la tubuline et de RhoA respectivement. Les cellules sont ensuite bloquées
pendant 30min avec du PBS contenant 0.2% de gélatine (m/vol).

Puis les cellules sont incubées avec I'anticorps primaire toute la nuit a 4°C. Apres trois
lavages, les cellules sont incubées avec I'anticorps secondaire anti-souris couplé au
fluorophore Alexa488 pendant 1h a température ambiante dans une piece noire.

Les cellules sont ensuite marquées avec 2ug/ml de Hoechst 33258 pendant 10min. Aprés
deux lavages en PBS, les lamelles de verre sont montées sur une lame avec le Fluoromount G

et laisse a sécher pendant toute la nuit a 4°C.

Les images sont acquises sur un microscope confocal Zeiss LSM510 Meta (Zeiss, Gottingen,
Germany) avec un objectif a immersion a huile Apoplan x63 (NA 0.75), ou un microscope a
épifluorescence Leica DMi8 avec un objectif sec x63x (NA 0.70) équipé d’'une caméra digitale
CMOS (Hamamatsu photonics) et de blocs filtre pour la détection du contraste de phase, de
la fluorescence du Hoechst 33258 (exc : 325-375nm / em : 435-485nm) et de I’Alex488 (exc :
460-500nm / em : 512-542nm).

Des z-stack sont réalisées avec 0.6um d’intervalle entre chaque stack, et I'image représentée
correspond a une projection en z du maximum d’intensité de fluorescence. Des expositions

identiques ont été réalisées entre les différentes conditions d’'une méme expérience afin que
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les intensités de fluorescence soient comparables. Les images sont ensuite traitées via le

logiciel Imagel.

F. Expérience de transfection avec le plasmide EGFP-AuroraB

Le vecteur d’expression de la protéine AuroraB couplée a la EGFP (pEGFP-C14 codant pour
EGFP-hAurB) a été construit par Damien Goutte-Gattat (numéro d’accession ROY_000003) et
généreusement donné par le laboratoire du Dr. Anne Royou (IECB, Pessac, France).

Les cellules HeLa H2B-mCherry sont ensemencée a 40 000 cellules par puits en plaque 12
puits et transfectées avec 0.5ug de plasmide en utilisant I'agent de transfection FUGENE
(#E231A, Promega) selon un ratio ADN : FUGENE de 1 : 3, et selon les recommandations du
fabricant.

Aprés 24h de transfection, les cellules sont sélectionnées pendant 5 jours avec 1.2mg/ml de
G418. Apres la sélection, le G418 est maintenu a 0.4mg/ml dans le milieu de culture pour

I’entretien des cellules, et retiré du milieu pour la réalisation des expériences.

G. Expériences de vidéomicroscopie

1. Etude du succeés de la mitose et de la localisation d’AuroraB

Pour réaliser des expériences de vidéomicroscopie sur cellule vivante, les cellules HelLa H2B-
mCherry WT ou surexprimant la protéine EGFP-AuroraB sont ensemencées a 40 000 cellules
par puits en plaque 12 puits. Le lendemain, les cellules sont synchronisées avec 2mM de
thymidine pendant 20h. Apres trois lavages dans du milieu chaud, les cellules sont relachées
dans un milieu contenant les traitements appropriés selon les conditions expérimentales.

Apres 9h de relache, les cellules sont placées dans une chambre a C0O, a 5% sur la platine du
microscope a épifluorescence Leica DMi8 et dans un incubateur a 37°C. 3 positions par
condition sont enregistrées dans le module « Multiposition » du microscope. Ce microscope

est équipé d’'un objectif sec x20 (NA 0.40), d’'une caméra digitale CMOS (Hamamatsu
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photonics), et de blocs filtre pour la détection du contraste de phase, de la fluorescence de
I'EGFP (exc : 460-500nm / em : 512-542nm) et du mCherry (exc : 541-551nm / em : 565-
605nm). Les images sont acquises toutes les 15min pendant 4h.

Le traitement des images est réalisé avec Imagel, les informations recueillies sont
notamment le succés de la mitose (pour les cellules HeLa H2B-mCherry WT) et la localisation

d’AuroraB (pour les cellules HeLa H2B-mCherry surexprimant la protéine EGFP-AuroraB).

2. Analyse du cycle cellulaire avec les cellules A549 FUCCI

Ce rapporteur FUCCI constitue un systéeme basé sur des protéines fluorescentes couplées a
des protéines régulatrices du cycle cellulaire qui sont dégradées par le protéasome en
fonction des différentes phases du cycle. Les cellules que nous utilisons présentent la
protéine RFP-Ctd1l (chromatin licensing and DNA replication factor 1) qui sert de marqueur

de la phase G1, ainsi que la protéine GFP-Geminin comme marqueur des phases S et G2.

Les cellules A549 FUCCI sont ensemencées a 5 000 cellules par puits en plaque 96 puits et
traitées selon différentes conditions expérimentales juste avant le début de I'acquisition. Les
cellules sont placées dans une chambre a CO, a 5% sur la platine du microscope a
épifluorescence Leica DMi8 et dans un incubateur a 37°C. 2 positions par condition sont
enregistrées dans le module « Multiposition » du microscope.

Les images sont acquises toutes les 30min pendant 48h a travers un objectif sec x20 (NA
0.40), de blocs filtre pour la détection du contraste de phase, de la fluorescence de 'EGFP
(exc : 460-500nm / em : 512-542nm) et du mCherry (exc : 541-551nm / em : 565-605nm), et
d’une caméra digitale CMOS (Hamamatsu photonics).

Le traitement des images est réalisé avec Imagel, les cellules sont suivies individuellement
afin de reporter a phase du cycle cellulaire de la cellule considérée a chaque temps de
I'acquisition et de réaliser un pédigrée cellulaire. Les données recueillies nous permettent
d’évaluer pour chaque cellule le temps total passé dans les phases G1 et G2 du cycle
cellulaire ainsi que le nombre maximal de mitoses réalisées au cours des 48h. Nous évaluons
également la répartition des cellules mononucléées ou binucléées selon les caractéristiques

d’arrét « apparent » en phase G1, et de mortalité.
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Le temps total passé en phase G1 et G2 et le nombre maximal de mitose qui est réalisé au
cours des 48h d’acquisition sont analysés uniquement sur les cellules qui sont vivantes a la
fin de I'enregistrement. Les valeurs affectées a une cellule correspondent a la moyenne des
valeurs obtenues au sein d’un lignage cellulaire (pour chaque cellule fille issue de la cellule

suivie initialement).

L'arrét « apparent » en phase G1 est déterminé uniquement sur les cellules vivantes a la fin
de 'acquisition, de la fagon suivante. Nous avons estimé le temps du déroulement d’un cycle
cellulaire normal des cellules A549 FUCCI en condition contréle (correspondant au temps
entre deux mitoses successives) et avons trouvé qu’il était en moyenne de 15h. Ainsi, pour
I'analyse de I'arrét « apparent » en G1 nous avons exclu les cellules qui réalisaient leur
premiére mitose tardivement, c’est-a-dire au moins 15h avant la fin de I'enregistrement.
Puis les cellules sont considérées comme « arrétées » en G1 quand elles expriment le
marqueur de la phase G1 depuis leur derniere mitose jusqu’a la fin de I'acquisition. Dés lors

gu’une cellule exprime le marqueur de la phase G2 elle est considérée comme en cycle.

La mort cellulaire est estimée sur 'ensemble de la population cellulaire et proclamée quand
la cellule a perdu ses adhérences, sa réfringence et sa fluorescence. Le phénotype

mononucléé ou binucléé de la cellule avant la mort est alors indiqué.

H. Evaluation de la perte du potentiel transmembranaire

mitochondrial

Au cours de I'apoptose, la rupture de la membrane mitochondriale entraine une chute du
potentiel transmembranaire mitochondrial (AWm). Cette chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial peut étre analysée grace a des sondes mitochondriales
telles que le tétraméthyle rhodamine méthyle ester perchlorate (TMRM). Cette sonde se
localise au niveau des mitochondries saines ou elle devient fluorescente. Lorsque la cellule
entre en apoptose, la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial conduit a une

perte de la fluorescence du TMRM. Ainsi nous analysons le pourcentage de cellules non
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fluorescentes qui correspond au pourcentage de cellules non viables et qui ont initié

I’'apoptose.

Les cellules Hela sont ensemencées a 40 000 cellules par puits en plaque 12 puits. Le
lendemain, les cellules sont traitées selon les conditions expérimentales pendant 24h. Les
cellules sont lavées en PBS, trypsinées et centrifugées a 1800 rpm pendant 5min. Le culot
cellulaire est resuspendu dans 100ul de PBS contenant 200nM de TMRM et 200uM de
vérapamil pendant 30min a 37°C. Les cellules sont ensuite analysées par cytométrie en flux

(FACSCalibur, Becton Dickinson) dans le canal FL2 (exc : 488nm / em : 564-606nm).

I. Evaluation de la production de ROS

La production de ROS peut étre évaluée par des sondes sensibles a I'oxydation, dont les
propriétés de fluorescence sont modifiées en présence d’especes réactives de |'oxygene. En
particulier, la sonde Dichlorohydrofluorescéine 2’,7° (H2DCFDA) est perméable aux
membranes, clivées par des estérases cellulaires et devient fluorescente en condition
d’oxydation dans le milieu intracellulaire. Ainsi, une augmentation de l'intensité de
fluorescence de cette sonde traduit une augmentation de la production de ROS, qui peut
étre observée par cytométrie en flux, et quantifiée par mesure de la médiane d’intensité de

fluorescence de la population cellulaire.

Les cellules Hela sont ensemencées a 40 000 cellules par puits en plaque 12 puits. Le
lendemain, les cellules sont traitées selon les conditions expérimentales. 15min avant la fin
du traitement, les cellules sont incubées avec 10uM de la sonde H2DCFDA a 37°C dans un
incubateur a 5% de CO,. Les cellules sont ensuite lavées en PBS, trypsinées et centrifugées a
1500 rpm pendant 5min. Le culot cellulaire est resuspendu dans 200ul de PBS et analysé par
cytométrie en flux (FACSCalibur, Becton Dickinson) dans le canal FL1 (exc : 488nm / em :

515-545nm).
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J. Western blot

Les extraits cellulaires sont préparés dans du Tris 10mM, pH 7.4, 1% SDS, 1mM de sodium
vanadate, 2mM de PMSF (93482, Sigma-Aldrich), 1% de Protease Inhibitor Cocktail (P8849,
Sigma-Aldrich), et 1% de Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (1862495, Thermo Fisher
Scientific) et traités avec la Benzonase Endonuclease (71205, Merck Millipore) pendant 5min
a température ambiante.

Les extraits cellulaires sont alors chauffés a 95°C pendant 5min, puis 30 a 50ug d’extraits
cellulaires sont soumis a une électrophorese SDS-PAGE en utilisant un tampon Tris/glycine
basé sur la méthode de Laemmli. Aprés I"électrophoreése, les protéines sont transférées sur
une membrane de nitrocellulose (10600003 Amersham Protrant Premium 0.45 NC, GE
Healthcare Life Sciences).

Les membranes sont incubées avec I'anticorps primaire selon les instructions du producteur,
suivi de I'anticorps secondaire couplé a la HRP appropriée. Le témoin de charge utilisé est
I'actine. Les protéines sont visualisées par un détecteur de chémiluminescence équipé d’'une
caméra (FUSION FX7, Fisher Bioblock Scientific) en utilisant le systeme de détection

enhanced chemiluminescence (ECL).

K. Etude de la sénescence (évaluation de I'activité de la SA-B-gal)

Au cours de I'établissement de la sénescence, les cellules surexpriment I’'enzyme lysosomale
B-galactosidase qui fonctionne normalement a pH acide (inférieur a 5) (Kurz et al., 2000). Or,
cette augmentation de I'expression de I'enzyme conduit a une augmentation de son activité
qui peut alors étre détectée a un pH sub-optimal (pH 6), et est appelée senescence-
associated B-galactosidase (SA-B-gal) (Dimri et al., 1995). Ainsi, |'établissement de la
sénescence est évalué par une augmentation de I'activité de cette enzyme a pH 6 selon un
test utilisant le composé X-gal comme substrat de cette enzyme. En effet, aprés un clivage
du X-gal (incolore) par la SA-B-gal, le composé X est oxydé en un composé bleu insoluble

dans 'eau qui précipite et permet une détection facile de I'activité de cette enzyme.
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Les cellules Hela sont ensemencées a 40 000 cellules par puits en plaque 12 puits. Le
lendemain, les cellules sont traitées selon les conditions expérimentales pendant 24h. Puis
les cellules sont marquées pour l'activité de la SA-B-galactosidase grace au kit de Cell
Signaling Technology (#9860, Cell Signaling Technology, Inc) selon les instructions du
fabricant.

Dix images par condition sont acquises grace a un microscope de paillasse CKX41 Olympus
objectif x20. Le pourcentage de cellules positives pour l'activité de la SA-B-gal est alors
évalué grace au logiciel Imagel. Pour l'analyse, un seuil de coloration est établis afin
d’obtenir environ 10% de cellules positives pour I'activité de la SA-B-gal dans la condition

contrlle, puis ces paramétres sont appliqués a toutes les images.

L. Analyses statistiques

Chaque expérience a été réalisée au moins deux fois. Les résultats de celles qui ont pu étre
réalisées au moins trois fois sont exprimés comme valeur moyenne * |'écart-type. Les
analyses statistiques sont réalisées selon le test Mann-Whitney non apparié. Un test
statistique donnant une p-value < 0.05 est considéré comme statistiquement significatif. Le

logiciel utilisé pour réaliser les analyses statistiques est GraphPad PRISM.
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Résultats : Partie | (Article n°1)

I) Evaluation de lI'implication de la voie de réponse des

dommages a I’ADN et de l'autophagie dans la

sénescence et la mort cellulaire en réponse au 20A

Article 1: Modulation of the ATM/autophagy pathway by a G-
quadruplex ligand tips the balance between senescence and

apoptosis in cancer cells

1. Contexte

Les LG4 présentent en théorie de nombreux avantages pour une utilisation en thérapie anti-
cancéreuse. De nombreux LG4 ont déja été décrits, mais peu de ces molécules ont montré
de véritables avantages thérapeutiques qui soient d’un intérét pour la clinique. En effet, seul
un de ces composés (la Quarfloxine) a été testé au cours d’essais clinique (Balasubramanian

et al.,, 2011).

Le 20A est un LG4 de la famille des triarylpyridines, il a été synthétisé récemment par le
laboratoire du Dr Jean-Louis Mergny et identifié comme un potentiel agent anti-cancéreux
qui présente des propriétés de stabilisation spécifiques de structures G4 in vitro. De plus, des
cellules transformées se sont révélées plus sensibles au 20A que des cellules normales.

Ainsi le but de cette étude est de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui
influencent la perte de viabilité des cellules cancéreuses en réponse au traitement par le

20A.

Nous avons pour cela réalisé des études de la sénescence et de la mort cellulaire par
apoptose qui sont des réponses assez classiquement retrouvées en réponse a des LG4 et qui
permettent d’expliquer et perte de viabilité cellulaire. Nous avons également évalué le
potentiel thérapeutique de ce composé par une étude réalisée in vivo, sur des greffes sous-

cutanées de cellules cancéreuses.
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Nous avons réalisé des études de transcriptomique et de protéomique afin de vérifier d’une
part que le 20A possede des effets de stabilisation des structures G4 in cellulo, grace a
I’évaluation de I'expression différentielle de génes qui présentent des séquences PG4 dans
leur régions régulatrices. D’autre part, ces études nous ont permis d’identifier des voies de
signalisation activées par le 20A dans les cellules cancéreuses.

Enfin, parmi les nombreuses voies de signalisation qui semblent étre modulées par le 20A
nous avons validé I'activation de deux de ces voies de signalisation : la voie de réponses des
dommages a ’ADN (DDR) ainsi que celle de I'autophagie. Nous avons ensuite évalué leur

implication dans la sénescence et la mort cellulaire induite par un traitement au 20A.

Toutes les informations données supplémentaires de cet article sont présentées en Annexes

n°1 (pages 282 a 292).
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Abstract

G-quadruplex ligands exert their anti-proliferative effects through telomere-dependent
and telomere-independent mechanisms, but the inter-relationships among
autophagy, cell growth arrest, and cell death induced by these ligands remains
largely unexplored. Here, we demonstrated that the G-quadruplex ligand 20A, a
2,4,6-triarylpyridine derivative causes cancer cell growth arrest through induction of
senescence and apoptosis through a p53-independent mechanism. The compound
also inhibited tumor growth in a mouse cancer model. Transcriptomic and proteomic
analysis revealed a significant functional enrichment of biological pathways related to
growth arrest, DNA damage response and lysosomal pathways upon 20A treatment.
Specifically, we found that ATM and autophagy were activated upon 20A treatment.
Genetic inhibition of ATM following 20A treatment inhibits both autophagy and
senescence and directed cells to apoptosis Moreover, loss of autophagy by deletion
of two essential autophagy genes ATG5 and ATG7 led to failure of CHK1 activation
and an increase in cell death triggered by 20A. Our results therefore identify the
activation of ATM by 20A as a critical player in the balance between senescence and
apoptosis, and autophagy as one of the key mediators of such regulation. Thus,
targeting the ATM/autophagy pathway might be a promising strategy to achieve the

maximal therapeutic effect of a G4-ligand.

Keywords: G-quadruplex ligand; autophagy; apoptosis; senescence; cancer, DNA

damage.
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Introduction

G-quadruplexes (G4) are non-canonical DNA or RNA structures found in guanine-
rich regions of the genome (1). G4 structures are formed by stacking of two or more
G-quartets and are further stabilized by monovalent cations. G4-prone motifs are
enriched in telomeres, promoters, and the first introns of genes (2). Evidence for G4
formation in cells comes from studies using DNA structure-specific antibodies, in vivo
NMR, and small compounds capable of selective binding to G4 and from analysis of
genomic instability (for a review: (3)). Compounds that bind to G4 are called G-
guadruplex ligands (G4L), and some exhibit exquisite selectivity for this unusual
structure (for a review: (4)). G4L were initially developed as telomerase inhibitors.
Some G4Ls have antiproliferative effects that are indeed associated with stabilization
of the telomeric G4 structures and telomere erosion (5, 6).

Evidence suggests that antiproliferative effects of certain G4Ls result from telomere-
independent mechanisms. For example, the majority of G4-antibody foci are actually
not found at telomeres (7), and a number of G4Ls alter the expression of genes,
such as the KRAS and c-MYC oncogenes, that contain G4 motifs in their promoters
(for a review on G4 in promoters: (8)). In addition, some G4Ls may act by targeting
RNA G-quadruplexes (for recent reviews on G4 RNA: (9, 10)). As a general
mechanism, G4Ls promote the DNA damage response (DDR) (11), which ultimately
leads to senescence, permanent growth arrest, or, when the damage is left
unrepaired, cell death (12). These properties make GA4Ls attractive for cancer
therapy. In addition, some GA4Ls are able to activate the p53/p21 pathway, which is
implicated in the regulation of DDR, senescence, and cell death (13, 14). It is not
clear, however, what determines whether cells undergo senescence or apoptosis in

response to a G4L.

A few G4Ls such as RHPS4 (14, 15), napthalene diimides (16), acridine derivatives
(6), and Emicoron (17) exhibit antitumor activity in animal models either alone or in
combination with other anticancer agents (for a review: (18)). Despite a flurry of
G4Ls described in the literature (for a recent review: (19)), only one, quarfloxin, has
been tested in a phase Il clinical trial, and none have progressed through the drug-
development pipeline. There is therefore an urgent need to identify G4Ls with better
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drug-like properties. The 2,4,6-triarylpyridines bind to G4-DNA with fair to excellent
selectivity (20). Among these derivatives, compound 20A (compound #3 in reference
(20)) has a good affinity and selectivity for G-quadruplexes, and the structure of the
G4-ligand complex was recently solved (21). Its ability to inhibit the proliferation of
HelLa cells (20) prompted us to study its mechanism of action in in vitro and in in vivo

cancer models.

Macroautophagy (often simply referred to autophagy) is a vesicular mechanism by
which cellular components are transported to the lysosome for degradation and
recycling (22). This process is orchestrated by autophagy-related (ATG) proteins and
is regulated through complex signaling pathways that converge mostly on the
AMPK/MTORC1 axis (22—-24). Autophagy serves as an adaptive mechanism allowing
cell viability in response to stress including those to which cancer cells are exposed
(e.g., hypoxia, environmental changes, DNA damage) (25). Autophagy also plays an
important function in cell homeostasis by inducing selective degradation of damaged
mitochondria, aggregated proteins, and specific signaling proteins (26). Autophagy is
now considered indispensable for development, cell survival, differentiation, and
immune responses Over the past decade, it has been established that autophagy
and cancer are interconnected (27)(28)(29). Notably, autophagy is activated in
response to a variety of anticancer agents (30). In most cases, the activation of
autophagy by anti-cancer therapies confers tumor protection that results in therapy
resistance. However, in response to some anti-cancer therapies, autophagy induces
immunogenic and non-immunogenic cell death or growth arrest (30—33). Upon DNA
damage, autophagy modulates the DDR through regulation of cell cycle checkpoints,
induction of apoptotic cell death, and the activation of the DNA repair machinery (34,
35).

A few studies have examined the regulation and the role of autophagy in response to
G4 ligands (13, 36, 37). In patrticular, the inter-relationship between autophagy, cell
growth arrest, and cell death induced by these ligands is largely unexplored. Using
transcriptomic and proteomic approaches, we investigated the molecular connections
between DDR and autophagy and explored how these regulatory mechanisms
influence cell fate choice between senescence and apoptosis in response to the 20A
G4 ligand.
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Results

20A exhibits anti-proliferative effects against cancer cells through induction of
senescence and apoptosis

20A inhibits the viability of HelLa cells in a dose-dependent manner with a half
maximal inhibitory concentration (ICsp) of 6.5 uM after 24 h of treatment (Figure 1A).
20A treatment compromises cell division as demonstrated by the delay of
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) dye dilution, which occurs due to cell
division (38), as compared to untreated cells (Figure 1B).

To determine if effects on p53 status or activity influence the loss in cell viability
caused by 20A treatment, we used the Saos-2 osteosarcoma cell line. These cells
have no endogenous p53 but contain a doxycycline-inducible p53 transgene (39). As
illustrated in Figure 1C, both Saos-2 control (-Dox) and induced to express p53"
(+Dox) cells were equally sensitive to 20A as shown by nearly superimposable
survival curves (ICsp values of 3.3 uM and 3.2 uM, respectively). This experiment
demonstrated that the anti-proliferative effect of 20A is independent of the p53 status

of cells.

To explore the mechanisms responsible for the anti-proliferative action of 20A, we
further examined senescence and apoptotic cell death, two well-defined processes
involved in cell growth arrest and programmed cell death, respectively. Senescence
was evaluated by using Senescence Associated -galalactosidase assay (SA-B-gal).
A 24h treatment with 20A resulted in a three-fold increase in the percentage of cells
stained for B-galactosidase (Figure 1D), suggesting that 20A induces senescence.
We therefore measured levels of p21 and p27, proteins involved in cellular
senescence. As shown in Figure 1D, 20A treatment caused a significant time-

dependent up-regulation of both p21 and p27 proteins in HeLa cells.

Treatment of cells with 20A also induced activation of apoptosis as evidenced by loss
of the mitochondrial transmembrane potential as well as the appearance of cleaved
forms of Casp3 and PARP1 (Figure 1E). Accordingly, in cells treated with QVD-OPAh,
an inhibitor of caspases, cell death induced by 20A was reduced (data not shown). It

is worth noting that 20A treatment also led to senescence and apoptosis in the lung
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carcinoma A549 cells, which express p53, as well as Saos-2 cells with and without

induction of p53 expression (Supplementary Figure S1). Together, these results

demonstrate that 20A treatment causes a loss of cell viability by inducing senescence

and caspase-driven apoptotic cell death in a p53-independent manner.
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Figure 1. 20A treatment results in cancer cell growth arrest through the

induction of senescence and apoptosis (see legend on the next page).
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Figure 1 (legend): 20A treatment results in cancer cell growth arrest through

the induction of senescence and apoptosis.

A) Viability of HeLa cells after a 24 h exposure to 20A concentrations ranging from 1 to 10
MM. Plotted are means + SD of three independent experiments, each performed in
guadruplicate.

B) Hela cells were labeled with 1 uM CFSE (day 0) and then treated with 6 uM 20A. Flow
cytometry analysis of the CFSE fluorescence intensity (FI) was monitored on indicated days.
Left, representative flow cytometry traces in which the red histogram corresponds to the day
of cell staining (day 0). Control cells were mock treated. Right, results expressed as median
fluorescence intensity (MFI) normalized to that obtained from day zero. Plotted are means +
SD of six values obtained from two independent experiments, each performed in triplicate. **
p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.

C) Saos-2 cells were grown in the presence or absence of 0.5 pug/ml doxycycline (Dox) for 6
h and then treated for 24 h with the indicated concentration of 20A. Plotted are means + SD
of three independent experiments, each performed in quadruplicate. Inset represents
western blot analysis of p53 expression levels in Saos-2 cells grown in the presence or
absence of 0.5 ug/ml doxycycline for 6 h; Actin B was detected as a loading control.

D) Hela cells were treated with 6 uM 20A for 24 h and then stained for p-galactosidase
activity to detect senescence. Top, representative images of cells stained for B-galactosidase
(scale bar = 50 um). Total cell number and total number of (3-galactosidase-positive cells
were scored to determine the percent senescent cells. Data are means + SD of four
independent experiments; at least 100 cells from 10 randomly chosen fields were counted in
each experiment. * p-value < 0.05 using Mann-Whitney test. Bottom, representative
immunoblot analysis of p21, p27, and Actin B levels in HelLa cells treated with 6 uM 20A for
the indicated time.

E) Apoptotic cell death evaluated after treatment of HelLa cells with the indicated
concentration of 20A for 24 h. Top, percentage of cells that have lost mitochondrial
transmembrane potential (Aym) plotted versus 20A concentration. Results are means + SD
of triplicate data obtained from one experiment. Bottom, immunoblot analysis of cleaved
forms of Casp3 and PARP1 in cells treated with the indicated concentrations of 20A; Actin

was detected as a loading control.
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20A displays antitumor effects in vivo

The significant anti-proliferative effect of 20A in HeLa cells prompted us to determine
whether this compound had anti-tumor properties in a mouse model of cancer. To
this end, Hela cells that stably express tdTomato, which encodes a red fluorescent
protein, were subcutaneously injected into the dorsal flank of NOD scid gamma
mice. Tumor growth was monitored by live imaging of the red fluorescence within the
xenografts. When the fluorescence intensity average within the tumors reached a
predetermined threshold value, peritumoral daily injections of 100 uL (5x per week)
of either DMSO (vehicle control) or 10 or 20 mg/kg 20A were given over a period of
12 days. Growth of xenografts in mice treated with 20A was significantly reduced
when compared to the DMSO-treated group 7 days after treatment as evidenced by
tdTomato fluorescence analysis of the xenografts (Figure 2A). Tumor growth was
significantly reduced after 12 days treatment with both doses as evidenced in live
animal images (three representative animals out of ten mice are presented for each
group in Figure 2B). During the period of the treatment, the average weight of the
mice from the two 20A-treated groups did not differ significantly from that of the
control group, revealing low toxicity of 20A in this in vivo model (Supplementary
Figure S2A).

At the end of the treatment, the tumor characteristics were analyzed. Hematoxylin,
eosin, and saffron staining of DMSO-treated xenografts revealed the presence of
marked atypia and mitotic activity with scattered inflammatory cells (Figure 2C, left).
In contrast, 20A-treated tumor samples had a low density of malignant cells and
areas of necrosis, fibrosis, and adiponecrosis were observed (Figure 2C, right).
Immunohistochemistry labeling for the DNA replication marker Ki67 revealed that the
percentage of proliferating cells in 20A-treated tumor xenografts was reduced
compared to DMSO-treated tumors (Figure 2C). Taken together, these in vivo
results corroborate those obtained in vitro and confirm the anti-proliferative effects of

20A in cancer cells.
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Figure 2: 20A treatment compromises tumor growth in mice bearing HelLa

xenografts (see legend on the next page).
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Figure 2 (legend): 20A treatment compromises tumor growth in mice bearing
HelLa xenografts.

A) The tdTomato fluorescence within tumors was recorded in HeLa xenografts in mice during
the treatment period with DMSO (control) or 10 or 20 mg/kg 20A per injection. Tumor growth
is plotted as means + SEM of the relative fluorescence intensity within the xenografts scored
on indicated days following tumor implantation from 10 mice per group. p-value **<0.01,;
***<0.001; ****<0.0001 with Mann-Whitney test, compared to DMSO-treated group.

B) For each treatment group, images of three representative mice at day 12 post treatment
initiation. The fluorescence intensity is presented as a rainbow scale with increasing intensity
from blue to red. The green circles represent areas used to measure total fluorescence
intensity.

C) Representative images of hematoxylin-eosin-saffron stained DMSO-treated and 20 mg/kg
20A-treated tumor sections performed at the end of the treatment period. Arrow indicates
tumor cells with necrosis and asterisk shows fibrosis and adiponecrosis.
Immunohistochemistry (IHC) analyses on paraffin-embedded tissue section of Ki67

expression were also performed on the tumor tissues.
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Molecular pathways activated upon treatment with 20A

To identify the biological pathways and signaling networks affected by 20A, we
investigated in HelLa cells its global effects on gene transcription and protein
expression levels. We first monitored changes in gene expression induced by 20A
using Agilent microarrays by comparison of transcriptomes of untreated and 20A-
treated HelLa cells. Interestingly, a good-correlation (R=0.68) was found between the
changes found after 6 and 16 h treatment of HelLa cells with 20A (Supplementary
Figure S3A). An even better correlation was observed at the proteome level (R =
0.81) than for the transcriptomics experiments between the changes after 6 and 16 h
of treatment with 20A relative to control cells (Supplementary Figure S3B). The
number of up-regulated genes was higher than the number of downregulated genes
(595 vs. 95 after 6 h of treatment; 317 vs. 184 after 16 h) as evidenced by the
volcano plots shown in Supplementary Figure S3C. An enrichment analysis
performed using the Broad Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) and the Molecular
Signatures Database (MSigDB) (40, 41) revealed that 20A induces a significant
enrichment in a number of biological pathways (Table 1; a complete list of genes up-
or down-regulated is provided as a Supplementary File 1 in excel format). Among
them were pathways involved in DNA damage (p53_PATHWAY), apoptosis
(APOPTOSIS), and lysosomal function (MTORC1_SIGNALING, PROTEIN_
SECRETION).

We then performed an additional enrichment analysis using the KEGG database
(42). As for GSEA and MSigDB analyses, we found a significant enrichment of
biological pathways related to the DNA damage (KEGG_MISMATCH_REPAIR, up-
regulated) and cell growth (KEGG_CELL_CYCLE, down-regulated) pathways
(Supplementary Table S1). Interestingly, this analysis also revealed an important
up-regulation of genes involved in the KEGG pathways
"REGULATION_OF AUTOPHAGY" and “LYSOSOME”. The diagram in Figure 3
illustrates the transcriptome analysis of genes differentially expressed in 20A-treated
cells in the KEGG pathways for p53, MTOR, and autophagy (a list of different
constituents of each pathway and the original KEGG figures are provided as
Supplementary Table S2 and Supplementary Figure S4, respectively). 20A
promotes activation of DDR as evidenced by up-regulation of CHK2 and CHK1,

which encode downstream effectors of ATM and ATR, respectively. 20A also elicits
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the up-regulation of two senescence effectors, p21 and Rb, and the down-regulation
of the Rb target, E2F (Figure 3). The apoptotic pathway is also affected following
20A treatment as evidenced by up-regulation of Cytc and Casp3 and down-regulation
of both Bax and Casp9. Interestingly, 20A causes a significant repression of
expression of genes encoding components of the MTORC1 complex associated with
increased expression of a large panel of autophagic and lysosomal genes (e.g.
Beclinl, VPS34, ATG5, ATG12, ATG3, LC3, p62, OPTN, NBR1, LAMP, and CTS).
This supports the idea that the autophagy/lysosome pathway is strongly activated by
the G4 ligand 20A.

The proteome data were also analysed with the GSEA and MSigDB databases (40,
41) which revealed that several Hallmark sets were affected by 20A treatment (Table
1) including those found in the transcriptome experiments (protein secretion,

apoptosis, and p53 pathway).

To determine whether a causal link existed between changes in transcript or protein
levels and the presence of G-quadruplex target sequences within key regulatory
elements of the corresponding genes, we performed a bioinformatics analysis using
G4-Hunter (2). We analyzed for the enrichment of sequences with G4-forming
potential around transcription start and end sites in up- and down regulated
transcripts. The analysis showed an enrichment of sequences with G4-forming
potential directly upstream (50-150 bp) of transcription termination sites of down-
regulated genes after both 6 h and 16 h of treatment with 20A (Supplementary
Figure S5). This observation is in line with previous results showing that G4 ligands
may not only regulate transcription via the regulation of promoter activity but may
also influence later transcriptional events as well as the maturation of specific
MRNAs (10).

Altogether, these results reveal that 20A treatment affects the transcription of a large
number of genes including those involved in DDR and the lysosomal pathway.
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20A treatment (6 hours) 20A treatment(16 hours)

HALLMARK NES E_E; HALLMARK NES E_Eaﬁl
MYC_TARGETS_V1 26504 o KRAS_SIGNALING_DN 21145 o
MTORC1_SIGNALING 26135 o CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 26057 o
PROTEIN_SECRETION 24228 o MTORC1_SIGNALING 2.4009 o
CHOLESTEROL_HOMEDSTASIS 24154 o | |PROTEIN SECRETION 22930 o
ANDROGEN_RESPONSE 22860 o | |FATTY ACID_METABOLISM 20078 | 000077
TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB RTIT] o ANDROGEN_RESPONSE 18120 | 000081
COMPLEMENT 13466 | 000032 OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 17578 | 0003%
HYPOXIA 18538 | 000125 BILE_ACID_METABOLISM 17664 | ooz
GLYCOLYSIS 17893 | 000273 COMPLEMENT L6384 | 00060S

8 | TGF_BETA_SIGNALING 18056 | 000281 EF HELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITL 3 7006 | 000530
E | UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE 1763 | 0007 GLYCOLYSIS 1675 | 000713
B | OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 17665 | 000205 | | KRAS_SIGNALING UP L6542 | 000778
G [KRAS_SIGNALING_DN 19267 | 00006 | | HEDGEHOG SIGNALING 16375 | o009
€ | FATTY_ACID_METABOLISM 17571 | 000309 NOTCH_SIGNALING 17226 | 00030
F E2F_TARGETS 17529 000321 PERCXISOME 16287 001003
HEME_METABOLISM 16345 | 001004 APICAL_JUNCTION 1esaz | oo11%e
GZM_CHECKPD”‘JT 1.6470 0.01020 HYPOXIA -1.5587 001568
IL2_STATS_SIGNALING 16357 | 001067 MYC_TARGETS_V?2 15682 | oomu
UV_RESPONSE_DN 15911 | 001544 HEME_METABOLISM 15718 | 001773
P53_PATHWAY 15561 | 001965 | | TNFA_SIGNALING VIA_NFKB 4714 | 003031
APOPTOSIS 1.5230 002433 B MYOGEMESIS -1.4066 004704
KRAS_SIGNALING_UP 14755 | ooa037 XENCBIGTIC_METABOLISM L4561 | 004803
ESTROGEN_RESPONSE_LATE 14581 | 00467 UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE L9620 | 004819
E2F_TARGETS L41% | 004832
'/ | |
OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 27854 0 | |oxIDATIVE_PHOSPHORYLATION 2.4181 0
INFLAMMATORY_RESPONSE 20673 | 00035 | |ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 18408 | 000876
ADIPOGENESIS 18909 | 000724 | | ADIPOGENESIS 18952 | 000876
» | COMPLEMENT 18457 | 001836 | | PROTEIN SECRETION 18448 | 001083
L [apoPTOSIS 18347 | 001834 | | APOPTOSIS 18111 | 001252
E | FaTTv_aciD_mETABOLISM 18702 | 001937 | | HEME _METABOLISM 10060 | 001302
% R THELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITI | 4 5049 | 0.02273 | |1L2_STATS SIGNALING 16552 | 004166
o P53_PATHWAY 16676 | 004325
COAGULATION 16358 | 004325
ESTROGEN_RESPONSE_LATE 15982 | 004847
EPITHELIAL_VESENCHYMALTRANSTTT | so0s | g 04767

Table 1: This table summarizes the Hallmarks pathways significantly enriched (FRD g-value
< 0.05) after either 6 hours or 16 hours of treatment with 6 uM 20A, according to the
transcriptomic or the proteomic data set. NES correspond to the Normalized Enrichment
Score given by GSEA, positive values mean an upregulation of the majority of the genes or
proteins involved in the corresponding hallmark, while negative values stand for a
downregulation of the majority of genes involved in this pathway. The FDR g-value
represents the adjusted p-value.
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Figure 3: Biological pathways affected by 20A treatment (see legend on the

next page).
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Figure 3 (legend): Biological pathways affected by 20A treatment

This figure summarizes the transcriptomics results obtained on three interconnected
KEGG signaling pathways that are significantly enriched in response to 6uM of 20A
treatment (p53, MTORC1, and autophagy, individually shown in Supplementary
Figure S3). Each gene product is represented by its symbol in a box. Each box is
divided in two panels and colored according to the value of logFC6h (left part of the
box) and logFC16h (right part of the box) with the color code presented on the top
right of the figure. LogFC values between -0.3 and 0.3 are colored in gray, those
between 0.3 and 0.9 are in light orange, above 0.9 are in orange, between -0.3 and -
0.9 are in light blue, and those below -0.9 are in dark blue. Solid lines represent
direct regulation, dotted lines represent indirect regulation, and “+p” indicates

regulation by phosphorylation.
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ATM activation enables cells to escape 20A-induced cell death by entering
senescence

To investigate the effect of 20A on the DNA damage response in more detail, we
examined the expression levels of yH2AX (a marker for DNA double-strand breaks)
and the status of activation of ATM and CHK1, two proteins that drive the activation
of the DNA repair machinery (43). 20A treatment of HeLa cells caused an early and
sustained phosphorylation of yYH2AX which was accompanied by a rapid increase in
phosphorylation of both ATM (at Ser 1981) and CHK1 (at Ser 345) (Figure 4A).

To evaluate the role of ATM in senescence and apoptosis induced by 20A, we
reduced levels of ATM in HelLa cells using a specific sSiRNA. As shown in Figure 4B,
loss of ATM expression significantly reduced the percentage of senescent cells in
samples treated with 20A. Moreover, ATM silencing markedly enhanced cell killing
induced by 20A as evidenced by loss of mitochondrial transmembrane potential and
the appearance of the cleaved forms of PARP1 and Casp3 after 24 h (Figure 4C).
Similar results were found with KU55933, an ATM kinase inhibitor (Supplementary
Figure S6). Of note, inhibition of ATM activation compromises 20A-induced
senescence irrespectively of the presence or absence of the broad caspase inhibitor
QVD-OPh, suggesting that ATM is required for the establishment of the senescent
onset induced by 20A and that ATM inhibition directs cells toward apoptotic cell death
(Figure 4D).
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Figure 4: DDR is activated by 20A to direct cells to senescence instead of

apoptosis (see legend on the next page).
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Figure 4 (legend): DDR is activated by 20A to direct cells to senescence instead
of apoptosis.

A) Western blotting analysis of the levels of phospho-ATM (Ser 1981), ATM,
phospho-CHK1 (Ser 345), CHK1, yH2AX (Ser 139), and H2AX in HelLa cells
following treatment with 6 uM 20A for the indicated time.

B, C and D HelLa cells were transiently transfected with either an ATM-targeted
siRNA or control siRNA. 20A (6 uM) was added 24 h later for a period of 24 h.

B) Top, western blot evaluating the levels of ATM protein expression in either the
presence or the absence of ATM siRNA. Middle, the percent of senescent cells
determined as described in Figure 1D. Data are means = SD of four independent
experiments. * p-value < 0.05 using Mann-Whitney test. Bottom, representative
images of cells treated as indicated and stained for B-galactosidase (scale bar = 50
pum).

C) Top, apoptotic cell death was scored by measurement of loss of Aym. The data
are presented as means = SD of 8 values obtained from four independent
experiments each performed in duplicate. ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.
Bottom, immunoblot image of the appearance of the cleaved forms of Caspase3 and
PARP1.

D) Cells were incubated for 2 hours with QVD-OPH (20 uM) prior the addition of 6 uM
20A for 24 hours. The percent of senescent cells determined as described in Figure
1D. Data correspond to the mean = SD of three independent experiments. * ns: not

significant, using Mann-Whitney test.
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20A treatment promotes ATM-dependent autophagy activation and p62 up-
regulation

Based on the transcriptome and proteome results, we reasoned that the autophagy
pathway is triggered by 20A. We thus explored the activation of the MTOR and
AMPK axes, two pivotal pathways that control autophagy negatively and positively,
respectively (22). As illustrated in Figure 5A, treatment of HelLa cells with 20A
causes MTOR inhibition as evidenced by a decrease in the phosphorylation levels of
two MTOR substrates, p70 and 4-EBP1, observed as early as 4 h after treatment. In
parallel, we observed a rapid (by 1 h) and transient (decreased at 4 h)

phosphorylation of AMPK (Figure 5A) revealing its activation under these conditions.

To further evaluate the autophagy activity in response to 20A, we determine the
abundance of autophagosomes by performing cellular ultrastructure analysis and by
studying changes in the subcellular localization of the autophagosome marker LC3.
Electron micrographs of HelLa cells revealed that 20A treatment caused accumulation
of multi-membrane vesicles containing electron-dense materials with features of
autophagosomes (Figure 5B). The increase in abundance of autophagosomes
induced by 20A was confirmed by immunofluorescence, which showed a significant
increase in LC3 fluorescent dots in 20A-treated cells as compared to untreated cells
(Figure 5C, left). Western blotting analysis also showed a time-dependent
accumulation of LC3-ll, the form of LC3 protein conjugated to
phosphatidylethanolamine (Figure 5C, center), a marker of the autophagosomal
membrane which is eventually degraded by lysosomal proteases (22). Moreover,
20A-induced accumulation of LC3-Il was enhanced in the presence of lysosomal
protease inhibitors E64d and pepstatin A, indicating that the material sequestered
within the autophagosomes are successfully addressed to lysosomes and degraded
after 8 h of treatment (Figure 5C, right). We also examined p62, a protein involved in
the selective transport of specific cellular cargos to autophagosomes (44). As shown
in Figure 5D, 20A promotes an increase in levels of p62 and in its phosphorylation at
serine 403, known to regulate the selective autophagy degradation of ubiquitinated

proteins (45).

As ATM activation has been previously reported to stimulate autophagy following

DNA damage (34), we further explored the influence of this pathway on autophagy
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induction by 20A. The effect of the ATM inhibitor KU55933 was tested on the
accumulation of the autophagy marker LC3-1l in the presence and absence of two
autophagy flux inhibitors. As presented in Figure 5E, the inhibition of ATM activation
by KU55933 prevented 20A-induced accumulation of LC3-Il. This effect was not
attributable to the activation of the autophagy flux, as under this condition the levels
of LC3-II were not enhanced when autophagy flux was inhibited by bafilomycin Al or
E64d and pepstatin A as compared to that of 20A treatment. Altogether, these data
indicate that inhibition of ATM activation counteracts 20A-induced autophagy,

supporting the idea that ATM activation is responsible for the activation of autophagy.
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involves ATM activation (see legend on the next page).
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Figure 5 (legend): 20A promotes autophagy induction through a mechanism
that involves ATM activation.

A) HelLa cells treated for the indicated times with 6 uM 20A. The activities of the
MTORC1 and AMPK pathways were determined following immunoblot analysis using
antibodies directed against phospho-4EBP1 (Thr37/46), 4EBP1, phospho-p70 (Thr
389), p70, phospho-AMPK (Thr 172), and AMPK.

B) Representative electron micrographs of HelLa cells untreated or treated for 16 h
with 6 uM 20A.

C) Top, immunofluorescence analysis for the abundance of LC3 puncta (green dots)
in HelLa cells was assessed after 3 h in the absence or presence of 6 uM 20A;
Hoechst was used to stain nuclei (blue). Representative confocal images are shown
(scale bar = 10 um). Middle, immunoblot images of LC3-II levels in HeLa cells treated
with 6 uM 20A for the indicated times. Bottom, immunoblot of cells treated with or
without E64d (10 pg/ml) plus pepstatin A (2 pg/ml) 2 h prior 20A treatment (6 uM, 8
h).

D) Immunoblot analysis of phosphor-p62 (Ser 403) and p62 levels in HelLa cells
treated with 6puM 20A for the indicated times.

E) Immunoblot analysis of LC3-II levels in HeLa cells incubated with or without 10 pM
KU55933 for 2 h and then treated with 6 uM 20A for 8 h. Where indicated cells were
incubated with 10 pg/ml E64d plus 2 pg/ml pepstatin A for 2 h prior 20A treatment.
When indicated, Bafilomycin A1 (50 nM) was added 3 h before cell lysis.
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Loss of autophagy impairs 20A-induced senescence and drives cells to
apoptosis

In order to evaluate the role of autophagy on DDR and cell growth arrest responses,
we used the CRISPR/Cas9 system to generate two Hela cell lines with complete
autophagy disruption by deletion of key autophagy genes ATG5 or ATG7. ATG5 or
ATG7 levels were undetectable in the respective CRISPR-targeted cells as shown by
western blotting (Figure 6A). It is worth noting that disruption of autophagy did not
have an effect on cell viability under these growth conditions (data not shown). As
expected, loss of ATG5 or ATG7 abrogated the induction of basal levels of
autophagy as well as of 20A-induced autophagy as evidenced by immunoblot
analysis of LC3-lIl expression levels (Figure 6A). Moreover, the disruption of
autophagy led to accumulation of the autophagy substrate p62 both in control and

20A-treated cells (data not shown).

To determine the functional role of autophagy in the anti-proliferative effects of 20A,
we next examined the effect of autophagy disruption on senescence and apoptosis
triggered by 20A treatment. As shown in Figure 6B, the 20A-induced senescence
phenotype was significantly reduced in both ATG5- and ATG7-deficient cells as
compared to control cells. Concomitantly, autophagy-deficient cells exhibited higher
levels of apoptosis relative to control cells as evidenced by loss of mitochondrial
transmembrane potential and cleavage of both Casp3 and PARP1 (Figure 6C).
These results corroborate those observed when ATM was inhibited (Figure 4C, 4B,
and 4D) underscoring the essential role of autophagy in modulating the balance

between senescence and apoptosis upon 20A treatment.

Because loss of autophagy following DNA damage has been reported to cause
dephosphorylation of CHK1 (at Ser 345), we explored whether this occurs in
response to 20A. As shown in Figure 6D, autophagy-deficient cells exhibited
significantly lower levels of CHK1 phosphorylation in response to 20A as compared
to autophagy-proficient cells (Figure 6D). Furthermore, loss of autophagy resulted in
an enhanced accumulation of yH2AX at earlier time points after the addition of 20A,
in a time window where apoptotic cell death was not observed, supporting the idea
that the accumulation of yH2AX is, at least in part, independent of apoptotic DNA

fragmentation. To determine whether inhibition of CHK1 activation can phenocopy
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loss of autophagy, we examined the effect of LY2603618, a specific inhibitor of CHK1
in HeLa cells. Pretreatment of wild-type HelLa cells with LY2603618 enhanced 20A-
induced apoptotic cell death to the same extent that what was observed in HelLa cells
in which autophagy was disrupted. This suggests that CHK1 activation is one of the

regulators of autophagy-mediated DDR and cell survival following 20A treatment.
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Figure 6: Autophagy disruption causes a deficiency in CHK1 activation and

sensitizes cells to apoptosis induced by 20A (see legend on the next page).
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Figure 6 (legend): Autophagy disruption causes a deficiency in CHK1
activation and sensitizes cells to apoptosis induced by 20A.

A) Autophagy disruption in HeLa cells was validated by immunoblot analysis of the
expression levels of ATG5, ATG7,LC3-ll in autophagy-proficient (sg-control) and
autophagy-deficient (sgATG5 and sgATG7) cells following treatment with 6 uM 20A
for 16 h.

B) Left, the percentages of senescent cells scored by B-galactosidase staining in sg-
control, sgATG5, and sg ATG?7 cells after 24 h treatment with 6 uM 20A as described
in Figure 1D. The data are presented as means + SD of four independent
experiments. * p-value < 0.05 using Mann-Whitney test. Right, representative cell
images (scale bar =50 pum).

C) Autophagy-proficient (sg-control) and autophagy-deficient (SJATG5 and sgATG7)
cells were treated with 6 uM 20A for 24 h. Top, loss of mitochondrial transmembrane
potential was evaluated flow cytometry. Data are means = SD of 12 values obtained
from four independent experiments each performed in triplicate. ** p-value < 0.01
using Mann-Whitney test. Bottom, immunoblot analysis of cleaved forms of Casp3
and PARP1.

D) Left, immunoblot analysis of phospho-CHK1 (Ser 345) and yH2AX (Ser 139)
levels in sg-control and sgATG and sgATGS5 cells treated with 6 uM 20A for the
indicated time. Right, loss of mitochondrial transmembrane potential was evaluated
by flow cytometry assay in HelLa cells pretreated for 2 h with the CHK1 inhibitor
LY2603618 (0.5 uM) prior to treatment with 6 uM 20A for an additional 24 h. The data
are presented as means + SD of 9 values obtained from three independent

experiments each performed in triplicate. ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.
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Discussion

Given that the outcome of cancer therapy relies on the cancer cell fate — survival,
senescence, or death — the identification of regulatory mechanisms that impact this
fate is required for optimization of the efficacy of cancer treatment (33, 46). The
triarylpyridine family of G4 ligands represents a novel class of DNA ligand molecules
with potential as anticancer agents (21). In the present study, we provide evidence
that 20A, a representative compound of this family of G4 ligands, inhibits cancer cell
growth both in vitro and in vivo. We show that this compound induces senescence
and apoptosis through a p53-independent mechanism. Notably, we identify the
ATM/autophagy axis as a pivotal player responsible for the cell fate decision upon
20A treatment. To our knowledge, this is the first evidence of the implication of
ATM/autophagy axis in the cell fate choice between senescence and apoptosis in

cancer cells treated with a G4 ligand.

The ability of G4 ligands to promote senescence was previously attributed to
stabilization of the telomeric G4 structures and resulting telomerase inhibition or
telomere uncapping (5, 12). It is worth noting that telomerase inhibition should
promote senescence only after multiple cycles of cell division (47), whereas 20A is
able to induce senescence much more rapidly (within 24 h), suggesting that
telomerase inhibition and telomere attrition might not be the cause for this induction
of senescence. The premature senescence induced by 20A resembles that observed
in response to several compounds targeting DNA including G4 ligands (48). Indeed,
a number of G4 ligands are able to elicit DDR through ATM and/or ATR-dependent
mechanisms (37, 49, 50). In support of this mechanism, our transcriptomic and
proteomic analyses revealed a strong stimulation of the cell growth arrest pathways
with the concurrent activation of the DDR in response to 20A treatment. Moreover,
we found that 20A promotes a rapid activation of two key pathways implicated in the
DDR: ATM and ATR/CHKL. Inhibition of either pathway in the presence of 20A
exacerbated apoptotic cell death, indicating the role of these pathways in cell survival
under this condition. Our findings extend previous evidence that ATM is required for
survival of cancer cells that undergo premature senescence in response to DNA

damage agents and oxidative stress conditions (i.e., doxorubicin, camptothecin, and
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hydrogen peroxide (48). Along this line, it was reported that the cell sensitivity to G4
ligands is correlated to the basal level of DNA damage and telomere deprotection
(11). Moreover, some G4 ligands preferentially target cancer cells deficient for DNA
repair, as shown specifically for cells harboring BRCA1 and BRCA2 mutations (15,
51). In the latter study, inhibition of DNA repair by using a PARP inhibitor has been
shown to enhanced the antitumor effect of G4 ligand RHPS4 in vitro and in tumor
xenografts (51). In the same vein, evidence indicates that a dual G4/PARP ligand has
a significant anti-proliferative potential in cancer cells (52). Collectively, these data
support the idea that the modulation of DDR can influence the susceptibility of cells to

the cytotoxic effect of the G4 ligand.

In a transcriptome analysis, we found that 20A caused an enrichment of the
lysosomal regulatory pathways (i.e., the MTOR and Protein Secretion Hallmarks, as
well as the KEGG pathway REGULATION_OF_AUTOPHAGY). In particular, we
provide evidence that ATM activation is responsible for the induction of autophagy by
20A. Such regulation of autophagy has been previously reported in response to other
DNA damage agents and may constitute a mechanism though which ATM enable
cells to escape death by entering senescence (53, 54). In keeping with this scenario,
we found that disruption of autophagy by deletion of either of two key autophagy
genes, ATG5 or ATG7, directed cell towards apoptosis instead of senescence. The
relationship between autophagy and senescence is complex as in some settings
autophagy accelerates the establishment of the senescence phenotype, whereas in
other circumstances autophagy impedes this process (32, 55). The activation of
autophagic flux and the up-regulation of the autophagy receptor p62 by 20A support
the idea that autophagy participates in changes in metabolism and extensive cellular
remodeling that occur during cellular senescence, a mechanism that may confer cell
adaptation to DNA damage (34). In addition, we found that 20A promoted activation
of AMPK with a concurrent inhibition of MTOR activity, two pathways that link
autophagy to metabolism and DDR (34). Further investigation is required to
determine the exact mechanism through which autophagy operates to maintain the
integrity of senescent cells in response to 20A.
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Although the induction of senescence by chemo- or radiotherapies was initially
considered as a tumor-suppressive mechanism, emerging evidence supports the
notion that this response can also promote tumorigenesis (55). In contrast to
apoptotic cells, senescent cells are viable and have the ability to influence tumor
growth as well as tumor response to treatment by secretion of proinflammatory and
mitogenic factors (55). Thus, it will be relevant to determine if 20A treatment results in

a senescence-associated secretory phenotype.

We found that the activation of autophagy by 20A regulates DDR through the
stabilization of CHK1 phosphorylated at Ser 345; this phosphorylation coordinates
the DDR and the cell cycle checkpoint response (56). Deficiency in autophagy
coupled with 20A treatment led to failure in CHK1 activation and was associated with
increased levels of yH2AX. Our data are in line with a recent study showing that
autophagy-deficient cells have impaired homologous recombination through a
mechanism that involves proteasome degradation of phospho-CHK1 (57).
Interestingly, the dephosphorylation of CHK1 has been also reported in A549 cells
treated with the G4 ligand 12459 (58). In this study, the phosphatase PPM1D (also
known as WIP1) was shown to be responsible for CHK1 inactivation. Further
investigation is required to address the exact mechanism through which autophagy

regulates the expression levels of phospho-CHKZ1 in response to A G4 ligand.

Autophagy induction by G4 ligands Antl,5, SYUIQ-5, and CX-5461, three
compounds unrelated to 20A, was previously reported (13, 36, 37). Zaffaroni and
colleagues showed that Ant1,5 causes cell growth arrest, increased p21 expression,
and induction of cytoprotective autophagy in cells (13). It is noteworthy that these
responses occurred without induction of senescence, which is different from the
mechanism identified here for 20A. The G4 ligand SYUIQ-5 causes cell death
through a mechanism that depends on autophagy (37). This suggests that the
activation of autophagy in response to a G4 ligand can have different cellular
outcomes that may be related to the chemical properties of the compound, the
concentration used, and the specific signaling pathways activated by the ligand.
Further investigations are required to decipher the context-dependent role of

autophagy in response to different classes of G4 ligands. Given that the mechanism
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underlying the regulation of autophagy by G4 ligands is yet not understood, it will be
interesting to determine if this regulation relies on binding of the ligand to particular
G4 structures or a yet-to-be identified mechanism.

Collectively, our data provide evidence for the antiproliferative effects of 20A in
cancer models in vivo and in vitro. Our study also revealed that targeting of the ATM
and autophagy pathways is a promising strategy to achieve the optimal efficiency of
the G4 ligand in cancer cells. This property, together with its p53-independent
anticancer effects underlines the therapeutic potential of 20A in a large panel of

tumors.
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Materials and methods

Reagents

The ATM inhibitor, KU-55933 (#SML1109), Hoechst 33258 (#14530), E64d (#516485),
bafilomycin Al (#B1793), MTT (#M2128), blasticidine (#3513-03-9), Fluoromount (#F4680),
puromycin (#58-58-2), and doxycycline (#D9891) were purchased from Sigma-Aldrich.
Pepstatin A methyl ester (#516485) was obtained from Calbiochem. TMRM (T-668) and
CFSE (#C34554) were purchased from Molecular Probes. LY2603618 (#S2626) was
purchased from Selleckchem. 20A was synthesized as previously described (compound #3
in (20)).

Antibodies

Antibodies against the following proteins were used: phospho-ATM (Ser 1981) (#5883), ATM
(#2873), phospho-AMPK (Thr172) (#2535), AMPKal (#2795), ATG7 (#8558), cleaved Casp3
(#9664), phospho-CHK1 (Ser 345, 133D3) (#2348), CHK1 (2G1D5) (#2360), p21 Wafl/CIP1
(12D1) (#2947), p27 Kip 1 (D69C12)XP (#3686), phospho 4E-BP1 (Thr 37/46) (#9459),
4EPB1 (#9452), phospho-p70S6 kinase (Thr389) (#9205), p70S6 kinase (#9202), yH2AX
(Ser139) (#9718), and H2A.X (D17A3) XP (#7631) all from Cell Signaling Technology); Ki67
(30-9) (#790-4286) from Roche; PARP1 (C-2-10) (#BML-SA249-0050) from Enzo Life
Sciences; p62 (#610832) from BD Biosciences; ATG5 (#0262-100/ATG5-7C6) from
Nanotools; ACTIN B (#NB600-501) from Novus Biologicals; LC3 (#M152-3) from MBL;
phospho-p62 (Ser403) (#MABC186) from Merck Millipore; HRP-conjugated anti-rabbit (#111-
035-003) and HRP-conjugated anti-mouse (#115-035-174) from Jackson ImmunoResearch;
anti-mouse (#A11001) and anti-rabbit Alexa Fluor 488 antibody (#A11008) from Invitrogen.

Cell culture

The human cervical cancer cell line HeLa and the human lung carcinoma A549 cell line were
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC). HeLa and A549 cells were
grown in RPMI 1640 and DMEM culture media, respectively, supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 2 mM glutamine (Gibco-
Life Technologies). Saos-2 cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal bovine
serum, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (Gibco-Life Technologies). p53
expression was induced in Saos-2 cells by a 6-h treatment with 0.5 pg/mL doxycycline;
medium was then replaced with medium without doxycycline. All cell lines used in this study

were cultivated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,.
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Cell viability assay

Cell viability was evaluated using the MTT assay. Cells were seeded in a 96-well plate (4 x
10° cells/well). After 24 h of drug treatment, MTT was added to each well to a final
concentration of 0.5 mg/ml, followed by incubation at 37 °C for 3 h. The medium was then
removed, and 100 pl of DMSO was added per well. The absorbance in each well was
measured at 570 nm and 630 nm using a Flexstation 3 microplate reader (Molecular
Devices). To determine the ICs, of 20A, a non-linear regression curve was fit using
GraphPad Prism software.

Cell division assay

Hela cells were labeled with 1 yM CFSE on day zero and then subjected to flow cytometry
analysis to monitor CFSE dilution, which occurs with cell division, on indicated days. The
median fluorescence intensity (MFI) was scored every day, and the results are expressed as

the mean percentage of MFI normalized to that obtained from day zero.

Apoptosis analysis

Apoptosis was determined by measuring the mitochondrial transmembrane potential (AYWm)
using tetramethyl rhodamine methyl ester perchlorate dye (TMRM) as previously described
(59). Apoptosis was also evaluated by western blotting analyses of cleaved forms of either
PARP1 or Casp3.

Senescence assay

Cells were stained for senescence-associated B-galactosidase activity using the Cell
Signaling technology kit #9860 as per the manufacturer’s instructions. Ten images were
acquired on a CKX41 Olympus microscope 20X objective for each experimental condition.
The percentages of B-galactosidase-positive cells were scored using Image J software. For
the analysis, the color threshold was set to obtain 10% of B-galactosidase-positive cells in
untreated cells, and this setup was applied to all images. Results are given as means + S.D.

of four independent experiments.

Protein expression analysis

Cell extracts were prepared in 10 mM Tris, pH 7.4, 1% SDS, 1 mM sodium vanadate, 2 mM
PMSF (93482, Sigma-Aldrich), 1% Protease Inhibitor Cocktail (P8849, Sigma-Aldrich), and
1% Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (1862495, Thermo Fisher Scientific). Extracts were
treated with Benzonase Endonuclease (71205, Merck Millipore) and then heated for 5 min at
95 °C. For western blotting, aliquots (20-50 pg) of cellular extracts were subjected to SDS-

PAGE using a Tris/glycine buffer system based on the method of Laemmli as previously

149



Résultats : Partie | (Article n°1)

described (60). After electrophoresis, proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
(GE Healthcare Life Sciences, #10600003). The blots were then probed with primary
antibodies using the manufacturer's protocol and then incubated with the appropriate HRP-
conjugated secondary antibody. The expression of Actin B- and Ponceau Red staining were
scored to evaluate the protein loading levels of the samples. Immunostained proteins were
visualized on a chemiluminescence detector equipped with a camera (FUSION FX7, Fisher
Bioblock Scientific) using the enhanced chemiluminescence detection system. The
densitometry quantification was performed using the ImageJ software. For all of the

immunoblots, representative images of at least two experiments are shown.

Label-free quantitative proteomics

This analysis was performed by the Proteomics Core Facility at the University of Bordeaux
(https://proteome.cgfb.u-bordeaux.fr/en). The steps of sample preparation, protein digestion
and nano-liquid chromatography—tandem mass spectrometry analysis were performed as
previously described (61). For protein identification, Sequest HT and Mascot 2.4 algorithms
through Proteome Discoverer 1.4 Software (Thermo Fisher Scientific) were used for protein
identification in batch mode by searching against a Homo sapiens database (68,978 entries,
Reference Proteome Set, release 2013 12). This database was downloaded from
http://www.uniprot.org. Two missed enzyme cleavages were allowed. Mass tolerances in MS
and MS/MS were set to 10 ppm and 0.02 Da. Oxidation of methionine, acetylation of lysine,
and deamidation of asparagine and glutamine were searched as dynamic modifications.
Carbamidomethylation on cysteine was searched as static modification. Peptide validation
was performed using Percolator algorithm (62), and only “high confidence” peptides were
retained corresponding to a 1% false positive rate (FDR) at the peptide level. Raw LC-
MS/MS data were imported in Progenesis LC-MS (version 4.1; Nonlinear Dynamics, a
Waters Company) for feature detection, alignment, and quantification. All sample features
were aligned according to retention times by manually inserting up to 50 landmarks followed
by automatic alignment to maximally overlay all the two-dimensional (m/z and retention time)
feature maps. Singly charged ions and ions with higher charge states than six were excluded
from analysis. All remaining features were used to calculate a normalization factor for each
sample that corrects for experimental variation. Peptide identifications (with FDR <1%, see
above) were imported into Progenesis. Only non-conflicting features and unique peptides
were considered for calculation of quantification at the protein level. A minimum of two
peptides matched to a protein was used as the criteria for identification as a differentially

expressed protein.
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RNA extraction and microarray experiments

Total RNAs were extracted from cells with Trizol reagent (Life Technologies) and purified
with the RNeasy Min Elute Cleanup Kit (Qiagen) according to the manufacturer's procedures.
RNA were quantified using a Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific) and
RNA quality was checked on an Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies). Microarray
experiments were performed using Agilent-014,850 Whole Human Genome Microarray
4x44K G4112F array according to the manufacturer's recommended protocol.

Transcriptome and proteome analyses

The experimental designs and data filtering results are summarized in Supplementary Figure
S7A. Briefly, the variability between replicates for each gene was computed as the standard
deviation divided by the mean. Thresholds of 0.5 and 0.1 were set according to distributions
in proteomic and transcriptomic analyses, respectively. Using a PCA analysis
(Supplementary Figure S7B and C), we identified samples not clustered properly with their

respective replicates and discarded them from subsequent analysis.

i) Differential expression

Statistical analyses were performed in R version 3.3.1. We processed the proteomic data
using DESeq2 package version 1.14.1 with default parameters (63). Proteomic data have the
same biases as gene expression data in that the high abundance of some proteins and
lengths of the proteins are known to distort the signal. We used the normalized abundance
per gene as counts. We processed the transcriptomic data using limma package version
3.30.13 following usual pre-processing steps (64): load and process Agilent files, apply
background correction, filter control probes, apply quantile normalization, compute average
signal per gene, and annotate using R package biomaRt version 2.30.0 (65) with Ensembl
release 87. We used the 6 h control samples for both 6 h and 16 h 20A treated samples and
modeled gene expression with linear model functions from the limma package. The full

transcriptome/proteome analysis is provided as a separate xIs file.

i) Functional enrichment and KEGG pathways

Functional enrichment was computed using command line version of GSEA software and the
Hallmark datasets (66)(67)(40). We then deepened the analyses using the KEGG datasets
(42). We put a maximum threshold of 0.01 on the FDR. We then used the pathview R
package version 1.14.0 to visualize the behavior of genes and proteins at 6 h and 16 h in
relevant KEGG pathways (41).
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i) G4 enrichment

G4 regions were predicted by analysis of the human genome version hg38 using G4Hunter
with default parameters (threshold = 1.52; window = 25). A threshold of 1.2 on the score was
used. Statistical enrichment of G4 complexes around the transcription start sites (TSS) and
transcription terminal sites (TTS) of differentially expressed transcripts (FDR < 0.01 and the
absolute log Fold Change > 1) was computed by a binomial test. The expected frequencies
were estimated from the observed frequency in all genes present in the transcriptomics
analysis. We used a sliding window of 100 bp with 50-bp step from the TSS or the TTS to 1

kb upstream (promoter, 3’'UTR) and downstream (5’UTR, downstream of the gene).

Immunofluorescence analysis

Cells were fixed at room temperature with 4% (v/v) paraformaldehyde for 10 min and then
permeabilized with 50 pg/ml digitonin before incubation with the LC3 antibody. Cells were
then stained with appropriate Alexa Fluor-conjugated secondary antibody. Nuclei were
counterstained for 10 min with Hoechst 33258. The fluorescence of cells was examined
using a Zeiss LSM510 META confocal microscope (Zeiss) with an ApoPLAN x63 objective.

Identical exposures were used for each channel throughout individual experiments.

Lentiviral vector production and cell transduction

The CRISPR-CAS9 lentivirus system was used to generate autophagy-deficient HelLa cell
lines. The pLenti CRISPR (pXPR) vector expressing Cas9 and the sgRNAs that target ATG5
or ATG7 nonspecific sgRNA control were constructed and validated in Prof. Kevin M Ryan
laboratory (Beatson Institute of Health, University of Glasgow). The lentiviral tdTomato-
expressing vector (a generous gift from Prof. Richard Iggo, university of Bordeaux,
Bordeaux) was used to monitor tumor growth in the in vivo experiments. All lentiviral vectors
(10 pg) were co-transfected into HEK 293T cells along with 10 pug packaging (psPAX2) and 4
Mg envelope (pVSV-G) plasmids by calcium-phosphate transfection. After 48 h of incubation,
the supernatants were collected and then concentrated by centrifugation at 3000 g for 15 min
in a Concentrator Vivaspin 20 100 000 MWCO (VS2042, Sartorius). Viruses were aliquoted
and stored at -80 °C. For cell transduction experiments, HelLa cells were plated in a 6-well
plate (10° cells/well) 24 h prior to infection with either the tdTomato vector or the CRISPR
expressing vectors (SgRNA control, sgRNA ATG5, sgRNA ATG?7) for 48 h. The titer of each
lentiviral batch was determined on Hela cells. At 24 h post infection, cells expressing the
vector tdTomato or the CRISPR-cas9 vectors were selected in culture media supplemented

with either 10 pg/ml blasticidine for 5 days or 2 pg/ml puromycin for 72 h, respectively.
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Transient transfection with small interfering RNA

A non-specific control small interfering RNA (SiRNA) (Sense: 5'-
CUUACGCUGAGUACUUCGALt-3’) and a specific siRNA that targets ATM (sense 5'-
AACATACTACTCAAAGACALt-3') were previously validated (68) and were synthesized by
Eurogentec. Cells were plated in a 12-well plate (4X10* cells/well) and were transiently
transfected with 100 nM siRNA using Oligofectamine (ThermoFisher) following the
manufacturer’s instructions. After 24 h, cells were treated with drugs at the indicated

concentrations.

Autophagy assay

Autophagy was evaluated by i) western blotting analysis of the abundance of the
autophagosome marker LC3 in the presence and absence of the lysosomal inhibitors, ii) a
fluorescence microscopy counting of cells with LC3 puncta, and iii) cellular ultrastructure
analysis of the presence of autophagosome by transmission electron microscopy (TEM).
Briefly, cell pellets were fixed in a 1.6% glutaraldehyde solution in 0.1 M cacodylate buffer at
room temperature and stored overnight at 4 °C. After three rinses in 0.1 M cacodylate buffer
(15 min each), pellets were post-fixed in a 1% osmium tetroxide and 1% potassium
ferrocyanide solution in 0.1 M cacodylate buffer for 1 h at room temperature to enhance the
staining of cytoplasmic membranes. The cells were subsequently dehydrated in a series of
acetone baths (90%, 100% three times, 15 min each) and progressively embedded in Epon
812 (Fluka) resin (acetone/resin 1:1, 100% resin two times, 2 h for each bath). Resin blocks
were hardened in a 60 °C oven for 2 days. Ultrathin sections (70 nm) were obtained with a
Reichert Ultracut S ultramicrotome equipped with a Drukker International diamond knife and
collected on 200-mesh copper grids. The sections were stained with lead citrate and uranyl
acetate. TEM observations were performed with a JEOL JEM-1400 transmission electron
microscope equipped with a Morada camera at a 100 kV acceleration voltage.

Xenograft tumor formation and immunohistochemistry

The study was performed in accordance with European Community Standards of Care
(animal house authorization number B33063916). Approval for the animal experiments was
obtained by the Comité d’Ethique pour I'Experimentation Animale (CEEA50), Bordeaux
(project number APAFIS# 9321-2017031417171591). For xenograft tumor formation, 2 x 10°
tdTomato-expressing HelLa cells were suspended in 100 pl of RPMI medium and
subcutaneously injected in the right flank of 8-week-old male NSG mice (NOD-scid IL2RG™,
Jackson Laboratory) (69). When the tdTomato fluorescence average within the tumors
reached 6x10°, the tumor-bearing mice were randomly assigned to three groups (10

mice/group) and received peritumoral injections of 100 ul of vehicle (15% DMSO) or 20A at
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either 10 or 20 mg/kg per mouse 5 days a week for a total of 12 days. Weights were scored
weekly.

The tdTomato fluorescence within the tumor was measured twice a week using a
PhotonIMAGER (Biospace) from day 35 after cell injection. Results are expressed in photon
intensity (photon/second/steradian) and normalized for each group to the values of
fluorescence obtained at day 35 post-cell injection. At the day of the sacrifice, tumor blocks
were fixed in 4% formol and paraffin embedded for hematoxylin-eosin-saffron staining and
immunohistochemical labeling of cell proliferation marker Ki67. High-quality images were
made with slide scanner Nanozoomer (Hamamatsu) in the Bordeaux Imaging Center. Tumor

morphology and immunohistochemical staining were analyzed by a pathologist.

Statistical analysis

Data are presented as means, error bars as standard deviations (SD) of at least three
independent experiments unless otherwise stated. Comparisons of the different groups were
made with either Mann-Whitney unpaired test or unpaired t test. For the in vivo experiments,
the results are expressed as means, error bars as standard errors of the mean (SEM), and
comparisons of the different groups were with Mann-Whitney unpaired test. Values of * p <
0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, **** p< 0.0001 were considered statistically significant. The

software used was GraphPad Prism.

Data availability

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE (70) partner repository with the dataset identifier PXD009430. We
have submitted the list of genes ordered by the log Fold Changes (returned respectively by

DESeq2 and limma) to microarray data GEO accession numbers GSE113424.
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3. Récapitulatif des résultats principaux et résultats supplémentaires

e Le 20A induit a la fois la sénescence et I'apoptose indépendamment de p53

De nombreux cancers présentent des mutations pour p53 qui peuvent influencer la
réponse thérapeutique aux agents anti-cancéreux. Il est donc intéressant de pouvoir trouver
des molécules anti-cancéreuses dont les effets sont indépendants de I'expression de p53.
Les résultats présenté en Figure 1C (page 124) suggérent que l'inhibition de la viabilité
cellulaire induite par le 20A est indépendante de la présence de p53. En effet, les cellules
Saos, exprimant ou non p53 (grace a l'induction de cette protéine par la doxycycline),
présentent des ICso quasiment identiques (3.2 et 3.3uM respectivement).

Nous avons mis en évidence dans ces travaux que la diminution de la sensibilité de
plusieurs lignées de cellules cancéreuses a la suite d’un traitement au 20A est liée d’une part
a une induction de la sénescence, attestée par une augmentation de I'activité de la SA-B-gal
et 'augmentation de I'expression de p21 et p27 (Figure 1D et Figure S1, pages 124 et 282
respectivement. Cette diminution de la viabilité cellulaire est d’autre part liée a une
augmentation de I'apoptose, comme le suggére 'augmentation de la proportion de cellules
qui présentent une chute de potentiel transmembranaire mitochondrial, du clivage de

PARP1 et du clivage de la caspase 3 (Figure 1E et Figure S1).

e Le 20A inhibe la croissance tumorale in vivo

Afin de savoir si le 20A peut présenter un potentiel thérapeutique anticancéreux,
nous avons réalisé des expériences de xénogreffes sous-cutanées des cellules cancéreuses
Hela, traitées par des injections péri-tumorales de 20A. Le traitement au 20A conduit a une
inhibition trés prononcée de la croissance tumorale aux deux doses testées (10 et 20mg/kg
de 20A) (Figure 2A et 2B page 127).

Cette diminution de la croissance tumorale est associée a une nette diminution du
marqueur de prolifération Ki-67 (Figure 2C). A la demande des referees, nous avons aussi
réalisé une analyse supplémentaire afin d’évaluer I'implication de la sénescence et de la
mort cellulaire dans ce modeéle in vivo. Nous avons alors réalisé un marquage de la

lipofuscine au SBB (pour Sudan-Black-B, indicateur de la sénescence adapté pour I'analyse
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sur tissus fixé), ainsi que de la caspase 3 clivée. Nous remarquons une augmentation de
I'intensité de ces marquages dans les coupes de tumeurs traitées au 20A (Figure 21). Ces
deux marquages sont exclusifs, les zones tumorales d’apoptose (ou plus généralement de
mort) ne sont donc pas positives pour le marqueur de la sénescence.

L'ensemble de ces résultats suggére que le 20A induit également in vivo une régression

tumorale grace a |'établissement de la sénescence et I'induction de I'apoptose.

DMSO 10 mg/kg

HES

Cleaved
Caspase3

SBB

Figure 21: Immunohistochemistry for assessment of senescence and apoptosis in vivo.
Representative images of hematoxylin-eosin-saffron (HES) stained DMSO-treated and 10 mg/kg 20A-

treated tumor sections performed at the end of the treatment period (scale bar 1mm).
Immunohistochemistry analyses on paraffin-embedded tissue section of Cleaved caspases 3
(apoptosis marker) and Sudan-Black-B (SBB, senescence marker) expression were also performed on
the tumor tissues.

e Analyse des effets caractéristiques d’un ligand G4 in cellulo
Nous avons analysé des données de transcriptomique et de protéomique, obtenues a
partir de cellules Hela traitées ou non au 20A, afin de savoir si le 20A présente des

caractéristiques de LG4 dans un contexte cellulaire (in cellulo par opposition a in vitro).
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Nous avons donc analysé les genes différentiellement exprimés entre les conditions traitées
et non traitées au 20A, et avons estimé I'enrichissement des génes qui présentent au moins
une séquence PG4 (séquence qui forme potentiellement un G-quadruplexe selon les
prédictions de séquence) dans des régions régulatrices. Nous nous sommes restreints pour
cette analyse a I'étude des séquences PG4 a proximité des sites d’initiation et de
terminaison de la transcription. L'analyse de ces résultats a révélé un enrichissement des
génes présentant un PG4 en amont du site de terminaison de la transcription, et ce
uniquement dans la fraction de genes sous exprimés (Figure S5 page 290). Ces résultats sont
en accord avec le role connu des LG4 a inhiber I'expression de genes, soit par la régulation
de I'activité du promoteur ou par régulation d’événements post-transcriptionnels.

De plus, nous avons réalisé une analyse d’enrichissement des génes qui fonctionnent
dans diverses voies de signalisation suite a un traitement au 20A. Cette analyse a révélé
I’enrichissement de nombreuses voies de signalisation, dont la voie de réponse des
dommages a I'ADN (DDR) (a partir de la base de donnée « HALLMARKS »:
« p53_PATHWAY » ou « G2M_CHECKPOINT », Table 1 page 131 ; ou a partir de la base de
données « KEGG » : « MISMATCH_REPAIR » ou « CELL_CYCLE », Table S1 page 285). Or,
I’activation de la voie des DDR est une caractéristique souvent retrouvée en réponse a des
traitements par des LG4.

Ainsi, il semblerait qu’en plus de ses propriétés de stabilisation des structures G4 in vitro, le

20A présente également cette propriété dans un contexte cellulaire.

e Activation de la voie des DDR et de 'autophagie

L'analyse d’enrichissement des génes qui a été réalisée a permis d’identifier de
nombreuses voies de signalisation qui sont modulées par un traitement au 20A, dont la liste
exhaustive peut étre consultée en Table 1 et Table S1 (pages 131 et 285). Parmi ces voies de
signalisation, deux d’entre elles nous semblaient intéressantes a étudier : la voie des DDR et
celle de I'autophagie qui sont globalement régulées positivement en réponse au 20A (Figure
3, page 132). En effet, bien que I'activation de I'autophagie en réponse a des traitements
anti-cancéreux inducteurs de dommages a I’ADN soit largement documentée, trés peu
d’études ont mis en relation cette voie de signalisation avec les effets des LG4 (Orlotti et al.,

2012; Zhou et al.,, 2009). Or l'autophagie est trés impliquée dans la régulation des
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mécanismes de sénescence et de mort cellulaire, en particulier en réponse a des dommages
a I’ADN.
C’est pour cela que nous avons choisis d’étudier ces deux voies de signalisation, en

particulier pour tenter de mettre en évidence un lien entre ces processus.

Dans un premier temps, nous avons d’abord vérifié que ces voies de signalisation
sont effectivement activées en réponse au 20A. En effet, nous observons une augmentation
de la phosphorylation d’ATM (Ser 1981), de CHK1 (Ser 345) et de I'histone H2AX (Ser 139,
aussi appelée yH2AX) (Figure 4A, page 135) ainsi que celle de CHK2 (Thr 68) (Figure 22A,
réalisée a la demande des referees) qui sont des marqueurs de I'activation de la voie des
DDR.

A la demande des referees, nous avons également vérifié I'implication des dommages a
I’ADN au niveau des télomeres (ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire du
Dr. Arturo Londono-Vallejo, Institut Curie, France). Nous avons alors réalisé un co-marquage
des téloméres (indiqué par la sonde télomérique « Telomeric DNA ») avec le marqueur de
dommages a ’'ADN (yH2AX), et évalué la répartition du marqueur de dommages a I’ADN sur
des chromosomes métaphasiques. Sur I'ensemble des métaphases observées dans trois
lignées de cellules cancéreuses (Hela, A549 et Saos2), un traitement au 20A semble induire
une augmentation de la proportion de cellules présentant des dommages a ’ADN de fagon
globale (Global DDR), avec le marqueur yH2AX observé tout le long des chromosomes,
comme présenté en Figure 22B et C. En revanche, il n’y a pas d’augmentation de la
proportion de cellules métaphasiques qui présentent une co-localisation de yH2AX avec les
télomeéres (indiqués par TIF sur la Figure 22B et C). Ces résultats suggerent donc qu’il y a
plutdét une activation globale de la voie de réponse des dommages a 'ADN et n’est pas

spécifiguement induite au niveau des téloméres.

162



Résultats : Partie | (Article n°1)
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Figure 22 : Analysis of Chk2 activation and Meta-TIF formation
A) Western Blot analysis of Chk2 phosphorylation at Thr68. B) Representative metaphases for Hela,

A549 and Saos2 cells displaying TIFs (telomere-induced foci) or global DDR (DNA damage reponse)
under two experimental conditions, 24-hour treatment with 20A or DMSO. Telomeric DNA (red),
YH2AX (green) and DAPI (blue). Enlargments of chromosomes with TIFs are shown. Scale bar, 10 pM.
C) Quantification of metaphases with at least one TIF (TIFs) or global DDR. n = 35 to 45 metaphases
per condition. P-values, statistics of proportions for Global DDR (black print) and TIFs (gray print), a =

5%.
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Nous avons ensuite étudié la voie de l'autophagie (Figure 5, page 139). Nous
observons une augmentation croissante au cours du temps de la forme LC3-Il (qui est la
forme complexée aux autophagosomes), en réponse au 20A. Cette augmentation de LC3-II
est encore plus importante lorsqu’on empéche la dégradation lysosomale par les inhibiteurs
de protéases E64d et Pepstatine A, suggérant que le flux autophagique est actif (Figure 5C,
panneau du milieu et du bas).

De plus, un traitement au 20A conduit également a une activation précoce de la voie
activatrice en amont de |'autophagie attestée par une augmentation de la phosphorylation
de 'AMPK (Thr172) (Figure 5A). Cette activation de 'AMPK est corrélée avec une inhibition
du répresseur de I'autophagie mTORC1, attesté par une diminution des phosphorylations de
4EBP1 (Thr37/46), et p70 (Thr389) qui sont des substrats de mTORC1.

En particulier, nous avons montré que I'activation de I'autophagie est dépendante d’ATM. En
effet, en absence d’ATM et en présence de 20A, le flux autophagique est réduit
considérablement (Figure 5E).

L'ensemble de ces résultats suggére donc fortement une activation importante du flux

autophagique en réponse a un traitement au 20A, qui est activé par ATM.

e Implication de la voie des DDR et de I'autophagie dans les réponses cellulaires au
20A
Apres avoir montré que la voie des DDR et de l'autophagie sont effectivement
activées en réponse au 20A, nous avons voulu savoir quels étaient leurs roles vis-a-vis de la
sénescence et de la mort cellulaire. Nous avons donc inhibé la kinase ATM (kinase la plus en
amont de la voie de signalisation des DDR) par interférence a ARN ou par inhibition
pharmacologique, et inhibé I'expression de génes clés pour le déroulement de I'autophagie
(ATGS5 et ATG7) par la technologie de CRISPR-Cas9.
Nous montrons ainsi qu’une inhibition d’ATM et de I'autophagie conduit a des phénotypes
similaires, a savoir une réduction de la proportion de cellules sénescentes (Figure 4B et 6B,
pages 135 et 142 respectivement) et une potentialisation de la mort apoptotique (Figure 4C
et 6C). Il semblerait donc que I'activation d’ATM et de I'autophagie en réponse au 20A soient
impliquées dans I'établissement de la sénescence et la protection vis-a-vis de la mort

cellulaire.
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De plus, I'autophagie semble jouer un réle dans la stabilisation de la protéine CHK1
activée. En effet, dans les cellules déficientes pour I'autophagie, la phosphorylation de CHK1
est diminuée par rapport aux cellules contrdles et corréle avec une augmentation de la
phosphorylation de I'histone H2AX, suggérant donc que cette déstabilisation de P-CHK1

perturbe les mécanismes de réparation (Figure 6D, page 142).

4. Conclusion

Dans cette étude, nous avons montré que le 20A posséde des activités caractéristiques d’un
ligand G-quadruplexe dans un contexte cellulaire en modulant I'expression de genes
possédant une séquence PG4 dans leurs séquences régulatrices et en induisant une
activation des voies de réponses des dommages a I’ADN. Bien que de nombreux LG4 aient
été décrits pour induire des dommages a 'ADN spécifiguement au niveau des séquences
télomériques, il ne semble pas que ce soit un des mécanismes d’action du 20A. En effet, en

réponse au 20A il y aurait plutét une augmentation globale du niveau de dommages a I’ADN.

Nous avons également montré que le 20A est capable d’induire a la fois la sénescence et
I'apoptose, dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses et dans un modele in vivo,
diminuant la viabilité des cellules cancéreuses et la croissance tumorale respectivement. De
plus, cette diminution de viabilité est indépendante de I'expression de p53 suggérant ainsi

que le LG4 20A possede des propriétés intéressantes pour la thérapie anti-cancéreuse.

Enfin, cette étude a mis en évidence que la kinase ATM de la voie des réponses aux
dommages a I’ADN joue un role important dans le choix du destin cellulaire entre la
sénescence et la mort cellulaire en réponse au 20A (résumé en Figure 23). Son activité passe
en partie par une activation de I'autophagie qui favorise I'établissement de la sénescence, et
protege de la mort cellulaire. L'autophagie agit en plus dans une boucle de rétrocontréle
positif en stabilisant la forme active de CHK1 afin de favoriser la réparation des dommages a
I’ADN causés par le 20A.

Ces données suggerent donc que des modeles de cancers déficients pour ATM ou pour
I'autophagie seraient plus sensibles au 20A.
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Cependant, l'inhibition d’ATM semble avoir une influence plus importante sur la sénescence
et la mort cellulaire que l'inhibition de I'autophagie. ATM serait alors responsable de
I'activation d’autres mécanismes aussi impliqués dans le choix de la sénescence ou de

I’apoptose en réponse au 20A et dont I'étude serait tres intéressante.

20A Y

B OERO000
UULILUUUBUNLIaUUY

mage

Sénescence Apoptose

Figure 23 : Implication d’ATM et de I'autophagie dans la balance entre la sénescence et
I'apoptose en réponse au 20A
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) Implication de la localisation lysosomale du 20A dans

la réponse anti-cancéreuse

Article 2: The combination of triarylpyridine compounds and

chloroquine induces LMP and triggers cell death in cancer cells

1. Contexte

Au cours des études réalisées pour cette thése, nous avons observé de facon hasardeuse
que les cellules traitées au 20A présentaient une fluorescence bleue dans leur cytoplasme.
De plus cette fluorescence était trés regroupée autour du noyau et semblait se localiser dans
des vésicules cellulaires denses.

Il a effectivement été décrit que certains LG4 présentent une localisation cytoplasmique.
Dans la majorité des études, les hypotheses évoquées sont un ciblage des ARN
cytoplasmiques (ARNm ou ARNt) ou encore de ’ADN mitochondrial (Drygin et al., 2009,
Faudale et al., 2012, Hampel et al., 2013, Hong et al., 2010). Nous n’avons trouvé que peu
d’études qui ont effectivement analysé cette localisation cytoplasmique. Deux études ont
alors montré que les LG4 peuvent se localiser au niveau des mitochondries et favorise la
mort cellulaire, ou au niveau des lysosomes empéchant ce composé d’atteindre le noyau

(Huang et al., 2015; Kang et al., 2013).

Ainsi, nous avons évalué ces deux localisations et avons pu constater que le 20A se localise
au niveau des lysosomes. Nous avons donc émis I’hypothése que le 20A serait séquestré
dans le lysosome et que ce mécanisme pourrait constituer un mécanisme de résistance vis-a-
vis de la réponse cellulaire au 20A.

Nous avons alors analysé I'implication de cette séquestration lysosomale grace a I'utilisation
d’un agent lysomotropique (la chloroquine), qui a été décrite dans de nombreux contextes
pour inhiber la séquestration lysosomale d’agents anti-cancéreux. De plus la chloroquine est
déja utilisée dans de nombreux essais cliniques, en association avec des chimiothérapies,

pour sa capacité a inhiber I'autophagie protectrice développée par les cellules cancéreuses.
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Dans cette étude, nous avons donc étudié I'intérét d’utiliser la chloroquine en combinaison
avec le 20A et d’autres LG4 dérivés du 20A qui se localisent aussi au niveau cytoplasmique
dans des lignées de cellules cancéreuses. Nous avons cherché a déterminer les mécanismes
moléculaires responsables des effets observés en combinaison avec la chloroquine.

Enfin, nous avons évalué la sensibilité de modeles cellulaires plus pertinents du point de vue
thérapeutique pour cette combinaison grace a l'utilisation de lignées de cellules issues de
xénogreffes dérivés de tumeurs de patients (lignées de cellules PDX, pour patient-derived

tumor xenograft).

Toutes les données supplémentaires relatives a cet article n°2 sont présentées en Annexes

n°2 (pages 293 a 297)
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Abstract

Lysosomal drug sequestration is widely considered to be an important mechanism of
resistance to some chemotherapies in cancer cells. However, little is known
regarding the possible lysosomal drug sequestration of G-quadruplex ligands (G4L)
in cancer cells. Here, we investigated the relationship between the modulation of the
lysosomal membrane damage and the degree to which cancer cells respond to the
cytotoxic effects of 20A, a G4L belonging to the triarylpyridine family. Our results
revealed that 20A accumulates in cells at the lysosomal compartment and causes an
enlargement of the lysosomes. Moreover, the combination of the lysosomotropic
agent chloroquine with 20A promotes a significant induction of lysosomal membrane
permeabilization (LMP) as compared to a single drug treatment. This response is
associated with a robust apoptotic cell death that occurs through caspase—dependent
and independent manner. The induction of LMP is also observed with 20A-derivative
compounds and, likewise 20A, is associated with increased cell death. Our study
uncovers the interest of studying the lysosomal effects of G4L from the triarylpyridine
family and delineates the rational of combining these compounds with chloroquine in
order to improve their effectiveness in prevision of further pre-clinical studies as

anticancer drugs.

Keywords: lysosomal membrane permeabilization; cell death; cancer; triarylpyridine
compounds.
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Introduction

Lysosomes are the end points of several vesicular pathways that mediate
degradation of intra- and extra-cellular material in cells * 2. As a result, the lysosomes
ensure the regulation of numerous biological processes including nutrient sensing,
signaling to cell nucleus, cell death pathways and immunosurveillance . In particular,
lysosomes are essential for proper function of autophagy, a cytoprotective process
that provides necessary nutrients and energy through promoting the degradation of
intracellular material *°. Hallmarks of lysosomal dysfunction include alterations in
lysosomal size, morphology and localization, changes in expression of lysosomal
enzymes and in lysosomal membrane properties including lysosomal membrane

permeability °.

Lysosomes play major roles in cancer, as they undergo multiple alterations during the
transformation process which contribute to tumor progression and metastasis ’.
Mounting evidence indicates that lysosomes are involved in resistance to anticancer
drugs with weak base properties. These drugs are suggested to sequestration within
the lysosome, which results in a loss of accessibility of the drug to its cellular targets
and thereby a reduction of its effectiveness. This effect has been suggested
ultimately to contribute to resistance to therapy ®*2. The mechanism of lysosomal
sequestration can be passive, through diffusion into the acidic lumen of the lysosome
where the drug is protonated and retained within the lysosome 3. However, some
active mechanism has also been described that relies on multidrug efflux transporters
1416 Accordingly, inhibition of lysosomal sequestration (by increasing lysosomal pH,
or inhibiting the active transport) has been shown to increase the sensibility of cancer

cells to several cancer drugs 81+1416-18,

Moreover, it has been reported that the modification of the lysosomal compartment

that occur during cellular transformation paradoxically render cancer cells more

1920 and associated with

18,21

susceptible to lysosomal membrane permeabilization (LMP)
lysosomal-dependent cell death (LDCD) induced by anticancer agents
The lysosomal dependent cell death (LDCD) is characterized as a process that
involves LMP and the subsequent release of lysosomal content such as cathepsins

into the cytosol *2. Extensive lysosomal leakage can cause necrotic cell death while

170



Résultats : Partie Il (Article n°2)

partial lysosomal membrane destabilization can result in lysosomal cell death through
apoptotic and non-apoptotic dependent mechanisms. LMP is triggered by any stimuli
that can affect the lysosomal membrane stability, including lysosomotropic agents,
ROS-generating molecules, or agents that affect changes in lipid composition of the
lysosomal membrane %.

Moreover, the induction of lysosomal dependent non-apoptotic cell death is of
tremendous interest in cancer therapy as cancer cells often display defective

apoptotic machinery rendering them resistant to therapy .

Hence, the identification of drugs that promote lysosomal cell death is an attractive
strategy for treatment of apoptosis- or therapy-resistant cancers. We have previously
shown that 20A, a G-quadruplex ligand belonging to the triarylpyridine family,
displays a potent anti-proliferative effect in several cancer cells®*. We found that one
of the gene classes most significantly upregulated by 20A corresponds to the
lysosomal pathway. In the present study, we found that 20A was located in the
lysosome. From these observations and the literature data, we speculated that the
enrichment of the lysosomal pathway by 20A renders cells less vulnerable to the
cytotoxic effect of this compound. We thus investigated the involvement of lysosomal
sequestration of the triarylpyridine compounds as a potential resistance mechanism
of cancer cells towards their cytotoxic effect, using a combination treatment with the

well-known antimalarial drug chloroquine.

Results

20A accumulates at the lysosomal compartment and causes enlargement of
the lysosomes.

Because 20A causes enrichment of genes involved in the lysosomal pathway (Figure
S1 showing the expression profile of genes involved in the “KEGG_Lysosome_
pathway” of 20A-treated cells), we first examined whether this compound affects the
lysosomal compartment in HeLa cells with the lysosomal marker Lysotracker Red. As
shown in Figure 1A, the size of the lysosomes is increased following exposure of

HeLa cells to 20A treatment. While performing this experiment, we also observed an
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unexpected result indicating the presence of blue fluorescence puncta in the cytosol
only when cells are subjected to 20A treatment (Figure 1A) suggesting that 20A is
responsible for the formation of these puncta. In vitro fluorescence experiments
confirmed also that 20A is fluorescent in this wavelength range following excitation in
the near UV (data not shown).

Co-localization experiments with Lysotracker and Mitotracker (specific markers of
lysosome and mitochondria respectively) showed that the blue fluorescence puncta
mostly co-localize with the lysosome and not with mitochondria (Figure 1B).
Altogether, these results indicate that 20A accumulates at the lysosomal

compartment and causes the enlargement of the lysosomes.

Lysotraker Blue Mitotraker
Red channel Green Merge

DMSO

20A

B

DMSO

Fluorescence profile

Enlargement

20A

Figure 1: 20A accumulates in the lysosomes and causes lysosomal
enlargement

A) Hela cells were treated with or without 5uM 20A for 6h and then stained with Lysotracker
Red (LTR) and Mitotracker Green (MTG) to visualize lysosomes and mitochondria,
respectively. Representative confocal images are presented for 20A fluorescence (blue
signal), LTR (red signal) and MTG (green signal), scale bar 25um. Magnified views of boxes
are presented for both condition.

B) The fluorescence profile represents the intensity of blue, red and green fluorescence

signals respectively along the yellow bar presented on 20A-treated cell image.
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20A and Chloroquine act in concert to trigger LMP and cell death.

The presence of 20A within the lysosome resembles to a mechanism referred as
lysosomal drug sequestration that has been observed in response to some
anticancer drugs 2. Growing evidence revealed that lysosomotropic agents such as
chloroquine can prevent lysosomal drug sequestration and thus sensitize cells
towards cancer therapies ***2°. To test this hypothesis, we investigated the effect of
combination of 20A and chloroquine on cell death in both HeLa and A549 cancer cell
lines. In order to properly evaluate the effect of the combination of the two drugs (20A
and chloroquine), we decided to use drug doses that trigger a low level of cell death
(<10%) when used alone (5uM and 3.5uM for HeLa cells and A549 cells respectively,
knowing that the ICsy of 20A is 6.3uM and 5uM for HeLa and A549 cells,
respectively). For all experiments, we also used a sublethal dose of Chloroquine
(25uM)

As shown in Figure 2A, the combination of chloroquine (25 uM) and 20A (5 uM)
promotes a robust activation of cell death process (50% cell death) in HelLa cells as
compared to 20A or chloroquine alone (less than 5% cell death). A similar effect is
observed when A549 cells are treated with the combination of 20A (3.5 uM) and
chloroquine (25 uM) indicating that chloroquine greatly potentiates 20A-induced cell
death.

We next examined the lysosome size and number in response to the combined
20A/chloroquine treatment. Figure 2B revealed that 20A and chloroquine both
causes the lysosomal enlargement as evidenced by LAMPL1 staining. It is worth

noting that this phenotype is markedly increased when the two drugs are combined.

One mechanism through which chloroquine has been shown to prevent lysosomal
drug sequestration relies on its ability to elevate the lysosomal lumen pH 2. To test
this hypothesis, we used the Lysotracker red dye that allows staining of any acidic
compartment vesicle with an internal pH of less than about 6.5 (lysosomes,
endosomes or autophagosomes), but unable to stain vesicles displaying pH higher
than 6.5. Under treatment with chloroquine, we observed the presence of Lysotracker
red puncta, as expected for acidic compartments described in the literature (Figure
S2), thus, ruling out any effect of chloroquine on the intravesicular pH of the
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lysosome, at least under our conditions (25 uM chloroquine). Of note, Bafilomycin Al
(an inhibitor of lysosomal v-ATPase that increases the intravesicular pH of the
lysosome) leads to a diffuse staining of the dye indicating that an increase in
intralysosomal pH can be efficiently observed with this assay.

We previously showed that 20A promotes the activation of functional autophagy that
operates as a linchpin between cell survival and cell death (unpublished data). As
chloroquine is a well-known inhibitor of autophagy degradation step, we next
explored whether the accumulation of autophagosomes is responsible for the robust
induction of cell death observed under the combination of 20A and chloroquine. To
this purpose, we compared cell death induced by the combination of 20A and
chloroquine in autophagy-proficient cells and autophagy-deficient cells (cell line with
complete autophagy disruption by deletion of two key autophagy genes, ATG5 and
ATG7). As shown in Figure 2C, the autophagy-deficient cells (in which the formation
of autophaosomes is completely inhibited, data not shown) manifest a comparable
rate of cell death in response to the combination of 20A and chloroquine cells than
the autophagy-proficient cells, suggesting that chloroquine sensitizes cells to 20A

treatment through an autophagy-independent mechanism.

Another mechanism through which chloroquine can promote cell death relies on the
induction of lysosomal membrane permeabilization (LMP) ?°. Recently, the detection
of Galectin 3 puncta at damaged endo-lysosome membranes was shown to be a
highly sensitive method to evaluate LMP ?’. To explore this possibility, we used a cell
line expressing mCherry-tagged Galectin 3 and counted cells with one or more
Galectin 3 puncta as “Gal3 positive cells”. As shown in the Figure 3A, the
percentage of Gal3 positive cells is nearly equal in cells subjected to a sublethal dose
of 20A and untreated cells (respectively 3% and 2%) but increases to 8 % when cells
are exposed to Chloroquine. More importantly, the percentage of Gal3 positive cells
increased massively (39%) when chloroquine is associated with 20A treatment. It is
worth noting that under the latter condition, 26% of Gal3 positive cells harbor one or
two Gal3 puncta and the rest (13%) display either 3 or more Gal3 punctae (Figure
3A bottom panel) suggesting the presence of several endo-lysosomal membrane

damages under this condition.
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We next analysed if the Gal3 puncta are situated at the lysosomal membrane by co-
staining cells with LAMP1, a specific marker of the lysosome. As shown in the Figure
3B, a large overlap in colocalization is observed when cells are simultaneously
exposed to both drugs confirming that Gal3 positive cells represent cells harboring
leaky lysosomes. This observation combined with the increased size of the lysosome
(observed with LAMPL1 staining) in cells treated with chloroquine and 20A suggest
that the lysosomal swelling process could be a cause of LMP.

Altogether, these results clearly showed that the combination of 20A and chloroquine
caused important lysosomal enlargement associated with important damages to the

lysosomal membrane.
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Figure 2: 20A and chloroquine act in concert to trigger enlarged lysosomes
associated with a robust cell death (see legend next page).
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Figure 2 (legend): 20A and chloroquine act in concert to trigger enlarged

lysosomes associated with a robust cell death.

A) Hela cells (left) and A549 cells (right) were treated with the indicated concentration of
20A with or without 25uM of chloroquine for 24h. Cell death was assessed by scoring the
percentage of propidium iodide (Pl) positive cells after flow cytometer analysis. The data
represents the mean + SD of 6 values obtained from three independent experiments each
performed in duplicate. ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.

B) Galectin3-mcherry expressing U20S cells were treated or not with 3uM 20A either the
presence or absence of 25uM chloroquine for 24h and then immunostained for LAMPL.
Representative z-projection of merge confocal images of nuclei (blue signal) and LAMP1
(green signal), scale bar 10um.

C) Autophagy-proficient (NTC) and -deficient (ATG5 and ATG7 KO) Hela cells were treated
with 5uM 20A either in the presence or absence 25uM of chloroquine for 24h. Cell death was
assessed by scoring the percentage of Pl positive cells after flow cytometer analysis. The
data represents the mean = SD of 9 values obtained from three independent experiments
each performed in triplicate. p-value ** < 0.01 and *** < 0.001, ns = non significant using
Mann-Whitney test.
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Figure 3: 20A and chloroquine act in concert to trigger LMP in cancer cells

A) Top, Galectin3-mcherry expressing U20S cells were treated or not with 3 uM 20A in
either the presence or absence 25 UM chloroquine for 24h. Representative epifluorescence
of merge images are presented with Galectin 3 (red signal) and Hoechst (blue signal), scale
bar 25 um. Middle, Percentage of cells displaying at least one Galectin 3 punctae are scored.
Data are presented as mean + SD of 15 values obtained from 5 randomly chosen fields in
each of the three independent experiments. Bottom, The number of Galectin 3 punctae per
cell was scored and results are expressed as percentage of cells with indicated Gal-3
puncta. Data are presented as the mean percentage of at least 1000 cells analyzed from 5
randomly chosen fields in each of the three independent experiments. **** p-value < 0.0001
using Mann-Whitney test

B) Galectin3-mcherry expressing U20S cells were treated or not with 3uM 20A either the
presence or absence of 25uM chloroquine for 24h and then immunostained for LAMPL.
Representative z-projection of confocal images of Galectin 3 (red signal), nuclei (blue signal)
and LAMP1 (green signal), scale bar 10um. LMP is assessed by colocalization of LAMP1
with Galectin 3 punctae, as observed on the magnified view from box area presented for
20A-treated cells.
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Apoptosis is involved in cell death induced by chloroquine/20A

We next investigated if apoptosis is implicated in the massive cell death induced by
chloroquine/20A treatment. To this purpose, we analysed apoptosis by examining the
appearance of the cleaved form of caspase 3 and PARP1, loss of mitochondria
transmembrane potential (early apoptosis) and the increase in the plasma membrane
permeability (late apoptosis). As presented in Figure 4A, the combination of
chloroquine and 20A treatment promotes a robust cleavage of PARP-1 and caspase
3 in both HeLa and A549 cells while no significant cleavage is observed when cells
are treated solely with sublethal dose of each compound.

To further evaluate the role of caspase in the occurrence of cell death, we used a
pan-inhibitor of caspase (QVD-OPH) and evaluated two features of cell death,
namely increase in the plasma membrane permeability and loss of mitochondrial
transmembrane potential. As shown in Figures 4B and Figure S3, these features of
cell death are significantly reduced when cells were treated with QVD-OPH prior the
addition of chloroquine/20A, suggesting that caspases play a key role in the

execution of cell death.

Using pharmacological approach, we also investigated the possible implication of
ferroptosis as well as necroptosis in cell death induced by chloroquine/20A treatment.
As shown in Figure S4A, Ferrostatin 1, an inhibitor of ferroptosis, markedly inhibits
cell death induced by Erastin (a known inducer of ferroptosis) but has no significant
effect on cell demise triggered by the combination of 20A and chloroquine. Similarly,
inhibition of necroptosis by Necrostatin 1 did not impact cell death induced by the
combination of 20A and chloroquine (Figure S4B). Together, these data reveal that
both ferroptosis and necroptosis are probably not involved in the cytotoxicity effect

triggered by the 20A/chloroquine combination.

To gain further insight into the mechanism linking LMP and cell death, we evaluated
the involvement of two cathepsins families in 20A/chloroquine-induced cell death by
using E64d, an inhibitor of the cystein cathepsin family and Pepstatin A, an inhibitor
of the aspartic cathepsin family. While E64d and Pepstatin A efficiently compromise
cell death induced by LLOMe, a well-known inducer of cathepsin-dependent cell
death, they fail to inhibit cell death induced by 20A/chloroquine treatment (Figure

S4C). These results suggest that the cysteine and aspartic cathepsins are probably
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not required for the execution of cell death induced by 20A and chloroquine

combination.
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Figure 4: Apoptosis is involved in cell death induced by the combination of
chloroquine and 20A

A) Hela cells (left panel) and A549 (right panel) cells were treated with 5 uM and 3.5 uM 20A
respectively in either the presence or absence of 25 puM chloroquine for 24h. Apoptotic cell
death was assessed by immunoblot analysis of cleaved forms of either Caspase 3 or
PARP1. Actin B was detected as a loading control.

B) HelLa cells (left panel) and A549 (right panel) cells were treated with or without 20 pM
QVD-OPH two hours prior to the addition of 20A (5 uM and 3.5 pM for HeLa cells and A549
cells, respectively). Where indicated, cells are also exposed to 25 uM chloroquine (CQ) for
24h. Apoptotic cell death was assessed by measurement of loss of mitochondrial
transmembrane potential (AWm). The data represents the mean + SD of 6 values obtained
from three independent experiments each performed in duplicate. ** p-value < 0.01 using

Mann-Whitney test.
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Chloroquine significantly activates LMP triggered by 20A-derived compounds.

To find out whether the cooperation between chloroquine and 20A in induction of cell
death can be extended to other trialylpyridine compounds, we tested three new
compounds: RD046 and RD050, RD052 (formula shown in Materials and methods
Figure S5) and determine their ICso in HelLa cells (Figure S6) before performing the
drug combination assay. As shown in Figure S6, these compounds significantly
inhibited HeLa cell viability (with ICs values even lower than the one found for 20A).
Next, we choose, likewise 20A, sublethal doses (mortality < 10%) for each compound
to analyse LMP and cell death in either the presence or absence of chloroquine

treatment.

We first analysed LMP by counting Galectin 3 positive cells. As shown in Figure 5A
and Figure 5B, unlike 20A, all three compounds (RD050, RD052 and RD046) have a
potent ability to induce LMP alone (compared to untreated cells) as evidenced by the
percentage of Gal3 positive cells which corresponds to 26%, 31% and 25%
respectively. More importantly, the percentage of Gal3 punctae positive cells
markedly raised when chloroquine is added to each drug RD050, RD052 and RD046
(57%, 56% and 45% respectively). This response is accompanied by an increase in
the percentage of cells harboring more than three Gal3 punctae (Figure 5B, right
panel) suggesting that a non-negligible portion of cells manifests intensive lysosomal
membrane damage. Thus, likewise 20A, the combination of chloroquine and 20A-

derived compounds triggered a massive increase in LMP induction.

Combined treatment with chloroquine and 20A-derived compounds
significantly activates cell death in lung adenocarcinoma cells

The induction of LMP by 20A-derived compounds prompted us to investigate if
combined treatment with chloroquine and 20A-derived compound can exacerbate
cell death modalities as seen for 20A. We thus compared the induction of cell death
in response to 20A and 20A-derived compounds in either the presence or absence of
chloroquine in A549 lung adenocarcinoma cell line. As shown in Figure 6A, cell
death is markedly enhanced when chloroquine is combined with RDO50. Similar

results are also observed with RD052 and RDO046, supporting the idea that the
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trialypyridine compounds have the ability to cooperate with chloroquine to trigger a

robust cell death.

To validate our results in a clinically relevant setting, we also examined the effect of
chloroquine and 20A (or its derivatives) in patient—derived xenograft cell lines from
lung adenocarcinomas (PDX2 and PDX3). As shown in Figure 6B, both PDX cell
lines are highly sensitive to the combination treatment, suggesting the relevance of

this combination for further studies in in vivo lung cancer models.
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Figure 5: Chloroquine potentiates LMP triggered by 20A—-derived compounds.
A) Galectin3-mcherry expressing U20S cells were treated with or without 3uM 20A, 1.5uM
RDO043, 2uM RDO050, 1puM RDO051, 1uM RDO052 or 1uM RDO046 in either the presence or

181



Résultats : Partie Il (Article n°2)

absence of 25 UM chloroquine for 24h. Representative epifluorescence merge images are
presented with Galectin 3 (red signal) and Hoechst (blue signal), scale bar 25 um. Magnified
views of boxes are presented for each designated condition.

B) Left Panel, quantification of the percentage of cells displaying at least one Galectin3
puncta. Data are presented as mean = SD of 15 values obtained from 5 randomly chosen
areas in each of the three independent experiments. Right panel, quantification of cell
displaying the indicated number of Galectin 3 punctae. Data are presented as the mean
percentage of at least 1000 cells analyzed from 5 randomly chosen field in each of the three
independent experiments. *** p-value < 0.0001 using Mann-Whitney test.
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Figure 6: Combined treatment with chloroquine and 20A-derived compounds
significantly activates cell death in both A549 lung cancer cells and patient —
derived xenograft cell lines from lung cancer

A and B. A549 lung cancer cell lines (A) and two PDX from lung cancer PDX2 (left) and
PDX3 (right) (B) were treated with either 3.5 uM 20A, 2.5 uM RD050, 1.5 uM RD052 or 2 uM
of RD046 in either the presence or absence of 25 UM chloroquine for 24h. Cell death was
assessed by scoring the percentage of Pl positive cells by flow cytometer analysis. The data
represents the mean + SD of 9 values obtained from three independent experiments each

performed in triplicate. p-value *** < 0.001 and **** < 0.0001 using Mann-Whitney test.
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Discussion

Lysosomal sequestration of cancer therapy agents is recognized as a mechanism of
resistance to chemotherapy by preventing access of these agents to their molecular
targets. We have shown here that 20A-treated cells emit blue fluorescence at the
level of lysosomes, suggesting that this compound accumulates, at least in part, at
the lysosomes compartment. From screening of a serie of trialylpyridine
coumpounds, we first characterized 20A as a potent G-quadruplex stablizing DNA
Ligand (G4L). The accumulation of G4L in lysosomes has been described only for
two other ligands, BMVC and DAOTA %2°. However, many G4Ls, whose localization
could be examined by virtue of their fluorescent property, have shown to display
perinuclear cytoplasmic localization. This cytoplasmic localization of G4L was
suggested to be attributed to their ability to target the mitochondria DNA or the

cytoplasmic RNAs 3033,

However, we cannot rule out the possibility of the
sequestration of these ligands in lysosomes and its impact in their anti-proliferative
efficacy. Although the involvement of lysosomal sequestration in the anti-cancer
effect of BMVC has not been investigated, it has been shown that BMVC is
particularly localized in the lysosomes of cancer cells resistant to chemotherapy and
that the induction of LMP with LLOMe promotes its nuclear relocation . This studly,
together with our findings suggest that targeting the lysosomal sequestration of G4L
with LMP inducing agents can have interesting therapeutic potential either by
increasing the access of G4L to their nuclear target, or by potentiating cell death by

LDCD.

The accumulation of 20A in lysosomes prompted us to examine its effects on
lysosomal functions and morphology. Labeling cells with the Lysotracker Red probe
suggests that the 20A-treated cells do not exhibit a major change in their
intralysosomal pH. Moreover, we found that 20A causes lysosome enlargement and
the addition of chloroquine to 20A markedly enhanced this lysosomal phenotype as
compared to a single drug treatment (20A or chloroquine alone) supporting the idea
that lysosome fission/fusion is affected under these conditions. It has been shown
that the lysosomal calcium source plays a major role in the fission and fusion

processes of the lysosomes. In fact, the lysosomal Ca?* channels P2X4 and

184



Résultats : Partie Il (Article n°2)

mucolipin 1 (TRPML1) were shown to be involved in lysosomal fusion and fission,
respectively **%°. The possible contribution of Na* and other cations to lysosomal
enlargement has been also suggested in the literature. Whether or not Ca** and
other cations are involved in the lysosomal phenotype observed in response to 20A

and chloroquine/20A remains to be clarified.

Another factor that regulates the lysosomal size and number is the TFEB
transcription factor which is responsible for the induction of genes encoding
lysosomal proteins through a mechanism that depends on mTOR inhibition ***". The
fact that 20A causes both upregulation of several genes encoding for lysosomal
proteins and inhibition of mTOR, argues in favor of the activation of TFEB in
response to 20A. It would be thus interesting to determine if and how TFEB regulates
lysosome functions and cell death in cells exposed to both 20A and the combination
of 20A and chloroquine. Further experiments will be necessary to better understand
the characteristic of lysosome enlargement induced by 20A either as a single agent

or in combination with chloroquine.

Most importantly, we found that the combination of 20A and chloroquine provokes
lysosomal membrane permeability and triggers a massive cell death in both HelLa
and A549 cell lines as well as PDX cells from lung cancer. Lysosomal membrane
permeability can be initiated by several agents namely i) lysosomotropic agents, such
as chloroquine, which destabilize the Iysosomal membrane through either
hydrophobic or electrostatic interactions with the lysosomal membrane %% ii) agents
that affect the lipid composition (i.e. cholesterol or sphingolipid) of the lysosomal
membrane; iii) ROS-generating agents that cause lipid peroxidation of lysosomal
membrane.

We found that the addition of antioxydants did not significantly affect LMP triggered
by 20A/chloroquine treatment, suggesting the implication of ROS-independent
mechanisms in this process. Whether or not the accumulation of enlarged lysosomes
and/or changes of lysosomal lipid composition are responsible for the induction of
LMP warrant further investigation.

Interestingly, we found that the cooperation between chloroquine and 20A in
induction of LMP can be also extended to other 20A derivative compounds

suggesting a general mechanism triggered by the trialylpyridine family of compounds
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in promoting the lysosomal membrane destabilization. As the induction of LMP is
considered an attractive strategy in cancer therapy, the characterization of the
chemical properties of these molecules and their precise mode of action in regulating

LMP warrant to be further investigated.

Of particular interest are the results showing that in addition to the robust activation
of LMP, the combined treatment with chloroquine and trialylpyridine compounds
promotes a massive cell death in several cancer cells including PDX cells from lung
cancer (while the single treatment with each compound leads to limited cell death).
We found that apoptosis but neither necroptosis nor ferroptosis, nor cathepsins are
involved in the execution of cell death as evidence by using specific pharmacological
inhibitors of each pathway, although further investigation is required to validate the
effects of these inhibitors on cell death pathways. Strikingly, the pan caspase inhibitor
only partially recovered the loss of mitochondrial transmembrane potential triggered
by 20A/chloroquine suggesting that apoptosis might take place through caspase-
dependent and -independent manner.

Moreover, we showed that the induction of LMP is not a consequence of caspase
activation (data not shown) as the pan inhibitor of caspase has no effect on this
response. However, as mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) is a
critical step of lysosome-induced apoptosis 2, it would be interesting to explore if and
how the BCI-2 family (which control MOMP) is implicated in the regulation of the
observed cell death process.

Further research are necessary to better understand the regulation and characteristic
of cell death induced by trialypyridine components either as a single agent or in

combination with chloroquine.

In conclusion, our study uncovers the interest of studying the lysosomal
sequestration of G4L and propose the rational of combining these compounds with
agents that induce LMP in order to increase their effectiveness, in view of
development of novel strategy in cancer therapy. It would be interesting to carry out
a comprehensive study on several LG4 families in order to determine which ones
might or might not be susceptible to modulate lysosomal pathways. In fact, the
chemical properties of the molecules including the pKa value and the lipophilicity are
critical factors that determine the ability of the molecule to be trapped within the
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lysosomes and provoke LMP “°. This information should then be taken into account
for the development of new G-quadruplex ligands designed for cancer therapy in

order to optimize their antitumour efficacy.
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Materials and methods

Cell culture

The human cervical cancer cell line HeLa was purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC) and the human lung carcinoma A549 cell line is a generous gift of Prof.
Jean-Francgois Riou (CNRS UMR 7196, Paris France). The autophagy-deficient (ATG5 and
ATG7 depleted) HeLa cell lines were generated as previously described **. U20S expressing
Galectin3-mCherry cell line is a generous gift from Dr. A H. Woldrich (CNRS UMRS5,
Bordeaux France) “°. The lung adenocarcinoma PDX cell lines (PDX2) and (PDX3) are
generous gifts from Dr. D. Santamaria ' INSERM U1218, Bordeaux France).

HelLa cells were grown in RPMI 1640 culture media supplemented with 2 mM glutamine
(Gibco-Life technologies), 10% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin, while A549, U20S and PDX cell lines were grown in DMEM, supplemented
with 10% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin. For U20S
expressing Galectin3-mCherry 200 pug/ml hygromycin B (#10687010, Invitrogen) was added
for cell culture, and removed from media before the experiments. All cell lines used in this

study were cultivated at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO..

Reagents and antibodies

Antibodies against the following proteins were used: Cleaved-Caspase3 (#9664), LAMP-I
(#9091) from Cell Signaling Technology, PARP-1 (C-2-10) (#BML-SA249-0050) from Enzo
life sciences, B-Actin (#NB600-501) from Novus Biologicals, HRP conjugated rabbit (#111-
035-003) and HRP conjugated mouse (#115-035-174) from Jackson ImmunoResearch,
Alexa488 conjugated anti-rabbit (#A11008) from invitrogen.

The Hoechst 33258 (#14530), E64d (#E8640), Bafilomycin Al (# B1793), Propidium iodide
(#P4864), Chloroquine diphosphate salt (#C6628), QVD-OPH (#SML0063) were purchased
from Sigma-Aldrich.Tetramethylrhodamine methyl-ester, TMRM (T-668) was purchased from
Molecular Probes, Fluoromount G (#00-4958-02) was purchased from Invitrogen. 20A was
synthesized as previously described (Smith, OBC, 2011). CA-074 (#205530), Ferrostatin-1
(#341494) were purchased from Calbiochem, LLOME (#16008), U18666A (#10009085),

Erastin (#17754) were purchased from Cayman chemical.

Synthesis of bis-triazole triarylpyridines
A series of novel bis-triazole 2,4,6-triarylpyridines have been synthesized through three steps
procedure (supplementary data 5). The synthetic route involves the base-catalysed

condensation of commercially available p-aminoacetophenone (1) with p-thiomethyl
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benzaldehyde (2) in PEG300 resulting the formation of di-amino derivative of 2,4,6-
triarylpyridines 3.The di-amino is then converted to corresponding diazido derivatives (4)
which is then subjected for copper-catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition reaction
with various amine-terminal alkynes to afford 1,2,3-triazole derivatives (supplementary data
4).

Synthesis of 4,4'-(4-(4-(methylthio) phenyl)pyridine-2,6-diyl)dianiline, 3:
p-Aminoacetophenone, 1 (5 g, 37 mmol) was added to a suspension of crushed NaOH (1.5
g, 37 mmol) in PEG300 (20 mL) at room temperature. The suspension was stirred and
heated to 80 °C to make a clear solution. Then, p-thiomethyl benzaldehyde 2 (2.8 g, 18.5
mmol) was added to the reaction mixture and heated at 110 °C for 4 h, after which NH4OAc
(42.7 g, 555 mmol) was added and the heating was reduced to 100 °C and stirred for 4 h.
After cooling to room temperature, 400 mL cold water was added to the mixture to get a
precipitate which was filtered and further purified through silica gel chromatography by using
DCM:MeOH (0-5%) affording compound 3.

Brown yellow powder, yield: 52%; *"H-NMR & (CDCl;) 8.375 (d, 4H, J= 8.7 Hz), 7.951 (s, 2H),
7.923 (d, 4H, J=8.7 Hz), 7.730 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.442 (d, 2H, J=8.7 Hz), 5.893 (br, 4H),
2.587 (s, 3H). 13C NMR 6 (100 MHz, CDCls) 144.352, 142.014, 139.638, 135.189, 128.752,
128.615, 128.045, 121.629, 120.189, 117.894, 15.742. MALDI-TOF MS m/z [M + H]" Calcd
C,4H21N3S: 384.1529, Found: 384.1523.

Synthesis of 2,6-bis(4-azidophenyl)-4-(4-(methylthio)phenyl)pyridine 4.

Compound 3 (200 mg, 0.5 mmol) was added to 15 mL 6N HCI and the reaction mixture was
cooled to 0 °C and NaNO, (138 mg, 2 mmol) was added and was stirred for 30 mins under
cold condition. Sodium azide (195 mg, 3 mmol) was added to the reaction mixture portion
wise under cold condition and the reaction mixture was allowed to stir at room temperature
for 2 h. The mixture was neutralized with sodium bicarbonate and extracted with ethyl
acetate (3x30 mL). The organic part was evaporated under vacuum at 30 °C to afford
compound 4 (98%) as a yellow solid which was used for next reaction. The diazido
compound was characterized through IR spectra which showed a sharp peak at 2105 cm™.
MALDI-TOF MS m/z [M+H]" Calcd for C»4H1gN;S; 436.1339, Found: 436.1326.

General procedure for the synthesis of RD050, RD052, RD046:
Compound 5 (50 mg, 0.1 mmol) was added to the mixture of 4 mL H,O and THF
(1:1).CuSO,, 5H,0 (0.002 mmol) and sodium ascorbate (0.1 mmol) was added to the mixture

and stirred. After 5 mins the alkyne (0.3 mmol) was added and stirred for 12 hr at room
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temperature. The solvent was evaporated and the residue was washed with water followed

by diethyl ether to afford the desired bis-triazole compounds.

RDO050

4-(4-(methylthio)phenyl)-2,6-bis(4-(4-(3-(pyrrolidin-1-yl)propyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yDphenyl)pyridine

Yellow powder; yield: 84 %; 1H NMR 6 (300 MHz, CDCl3) 8.400 (d, 4H, J= 8.7 Hz),
7.962 (s, 2H), 7.939 (d, 4H, J=8.7 Hz), 7.865 (s, 2H), 7.749 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.452 (s, 2H,
J=8.7 Hz), 2.935 (t, 4H, J=7.5 Hz), 2.594 (s, 3H), 2.574 (m, 12H), 2.022 (gn, 4H, J=7.5 Hz),
1.821 (gn, 8H, J=3.9 Hz). 13C NMR & (100 MHz, CDCl;) 157.483, 151.352, 150.194,
140.594, 138.917, 135.891, 129.781, 128.729, 127.892, 121.836, 120.197, 118.451, 58.277,
56.782, 54.819, 39.819, 28.851, 24.953. MALDI-TOF MS m/z [M+H]" Calcd for C4,H4sNoS;
710.3748, Found: 710.3740.

RD052

»
\

Ny O

/a 7\
_N N N N—
(- /

S/

Clon

N °N

4,4'-((((4-(4-(methylthio)phenyl)pyridine-2,6-diyl)bis(4,1-phenylene))bis(1H-1,2,3-
triazole-1,4-diyl))bis(propane-3,1-diyl))bis(1-methylpiperazine)

Yellowish red powder; yield: 68 %; 1H NMR & (300 MHz, CDCls) 8.397 (d, 4H, J= 8.7
Hz), 7.959 (s, 2H), 7.932 (d, 4H, J=8.7 Hz), 7.856 (s, 2H), 7.746 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.449 (s,
2H, J=8.7 Hz), 2.911 (t, 4H, J=7.5 Hz), 2.592 (s, 3H), 2.530 (br, 20H), 2.321 (s, 6H) 1.997
(gn, 4H, J=7.5 Hz). 13C NMR & (100 MHz, CDCl3) 157.463, 151.320, 150.154, 140.624,
139.017, 136.091, 129.741, 128.781, 127.992, 121.736, 120.237, 118.351, 59.147, 56.472,

190



Résultats : Partie Il (Article n°2)

54.529, 47.419, 27.978, 24.953. MALDI-TOF MS m/z [M+H]" Calcd for CsHsiNyS;
768.4279, Found: 768.4269.

RD046

N N

= “
4,4'-((((4-(4-(methylthio)phenyl)pyridine-2,6-diyl)bis(4,1-phenylene))bis(1H-1,2,3-
triazole-1,4-diyl))bis(ethane-2,1-diyl))bis(1-methylpiperazine)
Yellow powder; yield: 64 % ; 1H NMR & (300 MHz, CDCls) 8.389 (d, 4H, J= 8.7 Hz), 7.956 (s,
2H), 7.938 (d, 4H, J=8.7 Hz), 7.900 (s, 2H), 7.741 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.446 (s, 2H, J=8.7 Hz),
3.065 (t, 4H, J=7.8 Hz), 2.811 (t, 4H, J=7.8 Hz), 2.558 (br, 16 H), 2.589 (s, 3H), 2.341 (s,
6H). 13C NMR 6 (100 MHz, CDCl3) 157.534, 151.462, 147.985, 142.162, 140.798, 138.987,

129.806, 128.811, 128.042, 121.855, 120.813, 118.485, 58.564, 55.770, 53.124, 46.525,
24.594, MALDI-TOF MS m/z [M+H]" Calcd for C4,HsoN1;S; 740.3966, Found: 740.3924.

Mitochondrial and lysosomal staining and evaluation of 20A localization

Cells were grown on glass coverslips on a 6-well plate (6 x 10* cells/well), treated with or
without 5 pM 20A for 6h. Cell were stained with 50nM Mitotracker Green (#M7514, Molecular
probes) and 50nM Lysotracker Red DN-99 (#L7528, Molecular probes) 30 min before the
end of the incubation time of 20A. Cells were placed in a perfusion chamber with DMEM
without red Phenol containing 15nM Lysotracker Red DN-99. Image acquisition was made on
a Zeiss LSM 510 META confocal microscope, with an Apoplan x63 objective. Identical
exposures were used for each channel throughout individual experiments, and no images
were altered after capture. Co-localization of blue fluorescence (20A) with the lysosome
cellular compartment was analyzed by superposing fluorescence profile of the different

cellular compartments.

Lysosomal membrane permeabilization (LMP) analysis

i Quantification of Galectin 3 puncta

Lysosomal membrane damage was assessed thanks to U20S expressing Galectin3-

mCherry cells. Cells were plated on 12-well plates (7.5 x 10* cells/well) treated with or
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without 20A in either the presence or absence of 25uM chloroquine for 24h. Cells were then
washed with PBS, fixed with 4% (v/v) paraformaldehyde for 10 min at room temperature and
then nuclei were counterstained for 15 min with Hoechst 33258. Image acquisition was made
with a Leica DMI8 epifluorescence microscope, with a x20 objective (NA 0.40) equipped with
a digital CMOS camera (Hamamatsu photonics) and filter bloc for detection of phase contrast
and blue (exc: 325-375nm / em: 435-485nm) and red (exc: 541-551nm / em: 565-605nm)
fluorescence. Each images of cells was collected with identical exposure times and scaled
equally. Five images were acquired on each condition and then analysed thanks to ImageJ
software in order to count manually the number of cells, and automatically the number of

Galectin3 punctae within each cell by using the “Find Maxima” tool.

ii. Evaluation of Galectin 3 and LAMP1 co-localization

To assess for lysosomal membrane permeabilization (LMP) co-localization study of
Galectin3 puncta and LAMP1 was carried out by immunofluorescence study.

Cells grown on glass coverslips were fixed in ice-cold methanol at -20°C for 15 min then
blocked/permeabilized with 3% BSA containing 0.3% Triton X-100 for 1h. Then cells were
incubated with primary antibody overnight at 4°C. After washing, cells were incubated with
secondary antibody (anti-rabbit Alexa Fluor 488 antibody) for 1h at room temperature in a
dark chamber and stained with 2ug/ml of Hoechst 33258 (H3569, Promega) for 10min. After
two PBS wash, cells were mounted with Fluoromount (F4680, Sigma-Aldrich) and images
were acquired using a Zeiss LSM510 Meta confocal microscope (Zeiss, Gottingen,
Germany) with an oil immersion Apoplan 63x objective (NA 0.75). z-stack series were made
with 0.6um interval and the corresponding images represent a z-projection of maximal
intensity. Identical exposures were used for each channel throughout individual experiment.
No images were altered after capture. Processing of images is performed thanks to ImageJ

software.

Evaluation of cell death

The cell death process was monitored by measuring the plasma membrane permeability by
using propidium iodide (P4864, Sigma) uptake by cytometer analysis. Briefly, supernatant
and attached cells were collected, pelleted at 1800rpm for 5min and loaded with 1 pug/ml PI
for 15min. Cells were then analyzed by flow cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson) in
the FL2 channel (exc: 488nm / em: 564-606nm).

Apoptotic cell death was also determined by measuring the loss of mitochondrial
transmembrane potential (AWm) by using tetramethyl rhodamin methyl ester perchlorate dye
(TMRM) followed by cytometer analysis as previously described “*. Apoptosis was also

evaluated by Western blotting analyses of cleaved forms of either PARP 1 or caspase 3.
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Where indicated, the caspase inhibitor, QVD-OPH was added to cells to evaluate the

possible implication of caspases in cell demise.

Immunoblot assay

Cell extracts were prepared in 10mM Tris, pH 7.4, 1% SDS, 1mM sodium vanadate, 2mM
PMSF (93482, Sigma-Aldrich), 1% Protease Inhibitor Cocktail (P8849, Sigma-Aldrich), and
1% Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail (1862495, Thermo Fisher Scientific) and treated with
Benzonase Endonuclease (71205, Merck Millipore) for 5min at room temperature, and boiled
for 5min. Fractions (30-50 pg) of cellular extract proteins were subjected to SDS-PAGE
using a Tris/glycine buffer system based on the method of Laemmli. After electrophoresis,
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (10600003 Amersham Protrant
Premium 0.45 NC, GE Healthcare Life Sciences). Protein loading was assessed by Ponceau
red staining of membranes. Blots were then incubated with primary antibodies using the
manufacturer's protocol followed by the appropriate horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody. Mouse anti-Actin antibody was used to assess equal loading of the
samples. Immunostained proteins were visualized on a chemiluminescence detector
equipped with a camera (FUSION FX7, Fisher Bioblock Scientific) using the enhanced

chemiluminescence (ECL) detection system.

Cell viability assay

Cell viability was evaluated using the MTT assay. Cells were seeded in a 96-well plate (4 x
10° cells/well). After 24 h of drug treatment, MTT was added to each well to a final
concentration of 0.5 mg/ml, followed by incubation at 37 °C for 3 h. The medium was then
removed, and 100 pl of DMSO was added per well. The absorbance in each well was
measured at 570 nm and 630 nm using a Flexstation 3 microplate reader (Molecular
Devices). To determine the IC50 of 20A, a non-linear regression curve was fit using

GraphPad Prism software.

Statistical analysis.

Each experiment was performed three times. Results were expressed as the mean value +
standard deviation (SD). Unless otherwise stated, statistical analysis was performed by
Mann-Whitney unpaired statistical test. p < 0.05 was considered statistically significant. The

software used was GraphPad PRISM.
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3. Récapitulatif des résultats principaux

e Un traitement combiné chloroquine/20A potentialise la mort cellulaire et la LMP

Le 20A se retrouve accumulé dans les lysosomes et semble conduire a un élargissement de la
taille de ces derniers (Figure 1A et 1B, page 172), suggérant que le 20A est séquestré dans
les lysosomes.

Afin de surmonter la séquestration lysosomale, nous avons utilisé la chloroquine (agent anti-
paludéen qui se retrouve aussi accumulé dans les lysosomes et induit une dysfonction
lysosomale). Nous avons alors observé que la combinaison du 20A et de la chloroquine
potentialise de facon trés importante la mort cellulaire dans plusieurs lignées de cellules
cancéreuses (Figure 2A, page 175). Cette augmentation de la mort cellulaire est
indépendante de I'autophagie (Figure 2C) et est associée a une augmentation importante de
la taille des lysosomes (Figure 2B) et de la perméabilisation de la membrane lysosomale
(LMP) (Figure 3, page 177).

Ces résultats suggérent donc que la chloroquine favorise la mort induite par le 20A en

potentialisant la LMP.

e La combinaison chloroquine/20A entraine une mort apoptotique

Afin de connaitre la nature de la mort cellulaire induite par cette combinaison de traitement,
nous avons utilisé différents inhibiteurs de différents mécanismes de mort cellulaire
(apoptose, nécroptose, ferroptose, mort cellulaire liée a I'activité des cathepsines). Seule
I'inhibition de I'apoptose (par inhibition de I'activité des caspases) réduit la mort cellulaire
induite par la combinaison de traitement (Figure S3 et S4 pages 294 et 295 respectivement).
De plus, la potentialisation de la mort cellulaire induite par la combinaison du 20A et de la
chloroquine est associée a une augmentation importante de la perte du potentiel
transmembranaire mitochondrial et du clivage de PARP1 et de la caspase 3 (Figure 4, page
179).

L’'ensemble de ces données confirment I'implication de I'apoptose dans la mort cellulaire
induite par le traitement combiné du 20A et de la chloroquine. Cependant, les inhibiteurs
d’apoptose n’inhibent pas totalement la mort cellulaire soulevant I'hypothése de

I'intervention d’un autre mécanisme impliqué dans cette mort.
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e La chloroquine potentialise la LMP induite par d’autres LG4

Nous avons voulu savoir si I'effet de la chloroquine sur la potentialisation de la LMP pouvait
étre généralisable a d’autres LG4. En particulier, nous avons étudié des dérivés du 20A dont
la localisation a également été observée au niveau du cytoplasme (données non présentées).
A la différence du 20A, les dérivés induisent a eux seuls la LMP. L’ajout de la chloroquine
conduit a une hausse significative du pourcentage de cellules positives pour la LMP, mais
également au nombre de lysosomes qui sont atteints par la LMP dans chaque cellule positive
(Figure 5, page 181).

Ces résultats montrent donc qu’en plus du 20A, d’autres LG4 peuvent en effet se localiser au
niveau des lysosomes et participer a une déstabilisation de la membrane lysosomale, avec
ou sans traitement supplémentaire a la chloroquine. De plus, I'induction de la LMP par les
dérivés du 20A utilisés en traitement unique suggere que ces derniers possedent des

propriétés différentes du 20A.

e La combinaison de la chloroquine et des dérivés du 20A entraine la mort massive
des cellules cancéreuses d’adénocarcinome pulmonaire

Enfin, nous avons voulu savoir si un traitement a la chloroquine, en potentialisant la LMP
induite par les dérivés du 20A pouvait aussi conduire a une potentialisation de la mort
cellulaire. En effet, nous observons une nette augmentation de la mort cellulaire en
condition de combinaison des dérivés du 20A et de la chloroquine dans la lignée cellulaire
A549 (Figure 6A, page 183).
De plus, ces observations sont aussi valables dans deux modeles cellulaires plus relevant
pour la clinique. En effet, nous observons aussi une potentialisation majeure de la mort
cellulaire dans deux lignées de cellules PDX issus de patients atteints d’adénocarcinomes
pulmonaires (Figure 6B et 6C). Ces résultats suggerent donc que la combinaison de la
chloroquine avec le LG4 20A ou ses dérivés peut présenter un potentiel thérapeutique

intéressant en potentialisation de facon importante la mort cellulaire.
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4. Conclusion

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le 20A se localise au niveau des
lysosomes et semble constituer un mécanisme de résistance vis-a-vis de la mort cellulaire.
Cette résistance peut étre surmontée grace a un traitement combiné avec la chloroquine qui
potentialise de fagon importante la mort cellulaire. La potentialisation de la mort cellulaire

par la chloroquine peut étre généralisable a d’autres LG4 de la méme famille que le 20A.

L'augmentation de la mort cellulaire est accompagnée d’une augmentation de la taille des
lysosomes et d’une induction massive de la perméabilisation de la membrane lysosomale,
suggérant donc que la LMP pourrait étre un facteur majeur de cette potentialisation de la
mort cellulaire (schématisé en Figure 24).

De fagon intéressante, la combinaison de traitement entre le 20A et la chloroquine est
partiellement dépendante d’une mort de type apoptotique. Les autres types de mort
cellulaire qui sont impliqués dans cette combinaison de traitement restent de nature
inconnue pour l'instant. Mais ces résultats suggerent que méme dans des modeles de
cancers dont I'apoptose est déficiente (par surexpression d’inhibiteurs de caspases), cette

combinaison serait tout de méme partiellement efficace pour induire la mort.

Enfin, la sensibilité importante de plusieurs lignées de cellules issues d’adénocarcinomes
pulmonaires (la lignée commerciale A549 et deux lignées de PDX) suggére que cette
combinaison pourrait étre intéressante a étudier plus précisément dans des modeles in vivo

de xénogreffes pulmonaires chez la souris.

20A

Chloroquine
et derlves q
C‘me i}( ‘ Apoptose
? —
% Séquestration
4:.:» lysosomale Mort cellulaire de
- nature inconnue
Lysosome Augmentation de la taille Perméabilisation de Ia
des lysosomes membrane lysosomale

Figure 24: Effet de la combinaison chloroquine/20A sur les lysosomes et la mort cellulaire
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lll) Etude des mécanismes de formation des cellules a

doubles noyaux par le 20A et de leur role dans la

réponse au 20A

Résultats complémentaires

1. Contexte

Dans cette derniéere partie, nous allons présenter quelques résultats obtenus concernant une
particularité du 20A (qui n’est pas retrouvée avec ses dérivés, et que nous n’avons pas
retrouvée décrite pour d’autres ligands G-quadruplexes dans la littérature). Cette
particularité est liée a I'apparition d’une proportion importante de cellules binucléées a la

suite d’un traitement au 20A.

De nombreux agents anti-cancéreux, en particulier des inducteurs de dommages a I’ADN ou
des agents déstabilisant les microtubules peuvent conduire a I'apparition de cellules
tétraploides par un échec de cytokinese (Erenpreisa et al.,, 2008; Ivanov et al.,, 2003;
Panvichian et al.,, 1998; Shen et al., 2013). Ces cellules tétraploides peuvent influencer
considérablement la réponse au traitement. En effet, il a été décrit que ces cellules
tétraploides peuvent étre a la fois plus sensibles et plus résistantes a la mort cellulaire
(Coward and Harding, 2014; Erenpreisa and Cragg, 2013; Gascoigne and Taylor, 2009).

La sensibilité de ces cellules a la mort cellulaire est notamment liée au fait qu’au cours des
divisions suivantes, ces cellules vont présenter des anomalies de mitose qui conduiront a la
mort mitotique.

Cependant, dans de tres rares cas, ces cellules présentant des anomalies de mitose peuvent
survivre et favoriser la progression tumorale. Il est également observé dans certaines
conditions que les cellules tétraploides ne proliferent plus a cause de I'activation du point de
contrble de la tétraploidie, et deviennent sénescentes. Or, le mode de fonctionnement de

nombreux anti-cancéreux repose sur la capacité proliférative des cellules cancéreuses. Ainsi,
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la diminution du taux de prolifération des cellules tétraploides rendent les chimiothérapies

moins efficaces.

Nous avons donc voulu savoir par quel mécanisme ces cellules binucléées se forment et quel
est leur role dans la mort cellulaire induite par le 20A. Afin de répondre a ces questions,
nous avons d’abord identifié I'origine de ces cellules grace a des expériences de
vidéomicroscopie.

Nous avons également analysé la progression des cellules binucléées dans le cycle cellulaire
grace a l'utilisation de cellules exprimant un reporteur FUCCI (Fluorescent Ubiquitination
based Cell Cycle Indicator). Ces expériences nous ont permis notamment de déterminer la
sensibilité des cellules binucléées a la mort cellulaire induite par le 20A.

Enfin, étant donné le role potentiellement néfaste que les cellules binucléées peuvent avoir
sur la réponse aux anti-cancéreux, nous avons recherché des stratégies qui permettraient de
diminuer la proportion de ces cellules binucléées en réponse au 20A. Nous avons alors
identifié deux stratégies possibles, soit en évitant leur formation, soit en sensibilisant les

cellules binucléées a la mort cellulaire.
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2. Résultats

e Un traitement au 20A entraine la formation de cellules a doubles noyaux a cause

d’un défaut de division.

Les cellules traitées au 20A présentent une proportion de cellules binucléées trés importante
aprés 24h de traitement (Figure 25A). En effet, par un comptage manuel on observe environ
38% de cellules a doubles noyaux pour des cellules Hela, de plus I'analyse du contenu en
ADN par cytométrie en flux confirme |'augmentation de la proportion de cellules

tétraploides (4n) pour des cellules Hela et A549 (Figure 25B).

Nous avons ensuite voulu savoir quelle était I'origine de ces cellules binucléées. Deux
hypothéses peuvent expliquer I'apparition de cellules binucléées, la premiere étant la fusion
de deux cellules, la deuxiéme étant a la suite d’'un défaut de mitose. Nous avons donc réalisé
des expériences de vidéomicroscopie sur 24h avec des cellules Hela qui expriment une
histone couplée au marqueur fluorescent mCherry (HeLa H2B-mCherry). Nous avons observé
gu’il s’agissait plutot d’'un défaut de mitose puisque les cellules binucléées surviennent

toutes a la suite d’une mitose (indiquées par des étoiles sur la Figure 25C).
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Figure 25: 20A treatment induces binucleation due to mitosis failure.
A) Hela cells were treated or not with 6uM 20A for 24h and then stained with Hoechst to detect

binucleated cells. Left panel, Representative merged images of Hoechst staining (blue signal) and
phase contrast are presented, scale bar 25um. Right panel, Percentage of binucleated cells are
scored, the data are presented as mean * SD of fifteen values obtained from three independent
experiments counting at least 100 cells from 5 randomly chosen field in each experiment. **** p-
value < 0.0001 using Mann-Whitney test.

B) Hela (left) and A549 (right) cells were treated with or without 20A (6uM or 4uM respectively) for
24h and then analyzed for DNA content by FACS analysis. The data are presented as mean + SD of 9
values obtained from three independent experiments each performed in triplicate. p-value ** < 0.01
and **** <0.0001 using Mann-Whitney test.

C) Time-lapse videomicroscopy of Hela cells expressing H2B-mCherry during mitosis, upon treatment
with either DMSO or 6uM of 20A. Representative epifluorescence merged images of nucleus H2B-
mCherry (red signal) and phase contrast of cells are shown at the indicated time after the start of
mitosis, scale bar 25um. The time-lapse videomicroscopy was carried out during 24h. The asterisks
indicated binucleated cells due to mitosis failure.

e Impact des cellules a doubles noyaux dans la réponse au 20A : arrét en phase G1 et

résistance a la mort cellulaire

Les cellules binucléées peuvent présenter a la fois un avantage et un inconvénient
thérapeutique. En effet, la tétraploidie est connue pour conduire a I'activation d’un point de

contrble de la tétraploidie qui fait intervenir un arrét des cellules en phase G1 du cycle
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cellulaire, et l'induction de la sénescence. Cette induction de la sénescence peut étre
considérée comme un avantage thérapeutique du fait de I'arrét de la prolifération des
cellules. De plus, dans le cas ou les cellules échappent a la sénescence des cellules
binucléées ont souvent été décrites pour subir une catastrophe mitotique a la mitose
suivante et mourir au cours de cette mitose.

Mais, il a aussi été décrit qu’un tres faible pourcentage de cellules est capable de survivre a
la catastrophe mitotique et devient alors polyploide. Et ces cellules polyploides qui survivent
sont notamment capables de régénérer des cellules presque diploides qui possédent des
propriétés tumorigéniques et de cellules souches cancéreuses (Puig et al., 2008; Vitale et al.,

2010).

Ainsi, nous avons évalué le devenir de ces cellules binucléées par un suivi de la progression
dans le cycle cellulaire, en définissant en particulier si les cellules sont arrétées ou capables
de proliférer et dans ce dernier cas, meurent-elles au cours de la mitose qui suit.

Nous avons donc réalisé une expérience de vidéomicroscopie de 48h avec des cellules A549
qui expriment le reporteur FUCCI (Fluorescence Ubiquitination based Cell Cycle Indicator)
avec des intervalles de temps de 30minutes. Nous avons suivis chaque cellule et reporté la
succession de phases du cycle cellulaire. A des concentrations de 20A non létales, a la fin des
48h d’enregistrement, on observe une différence importante de confluence des cellules
entre la condition contrble et traitée au 20A, suggérant que les cellules traitées au 20A

proliferent moins vite (Figure 26A, panneau du haut).

Nous avons ensuite quantifié le temps total que les cellules ont passé en phase G1 et en
phase G2, ainsi que le nombre de mitoses réalisées au cours des 48h d’acquisition. Nous
observons notamment que les cellules traitées au 20A passent significativement plus de
temps en phase G1 que les cellules contréles (en moyenne 39h contre 26h) (Figure 26B,
panneau de gauche). De plus les cellules traitées au 20A semblent réaliser moins de mitoses
que les cellules contrdles. En effet la majorité des cellules traitées au 20A (71%) ne font
gu’une mitose au cours des 48h, avec 14% de ces cellules qui font au maximum 2 mitose
Figure 26B, panneau de droite). Alors que la grande majorité des cellules contrdle (88%) en

réalisent au moins 2, avec 40 et 48% des cellules qui réalisent 2 et 3 mitoses respectivement.
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Ces résultats suggerent donc fortement que les cellules traitées au 20A sont arrétées en

phase G1 du cycle cellulaire.

Afin de savoir si les cellules a double noyaux sont plus susceptibles ou non d’étre arrétées en
phase G1 que les cellules mononucléées, nous avons analysé la répartition de ces cellules en
fonction de leur arrét « apparent » en phase G1. Avec une concentration non létale de 20A,
nous observons environ 30% de cellules binucléées, et la grande majorité de ces cellules
(60%) présente un arrét « apparent » en phase G1 (Figure 26C). Lorsque nous considérons la
population de cellules mononucléées, une proportion équivalente des cellules est soit
arrétée en phase G1, soit toujours en cycle (respectivement 47% et 53% de la population de
cellules mononucléées, ce qui représente respectivement 33 et 37% des cellules totales). Ces
données suggerent fortement que les cellules binucléées sont plus susceptibles d’étre
arrétée en phase G1 et activent donc le point de contréle de la tétraploidie. En revanche une
petite proportion de ces cellules a doubles noyaux est capable de continuer leur progression

dans le cycle cellulaire.

Nous avons également voulu savoir le devenir de ces cellules binucléées a des doses |étales
de 20A. Nous avons alors analysé la répartition des cellules mono- et binucléées en fonction
de la mort cellulaire lorsque les cellules sont traitées avec une concentration plus forte de
20A qui induit environ 33% de mort cellulaire.

A cette concentration de 20A, on observe la formation de 30% de cellules binucléées qui
sont majoritairement vivantes (93% de la population de cellules binucléées, représentant
environ 28% de la population totale) (Figure 26D). Dans la population mononucléée, la
proportion de cellules vivantes ou mortes est équitable (53% contre 47% respectivement).
Ainsi, ces données suggerent que la population de cellules binucléée est plutot résistante a

la mort cellulaire induite par le 20A.
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Figure 26: Most of the binucleated cells are arrested in G1 phase and manifest reduced
sensitivity to 20A-induced cell death than mononucleated ones.
A) Time-lapse videomicroscopy of A549 cells expressing FUCCI reporter treated with or without

3.5uM 20A. Representative epifluorescence merged images at the indicated time obtained from
time-lapse videomicroscopy monitored for 48h, scale bar 100um. Image were pseudo-colored in red
for G1 phase cells and in green for S-G2 phase. Each cell was tracked to monitor cell cycle phase as
well as cell death.

B) Individual follow-up of cells treated as in A. Left panel, Dot plots of the mean total time spent in
G1 phase or G2 phase was evaluated during 48h for each cell lineage subjected to either DMSO or
20A treatment. Data are presented as mean + SD of at least 50 followed cells in each condition from
two independent experiments. **** p-value < 0.0001 using Mann-Whitney test. Right panel, The
maximal number of mitosis realized in 48h is scored for cell treated with or without 20A. Data are
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presented as the mean percentage of at least 50 followed cells in each condition from two
independent experiments.

C) Representation of the percentage of mononucleated and binucleated cells that display G1 phase
arrest after treatment with 3.5uM 20A for 48h. Data are presented as the mean percentage of at
least 150 followed cells (total cell number =181) from two independent experiments.

D) Cells were treated with 4.5uM 20A for 48h and the percentage of mononucleated and binucleated
cells that are alive or undergo cell death were scored. Cells that lost their refringency are considered
as dead cells. Data are presented as the mean percentage of at least 150 followed cells (total cell
number =183) from two independent experiments.

L’'ensemble de ces résultats semble indiquer donc que les cellules binucléées, issues d’un
défaut de division, participent a I'effet cytostatique (anti-prolifératif) du 20A en s’arrétant en
phase G1 du cycle cellulaire, et sont en revanche plus résistantes a la mort induite par le
20A. Etant donné que tres peu de cellules binucléées étaient considérées comme toujours
en cycle, mais que la durée du cycle est tout de méme rallongée, nous n’avons pas pu
observer la mitose suivante de ces cellules binucléées. Nous ne pouvons donc pas dire si ces
cellules binucléées peuvent favoriser la mort cellulaire a la suite d’une catastrophe
mitotique.

De plus, nos expériences sont réalisées sur des temps trop courts et ne permettent pas
d’observer une éventuelle réversibilité de la sénescence. Or cette réversibilité de la
sénescence est associée au potentiel de ces cellules polyploides de générer des cellules a
trés fort potentiel tumorigénique ayant des propriétés de cellules souches cancéreuses
(Weihua et al., 2011). Ainsi, il faudrait réaliser des acquisitions sur du plus long terme pour
obtenir ces informations déterminantes dans la compréhension du role de ces cellules

binucléées dans la réponse au 20A.
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by

e Un échec de la cytokinese est responsable de la formation des cellules binucléées a

la suite d’un traitement au 20A.

A cause de leurs potentiels effets négatifs sur la réponse au traitement par le 20A, nous
avons voulu déterminer les causes de ce défaut de mitose pour tenter d’y remédier. Afin de
savoir plus précisément a quelle étape de la mitose les problémes surviennent nous avons
réalisé une immunofluorescence de la tubuline. Les cellules ont alors été synchronisées en
phase S grace a un blocage par la thymidine. A la suite de la relache du blocage a la
thymidine dans du milieu frais, avec ou sans le 20A, quelques cellules commencent a entrer
en mitose a 9h post-relache, un plus grand nombre de cellules entrant en mitose apres 10h
de reldache. Nous réalisons donc une fixation des cellules a 10h30 aprés la relache pour
pouvoir observer des cellules dans chaque étape de la mitose. Au préalable, nous avions
vérifié que dans ces conditions de synchronisation et de traitement au 20A pendant
seulement 10h30, des cellules binucléées peuvent également se former (données non

présentées).

Nous avons présenté en Figure 27 des images représentatives de cellules en métaphase,
anaphase et en phase de cytokinese marquées pour la tubuline. Nous observons que le
réseau de microtubules est organisé de fagon similaire en métaphase et en anaphase entre
la condition controle et la condition traitée au 20A. En revanche, a la fin de la mitose, alors
qgue les cellules contréle présentent des filaments tres fins de microtubules entre deux
cellules qui se divisent (représentés par des fleches sur la Figure 27 panneau de droite), tres
peu de cellules traitées au 20A présentent ce phénotype. A l'inverse on observe plutét une
désorganisation du fuseau central de microtubules (représenté par des étoiles sur la Figure
27 panneau de droite). Ces résultats suggérent donc que la tétraploidisation issue d’un

traitement au 20A est issue d’un défaut de cytokinese.
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Figure 27: 20A treatment disrupts microtubule organization during cytokinesis.
Hela cells were synchronized in S-phase, released in DMSO or 6uM 20A for 10h30 and then fixed in

ice cold methanol for tubulin immunostaining. Representative confocal image of cells during
metaphase, anaphase or cytokinesis are presented, scale bar 10um. Arrows indicate thin microtubule
filaments within cytoplasmic bridge, asterisks indicate destabilized microtubule organization
between dividing cells.

e L’échec de la cytokinése est associé a une sous-expression et mauvaise localisation

de RhoA pendant la cytokinése

Nous nous sommes donc intéressés un peu plus précisément aux mécanismes moléculaires
qui pourraient étre responsables de ce phénotype. Deux effecteurs majeurs de la cytokinése
ont alors été étudiés: la kinase Aurora B et la Rho GTPase RhoA, dont la localisation et

I'activité sont primordiales pour le bon déroulement de la cytokinése.

En effet, de facon générale Aurora B est localisée au niveau des centromeéres des
chromosomes pendant la métaphase, ol elle joue un réle important dans le contréle de
I'attachement correcte de chaque chromatide d’'un méme chromosome aux pdles opposés

du fuseau mitotique. Elle participe donc au point de contréle de I'assemblage du fuseau
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mitotique (SAC pour Spindle Assemlby Checkpoint). Puis aprés la séparation des chromatides
sceurs, Aurora B se relocalise au niveau de la spindle midzone pour favoriser I'organisation
de I'anneau contractile d’actine qui permettra ensuite I'invagination de la membrane. Enfin,
Aurora B se localise au niveau du midbody lorsque la membrane s’est invaginée et participe
au controle de I'abscission. En particulier une activation d’Aurora B a cette étape conduit a
un retard dans I'abscission et au maintien du pont intercytoplasmique pour empécher sa
régression (Carmena et al., 2012; Steigemann et al., 2009).

Afin d’étudier la localisation d’Aurora B au cours de la mitose, nous avons transfecté les
cellules HeLa H2B-mCherry avec un vecteur d’expression d’Aurora B couplé a la EGFP. Puis
nous avons réalisé des expériences de vidéomicroscopie sur des cellules synchronisées afin
d’enrichir notre population de cellules en mitose. Nous avons observé au cours de ces
expériences qu’Aurora B se localise de fagon similaire dans les cellules contrbles et les
cellules traitées au 20A, et ce méme dans des cellules qui deviennent binucléées (cellules
représentées par des étoiles sur la Figure 28A).

Ainsi la localisation d’Aurora B n’étant pas différente entre les cellules qui réussissent ou qui
échouent leur cytokinése, il ne semblerait pas que ce soit la localisation d’Aurora B qui soit

responsable de ce phénotype.

En ce qui concerne RhoA, il s’agit d’'une RhoA GTPase trés importante dans le processus de
cytokinése. Elle est activée de facon tres restreinte au niveau de la membrane de la spindle
midzone, notamment grace a l'activité d’Aurora B. RhoA est ensuite responsable de la
polymérisation de l'actine afin de former I'anneau contractile d’actine responsable de
I'invagination de la membrane.

Malheureusement, nous n’avons pas pu réaliser d’expériences de vidéomicroscopie comme
pour Aurora B car lorsque nous réalisions la transfection de cellules avec le vecteur
d’expression RhoA-GFP, méme sans traitement les cellules développaient rapidement un
phénotype de cellules binucléées potentiellement causé par un défaut de cytokinése. Nous
avons donc choisi d’analyser I'implication de RhoA par une technique d’immunofluorescence
de RhoA, en utilisant une fixation particuliere (a I'acide trichloroacétique) qui permet
d’extraire uniquement le pool de RhoA qui est transloqué au niveau des membranes et

représentant donc le pool actif de RhoA (Yonemura et al., 2004).
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Les cellules contrbles présentent un marquage trés intense de RhoA au niveau de la
membrane d’invagination des cellules qui sont en division et également au niveau du
midbody (représenté par des fleches sur la Figure 28B). En revanche, suite a un traitement
au 20A, de nombreuses cellules présentent une intensité de fluorescence tres faible, voire
inexistante de RhoA au niveau de la membrane d’invagination (représenté par des étoiles
dans la Figure 28B). Ces résultats suggerent donc que le recrutement de RhoA au niveau de
la membrane d’invagination est défectueux dans les cellules traitées au 20A.

De plus, nous avons réalisé un Western blot de cellules synchronisées, relachées et traitées
ou non au 20A, arrétées a différents temps pour tenter de couvrir toute la durée de la
mitose. On observe en particulier que le niveau de RhoA est similaire entre les cellules
controles et les cellules traitées au 20A aprés 10h de relache (qui correspond a un temps ou
une majorité des cellules commencent a entrer en mitose) (Figure 28C). A 11h et 12h post-
relache, qui correspondent donc a des temps ou les cellules sont en majorité en télophase
ou bien ont terminé leur mitose respectivement, le niveau de RhoA est augmenté dans les
cellules contréles par rapport au temps 10h. En revanche, dans les cellules traitées au 20A
nous n’observons pas d’augmentation du niveau de RhoA.

Ces données suggerent donc qu’il y aurait un une diminution de la quantité globale de RhoA
au cours de la mitose des cellules traitées au 20A, qui causerait donc un défaut de
localisation de RhoA au niveau de la membrane d’invagination et serait ainsi responsable du

défaut de cytokinése.
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Figure 28: 20A treatment leads to failure in recruitment of RhoA at the invaginating
membrane.
A) Time-lapse videomicroscopy of S-phase synchronized Hela cells expressing H2B-mCherry

transfected with EGFP-AuroraB, treated with or without 6uM 20A at the indicated time after mitosis
start. Representative epifluorescence images of dividing cells, scale bar 25um. Asterisks indicate two
cells that undergo cytokinesis failure in 20A-treated condition.

B) Hela cells were synchronized in S-phase and then released in either the presence or absence of
20A for 11h and then fixed in 10% ice cold TCA for RhoA immunostaining. Representative
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epifluorescence z-projection of cells during cytokinesis are presented, scale bar 25um. Arrows
indicate RhoA localized at the invaginating membrane, asterisks indicate absence of RhoA at the
invaginating membrane.

C) Immunoblot analysis of RhoA level in Hela cells synchronized in S-phase and then released in
either the presence or absence of 6uM 20A for the indicated time.

e Implication des ROS dans I’échec de la cytokineése.

Pour I'étude des mécanismes en amont de RhoA et de I’échec de la cytokinése, nous nous
sommes intéressés aux ROS. En effet, certaines études ont montré une implication des ROS
dans I"échec de la cytokinese (Cho et al., 2017; Tormos et al., 2015), de plus RhoA est une
protéine sensible au ROS (Hobbs et al., 2014), et certains articles ont montré que les LG4
peuvent étre responsables de la production de ROS (Douarre et al., 2013; Zhuang and Yao,

2013).

Nous avons donc d’abord vérifié que le 20A induit la production de ROS par analyse en
cytométrie de flux. En effet, on observe a partir de 4h de traitement une augmentation de la
médiane d’intensité de fluorescence de la sonde H2DCFDA (Figure 29A).

Afin d’étudier le réle de cette production de ROS, nous avons utilisé une combinaison
d’antioxydants (BHA pour Butylated Hydroxyanisole et NAC pour N-Acétyl-Cystéine) qui
inhibe efficacement la production de ROS induite par le 20A, en effet on observe un
décalage vers la gauche de I’histogramme de fluorescence de la sonde H2DCFDA (Figure 29B
panneau de gauche), ainsi qu’une diminution significative de la médiane d’intensité de
fluorescence en présence de la combinaison de BHA-NAC par rapport a la condition de

traitement au 20A seul (Figure 29B panneau de droite).

Puis, nous avons vérifié |'effet de ces antioxydants sur la production de cellules binucléées.
Nous observons qu’en présence d’antioxydants, la proportion de cellules a double noyaux
est significativement diminuée par rapport a la condition de traitement au 20A seul (20%
contre 41% respectivement), ainsi que de la proportion de cellules tétraploides (32% contre

46% respectivement) (Figure 29C, panneaux de gauche et du milieu).
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Il est reconnu que la production de ROS joue un role important dans la progression du cycle
cellulaire, ainsi un niveau trop faible de ROS pourrait réduire la proportion de cellules qui
progressent dans leur cycle cellulaire et réduirait donc le nombre de cellules qui arrivent en
mitose. Afin de s’assurer que l'effet de l'inhibition des ROS est responsable d’une
amélioration de la cytokinése, nous avons réalisé des expériences de vidéomicroscopie a
partir des cellules synchronisées en phase S et relachées dans du milieu en présence ou non
de 20A, avec ou sans les antioxydants. Puis, nous avons déterminé la proportion de cellules
qui réussissent leur cytokinése parmi la population de cellules qui réalise une mitose.
Lorsque les cellules sont traitées au 20A, seul 22% des mitoses sont réalisées avec succés
(Figure 29D). En revanche, en combinant le 20A avec des antioxydants le pourcentage de
réussite des mitoses est significativement plus important, avec 47% de succeés.

Nous avons également observé que les cellules en phase de cytokinése, traitées avec la
combinaison de 20A et des antioxydants, réussissent a établir un midbody (indiqué par des
fleches en Figure 29E) en proportion plus grande que les cellules traitées au 20A seul (51%

contre 21%).

Ainsi, I'ensemble de ces résultats suggere fortement que les antioxydants favorisent le bon
déroulement du processus de cytokinése en présence de 20A. Il semblerait donc que la
production de ROS induite par un traitement au 20A est en partie responsable de I'’échec de
la cytokinese que nous avons observé. Nous avons donc voulu savoir si cette production de
ROS pouvait étre responsable du niveau de RhoA plus faible qui est observée pendant la
mitose des cellules traitées au 20A. Or il semblerait que I'utilisation des antioxydants en
combinaison avec le 20A ne restaure pas le niveau de RhoA dans les cellules controles
lorsque les cellules sont majoritairement en cytokinese (c’est-a-dire apres 11h de relache du
blocage par la thymidine) (Figure 29F). Nous avons également réalisé des marquages
d’immunofluorescence de RhoA en présence de la combinaison du 20A et des antioxydants
et nous n’observons pas non plus de restauration de la localisation de RhoA au niveau de la

membrane d’invagination (résultats non présentés).

Il semblerait donc que le 20A soit responsable de l'activation de deux mécanismes,
potentiellement indépendants, qui contribuent a I'échec de la cytokinése et donc a la

formation des cellules binucléées. Ces deux mécanismes sont la production de ROS et une
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diminution du niveau d’expression de RhoA ainsi que de sa délocalisation de la membrane

d’invagination au cours de la cytokinése.
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Figure 29: 20A treatment induces ROS production which contributes to cytokinesis failure.

A) Hela cells treated with or without 6uM 20A for the indicated time and then subjected to flow
cytometer analysis for ROS production. Results are expressed as median fluorescence intensity. Data
are presented as mean = SD of 9 values obtained from three independent experiments each

performed in triplicate. ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.

215



Résultats : Partie lll (résultats complémentaires)

B) Hela cells were treated for 2h with a combination of two antioxidants (100uM BHA and 5mM
NAC), prior to treatment with either DMSO or 6uM 20A for 4h and then analyzed for ROS production
as described in A. Left panel, Representative histogram of flow cytometer analysis. Right panel,
Quantification of data presented as mean * SD of 6 values obtained from two independent
experiments each performed in triplicate. ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.

C) Hela cells were treated for 2h with a combination of two antioxidants (100uM BHA and 5mM
NAC), prior to treatment with either DMSO or 6uM 20A for 4h. Cells were either stained with
Hoechst for quantification of binucleated cells (left panel, as in Figure 25A) or harvested for DNA
content analysis by flow cytometer (right panel, as in Figure 25B). The data represent the mean + SD
of values obtained from three independent experiments. **** p-value < 0.0001 using Mann-Whitney
test.

D) Hela cells were synchronized in S-phase by thymidine block and released in culture medium either
in the presence or absence of antioxidants (100uM BHA and 5mM NAC), with or without 6uM 20A.
Time lapse videomicroscopy experiments were carried out after 9h of release for assessment of
cytokinesis success. Data are presented as mean * SD of at least 50 followed cells in each condition
from three independent experiments. * p-value < 0.05 using Mann-Whitney test.

E) Hela cells were synchronized in S-phase by thymidine block and then released in culture medium
either in the presence or absence of antioxidants (100uM BHA and 5mM NAC), with or without 6uM
20A for 11h. Cells were fixed, counterstained with Hoechst and analysed for midbody formation
(dense structure between dividing cells, indicated by arrows). Data are presented as mean + SD of at
least 50 dividing cells in each condition from three independent experiments. * p-value < 0.05 using
Mann-Whitney test.

F) Immunoblot analysis of RhoA level in Hela cells synchronized in S-phase, released in medium
containing or not 100uM BHA and 5mM NAC, with or without 6uM of 20A for 11h.

e L’inhibition de la production des ROS en réponse au 20A ne modifie pas

I’établissement de la sénescence ni l'induction de I'apoptose

Les ROS ont souvent été associés a I'établissement de la sénescence, en particulier lorsqu’ils
interviennent dans les voies de signalisation oncogéniques ou ils induisent des dommages a
I’ADN et favorisent ainsi I'établissement de la sénescence. De plus, dans certains contextes,
la production de ROS est Iétale comme c’est le cas dans la ferroptose, ou dans de nombreux
traitements anti-cancéreux pour lesquels il a été montré qu’une inhibition de la production
de ROS par des antioxydants n’est pas souhaitable pour la thérapie. Nous avons donc voulu
savoir si cette production de ROS avait un réle dans la sénescence et la mort cellulaire

induite par le 20A.
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La production de ROS induite par le 20A ne semble pas étre impliqguée dans la sénéscence,
puisque les cellules traitées avec la combinaison d’antioxydants et de 20A présentent le
méme pourcentage de cellules sénescentes que les cellules traitées au 20A seul (32% contre
35% respectivement (Figure 30A). Ceci est corrélé avec un niveau de p21 qui est similaire
entre la condition de traitement au 20A ou en combinaison avec les antioxydants (Figure
308B).

De méme, nous n’observons pas de différence dans la mort induite par le 20A ou par la
combinaison du 20A avec les antioxydants. En effet, nous observons respectivement 37% et
41% de cellules qui présentent une chute du potentiel transmembranaire mitochondrial

(Figure 30C).

Ces données suggerent donc que l'utilisation des antioxydants en combinaison avec le 20A
ne modifient pas la réponse des cellules a l'induction de la sénescence et de la mort
cellulaire. La formation de cellules binucléées suite a des traitements anti-cancéreux a été
décrite pour étre la cause potentielle de résistance aux traitements ou de I'apparition de
métastases (Erenpreisa and Cragg, 2013; Puig et al., 2008; Weihua et al., 2011). Ainsi, la
capacité des antioxydants a limiter la formation de cellules binucléées sans modifier les

effets anti-prolifératifs du 20A est intéressante en termes de perspective thérapeutique.

e L’addition de la chloroquine au 20A entraine la mort des cellules binucléées

Bien que [l'utilisation des antioxydants en combinaison avec le 20A réduise de facon
importante la proportion de cellules binucléées, celles-ci ne sont pas totalement éliminées. Il
serait alors intéressant de pouvoir identifier des combinaisons de traitement qui
sensibilisent ces cellules a la mort cellulaire. Or, des études suggerent qu’une activation de
I’AMPK conduit a I'induction spécifique de la mort dans des cellules tétraploides (Lissa et al.,
2014). De plus, certaines études ont également mis en évidence que la chloroquine peut
dans certains contextes activer I’AMPK (Jeong et al., 2018; Spears et al., 2016). Ainsi, comme
nous avions montré dans le 2° article que la chloroquine sensibilise de facon trés importante
a la mort cellulaire, nous nous sommes demandés si elle pouvait sensibiliser les cellules

binucléées a la mort cellulaire.

217



Résultats : Partie lll (résultats complémentaires)

Nous avons donc a nouveau réalisé des expériences de vidéomicroscopie afin de pouvoir
suivre les cellules sur 48h de traitement, en identifiant les cellules qui sont mono- ou
binucléées. En combinant le 20A avec la chloroquine aux doses habituelles, en 48h nous
obtenons 100% de cellules mortes. Ainsi, afin de pouvoir observer des cellules vivantes et
pouvoir répartir les cellules mono- et binucléées dans la catégorie de cellules vivantes ou
mortes, nous avons d{ utiliser une concentration de 20A plus faible qu’habituellement. Nous
avons ainsi pu obtenir 45% de cellules mortes dans ces conditions de traitement.

Avec cette concentration plus faible de 20A, en combinaison avec la chloroquine il n’y a plus
alors que 12% de cellules binucléées (Figure 30D). Dans ce contexte, une grande majorité de
ces cellules binucléées meurent (76% des cellules binucléées, représentant 9% des cellules
totales). Ces résultats suggerent donc que la chloroquine sensibilise de fagon importante les

cellules binucléées a la mort cellulaire.
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Figure 30: Effect of antioxidants and chloroquine on the outcome of 20A-treated cells.
A) Hela cells were treated for 2h with a combination of two antioxidants (100uM BHA and 5mM

NAC) prior to treatment with either DMSO or 6uM 20A for 24h. Cells were then stained for SA-B-
galactosidase to detect senescence. Left panel, Representative images of cells harboring SA-B-
galactosidase staining. Right panel, Percentage of senescent cells is scored for each condition. The
data are presented as mean * SD of four independent experiments counting at least 100 cells from
10 randomly chosen fields in each experiment. ns : non significant using Mann-Whitney test.

B) and C) Cells were treated as in A and then subjected to either immunoblot analysis for the
evaluation of p21 level (B), or flow cytometry analysis for evaluation of loss of mitochondrial
transmembrane potential (Aym) (C). The data represents the mean + SD of 9 values obtained from
three independent experiments each performed in triplicate. ns: non significant using Mann-
Whitney test.

D) A549 cells expressing FUCCI reporter were treated with 2.5uM 20A and 25uM chloroquine. Time
lapse videomicroscopy experiments were performed to monitor the occurrence of both binucleation
and cell death phenotype by tracking each cell for 48h. Data are presented as the mean percentage
of cells obtained from at least 50 cells for each phenotype (total cell number = 595) from two
independent experiments each performed in duplicate.
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3. Conclusion

Dans cette étude, nous avons montré que des cellules traitées au 20A peuvent subir un
échec de la cytokinése au cours de la mitose, conduisant a I'apparition de cellules a doubles
noyaux. Ces cellules binucléées sont alors plus sensibles a un arrét en phase G1 du cycle
cellulaire et en revanche plus résistantes a la mort induite par le 20A. Ces résultats suggérent
donc que les cellules binucléées induites en réponse au 20A peuvent participer a la réponse
anti-proliférative du 20A. Mais, leur résistance a la mort laisse suggérer qu’elles pourraient

permettre la régénération tardive de cellules prolifératives.

Nous avons alors analysé les causes de cet échec de la cytokinése et avons mis en évidence
deux causes probables (résumées en Figure 31).

D’une part, nous avons observé que le traitement au 20A conduit a une réduction
importante du recrutement de la Rho GTPase RhoA au niveau de la membrane
d’invagination au cours de la cytokinése. Or cette protéine joue un réle clé dans le processus
de cytokinese, donc son absence pourrait étre une cause de I'échec.

D’autre part, nous avons montré que le 20A induit une production de ROS qui est en partie
responsable de ce défaut de cytokinese, puisqu’une réduction du niveau de ROS par
I'utilisation d’antioxydants améliore le déroulement de la cytokinese. Cependant, nous
n’avons pas observé de meilleur recrutement de RhoA en présence des antioxydants.

Ainsi, la compréhension des mécanismes impliqués dans le défaut de recrutement de RhoA
pourraient alors permettre de mieux prévenir I’échec de la cytokinese. Un traitement
combiné des antioxydants avec un agent qui permet de restaurer le recrutement de RhoA

permettrait d’abolir totalement la formation des cellules binucléées.

Enfin, nous avons montré que les cellules binucléées peuvent étre sensibilisées a la mort
induite par le 20A grace a la combinaison avec la chloroquine, suggérant que la combinaison
du 20A et de la chloroquine serait une stratégie thérapeutique plus avantageuse que celle
des antioxydants et du 20A. Il serait alors intéressant d’identifier les mécanismes
moléculaires responsables de cette potentialisation de la mort cellulaire et également
d’évaluer sa généralisation a d’autres agents anti-cancéreux qui induisent la formation de
cellules tétraploides.
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Figure 31: Schéma récapitulatif des mécanismes responsables de la formation des cellules
binucléées induites par le 20A et de potentielles combinaisons thérapeutiques
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I) Activation des voies de survie par ATM en réponse a

un ligand G-quadruplexe

A. ATM controle le destin cellulaire en réponse au LG4 20A

Nous avons vu que le 20A induit I'apoptose et la sénescence dans diverses lignées de cellules
cancéreuses, et que la kinase ATM semble jouer un réle primordial dans le destin cellulaire.

L’activation d’ATM a trés souvent été décrite dans la réponse aux ligands G-quadruplexe,
mais son réle dans les réponses cellulaires semble étre trés dépendant du LG4 utilisé. De

plus, il ne semble pas y avoir de consensus sur le r6le d’ATM selon le mode d’action de LG4.

En effet, en réponse au LG4 360A, qui a été décrit pour étre trés sélectif des téloméres,
I’activation d’ATM protege d’une réparation inappropriée des télomeres dysfonctionnels par
les mécanismes de réparation des dommages a ’ADN (Pennarun et al., 2008). Dans cette
étude, les auteurs ont également montré que I'absence d’ATM ne modifie pas la réponse
cellulaire vis-a-vis de la mort induite par le 360A. A l'inverse, d’autres LG4 agissant
également au niveau des téloméres, tels que RHPS4 ou SYUIQ-5, ont été décrits pour induire
la mort cellulaire de fagon dépendante d’ATM. En effet, I'inhibition d’ATM ou de la voie des
DDR dépendante d’ATM réduit la sensibilité des cellules traitées a la mort cellulaire (Rizzo et

al., 2009; Zhou et al., 2009).

La pyridostatine est un autre LG4 qui induit la formation de dommages a I’ADN au niveau
des télomeéres, mais aussi de facon globale a la suite des processus de réplication et de
transcription. Dans ce contexte, I'activation d’ATM est alors responsable de I'arrét du cycle
cellulaire (Rodriguez et al., 2012). Cependant, dans cette étude, la mort cellulaire n’a pas été

analysée.

Enfin, nos travaux ont mis en évidence que le 20A induit des dommages a I’ADN de facon
globale, et pas spécifiguement au niveau des télomeres. L'activation d’ATM en réponse au

20A est alors responsable de la mise en place d’un arrét du cycle cellulaire et de la
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sénescence, et de l'induction de mécanismes protecteurs vis-a-vis de la mort cellulaire. Le
role d’ATM en réponse au 20A semble donc corrélé avec le role d’ATM en réponse aux
traitements anti-cancéreux inducteurs de dommages a I’ADN (tels que de nombreuses
chimiothérapies ou la radiothérapie). En effet, une déficience pour ATM a trés souvent été
décrite pour sensibiliser les cellules cancéreuses a la mort induite par ces traitements

(Aguilar-Quesada et al., 2007; Ayars et al., 2017; Batey et al., 2013; Korwek et al., 2012).

Ce résultat est particulierement intéressant car ATM est muté et sous-exprimé dans de
nombreux types de cancers tels que le poumon, le sein, les cancers colorectaux ou
hématopoiétiques (Weber and Ryan, 2015). Ainsi, |'utilisation du 20A dans des modeéles de
cancers déficients pour ATM pourrait révéler une sensibilité plus importante de ces types de
cancers vis-a-vis de cancers non mutés. Cette étude serait donc intéressante a réaliser afin

de pouvoir mieux définir les modéles cancéreux les plus susceptibles au 20A.

B. Activation de l'autophagie par ATM comme voie de survie en

réponse a des dommages a I’ADN

L'implication d’ATM dans I'établissement de la sénescence et dans la protection vis-a-vis de
la mort cellulaire induite par le 20A souléve la question de savoir par quels mécanismes ATM
joue ce roéle. En particulier, au vu du réle potentiellement pro-tumoral de la sénescence, il

est préférable de définir des stratégies thérapeutiques qui favorisent la mort cellulaire.

Parmi les voies de survie qui peuvent étre activées par ATM, les données de
transcriptomique et de protéomique ont montré une induction importante des voies de
signalisation ATM/CHK2 et ATR/CHK1, suggérant donc l'activation des mécanismes de
réparation des dommages a I’ADN. De plus, ces données nous ont indiqué une augmentation
de I'expression de protéines impliquées dans des processus lysosomaux et en particulier de
I'autophagie.

De nombreuses études ont déja montré un lien entre ATM et I'autophagie en réponse a des

inducteurs de dommages a I’ADN. Notre étude contribue donc a montrer que ce lien existe
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aussi avec une autre classe de molécules induisant des dommages a I’ADN, les ligands G4. En
effet, nous avons montré que I'autophagie joue le réle de médiateur d’ATM en réponse au
20A car : d’'une part I'activation de I'autophagie est dépendante d’ATM ; et d’autre part cette
autophagie est impliquée dans I’établissement de la sénescence et la protection vis-a-vis de

la mort cellulaire en réponse au 20A (comme ATM).

1. Cibler les mécanismes moléculaires de |’activation de I’autophagie

Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence les mécanismes moléculaires
responsables de I'activation de I'autophagie en aval d’ATM suite a un traitement au 20A. Or
I'identification de ces mécanismes permettrait de mieux définir des cibles thérapeutiques
potentielles. Ce travail servirait alors a identifier des associations entre le 20A et des agents
pharmaceutiques déja utilisés en clinique et avec lesquels il pourrait agir en synergie. De
plus, nous pourrions alors définir plus précisément d’autres modéles de cancers dans

lesquels le 20A serait le plus efficace.

Il existe plusieurs mécanismes d’activation de I'autophagie en réponse a des dommages a
I’ADN qui ont été décrits. lls peuvent notamment faire intervenir les voies de signalisation
ATM/AMPK, PARP1/AMPK, ou encore p53/DRAM (Eliopoulos et al., 2016).

Dans notre contexte, la voie qui semble la plus intéressante a étudier serait celle décrite
entre ATM et I'’AMPK puisqu’en effet nous avons observé une activation de I'AMPK en

réponse au 20A.

En réponse a des stress génotoxiques, ATM a été décrit pour activer I’AMPK de différentes
facon. En particulier, il a été décrit qu’ATM peut phosphoryler et activer directement la
kinase LKB1 (Sapkota et al., 2002). Or, cette kinase est bien connue pour activer 'AMPK, en
particulier en réponse a des stress génotoxiques (Alexander et al., 2010b; Luo et al., 2013).
Mais d’autres études suggérent que LKB1 n’est pas nécessaire a I'activation de ’AMPK en
réponse a ATM (Sanli et al., 2010; Storozhuk et al., 2012). En particulier, LKB1 est retrouvé
muté dans de nombreux cancers (pulmonaires, ovariens, pancréatiques...) (Zhao and Xu,
2014), ainsi que dans deux les lignées cellulaires que nous avons utilisé pour cette étude
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(A549 et Hela ) (Fogarty et al., 2016; Wang et al., 2016). Nos résultats suggérent donc que

LKB1 ne serait pas nécessaire pour I'activation de I'autophagie par ATM en réponse au 20A.

La voie de l'activation de I'autophagie par ATM, a la suite de stress génotoxiques, et qui
serait indépendante de LKB1 pourrait notamment faire intervenir la phosphatase PTEN. En
effet, une étude récente a montré qu’ATM peut phosphoryler directement PTEN, conduisant
a sa translocation nucléaire ou il favorise l'activité du facteur de transcription c-Jun.
L’activité de c-Jun est alors responsable de I'induction de I'expression de la Sestrine 2, qui est
un activateur de ’AMPK (Chen et al., 2015).

De plus, PTEN est largement connu pour son implication dans I'inhibition de I'activité de la
voie PI3K/Akt. Or cette voie de signalisation, en activant le complexe mTORC1, est inhibitrice
de l'autophagie. Dans leur étude ils n‘ont pas observé d’effet de I'activation de PTEN par
ATM sur cette voie de signalisation (Chen et al., 2015), cependant il n’est pas exclue qu’il
puisse avoir un rble dans d’autres modeles cellulaires et en réponse a d’autres agents
génotoxiques.

La perte de fonction de PTEN est retrouvée dans de nombreux cancers (hématologiques,
gastriques, prostatiques...) (Dillon and Miller, 2014), mais PTEN est fonctionnel dans nos

lignées cellulaires et pourrait alors influencer la réponse au 20A.

Le ciblage de modeéles de cancers qui présentent une déficience pour I'activation de 'AMPK
en réponse a des stress génotoxiques pourrait se révéler intéressante dans un contexte de
traitement au 20A. Mais, il est tout de méme important de soulever que ’AMPK n’est pas
uniguement impliquée dans la régulation de I'autophagie. En effet, bien que I'activation de
I'autophagie par 'AMPK ait été décrite comme un mécanisme protecteur vis-a-vis des
traitements anti-cancéreux (Harhaji-Trajkovic et al., 2009; Xie et al., 2011), I'activation de
I’AMPK est aussi impliquée dans la potentialisation de la mort induite par des agents anti-

cancéreux tels que le paclitaxel ou la vincristine (Chen et al., 2011; Rocha et al., 2011).

Ainsi, afin de pouvoir définir au mieux le potentiel thérapeutique du 20A, il est important

d’étudier I'implication des différentes voies d’activation de 'AMPK dans l'induction de

I'autophagie en réponse aux dommages a I’ADN induits par le 20A.
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2. Cibler la stabilisation de CHK1 par I'autophagie

En plus de comprendre les mécanismes par lesquels ATM peut activer 'autophagie, la
compréhension des mécanismes impliqués dans la protection vis-a-vis de I'apoptose par
I'autophagie peut également étre une piste intéressante a étudier pour I'amélioration de la
stratégie thérapeutique.

En particulier, nous avons montré que |'autophagie pourrait favoriser la survie grace a sa
capacité de stabilisation de la forme activée de CHK1 (forme phosphorylée) probablement
en améliorant I'efficacité de la réparation des dommages a I’ADN. La protéine phosphatase
PPM1D/WIP1 est largement connue pour son rdole dans l'inactivation de la voie de
signalisation des DDR et a été décrite pour inhiber la phosphorylation de CHK1 en réponse
au ligand G4 12459 (Douarre et al., 2013). Une hypothese serait donc que l'inhibition de
I’'autophagie pourrait conduire a I'augmentation de I'expression ou de I'activité de cette
protéine.

La régulation de l'activation de CHK1 par l'autophagie peut également dépendre de sa
dégradation par le protéasome ou le processus de CMA. En effet, il semblerait qu’'une
déficience de I'autophagie conduit a une augmentation de I'activité du protéasome et de la
dégradation protéasomale de P-CHK1 en réponse a des dommages a I’ADN (Liu et al., 2015).
Mais P-CHK1 peut aussi étre dégradé par la CMA (Park et al., 2015), or cette derniéere est
augmentée en absence d’autophagie (Kaushik et al., 2008).

Ainsi, il serait intéressant de comprendre comment l'autophagie protége P-CHK1 de sa

déphosphorylation ou de sa dégradation soit par la protéasome, soit par la CMA.

Au cours de nos travaux, nous avons observé qu’une inhibition de CHK1 en combinaison
avec le 20A sensibilise les cellules a la mort, de facon similaire a I'inhibition de I'autophagie.
Cela suggere qu’en réponse au 20A, I'inhibition ou la dégradation de CHK1 favorise la mort
cellulaire. En revanche, nous n’avons pas étudié les mécanismes de réparation des
dommages a I’ADN qui sont impliqués dans la protection vis-a-vis de la mort. L’étude de ces
mécanismes pourrait alors donner des pistes intéressantes afin de mieux définir les
contextes cancéreux a cibler avec une combinaison de traitement entre le 20A et un
inhibiteur de CHK1. Cette stratégie est particulierement intéressante puisque le
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développement d’inhibiteur de CHK1 connait une progression importante, avec de
nombreux inhibiteurs de CHK1 qui ont déja été testés dans des essais cliniques (Ronco et al.,
2016).

Il serait également intéressant d’étudier ces questions en réponse a des inhibiteurs d’ATR
qui est la kinase amont de I'activation de CHK1 en réponse a des dommages a I’ADN. L’étude
de I'implication d’ATR dans la réponse cellulaire au 20A permettrait aussi de mieux définir

les propriétés de cette molécule.

C. D’autres mécanismes de survie activés par ATM

Notre étude a révélé tout de méme que I'inhibition de I'autophagie n’est pas aussi efficace
qgue celle d’ATM dans les réponses de sénescence ou d’apoptose, suggérant qu’il existerait
d’autres mécanismes régulés par ATM qui seraient impliqués dans la résistance a I'apoptose,

et favoriseraient plut6t la sénescence.

1. Activation de la voie de signalisation de p53

La voie de signalisation classique activée par la voie ATM/CHK2 (en coordination avec
ATR/CHK1) en réponse a des dommages a I’ADN conduit a la phosphorylation activatrice de
p53 qui génére a la fois des signaux de survie et de mort cellulaire. De facon intéressante,
nous avons montré dans notre étude que les effets du 20A dans l'induction de la sénescence
et de la mort cellulaire sont indépendants de I'expression de la protéine p53.

Nos études de transcriptomique et de protéomique ont montré une augmentation de la voie
de signalisation de p53, malgré I'utilisation pour ces études de cellules Hela, dont I'activité
de la protéine p53 est inhibée a cause de la surexpression de la protéine E6 du virus HPV.
Ainsi, ces données suggérent fortement qu’en absence de p53 il y aurait des mécanismes de
compensation qui se mettent en place en aval de la signalisation d’ATM/CHK2. En particulier

dans un contexte de déficience pour p53, il a souvent été décrit que la protéine p73, qui
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présente des homologies fonctionnelles et structurelles avec p53, peut surmonter cette

déficience (Matt and Hofmann, 2016; Nicolai et al., 2015).

En effet, comme p53, la protéine p73 peut étre activée en réponse a de nombreux signaux
de stress, et en particulier des signaux génotoxiques, et en conséquence conduire a
I’activation la transcription de genes cibles de p53 tels que p21, MDM2, BAX ou PUMA. Ainsi
cette propriété de p73 lui donne la possibilité de réguler I'arrét du cycle cellulaire et

I’'apoptose (Qian and Chen, 2013).

L’activation de p73 en réponse a des dommages a I’ADN a été moins bien étudiée que celle
de p53, mais quelgues mécanismes ont été mis en évidence. En particulier, ces mécanismes
peuvent faire intervenir I'induction de I'expression de p73 par les kinases CHK1 et CHK2 via
I'activité du facteur de transcription E2F1 (Urist et al., 2004). Il a aussi été décrit que
I'activation de la kinase cytosolique c-Abl par ATM (Baskaran, 1997 ; Shafman, 1997) est
responsable de la phosphorylation activatrice de p73 (Gong, 1999 ; Yuan, 1999). ATM peut
également phosphoryler la sous-unité IKKa du complexe régulateur du NF-kB (IKK) (Yoshida,
2007), entrainant la translocation de cette sous-unité dans le noyau ou elle interagit avec

p73 et favorise son activité transcriptionnelle (Furuya, 2007).

A la différence de p53, p73 possede plusieurs isoformes, dont le variant ANp73 tronqué en
N-terminal et pour lequel il manque le domaine de transactivation. Ce variant agit comme
un dominant négatif et empéche alors I'expression des génes cibles de p73, conduisant a la
survie de la cellule (Maisse et al., 2004; Nakagawa et al., 2002). C'est alors le niveau

d’expression des différents variants de p73 qui permet de définir le destin cellulaire.

De plus, il a été décrit que I'expression de p73 peut étre activée en réponse a un ligand G-
guadruplexe (Orlotti, 2012), et p73 peut également réguler 'autophagie en réponse a des
dommages a I’ADN (Kenzelmann Broz et al., 2013; Napoli and Flores, 2013). L’ensemble de
ces informations suggerent donc que I'activation de la voie de p73 semble étre une bonne
piste a étudier dans la réponse au 20A, et en particulier il serait intéressant de comprendre
les mécanismes qui favorisent ou inhibent la mort cellulaire afin de pouvoir tenter de les

moduler pour améliorer I'efficacité du 20A (Bisso et al., 2011).
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2. D’autres voies de signalisation

En plus de l'implication potentielle des isoformes de p73 dans I'activation de signaux de
survie en réponse au 20A a la suite de I'activation d’ATM, d’autres voies de signalisation

pourraient également étre impliquées et agir de concert avec p73 ou indépendamment.

En particulier, la voie du NF-kB a été décrite pour étre activée en réponse a de nombreux
agents anti-cancéreux (I'étoposide, le cisplatine ou la camptothécine) et pour induire
I'expression de geénes pro-survie (cycline D, survivine, BCL-2 ou BCL-XL) (McCool and
Miyamoto, 2012; Wang et al., 2017). Cependant, nous avons réalisé des tests de cytotoxicité
en comparant des lignées de cellules qui expriment ou non un dominant négatif de
I'inhibiteur du NF-kB, rendant la voie active, mais nous n’avons pas observé de différence
d’efficacité du 20A (données non présentées). A lI'inverse, nous avons utilisé un inhibiteur
pharmacologique de cette voie de signalisation et n’avons pas obtenu non plus de différence
concernant la mort cellulaire induite par le 20A. Nous avons donc considéré que la voie du
NF-kB ne serait certainement pas impliquée dans les mécanismes de survie en réponse au

20A.

La voie de la p38MAPK peut aussi étre impliquée dans I'induction de signaux de survie en
réponse a des dommages a I’ADN de facon indépendante de p53 (Reinhardt et al., 2007) et
nous semble intéressante a étudier également parce qu’elle posséde une implication forte
dans la sénescence (Freund et al., 2011). De plus, nous avons également vu que le 20A
conduit a la production de ROS, et cette voie de signalisation est trés sensible au stress

oxydant (Liou and Storz, 2010).
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D. Complexité de la balance entre la sénescence et Ia

mort cellulaire en réponse au 20A

1. Role de p21

Dans notre étude, nous avons montré que |'établissement de la sénescence est associé a une
augmentation de I'expression des inhibiteurs du cycle cellulaire p21, p27 et pl16. Lorsque
nous avons réalisé une sous expression de p21, nous avons effectivement observé une
réduction de |'établissement de la sénescence, mais associée a peu d’augmentation de la
mort cellulaire (données non présentées). Ce résultat est en contradiction avec certaines
études qui montrent un réle de p21 dans l'inhibition de I'apoptose. En effet il a souvent été
décrit que l'inhibition de la sénescence par délétion de p21 favorise la mort cellulaire
(Javelaud and Besancon, 2002; Martinez et al., 2002; Zhang et al., 2011). La question se pose
donc de savoir quelle est la destinée des cellules qui auraient di mourir a cause de

I'inhibition de I'expression de p21 (et donc de I'inhibition de I’entrée en sénescence).

Il est important de relever qu’en réponse au 20A lI'induction de I'expression de p21 est assez
rapide (dés 8h de traitement), alors que I'expression des autres inhibiteurs du cycle cellulaire
(p27 et p16) est plus tardive (vers 24h). Ces autres inhibiteurs et en particulier p16 peuvent
aussi étre impliqués dans |'établissement de la sénescence, suggérant que la sénescence
pourrait s’établir plus tardivement. En effet des études ont montré qu’a la suite de
I'activation de la voie de réponse des dommages a I’ADN, I'expression rapide de p21 est
premierement impliquée dans l'arrét du cycle cellulaire et se fait parallélement a
I'augmentation de I'expression de la SA-B-Galactosidase. Puis, un mécanisme de régulation
épigénétique conduit a I'expression de p16 et des genes des SASP plus tardivement, qui sont
alors impliqués dans la stabilisation de la sénescence préalablement établie. Mais, méme en
absence d’augmentation de p21, la surexpression de p16 peut conduire a la sénescence de

facon donc plus tardive (lto et al., 2018; Robles and Adami, 1998).

Ces données suggerent donc que le phénotype de sénescence, en absence de p21 pourrait

se mettre en place selon une cinétique plus lente, via la surexpression plus tardive de p16. Il
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serait alors nécessaire de réaliser une analyse de la sénescence a la suite d’un plus long
traitement sur ces cellules déficientes pour p21 afin de vérifier cette hypothese. Une autre
explication pourrait étre que les cellules, en absence de p21 se sont adaptées a la survie, ou

alors développeront des mécanismes de mort plus tardivement.

2. Role ATM

A l'inverse de la sous expression de p21, une sous expression d’ATM réduit la sénescence et
en paralléle augmente 'apoptose, et est en accord avec les nombreuses études montrant un
réle d’ATM dans la protection vis-a-vis de la mort cellulaire (Aguilar-Quesada et al., 2007;
Avyars et al., 2017; Batey et al., 2013; Korwek et al., 2012). Cependant en condition de sous
expression d’ATM, l'inhibition de I'apoptose ne conduit pas a une augmentation de la
sénescence cellulaire. Une question intéressante qui se pose est donc de savoir ce que

deviennent ces cellules qui devaient étre destinées a mourir.

Il est alors important de considérer que pour l'inhibition de I'apoptose, nous avons utilisé un
inhibiteur des caspases, qui intervient donc a une étape tardive dans la voie de signalisation
de I'apoptose. En effet, concernant la voie de I'apoptose intrinseque, il est admis que le
point de non retour est constitué par la perméabilisation de la membrane mitochondriale
(MOMP). De ce fait, I'activation des caspases qui est en aval de la MOMP devrait mener la
cellule vers un mécanisme de mort cellulaire alternatif indépendant des caspases. Ce
mécanismes est appelé CICD (pour caspase-independent cell death) et décrit plusieurs
mécanismes de mort qui sont activés initialement par des stimuli apoptotiques dans des

contextes ou I'activation des caspases est inhibée (Tait and Green, 2008; Tait et al., 2014).

La mort par CICD présente des avantages pour la thérapie anti-cancéreuse par rapport a
I'apoptose puisque d’une part, contrairement a I'apoptose la CICD a été décrite pour induire
I'expression de cytokines pro-inflammatoires qui faciliteraient la régression tumorale en
permettant le recrutement des cellules immunitaires (Giampazolias et al., 2017). De plus,

alors que l'apoptose peut favoriser la prolifération paracrine des cellules voisines,
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constituant un obstacle pour la thérapie anti-cancéreuse, cette caractéristique est absente

lors de I'induction de la mort par CICD (Roumane et al., 2018)

Une des caractéristique de la CICD c’est qu’elle se déroule en générale selon une cinétique
beaucoup plus lente que I'apoptose, elle peut prendre plusieurs jours (Ekert et al., 2004).
Mais certaines résistance a la mort par CICD ont tout de méme été décrites (Hoffarth et al.,
2008; Tamm et al., 2004).

De ce fait, I'analyse a plus long terme des cellules en condition d’inhibition d’ATM traitées au
20A et aux inhibiteurs de caspases permettrait de déterminer si les cellules subissent la
CICD, ou si au contraire elles survivent et entrent éventuellement en sénescence. Ces études
permettraient ainsi de savoir si des modeéles cancéreux déficients pour ATM et pour la
signalisation apoptotique peuvent étre sensibles a la mort induite par le 20A.

Ces études pourraient aussi étre complétées avec I'évaluation de I'inhibition de la MOMP
(par exemple par sur-expression de l'anti-apoptotique BCL-2) en condition d’inhibition
d’ATM afin de comprendre un peu plus le réle des mitochondries dans le choix de la survie,

de la sénescence et de la mort en réponse a |’activation d’ATM induite par le 20A.
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) La_séquestration lysosomale des LG4: quels

avantages peut-on en tirer ?

A. Implication de la séquestration lysosomale pour d’autres LG4

Nous avons montré que les cellules traitées au 20A émettent une fluorescence bleue au
niveau du compartiment lysosomal, suggérant que le 20A se localiserait au moins en partie
au niveau des lysosomes. La séquestration lysosomale des agents anti-cancéreux est
reconnue pour constituer un mécanisme de résistance aux chimiothérapies en empéchant
I’acces de ces agents a leur cible moléculaire (en général I’ADN nucléaire).

Les deux seules observations avérées de LG4 dans les lysosomes ont été décrites pour les
ligands BMVC et DAOTA (Kang et al., 2013; Shivalingam et al., 2015). Cependant, de
nombreux LG4, dont la localisation a pu étre examinée grace a leur propriété fluorescente,
présentent une localisation cytoplasmique périnucléaire. L’hypothése souvent avancée de
cette localisation cytoplasmique est que le LG4 concerné se localiserait au niveau des
mitochondries ou ciblerait des ARN cytoplasmiques (Drygin et al., 2009; Faudale et al., 2012;
Hampel et al., 2013; Hong et al., 2010).

Cependant, il ne faudrait pas exclure I'hypothése que ces ligands soient séquestrés dans les
lysosomes et que ce mécanisme constitue une limite dans I'efficacité anti-proliférative des
LG4. En effet bien que l'implication de la séquestration lysosomale dans l'effet anti-
cancéreux du BMVC n’ai pas été évaluée, il a été montré que le BMVC se localise en
particulier dans les lysosomes des cellules cancéreuses résistantes aux chimiothérapies et
gue l'induction de la LMP avec la LLOMe favorise sa relocalisation nucléaire (Kang et al.,

2013).

Dans notre étude, en combinant la chloroquine avec le 20A, nous induisons la LMP et
augmentons la mort cellulaire induite par le 20A. Ces données suggérent que le 20A pourrait
étre libéré de sa séquestration par la combinaison de traitement grace a la LMP et serait

ainsi adressé au niveau de ses cibles cellulaires spécifiques pour favoriser la mort cellulaire.
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Nous n’avons pas pu observer de fluorescence du noyau lors de ces expériences, une des
explications possible serait une faible capacité de fluorescence du 20A qui se retrouverait en
faible concentration dans le volume important que constitue le noyau, ne permettant pas sa
détection avec le matériel dont nous disposons.

Il serait alors intéressant de réaliser un marquage du 20A avec un fluorochrome plus
puissant afin de pouvoir le localiser a la suite de la LMP. Une technique utilisable serait la
« click chemistry ». Cette technique nécessiterait alors de produire un dérivé du 20A
fonctionnalisé avec un groupement orthogonal alkyne afin que ce dernier puisse s’associer
avec un fluorophore (contenant un groupement azide) en présence de sulfate de cuivre
selon une réaction dite de "cycloaddition alkyne-azide catalysée par le cuivre ». Cette
réaction peut se réaliser sur cellules fixées aprés un traitement avec le 20A fonctionnalisé

(Kolb et al., 2001; Mai et al., 2017; Rodriguez et al., 2012).

Ainsi, notre étude et celle de Kang et al. mettent en évidence l'intérét d’étudier la
séquestration lysosomale des LG4 et de la cibler avec des agents qui induisent la LMP afin
d’augmenter I'effet anti-cancéreux de ces molécules. |l serait alors intéressant de réaliser
une étude plus globale sur plusieurs familles de LG4 afin de déterminer ceux qui pourraient
étre susceptibles a cette séquestration. De plus, les propriétés chimiques des molécules
constituent des facteurs déterminants dans la localisation lysosomale, en particulier la valeur
du pKa (indicateur de la constante d’acidité), et la lipophilicité (Trapp et al., 2008). Des
études de la relation entre ces propriétés physico-chimiques et la séquestration lysosomale
des LG4 permettraient d’améliorer la synthése de nouveaux composés, qui seraient moins

susceptibles d’étre séquestrés dans les lysosomes, et potentiellement plus efficaces.

B. Effets de I’'accumulation des LG4 sur les fonctions lysosomales

1. Identification des cibles moléculaires du 20A

L'accumulation du 20A au niveau des lysosomes souléve la question de ses effets au niveau

des fonctions lysosomales. En particulier, nous avons remarqué une légére augmentation de
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la taille des lysosomes dans les cellules traitées avec le 20A (qui est largement plus
importante pour la chloroquine seule et dans la condition de combinaison). Cette
augmentation de la taille des lysosomes est bien connue suite a la séquestration de
composés cationiques dans les lysosomes et serait causé par un influx d’eau dans les
lysosomes qui pourrait, dans certains contextes, moduler le pH de ces lysosomes (Marceau
et al., 2012).

Le marquage des cellules traitées au 20A avec la sonde Lysotracker Red DND-99 (qui marque
les vésicules acides) suggere qu’un traitement au 20A n’induit pas d’élévation importante du
pH des lysosomes. Cependant, cette sonde n’est pas tres sensible a de faibles variations de
pH, suggérant que d’autres sondes plus sensibles devraient étre utilisées pour répondre a

cette question (Guha et al., 2014).

De plus, nous n’avons pas adressé la question des cibles potentielles du 20A dans les
lysosomes telles que les hydrolases acides, ou d’autres protéines situées dans ce
compartiment cellulaire. Il serait alors intéressant d’identifier les cibles moléculaires du 20A
in situ. Des modifications chimiques du 20A permettraient I'ajout d’un groupement
multifonctionnel (par exemple en conjuguant le 20A avec des nanopolymeres ou en le
fonctionnalisant par un « chloroalcane capture tag »). Ces groupements multifonctionnels
permettront alors de conserver l'interaction entre le 20A et ses cibles moléculaires, de
purifier le 20A et de ses interactants, et enfin d’identifier ces interactants par spectrométrie
de masse (Hu et al., 2011; Ohana et al., 2015).

La recherche de la meilleure technique qui ne modifie pas la localisation subcellulaire du 20A
et ses propriétés anti-prolifératives sera alors nécessaire. Cette technique pourrait en plus
étre adaptée pour le couplage a un fluorochrome qui permettrait donc de visualiser
I’éventuelle relocalisation du 20A dans le noyau lors d’un traitement combiné de la
chloroquine et du 20A. Cela permettrait de confirmer I’'hypothése que nous avons émise et

se substituerait a la technique de « click chemistry » que nous avons cité précédemment.
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2. Activation de I'autophagie par la séquestration lysosomale du 20A ?

Il a été décrit que I'accumulation de bases faibles dans les lysosomes peut étre responsable
de 'activation de TFEB (Zhitomirsky and Assaraf, 2015a). TFEB est le facteur de transcription
principal de la biogenése des lysosomes, mais il peut aussi induire I'expression de génes
autophagiques, et contribuer ainsi a I'activation de ce processus (Settembre et al., 2011). Il
est régulé en amont par mTOR, qui joue un réle inhibiteur de TFEB (Martina et al., 2012).
Nous avons effectivement observé qu’en réponse au 20A, mTOR est inhibé, et les études de
transcriptomique et de protéomique montrent une augmentation de |‘expression de
nombreux génes impliqués dans les fonctions lysosomales, et en particulier de genes
impliqués dans I'autophagie. Ces résultats suggérent donc fortement que TFEB pourrait étre

activé en réponse a I'accumulation lysosomale du 20A.

De plus, nous avons mis en évidence (dans le premier article) que I'autophagie est activée a
la suite d’un traitement au 20A, de fagon dépendante d’ATM. Cette voie de signalisation est
généralement impliquée dans I'activation du processus autophagique par une cascade de
phosphorylation de différents acteurs de I'autophagie, passant par I'activation de '’AMPK qui
est responsable de I'inhibition de mTOR (régulateur négatif de I'autophagie) et I'activation
du complexe ULK1 (complexe initiateur de I'autophagie).

Ainsi, en réponse au 20A, il se pourrait que la combinaison des effets du 20A au niveau
lysosomal et au niveau nucléaire favorise I'autophagie. En effet, la séquestration du 20A par
les lysosomes induirait I'augmentation de |'expression des genes de l'autophagie par
I'inhibition de mTOR et I'activation de TFEB. Alors que les dommages a I’ADN causés par le
20A au niveau nucléaire, conduirait a des phosphorylations activatrices des protéines de

I'autophagie.

TFEB pourrait alors constituer une cible potentielle a inhiber pour améliorer I'efficacité du
20A, mais également I'efficacité d’autres agents anti-cancéreux qui sont séquestrés dans les
lysosomes. L'inhibition de TFEB pourrait alors avoir deux objectifs : d’'une part inhiber sa
capacité a activer 'autophagie, et d’autre part inhiber la production de nouveaux lysosomes
qui contribuent a augmenter le potentiel de séquestration des agents anti-cancéreux dans
ces nouveaux lysosomes.
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Cependant, a I’heure actuelle, les stratégies thérapeutiques de ciblage de TFEB sont plutét a
visée de stimulation de son activité, en particulier dans des contextes d’obésité, de maladie
de Parkinson, ou encore de maladies de stockage lysosomaux (Napolitano and Ballabio,
2016). De ce fait, peu de molécules ont été étudiées pour leur potentiel a inhiber TFEB, et
son inhibition pourrait d’ailleurs étre tres délétére d’un point de vue global, en particulier au
niveau d’organes qui présentent une activité lysosomale intense telle que le foie.

Il est donc nécessaire d’étudier plus en détail les mécanismes impliqués dans |’activation de
TFEB a la suite de la séquestration lysosomale du 20A (et d’autres agents anti-cancéreux), et

de comprendre le role qu’il y joue.

C. Conséquences de la LMP sur la mort cellulaire

La combinaison de traitement du 20A (ou de ses dérivés) et de la chloroquine conduit a
I’augmentation importante de la proportion de cellules qui subissent la LMP et est associé a
une augmentation importante de la mort cellulaire. L'augmentation de la mort cellulaire
pourrait étre liée a plusieurs phénomenes: d'une part la libération du 20A de sa
séquestration lysosomale qui pourrait plus facilement atteindre ses cibles nucléaires ;
d’autre part par induction de la mort lysosomale (LDCD pour lysosomal dependent cell
death) qui est liée au déversement du contenu lysosomal dans le cytoplasme. La LDCD peut
étre impliquée dans les processus de mort de plusieurs facon : les cathepsines lysosomales
peuvent interagir avec la machinerie apoptotique pour favoriser ce processus, elles peuvent
aussi induire la mort cellulaire a elles seules, ou alors I'acidification généralisée du
cytoplasme peut conduire a un type de mort nécrotique (Aits and Jaatteld, 2013; Wang et

al., 2018).

Nous avons montré que la combinaison du 20A et de la chloroquine conduit a une
augmentation importante de la mort apoptotique, cependant la mort cellulaire n’est pas
totalement inhibée par l'inhibition des caspases, suggérant d’'une part que la combinaison

du 20A et de la chloroquine pourrait étre partiellement efficace dans des modeles de
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cancers déficients pour I'apoptose. Mais elle suggére également que d’autres types de mort
cellulaire pourraient étre impliqués.

Nous avons alors testé I'implication de la LDCD, de la ferroptose et de la nécroptose. La
LDCD est souvent dépendante de I'activité de cathepsines lysosomales, et peut étre inhibée
par des inhibiteurs de cathepsine tels que E64d et Pepstatine A (Droga-Mazovec et al., 2008;
Emert-Sedlak et al., 2005). La ferroptose est dépendante d’une peroxydation importante des
lipides catalysée par le fer, et peut étre inhibée par la Ferrostatine 1 (Cao and Dixon, 2016;
Dixon et al., 2012). La nécroptose est dépendante de I'activité de la kinase RIP1 et peut étre
inhibée par la Nécrostatine-1 (Degterev et al., 2005; Proskuryakov and Gabai, 2010).
Cependant aucun de ces inhibiteurs n’a montré d’effets d’inhibition de la mort cellulaire

induite par le 20A et la chloroquine.

Des analyses complémentaires doivent étre réalisées avec d’autres inhibiteurs de ces voies
de mort cellulaires (ou par des sous-expressions de genes) afin de confirmer ces résultats. De
plus, il faudrait réaliser un large criblage d’inhibiteurs d’autres voies de mort cellulaire afin
d’identifier des inhibiteurs potentiels de cette mort cellulaire, d’en comprendre les
mécanismes et d’étudier son intérét pour une éventuelle thérapie anti-cancéreuse.

De plus, comme nous l'avons indiqué précédemment, des études complémentaires doivent
étre réalisées afin de confirmer I’hypothése de la relocalisation nucléaire du 20A (ou de ses
dérivés) suite a la LMP induite par la combinaison avec la chloroquine, afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans I'augmentation de la mort cellulaire induite par

la combinaison de ces LG4 avec la chloroquine.

Il est intéressant de noter également que I'induction de la LMP conduit a une inhibition du
processus de I'autophagie (par inhibition de la capacité des lysosomes a dégrader le contenu
des autophagosomes). Or, 'autophagie est impliquée dans de nombreux contextes dans la
mort cellulaire soit en la favorisant, soit en I'inhibant (Fitzwalter and Thorburn, 2015). Pour
rappel, il existe trois types d’autophagie selon le mode d’adressage des cargos a dégrader : la
macro-autophagie, la micro-autophagie et la CMA.

Dans notre étude, nous n’avons pas observé de différence de mort cellulaire induite par la
combinaison du 20A et de la chloroquine dans des cellules déficientes pour la macro-

autophagie « conventionnelle », c’est-a-dire déficientes pour ATG5 et ATG7 (et de ce fait

239



Discussion et perspectives

déficientes pour la production du LC3-Il). Ces résultats suggerent donc que l'autophagie
« conventionnelle » n’est pas impliquée dans cette potentialisation. Cependant, méme en
absence d’ATGS et d’ATG7, il a été décrit qu’une macro-autophagie « alternative » permet la
formation de vésicules autophagosomales, de fagcon indépendante de LC3, qui sont
dégradées par fusion avec le lysosome (Nishida et al., 2009). Bien que I'implication de ce
processus dans les phénomenes de mort cellulaire n’ait pas encore été définie (Shimizu,
2018), il se pourrait que cette autophagie puisse étre perturbée par la LMP induite par la
combinaison du 20A et de la chloroquine et puisse contribuer au phénotype de mort
cellulaire observé.

La CMA ne fait pas non plus intervenir les protéines ATG5 et ATG7 au cours de son
processus. Ce type d’autophagie est en plus déja connu pour son implication dans des
mécanismes de mort cellulaire, soit en favorisant celle-ci ou en l'inhibant (Ouchida et al.,
2018; Xie et al., 2015).

Il serait alors intéressant de savoir si ces processus autophagiques sont induits en réponse au
20A, et en particulier si I'addition de la chloroquine peut favoriser la mort cellulaire en

inhibant ces processus.

D. Origine de la LMP

Nous avons montré que la combinaison de la chloroquine et du 20A ou de ses dérivés
conduit a une augmentation importante de la LMP. De plus les dérivés du 20A sont aussi
capables d’induire la LMP lorsqu’ils sont utilisés seuls. Cette propriété pourrait ainsi
expliquer leur meilleure efficacité anti-proliférative par rapport au 20A. L'étude des
mécanismes moléculaires responsables de l'induction de la LMP permettrait de mieux
comprendre le réle de la chloroquine dans la potentialisation de la mort induite par la
combinaison, ainsi que la relation entre la structure et |'effet anti-prolifératif des dérivés du

20A.

240



Discussion et perspectives

1. Les interactions directes avec les lipides de la membrane lysosomale

Les agents lysosomotropiques, selon leurs propriétés physico-chimiques, peuvent interagir
avec la membrane lysosomale. Ces interactions peuvent constituer soit des interactions
hydrophobes ou électrostatiques et peuvent ainsi conduire a déstabiliser la membrane
lysosomale (Kazmi et al., 2013; Kornhuber et al., 2010).

Les interactions hydrophobes conduisent a une intercalation des agents lysosomotropiques
dans la membrane lysosomale, mais restent en contact avec le milieu acide de la lumiéere des
lysosomes et sont donc en équilibre entre des formes chargées positivement ou non. Les
formes chargées sont insérées de facon moins stable dans la membrane lysosomale et
peuvent alors se relocaliser dans la lumiere des lysosomes. Ce sont ces mouvements qui
seraient responsables de la LMP.

Les interactions électrostatiques se font en général avec des phospholipides chargés
négativement, c’est en particulier le cas de la chloroquine (Barroso et al., 2015). Ces
interactions pourraient aussi déstabiliser la membrane lysosomale.

Ainsi, une interaction différentielle avec les lipides de la membrane lysosomale pourrait

permettre d’expliquer les différences d’induction de LMP entre le 20A et ses dérivés.

De plus, il a été décrit qu’'un traitement combiné d’agents lysosomotropiques peut
contribuer a une intercalation préférentielle de I'agent le plus lipophile dans la membrane
lysosomale, et diminuer la concentration intralysosomale de ces agents par induction de la
LMP (Kornhuber et al., 2010). Ce mécanisme pourrait alors expliquer la potentialisation de
la LMP observée entre les traitements par le 20A seul (ou ses dérivés seuls) et la

combinaison de traitement de ces LG4 avec la chloroquine.

2. Modifications de la structure de la membrane lysosomale

En plus des interactions directes que les agents lysosomotropiques peuvent avoir avec les
constituants de la membrane lysosomale, ces molécules peuvent aussi influencer de facon

indirecte la structure de cette derniere. La composition en lipides de la membrane
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lysosomale peut contribuer a déstabiliser cette derniere. En particulier, la membrane est
plus sensible a la LMP lorsqu’elles sont riches en acide arachidonique (Windelborn and
Lipton, 2008; Zhang et al., 2006), ou en sphingomyéline (Heinrich et al., 2004; Ullio et al.,
2012). A l'inverse, elle est plus résistante a la LMP lorsque le niveau de cholestérol est élevé

(Appelqvist et al., 2011; Hao et al., 2008).

En particulier, nos études de transcriptomique et de protéomique ont montré une
augmentation importante de I'expression des enzymes impliquées dans le métabolisme
lipidique en réponse au 20A. Ces résultats suggerent donc que des modifications dans ce
métabolisme pourraient contribuer a modifier la composition en lipide de la membrane
lysosomale et sensibiliser ainsi a la LMP induite par la combinaison du 20A et de la
chloroquine.

Etant donné qu’il a déja été décrit que la chloroquine rend les cellules plus sensibles a la LMP
lorsque les membranes lysosomales sont pauvre en cholestérol (King et al., 2016), nous
avons évalué cette hypothese en utilisant un inhibiteur du transport du cholestérol qui
conduit a 'augmentation du cholestérol dans la membrane lysosomale (Appelqvist et al.,
2011). Cependant, nous n’avons pas observé d’effet protecteur vis-a-vis de la LMP induite
par la combinaison du 20A et de la chloroquine, ni sur la mort cellulaire (données non
présentées). Cette étude pourrait alors étre complétée par une expérience qui consiste a
ajouter directement du cholestérol (une forme soluble dans I'’eau et qui s’intercale dans les
membranes lysosomales) afin de s’assurer que la composition en cholestérol de la
membrane lysosomale ne protege pas de la LMP induite par la combinaison du 20A et de la

chloroquine.

D’autres modifications de la composition en lipide de la membrane lysosomale pourraient
alors étre évaluées. En particulier, il a été décrit que la modulation de I'activité enzymatique
de I’ASM (acid sphingomyelinase) par un composé lysosomotropique (la simarésine), conduit
a I"'accumulation de la sphingomyéline dans la membrane lysosomale et favorise la LMP
(Petersen et al.,, 2013). L'inhibition de I'activité enzymatique de I’ASM induite par la
simarésine peut étre contrée par une surexpression de la protéine chaperonne Hsp70. Il
pourrait alors étre intéressant d’étudier I'effet d’'une surexpression de Hsp70 afin de mieux

comprendre les différents mécanismes impliqués dans cette LMP.

242



Discussion et perspectives

Il a également été décrit que BAX peut se retrouver transloqué au niveau de la membrane
lysosomale et participer ainsi a la mort par LMP (Guan et al., 2015; Karch et al., 2017). Cette
translocation semble dépendante de linteraction de BAX avec la protéine lysosomale
DRAML1. Ainsi la question de I'implication de BAX et DRAM1 dans la LMP induite par la

combinaison de 20A et de chloroquine pourrait aussi étre adressée.

De nombreuses études ont également souligné I'implication des ROS dans I'induction de la
LMP (Doulias et al., 2007; Eno et al., 2013; Leow et al., 2016; Mai et al., 2017; Ostenfeld et
al., 2005). Nous avons montré que le 20A induit une augmentation de la production de ROS
qui peut étre efficacement inhibée par la combinaison des antioxydants BHA et NAC. Nous
avons donc évalué l'effet de ces antioxydants sur la LMP induite par le traitement combiné
du 20A et de la chloroquine, mais n’avons pas observé de diminution de la LMP.

Cependant, il n’est pas exclue que la production de ROS soit impliquée dans cette LMP et des
études supplémentaires avec d’autres antioxydants sont nécessaires. En effet, en réponse a
la simarésine, il a été montré que seuls certains antioxydants (a-tocophérol et y-tocophérol)
peuvent inhiber la mort induite par la LMP. Et en particulier les antioxydants BHA et NAC se
sont révélés inefficaces (Ostenfeld et al., 2005). Ces antioxydants ciblent des types de ROS
différents (lipidiques ou cytosoliques), suggérant que la LMP peut aussi dépendre de la

nature de la cible des ROS.

E. Un ciblage plus spécifique des cellules cancéreuses ?

Il a été décrit qu’au cours de la tumorigenése des modifications du compartiment lysosomal
importantes s’établissent, les rendant plus sensibles a la LMP et a la mort par LMP
(Fehrenbacher et al., 2004; Kallunki et al., 2013). Nous avons mis en évidence que les dérivés
du 20A, peuvent induire la LMP a eux seuls dans des cellules cancéreuses.

En paralléle, de nombreuses études ont reporté que les cellules transformées sont plus
sensibles aux LG4 que les cellules normales. A I'heure actuelle, les mécanismes qui

permettent d’expliquer une augmentation de la sensibilité des cellules cancéreuses a un
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traitement aux LG4 suggérent l'implication d’une augmentation du niveau basale de
dommages a I’ADN et de déprotection des téloméres dans les cellules transformées (Salvati
et al., 2015).

Ainsi, la mise en évidence de la séquestration lysosomale de certains LG4 et de leur capacité
a déstabiliser la membrane lysosomale laisse suggérer que I'induction de la LMP par les LG4
pourrait aussi étre un mécanisme par lequel les LG4 sensibilisent les cellules transformées a
la mort cellulaire. Il serait alors trés intéressant d’analyser la capacité des dérivés du 20A a
sensibiliser les cellules transformées a la mort cellulaire par rapport a des cellules normales.
Il pourrait aussi étre envisagé d’analyser la capacité des LG4, pour lesquels il a été affirmé

que les cellules cancéreuses sont plus sensibles que les cellules normales, a induire la LMP.

De plus, certains LG4 pourraient étre séquestrés dans les lysosomes sans étre capable a eux
seuls de déstabiliser la membrane lysosomale (comme c’est le cas pour le 20A). De ce fait,
une combinaison avec la chloroquine pourrait favoriser la LMP, et potentiellement participer
a une mort différentielle entre des cellules normales et transformées. Ainsi, I'étude des
mécanismes moléculaires impliqués dans la LMP induite par la combinaison de la
chloroquine et du 20A (ou de ses dérivés) permettrait de mieux évaluer le potentiel
thérapeutique d’une combinaison de la chloroquine avec des LG4.

Si ces études se révelent concluantes, nous disposerions d’une plus large fenétre
thérapeutique pour le 20A (ou ses dérivés), et pourrions envisager de progresser vers des

modeles in vivo pour I'étude de cette combinaison.
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) Améliorer l'efficacité thérapeutique du 20A en

ciblant les cellules binucléées

Nous avons montré qu’un traitement au 20A conduit a une augmentation de la proportion
de cellules binucléées a cause d’un échec de la cytokinése. De plus ces cellules binucléées
sont plus susceptibles a un arrét en phase G1 du cycle cellulaire et plus résistantes a la mort
induite par le 20A que les cellules mononucléées. Cet échec de la cytokinése semble étre la
conséquence d’'un mauvais recrutement de RhoA au site de division et d’une augmentation
de la production de ROS dans les cellules. Cependant, I'inhibition de la production de ROS
n’inhibe pas totalement la formation de ces cellules binucléées.

De nombreuses études ont suggéré que les cellules polyploides sénescentes (induites par de
nombreux agents anti-cancéreux) peuvent participer au risque métastatique ou a la
résistance aux chimiothérapies en s’échappant de leur état de sénescence (Coward and
Harding, 2014; Erenpreisa and Cragg, 2013). Ainsi, la compréhension des mécanismes
moléculaires responsables de cette binucléation permettrait d’identifier des cibles
spécifiques a moduler pour empécher la survenue de ce phénotype. Une autre stratégie qui
peut étre utilisée serait de sensibiliser ces cellules binucléées a la mort cellulaire afin de les

éliminer.

A. Empécher la formation de cellules binucléées

1. Mécanismes du défaut de recrutement de RhoA

RhoA est une protéine majeure impliquée dans la régulation de la formation de I'anneau
contractile d’actine au cours de la cytokinése. Il s’agit d’'une RhoA GTPase, qui est active sous
forme liée au GTP et inactive sous forme liée au GDP. Sous sa forme active elle favorise
I'activité de protéines impliquées dans la polymérisation de I'actine. Ainsi, au cours de son

activation elle se retrouve transloquée a la membrane plasmique (grace a l'insertion dans la
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membrane plasmique d’'un groupement prénylé de RhoA) et échange son GDP en GTP sous
I’action de facteurs d’échange de nucléotides (GEF). Une fois a la membrane et activée, RhoA
peut étre inactivée par des protéines régulatrices qui activent I'activité GTPasique de RhoA
(GAP), conduisant a I’hydrolyse de son GTP et a I'apparition de la forme RhoA-GDP inactive
(Jordan and Canman, 2012).

En plus de la régulation de RhoA par les GEF et les GAP, la forme cytoplasmique libre et
inactive de RhoA est stabilisée par une interaction avec des GDI (Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitor). En effet, en absence de GDI, le lot inactif de RhoA est dégradé par le
protéasome (Boulter et al., 2010).

Il a également été décrit que le lot actif de RhoA a la membrane plasmique peut étre

dégradé par I'autophagie au cours de la cytokinése (Belaid et al., 2013).

Ainsi, en réponse au 20A, I'observation a la fois d’une diminution du recrutement de RhoA a
la membrane d’invagination et d’'une diminution du niveau de RhoA total au cours de la
cytokinése pourrait étre liée a une dérégulation de I'interaction entre RhoA et le facteur GDI
qui joue un role important dans sa stabilisation, ou a une augmentation de la dégradation de
RhoA actif par I'autophagie.

En inhibant I'autophagie, nous n’avons pas observé de différence de proportion de cellules
binucléées induite par le 20A, nous avons donc écarté son implication dans ce processus.
Nous avons alors tenté d’évaluer le réle du protéasome dans la dégradation de RhoA,
cependant nous avons été confrontés a des problémes de toxicité importante lorsque le
protéasome est inhibé dans des conditions de traitement au 20A. Nous avons alors tenté des
expériences a temps plus court en synchronisant les cellules en phase S et en les relachant
soit en milieu avec le 20A seul ou en combinaison avec l'inhibiteur de protéasome.
Cependant, nous n’avons observé aucune cellule en mitose aprés 10h30 de relache dans la
condition avec l'inhibiteur de protéasome, et ce méme lorsque cet inhibiteur est ajouté a
9h30 apres la relache. Ces observations sont liées au fait que le protéasome joue un role
trop important dans la progression dans le cycle cellulaire.

Ainsi, afin de vérifier I’hypothese de la dégradation accrue de RhoA par le protéasome, il
serait intéressant d’étudier I'implication d’une dérégulation de ces GDI en réponse au 20A,

soit en termes de niveau d’expression ou alors en termes d’interaction avec RhoA. En
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particulier, il a été décrit que I'activité de la kinase Src, par phosphorylation du GDI, peut

inhiber 'interaction entre RhoA et son GDI (DerMardirossian et al., 2006).

Cette kinase Src semble particulierement intéressante car son activité serait également
impliquée dans la formation de cellules tétraploides dans le foie. En effet, le foie adulte des
mammiféeres présente de facon physiologique des hépatocytes binucléés, qui sont issus d’un
défaut de cytokinése. Il a été mis en évidence qu’une des voies de régulation de cet échec de
la cytokinése fait intervenir I'activation de la voie du TGFpB, et une délocalisation de RhoA du
site de division de facon dépendante de I'activité de la kinase Src (De Santis Puzzonia et al.,
2016).

Ainsi, il serait intéressant de savoir si la kinase Src peut également étre impliquée dans la
formation de cellules binucléées en réponse au 20A, et s’il est possible de moduler son

activité afin d’éviter I'apparition de ces cellules.

2. Mécanismes de I'implication des ROS dans la cytokinese

De facon intéressante, nous avons mis en évidence que la production de ROS induite par le
20A est en partie responsable de I'échec de la cytokinése observé. Les ROS ont déja été
impliqués dans un échec de la cytokinése dans des cellules hépatiques normales ou des
lignées de cellules cancéreuses (Cho et al., 2017; Tormos et al., 2015). Dans I'étude de Cho
et al., il a été proposé que les ROS conduisent a I'apparition de dommages a ’ADN qui sont
responsables de la formation de ponts de chromatine au cours de I'anaphase et activent
ainsi le point de contréle de la tétraploidie (via I'activation d’Aurora B). Cependant nous
n’avons pas observé d’augmentation importante de la proportion de cellules présentant des

ponts de chromatine a la suite d’un traitement au 20A.

Dans ces deux études, la localisation de RhoA n’a pas été étudiée, alors qu’il a été décrit que
I'activité de RhoA peut étre modulée par les ROS. En particulier, un niveau élevé de stress
oxydant conduit a I'inactivation de RhoA (Heo et al., 2006). Dans notre étude nous n’avons

pas observé de relocalisation de RhoA a la membrane d’invagination ni de restauration du
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niveau de RhoA en présence d’antioxydants. Pourtant, I'inhibition de la production de ROS
induite par le 20A améliore de fagon importante le déroulement de la cytokinese.

Une explication potentielle a cette observation serait que RhoA posséde des homologues
RhoB et RhoC, qui peuvent compenser une déficience de RhoA pour favoriser le bon
déroulement de la cytokinese en se localisant au niveau de la membrane d’invagination
(Kamijo et al., 2006). Ces deux homologues possedent également le site de sensibilité aux
ROS, mais celui de RhoC est légerement différent et serait donc potentiellement moins
sensible a une inactivation par les ROS (Heo et al., 2006; Xu et al., 2017).

L'hypotheése qui émane de ces données est qu’en réponse au 20A, une régulation
différentielle de la stabilité et de 'activité de RhoA et ses homologues serait responsable du
défaut de cytokinése et de la sensibilité partielle aux ROS. En particulier, RhoA serait dégradé
de facon indépendante des ROS, RhoB serait inactivé par les ROS et RhoC pourrait alors

compenser partiellement pour la perte d’activité de RhoA et RhoB.

Les ROS pourraient aussi avoir un role sur des régulateurs en amont de RhoA. En effet la Src
kinase est sensible au ROS et a été décrite pour étre soit activée, soit inhibée par les ROS
selon les conditions réductrices de la cellule (Sun and Kemble, 2009). Ainsi, il serait
intéressant d’étudier I'implication de la Src kinase dans le défaut de cytokinése et son

éventuelle régulation par les ROS en réponse au 20A.

De facon intéressante, nous avons mis en évidence que l'utilisation des antioxydants réduit
la proportion de cellules binucléées sans modifier les réponses au 20A en termes de
sénescence et de mort cellulaire. Cependant, il faut noter que nous avons évalué ces
réponses cellulaires a 24h apres traitement. Or, les ROS ont souvent été décrits pour
favoriser I'établissement de la sénescence (Davalli et al., 2016), avec éventuellement une
cinétique lente de I'établissement de cette sénescence (en plus de 24h) (Passos et al., 2010).
Ces données suggerent donc qu’il ne faut pas exclure I'implication des ROS dans la

sénescence induite par le 20A sur le long terme.

De nombreuses études restent encore a mener afin de comprendre le réle des ROS dans ce
défaut de cytokinése en réponse au 20A, ainsi que la connexion entre cette production de

ROS et le défaut de recrutement de RhoA. La compréhension des mécanismes responsables
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de la formation de cellules binucléées en réponse au 20A, pourrait permettre de prévenir

des effets potentiellement déléteres de ces cellules tétraploides.

B. Sensibiliser les cellules binucléées a la mort

Afin d’améliorer [I'efficacité thérapeutique du 20A (ou des autres agents
chimiothérapeutiques qui induisent la formation de cellules binucléées), une autre stratégie
qui peut étre envisagée est d’éliminer particulierement ces cellules en trouvant leurs points
faibles. Dans notre étude, nous avons trouvé de facon intéressante que les cellules
binucléées, qui sont résistantes a la mort induite par le 20A, peuvent étre sensibilisées a la
mort en présence de chloroquine. Il serait alors intéressant de déterminer les causes de

cette sensibilisation.

La LMP qui est observée dans les conditions de combinaison de traitement entre le 20A et la
chloroquine pourrait étre une bonne piste pour la sensibilisation des cellules binucléées a la
mort. En effet, il a été décrit qu’une inhibition de mTOR peut conduire a la mort sélective de
cellules polyploides (Sharma et al., 2013; Zeng et al., 2014). Or en condition de
déstabilisation de la membrane lysosomale, mTOR est inactivé via le systeme des galectines
afin de permettre I’activation de TFEB et la réparation de la membrane lysosomale (Jia et al.,
2018; Settembre et al., 2011). De ce fait, I'inhibition de mTOR médiée par la rupture de la
membrane lysosomale pourrait permettre d’expliquer I'augmentation de la sensibilité des
cellules binucléées a la mort cellulaire induite par la combinaison du 20A et de la
chloroquine.

Nous avons donc analysé la proportion de cellules positives pour la formation de Gal3
puncta (et qui ont donc subi la LMP) dans les deux populations de cellules mono- et
binucléées. Cependant, nous n’avons observé qu’une légére augmentation du pourcentage
de cellules binucléées qui sont positives pour la LMP par rapport aux cellules mononucléées,

suggérant qu’un autre mécanisme pourrait étre impliqué (données non présentées).
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Quelques études se sont portées sur l'identification de molécules qui peuvent tuer
spécifiguement les cellules tétraploides. Des cibles appartenant a I'appareil mitotique ont
ainsi été identifiées, telles que la kinase AuroraB, les protéines du SAC ou la kinésine Eg5.
L'inhibition de I'activité de ces protéines favorise la mort des cellules polyploides au fur et a
mesure des cycles de division (Marxer et al., 2012; Rello-Varona et al., 2009; Vitale et al.,
2007). Cependant, dans notre contexte, la majorité des cellules tétraploides ne progresse
pas dans le cycle, suggérant que ce n’est pas par ce mécanisme que la chloroquine pourrait

favoriser la mort des cellules binucléées.

Une étude a été réalisée afin d’identifier des agents pharmacologiques qui permettent de
tuer sélectivement des cellules tétraploides. Le resveratrol a ainsi été identifié a partir de ce
criblage, et le mécanisme responsable de cette sensibilisation a la mort cellulaire fait
intervenir une augmentation de l'activité de I'’AMPK (Lissa et al., 2014). Or, nous avons
montré que le 20A induit une augmentation de I'activité de 'AMPK et des études récentes
ont également montré que '’AMPK peut étre activée par la chloroquine (Jeong et al., 2018;
Spears et al., 2016). Ainsi, ces données suggérent que la combinaison de la chloroquine et du
20A pourrait aussi favoriser la mort des cellules binucléées par sa capacité a augmenter

I'activité de I’ AMPK.

Il serait alors intéressant de réaliser des études afin de vérifier I'implication de mTOR et de
'AMPK dans I'effet sensibilisateur de la chloroquine sur la mort des cellules binucléées. Il
serait aussi intéressant de pouvoir analyser la capacité de la chloroquine de sensibiliser a la
mort cellulaire les cellules tétraploides qui sont générées par des traitements avec d’autres

agents chimiothérapeutiques.
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IV) Quels rdles de la stabilisation des structures G4 par

le 20A dans ses effets cellulaires ?

Dans cette partie de la discussion, nous nous focaliserons un peu plus sur les liens potentiels
entre I'activité du LG4 20A a stabiliser des structures G4 dans I’ADN ou I’ARN et les effets
cellulaires observés. En particulier, nous évoquerons des hypothéses et des pistes a étudier
concernant des activités de modulation de I'expression des genes, la séquestration

lysosomale et la propriété d’induire la binucléation en relation avec une activité de LG4.

A. Quel role dans la régulation de I’expression des genes ?

Dans le premier article, nous avons montré un enrichissement des séquences formant
potentiellement des structures G4 (PG4) juste en amont du site de terminaison de la
transcription (TTS) des génes sous-exprimés en réponse au 20A. Ce résultat souléve
I’hypothese que des structures G4 des régions 3’-UTR des ARNm pourraient étre ciblées par
le 20A pour moduler I'expression de ces genes.

Cependant I'analyse qui avait été réalisée ne prenait pas en considération la localisation de
la séquence PG4 sur le brin transcrit ou sur le brin codant. Nous avons donc réalisé une
nouvelle analyse en faisant cette distinction, mais nous n’avons pas observé
d’enrichissement particulier de séquences PG4 dans le brin d’ADN codant par rapport au
brin transcrit dans la population de genes sous-exprimés (données non présentées). Cela
suggere donc que la sous-expression des génes, observée en réponse au 20A, ne peut pas
s’expliquer de facon globale par une capacité a stabiliser des structures G4 dans la région 3’-

UTR des ARNm.

Mais, pour certains ARNm spécifiques, il pourrait étre intéressant de considérer cette
hypothése du role des structures G4 de la région 3’-UTR des ARNm dans la modulation de
I'expression des génes en réponse au 20A. En effet, la formation de structures G4 dans la

région 3’-UTR des ARNm a été décrite pour jouer de nombreux roles dans le métabolisme de
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certains ARNm, au cours d’évenements post-transcriptionnels (polyadénylation, transport,
traduction) (pour revue Fay et al., 2017). En particulier, la formation des structures G4 dans
cette région peut favoriser la polyadénylation des ARNm, or il s’agit d’une étape importante
pour leur stabilité, leur translocation du noyau au cytoplasme et leur traduction (Dalziel et
al., 2007; Decorsiére et al., 2011).

Les structures G4 formées dans la région 3’-UTR des ARNm peuvent également moduler la
traduction de ces ARNm, soit en la favorisant, soit en I'inhibant. Les mécanismes
moléculaires responsables de la modulation de la traduction ne sont pas encore élucidés,
mais des hypothéses suggerent I'implication de protéines qui seraient recrutées au niveau
de 'ARNm via des interactions spécifiques avec les structures G4, pour stimuler ou inhiber

les processus traductionnels (Arora and Suess, 2011; Bolduc et al., 2016; Fay et al., 2017).

Il reste donc de nombreuses études a mener pour mieux comprendre les effets potentiels du
20A dans la stabilisation de structures G4 dans les ARNm et dans la modulation de
I’expression des genes et du niveau de protéines. Ces études permettraient de mieux définir
des voies de signalisation qui seraient affectées directement par la stabilisation des

structures G4 in cellulo par le 20A, et ainsi de mieux comprendre son mécanisme d’action.

B. Quel role dans la localisation lysosomale du 20A ?

Précédemment dans cette discussion, nous avons suggéré que les propriétés physico-
chimiques du 20A pourraient étre responsables de sa localisation lysosomale. Nous nous
posons alors la question de savoir si les propriétés de stabilisation de structures G4 par le

20A pourraient permettre d’expliquer cette localisation.

En effet, il a été décrit que I'exposition de cellules cancéreuses pendant 2h a des séquences
oligonucléotidiques riches en guanines (GRO pour Guanine-Rich Oligonucleotides), qui
forment des structures G4 de configuration paralléle, conduit a une internalisation de ces
GRO dans les lysosomes (Tseng et al., 2013). De fagon intéressante, les auteurs ont montré

gue dans les lysosomes, les structures G4 peuvent étre conservées. lls ont pour cela utilisé le
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LG4 BMVC, qui est une molécule qui fluoresce de fagon trés intense suite a une interaction
avec des structures G4. Lorsqu’il est appliqué sur des cellules cancéreuses, sa fluorescence
se retrouve localisée majoritairement dans le noyau. Mais, lorsque le BMVC est appliqué sur
des cellules qui ont préalablement intégrées les GRO dans les lysosomes, le BMVC fluoresce
alors également de fagcon importante dans les lysosomes. De plus, des études de FRET ont
permis de confirmer que la configuration de la structure G4 paralléle est également
conservée dans les lysosomes. Ces résultats suggerent donc que la détection de structures

G4 dans les lysosomes est possible lorsque des oligonucléotides sont internalisés.

Cette hypothese souléve alors la question de savoir si la localisation du 20A (ou d’autres
LG4) dans les lysosomes pourrait dépendre d’une interaction du 20A avec des structures G4
d’ARN ou d’ADN qui se retrouvent internalisés dans les lysosomes. En particulier, il a été
décrit que les structures G4 des ARN sont plus susceptibles d’adopter une configuration
paralléle, a cause de contraintes stériques particulieres (Fay et al., 2017), suggérant donc

que les structures G4 d’ARN pourraient étre conservée dans les lysosomes.

La localisation lysosomale des ARN est d’ailleurs tout a fait possible par le mécanisme de
« RNautophagy/DNautophagy » qui permet la reconnaissance des ARN par la protéine
lysosomale LAMP2C, en partie grace a des séquences riches en guanines qui interagissent
avec LAMP2C. Puis ces ARN sont transportés dans le lysosome selon un processus qui
ressemblerait a I'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA), potentiellement via le
transporteur SIDT2 (Aizawa et al., 2016; Frankel et al., 2016; Hase et al., 2015). De plus la
macroautophagie, via I'internalisation de structures plus grosses telles que les ribosomes ou
les granules d’ARN, peut expliquer la localisation lysosomale des ARN (Fujiwara et al., 2017).
Cependant ces processus autophagiques méenent normalement a la dégradation des acides
nucléiques. Cela laisse supposer que si les structures G4 des ARN sont conservées dans les

lysosomes, un mécanisme de résistance a la dégradation existerait.

Ainsi, I'étude du role de la stabilisation des structures G4 des ARN par des LG4 dans la
localisation lysosomale des complexes ARN/LG4 serait doublement intéressante. D’une part,
elle permettrait de savoir si effectivement des LG4 peuvent se retrouver localisés dans les

lysosomes grace a leur interaction avec des structures G4 des ARN. Et d’autre part, des
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informations sur la capacité des LG4 a moduler la stabilité des ARN via des processus de

dégradation lysosomale pourraient émerger.

C. Quel role dans la régulation de RhoA par le 20A ?

Nous avons montré qu’a l'arrivée en cytokinese, le niveau de protéine RhoA n’est pas
augmenté lorsque les cellules sont traitées au 20A. Nous avons alors discuté de la possible
implication de la kinase Src et de son éventuelle régulation par les ROS dans ce processus.
Mais il serait aussi intéressant de savoir comment le 20A pourrait intervenir dans ce

phénomeéne via son activité de LG4.

Bien que la séquence du géne de RhoA ne présente pas de séquences PG4 dans les zones de
régulation de I'expression (promoteur, 5’- et 3’-UTR), il a été décrit que des structures G4
peuvent effectivement se former dans le gene de la kinase Src, et que la stabilisation de ces
structures par le LG4 pyridostatine conduit a I'inhibition de son expression (Rodriguez et al.,
2012). Cette observation suggere que la stabilisation des structures G4 dans le gene de la
kinase Src par le 20A pourrait conduire a des modifications de I'activité ou du niveau de

RhoA.

D’autre part, il a été montré que le LG4 RHPS4 peut moduler l'activité de RhoA
indirectement par l'inhibition de la voie du VEGF (Salvati et al., 2014). En effet, cette étude a
mis en évidence la présence d’une séquence PG4 dans le promoteur du géne du récepteur
du VEGF (VEGFR2), et qui forme une structure G4 in vitro. lls ont également montré la
stabilisation de cette structure G4 par RHPS4 est responsable de 'inhibition de I'expression

de VEGFR2, qui conduit a une diminution de |'activité de RhoA.

Nous voyons donc qu’il pourrait exister un lien entre I'activité de RhoA et la propriété de
stabilisation des structures G4 du 20A. L'étude de ces mécanismes potentiels pourrait ainsi
permettre d’identifier de nouvelles cibles du 20A et de mieux comprendre les mécanismes

responsables de la binucléation.
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V) Conclusion générale

Dans cette étude, nous avons montré que le LG4 20A peut présenter des effets
anticancéreux intéressants en induisant une diminution de la viabilité cellulaire grace a
I’établissement de la sénescence et a I'induction de la mort cellulaire par apoptose.

Nous avons également mis en évidence que certains mécanismes cellulaires contribuent a
protéger les cellules de la mort induite par le 20A, en particulier I'activation des voies de
réponse des dommages a I’ADN via la kinase ATM, "autophagie, la séquestration lysosomale

ainsi que la formation de cellules binucléées.

La compréhension de ces mécanismes de résistance a la mort induite par le 20A permettrait
d’établir les meilleurs modéles cancéreux qui puissent répondre au 20A selon les voies de
signalisation qui sont affectées, ou alors de pouvoir définir des associations thérapeutiques
qui seraient les plus avantageuses. En particulier, nos résultats suggerent que le 20A pourrait
se révéler plus efficace dans des modeéles de cancers qui sont déficients pour ATM, et
également pour la voie de I'activation de I'autophagie en réponse a des dommages a I’ADN.

Nous avons également émis |'hypotheése qu’une association du 20A avec l'agent
antipaludéen chloroquine pourrait se révéler particulierement intéressante pour tuer les

cellules cancéreuses résistantes a I'activation des caspases.

Les mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse au 20A présentent certaines
similitudes avec d’autres LG4 et d’autres agents chimiothérapeutiques. Ainsi, la
compréhension de ces mécanismes en réponse au 20A peut aussi conduire a des avancées
sur la connaissance du fonctionnement de ces autres molécules. En particulier, nous
pensons qu’il serait intéressant d’étudier la possible implication de la séquestration
lysosomale dans les réponses aux LG4. De plus, nous pensons qu’une combinaison de la
chloroquine avec d’autres agents qui induisent I'apparition de cellules binucléées pourrait
favoriser leur éradication et éviter leur potentiel effet délétére sur la résistance aux

chimiothérapies.
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De nombreuses études restent encore a réaliser afin de savoir si le 20A, ses dérivés, ou
d’autres ligands G-quadruplexes pourront un jour étre utilisés en thérapie anti-cancéreuse,
seuls ou en association avec des chimiothérapies ou de la radiothérapie. La recherche des
associations de traitement les plus efficaces est primordiale pour améliorer la prise en

charge thérapeutique des patients et leur donner de plus grandes chances de survie.
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Supplementary Figure S1: 20A induces senescence and apoptosis in several
cancer cell lines.

A) Left panel, representative B-galactosidase images of A549 cells treated or not with 4 pM
of 20A for 24h (% of B-gal positive cells are 7.4% and 19.7% for control and 20A-treated
cells, respectively). Right panel, apoptotic cell death was evaluated 24 hours after treatment

of A549 cells with the indicated concentration of 20A.
B) Saos-2 (TetOnp53) cells were treated in either the presence or absence doxycycline

(0.5pg/ml, for 6h) and then treated with 3.5uM of 20A for 24h. (In p53- cells, the percentages
of B-gal positive cells are 7.9% and 34.2% under control and 20A-treated conditions,
respectively. In p53+ cells, the percentages of B-gal positive cells are 3.8% and 31.5% for
control and 20A-treated respectively). Right panel, apoptotic cell death was evaluated 24
hours after treatment of Saos p53 null cells (-Dox) and Saos p53+ (+Dox) cells with the
indicated concentration of 20A.
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Supplementary Figure S2: in vivo data
The toxicity of 20A was evaluated by the monitoring the mice weight over time.
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Supplementary Figure S3: Global changes in gene or protein expression
induced by 20A

Correlation between log fold changes at 6h (x-axis) and 16h (y-axis) in transcriptomic (A) and
proteomic data (B). Panel C represents limma differential expression results, the x-axis show
the log fold changes 20A-treated cells versus control (6h and 16h treatment are presented in
left panel and right panel, respectively), the y-axis show the significance of the statistical
tests (p-value corrected for multi-testing minus log transformed). Green and Red dots
highlight significantly down- and up-regulated genes (absolute log fold change above 1 and
significance above 2; p-value < 0.01).
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20A (6hours) 20A (16hours)
FDR g- FDR
KEGG NAME NES var KEGG NAME MNES g-val
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS -2.650 0.000 | |STEROQID_BIOSYNTHESIS | 2476 0.000
TERPENOID_BACKBCNE_BI
RIBOSOME 2112 0.003 OSYNTHESIS 2.304 0.000
TERFPENOID BACKBOMNE BIOSYNTH. 2,120 0.007 PROTEIN EXPORT 2.196 0.000
STEROQID_BIOSYNTHESIS 2.007 0.008 SYSTEMIC LUPUS ERYTH. -2.304 0.001
DOCYTE_MEIOSIS 1.905 0.022 PROPAMNOATE METABOLISM 2076 0.001
REGULATION_OF AUTOPHAGY 1.868 0.029 PYRIWATE METABOLISM 2.078 0.001
PATHOGEMNIC_ESCHERICHIA
PROTEASOME 1.845 0.032 _COL_INFECTION | -2.133 0.003
STARCH_AND SUCROSE_METABOL. 1.797 0.039 ETHER_LIPID METABOLISM 1.970 0.003
PPAR_SIGNALING_PATHWA
CIRCADIAN RHYTHM_ MAMWMAL 1.805 0043 [ Y | 1.964 0.003
WALINE_LEUCINE_AND_|S0OL
NITROGEN_ METABOLISM 1.767 0.050 EUCINE_DEGRADATION 1.971 0.003
MISMATCH_REPAIR 1.850 0.013
RIBOSOME 1.853 0.014
GAP _JUNCTION -1.938 0.021
CXIDATVE_PHOSPHORYLAT
1OM 1.792 0.022

DTHER_GLYCAN DEGRAD. | 1.742| 0034
AMINO_SUGAR_AND_NUGLE
OTIDE_SUGAR_METABOLIS | 1.698| 0.042

| [AUTOIMMUNE _THYROID _DIS | 1.710 0.042

ALZHEIMERS DISEASE 1.699 |  0.044
RIBOSOME 2.705| o0.000| |0OCYTE MEIOSIS -2.342 | 0.000
NEUROTROPHIN SIGNALING PATH. -2.188| 0.002| | OXIDATIVE PHOSPHORYL. | 2.028| 0.000
VALINE_LEUCINE_AND_ISOLEUGINE_D
EGRADAT ION 2173| 0.002| |HUNTINGTONS DISEASE | 2.054| 0.001
FATTY ACID METABOLISM 2.070| 0.003| | PARKINSONS DISEASE 1.909 | 0.008
MEUROTROPHIN_SIGNALING
YSINE_DEGRADATION 2115 | 0.003| | PATHwWAY -2.159 | 0.006
CELL CYGLE -1.966 | 0.007| | ALFHEIMERS DISEASE 1.922 | 0.008
PROTEASOME -1.986 | o0.008| |RIBOSOME -2.094| 0.008
DOCYTE_MEIOSIS 1.870| 0.011 | | PROTEASOME 3.029| 0.008
SUTAMOATE_METABOLISM 1.858 | 0.015| | CELL_CYCLE 1.987 | 0.010
UBIQUITIN_MEDIATED_PROT
OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1893 | 0.015| |EOLYSIS 1984 | 00N
ALZHEIMERS DISEASE 1.876| 0.016| |LysosoME 1.806 | 0.017
PATHOGEMIC_ESCHERICHIA
HUNTINGTONS DISEASE 1.783| 0.025 COLI_INFECTION 1.508 | 0.024
Y SOS0ME 1.784 | 0.029| | AMINOACYL TRMA BIOSYN. | -1.826 | 0.025
CITRATE_CYCLE TCA CYCLE 1.727| 0.037| | PURINE METABOLISM 1.779| 0.026
PARKINSONS DISEASE 1.70B | 0.038
TRYPTOPHAM METABOLISM 1.693 | 0.038
ARRHYTHMOGEMIC_RIGHT VENTRICU
_AR_CARDIOMYCQPATHY ARVC 1.671| 0.040

Table S1: KEGG pathways affected by 20A treatment

This table summarizes the KEGG signaling pathways significantly enriched (FRD g-value <
0.05) after 6 or 16 hours treatment with 20A, according to the transcriptome or proteome
data sets. NES corresponds to the Normalized Enrichment Score given by GSEA, positive
and negative values relate to an up-regulation or a down-regulation of the transcripts or
proteins involved in this pathway. The FDR g-value represents the adjusted p-value.
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Svmbol Assoc._ge D ensembl_transcript |logFC|logFC_|adj.P.V|adj.P.V
y ne_name _id _6h | 16h | al_6h |al_16h
ATR ATR NM_001184 ENST00000350721 | 0.119 | 0.203 | 0.357 | 0.000

Chk1 CHEK1 NM_001274 ENST00000534070 |0.189 | 0.429 | 0.302 | 0.038
Chk2 CHEK2 [NM_001005735| ENSTO00000382580 |0.573 | 0.691 | 0.015 | 0.008

p53 TP53 NM_000546 ENST00000269305 |-0.744| -0.196 | 0.000 | 0.183

Bax BAX NM_138764 ENST00000415969 |-0.522| -0.236 | 0.006 | 0.164

PUMA BBC3 NM_014417 ENST00000439096 |0.821 | 0.240 | 0.000 | 0.156
Noxa PMAIP1 NM_021127 ENST00000316660 |0.411 [ -0.718 | 0.010 | 0.001
CytC CYCS NM_018947 ENST00000305786 | 0.611 | 0.417 | 0.001 | 0.011

Casp3 CASP3 NM_004346 ENST00000308394 |0.763 | 0.668 | 0.002 | 0.005

Casp9 CASP9 NM_001229 ENST00000333868 |-0.621| 0.082 | 0.001 | 0.556

p21 CDKN1A | NM_000389 ENST00000244741 | 1.710 | 1.300 | 0.000 | 0.000
CycE CCNE1 NM_001238 ENST00000262643 |-0.042| 0.159 | 0.738 | 0.223
CCND1 NM_053056 ENST00000227507 |0.482 | -0.131 | 0.005 | 0.379
CCND3 NM_001760 ENST00000372091 |-0.488| -0.832 | 0.005 | 0.000
CDK2 CDK2 NM_001798 ENST00000266970 |0.003 | -0.544 | 0.983 | 0.002
CDK4 NM_000075 ENST00000257904 |-0.588( -0.321 | 0.001 | 0.040

CycD

CDK4/6

CDKs6 NM_001259 ENST00000265734 |-0.789 0.000 | 0.000

RB1 NM_000321 ENST00000267163 |0.145 | 0.659 | 0.386 | 0.003

Rb RBL1 NM_002895 ENST00000373664 | 0.578 | 0.466 | 0.016 | 0.052
RBL2 NM_005611 ENST00000262133 |0.754 | 0.760 | 0.012 | 0.015

E2F1 NM_005225 ENST00000343380 |-0.612| -0.339 | 0.001 | 0.026

E2F4 NM_001950 ENST00000379378 |-0.466| -0.241 | 0.004 | 0.099

E2F E2F2 NM_004091 ENST00000361729 |-0.509( -0.503 | 0.007 | 0.011
E2F5 NM_001951 ENST00000416274 |0.728 | 0.316 | 0.000 | 0.043

E2F3 NM_001949 ENST00000346618 |0.906 | 0.293 | 0.000 | 0.124

NRAS NM_002524 ENST00000369535 |0.820 | 0.451 | 0.000 | 0.004

HRAS NM_005343 ENST00000451590 |-0.672| -0.525 | 0.000 | 0.003

Ras KRAS NM_033360 ENST00000256078 |0.738 [ 0.317 | 0.002 | 0.111

RRAS NM_006270 ENST00000246792 |-0.501| 0.010 | 0.002 | 0.945

MRAS NM_012219 ENST00000289104 |0.408 | 0.121 | 0.007 | 0.372
RRAS2 NM_012250 ENST00000256196 | 0.797 | -0.323 | 0.000 | 0.063
PIK3R1 NM_181523 ENST00000521381 [0.175 | 0.415 | 0.382 | 0.062
PIK3R3 NM_003629 ENST00000262741 |[1.369 | 0.834 | 0.000 | 0.001

PI3K PIK3R2 NM_005027 ENST00000222254 |-0.229| -0.037 | 0.215 | 0.861
PIK3CB NM_006219 ENST00000289153 | 0.424 | 0.321 | 0.104 | 0.237
PIK3CD NM_005026 ENST00000377346 (-0.248 - 0.107 | 0.000
PTEN PTEN NM_000314 ENST00000371953 | 0.440 | 0.225 | 0.032 | 0.265
AKT2 NM_001626 ENST00000392038 [-0.282| -0.560 | 0.055 | 0.003

AKT
AKT1 NM_005163 ENST00000555528 |-0.435( -0.357 | 0.008 | 0.027

AMPK | PRKAA1 NM_206907 ENST00000354209 |0.755 | 0.474 | 0.000 | 0.005

Table S2: Genes listed in Figure 3

This table lists all gene symbols found in Figure 3, along with associated gene names-in the
Pubmed ID and Ensemble transcript ID. LogFC_6 hours and logFC_16 hours rely on the
transcript log Fold Change at 6 hours and 16 hours, respectively. Adj. P.Val_6h and
adj.P.Val_16h are the adjusted p-value obtained by limma (results are considered significant
when p-value is < 0.05)
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LKB1 STK11 NM_000455 | ENST00000326873 |-0.561-0.150 | 0.002 | 0.299
STRAD | STRADA | NM_153335 | ENST00000392950 |-0.652|-0.257 | 0.002 | 0.142
MO25 | CAB39 | NM_016289 | ENST00000258418 |0.604 | 0.327 | 0.005 | 0.097
TSC1 NM_000368 | ENST00000298552 |1.069| 1.081 | 0.000 | 0.000

TSCY2 M 15co NM_000548 | ENST00000219476 |-0.475|-0.156 | 0.005 | 0.295
RHEB | RHEB | NM_005614 | ENST00000262187 [0.807 | 0.418 | 0.001 | 0.047
Deptor | DEPTOR | NM_022783 | ENST00000286234 |0.252| 0.463 | 0.082 | 0.008
PRAS40 | AKT1S1 | NM_032375 | ENST00000391835 (-0.402|-0.350 | 0.015 | 0.035
Raptor | RPTOR | NM_020761 | ENST00000306801 |-0.304|-0.163 | 0.043 | 0.277
mTOR | MTOR | NM_004958 | ENST00000361445 |0.170 | 0.080 | 0.249 | 0618
mLST8 | MLST8 | NM_022372 | ENST00000569417 |-0.778| -0.448 | 0.001 | 0.027
Tel2 TELO2 | NM_016111 | ENST00000262319 |-0.558|-0.573 | 0.001 | 0.001

Til TTL NM_153712 | ENST00000233336 |0.058 | -0.420 | 0.629 | 0.005

ULK1 ULK1 NM_003565 | ENST00000321867 |0.530 | -0.559 | 0.003 | 0.003
ATG101 | ATG101 | NM_021934 | ENST00000336854 |-0.221| -0.396 | 0.109 | 0.014
ATG13 | ATG13 | NM_014741 | ENST00000524625 |-0.166| 0.078 | 0.264 | 0.630
FIP200 | RB1CC1 | NM_014781 | ENST00000025008 |-0.281| 0.590 | 0.130 | 0.009
Beclini | BECN1 | NM_003766 | ENST00000361523 |0.873 | 0.306 | 0.000 | 0.089
NRBF2 | NRBF2 | NM_030759 | ENST00000277746 |0.878| 0.083 | 0.000 | 0.664
VPS34 | PIK3C3 | NM_002647 | ENST00000262039 [1.269| 1.421 | 0.000 | 0.000
VPS15 | PIK3R4 | NM_014602 | ENST00000356763 |0.837 | 0.565 | 0.000 | 0.004
ATG4A | NM_052936 | ENST00000372232 |0.829 | 0.922 | 0.001 | 0.000

ATG4B | NM_178326 | ENST00000405546 |-0.484|-0.334 | 0.003 | 0.030

ATG4 1" ATcac | NM_032852 | ENST00000317868 |-0.101| 0.394 | 0652 | 0.099
ATG4D | NM_032885 | ENST00000309469 |-0.744| -0.550 | 0.000 | 0.004

ATG3 ATG3 NM_022488 | ENST00000283290 |1.156| 0.384 | 0.000 | 0.017
ATG5 ATG5 NM_004849 | ENST00000369076 |0.473 | 0.358 | 0.018 | 0.070
ATG12 | ATG12 | NM_004707 | ENST00000509910 |0.487 [ 0.341 | 0.005 | 0.039
ATG16L1 | NM_030803 | ENST00000392017 |-0.158|-0.106 | 0.219 | 0.437

ATETO ATG16L2 | NM_033388 | ENST00000321297 |-0.080| 0.729 | 0.655 | 0.002
Lc3 [MAP1LC3B| NM_022818 | ENST00000268607 |0.880 | 0.640 | 0.000 | 0.001

p62 | SQSTM1 | NM_003900 | ENST00000389805 |0.514 | 0.750 | 0.002 | 0.000

NBR1 NBR1 NM_031858 | ENST00000422280 |1.514| 1.303 | 0.000 | 0.000
OPTN | OPTN |[NM_001008211| ENST00000378748 |0.837 | 1.087 | 0.000 | 0.000
TAX1BP1| TAX1BP1 | NM_006024 | ENST00000396319 |-0.195| 0.941 | 0.409 | 0.003
NDP52 [CALCOCO2| NM_005831 | ENST00000258947 |0.366 | 0.683 | 0.008 | 0.000
Rab7 | RAB7A | NM_004637 | ENST00000265062 |0.249|-0.202 | 0.035 | 0.091

LAMP2 | NM_013995 | ENST00000371335 |0.696 | 0.607 | 0.001 | 0.005

Lamp LAMP3 | NM_014398 | ENST00000265598 |0.451| 0.358 | 0.013 | 0.046
LAMP2 | NM_002294 | ENST00000200639 |0.328 | 0.789 | 0.040 | 0.001

LAMP1 | NM_005561 | ENST00000332556 |0.104| 0.250 | 0.429 | 0.083

CTSD NM_001909 | ENST00000236671 |-0.131| 0.690 | 0.312 | 0.001

cTS CTSL NM_001912 | ENST00000340342 |0.739 | 1.062 | 0.002 | 0.000

CTSB NM_147780 | ENST00000533455 |-0.144| 0.100 | 0.207 | 0.406

Table S2 (continued): Genes listed in Figure 3
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Supplementary Figure S4: Selected KEGG Pathways

Schematic representation of the p53, mTOR (this page) and autophagy pathways (next
page) modified from KEGG database. For each gene, the log Fold Changes (from green, low
to red, high) is represented by a rectangle divided in two panels, left panel (6h of treatment
with 20A) and right panel (16h of treatment with 20A). A white box means that the transcript
was not identified in the experiment.
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Supplementary Figure S4 (continued): Selected KEGG Pathways
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Supplementary Figure S5: Position-dependent G4-bias

G4 sequences around Transcription Start Site (TSS) and Transcription Termination Site
(TTS) of down-regulated transcripts after 6h (blue) or 16h of 20A treatment (green). All
transcripts are presented in black. A. Proportion of transcripts (y-axis) having a G4
complexes at each position around the TSS (left panel) and the TTS (right panel). Negative
and positive positions indicate upstream and downstream distances from the TSS and TTS
(position 0). B. The y-axis represents the results of the enrichment analysis (binomial test p-
value minus log transformed) in 100 bp sliding windows (50bp step). The dotted lines
represent the significance threshold (2 corresponding to p-value 0.01). The x-axis
corresponds to the same as in A. A result at 50 bp corresponds to the result for the window
0-100 bp.

310



Annexes n°1

A
100 - —
B
2 80 A
5T
L > 60 1
e <
ol
3] |
Q o 40
©c 0
w O
2 = 200
=2
0 -
20A - - + +
KU55933 - + - +
B Medium . KU55933
Time(h) 0 2 4 24C 0 2 4 24C
20A - + + + - - o+ o+ + -
P-ATM = '
ATM =
PARP-1 - |
Cleaved
PARP-1
Cleaved
forms of
Caspase 3

Supplementary Figure S6: KU55933 an inhibitor of ATM potentiates 20A-

induced apoptosis.

Cells were incubated for 2 hours with KU55933 (10 uM) prior the addition of 6 uM 20A for the
indicated time. A, apoptotic cell death was scored by measurement of loss of A ym. B,
cellular extracts were prepared and analyzed by western blotting using antibodies directed
against phospho-ATM (Ser 1981), ATM and cleaved forms of caspase 3 and PARP-1.
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Supplementary Figure S7: Experimental design

Analysis

60

and Principal Components

A: schematic representation of the experimental designs for transcriptomic and Proteomic
experiments. Each group of overlapping files represent a condition (top left: timing, bottom
right: C for control and 20A for the presence of the ligand). It indicates the number of probes
and protein before (above) and after (bellow) the filtering. The red files correspond to filtered
samples after the Principal Components Analysis on proteomic (B) and trancriptomic (C)
samples. The x and y axis represent the first and second principal components respectively
and their contributions (explained variance). Each group of replicates has the same colour: in
red and blue are presented the 20A treated samples at 6h and 16h respectively; in yellow
and green the corresponding control samples are shown.
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Figure S1: Schematic representation of “Lysosome” pathway from KEGG

database.

For each gene, the log Fold Changes (from green, low; to red, high) is represented by a

rectangle divided in four panels. The two left panels represent transcriptomic data after 6h

(for the most left one), and 16h (for the right one) of treatment with 20A. The two right panels

represent proteomic data after 6h (for the left one), and 16h (for the most right one) of

treatment with 20A. A white box means that the transcript or the protein was not identified in

the experiment.
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Figure S2: Evaluation of lysosomal pH via Lysotracker Red staining
HelLa cells were stained with Lysotracker Red (LTR) and counterstained with Hoechst to
assess changes in the lysosomal pH in cells untreated (Med) or treated with 25 pM

Chloroquine (CQ) or 25 nM Bafilomycin A (Baf) during 6 hours. Representative confocal
image are presented, scale bar = 20um.
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Figure S3: Involvement of apoptosis in cell death induced by combination of
20A with Chloroquine

HelLa (left) and A549 (right) cells were treated with or without 20 pM QVD-OPH two hours
prior to the addition of 20A 5 uM and 3.5 uM for Hela cells and A549 cells, respectively.
Where indicated, cells are also exposed to 25 pM chloroquine for 24h. Cell death was
assessed by measurement of the percentage of cells undergoing Pl uptake. The data
represents the mean + SD of 6 values obtained from three independent experiments each

performed in duplicate. * p-value < 0.05 and ** p-value < 0.01 using Mann-Whitney test.
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Figure S4: Evaluation of Ferroptosis, Necroptosis and cathepsin activity in cell death
induced by the combination of 20A and Chloroquine.

A) A549 cells were treated or not with 5 uM Ferrostatin 1 two hours prior to the addition of
20A 3.5 pM, or 10uM Erastin. Where indicated, cells are also exposed to 25 pM chloroquine.
Cell death was assessed by measurement of Pl uptake. The data represents the mean + SD
of 3 values obtained from one experiment.

B) A549 cells were treated or not with 60 uM Necrostatine 1 two hours prior to the addition of
20A 3.5 pM for 24h. Where indicated, cells are also exposed to 25 puM chloroquine. Cell
death was assessed by measurement of Pl uptake. The data represents the mean + SD of 3
values obtained from one experiment

C) A549 cells were treated or not with 30 uM E64d + 30 pM Pepstatin A two hours prior to
the addition of 20A 3.5 pM, or 4uM LLOMe. Where indicated, cells are also exposed to 25
UM chloroquine. Cell death was assessed by measurement of Pl uptake. The data

represents the mean + SD of 3 values obtained from one experiments.
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Figure S5: Scheme for synthesis of 20A derivatives

A series of novel bis-triazole 2,4,6-triarylpyridines have been synthesized through three steps
procedure (supplementary data 5). The synthetic route involves the base-catalysed
condensation of commercially available p-aminoacetophenone (1) with p-thiomethyl
benzaldehyde (2) in PEG300 resulting the formation of di-amino derivative of 2,4,6-
triarylpyridines 3.The di-amino is then converted to corresponding diazido derivatives (4)
which is then subjected for copper-catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition reaction

with various amine-terminal alkynes to afford 1,2,3-triazole derivatives.
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Figure S6: Cell viability assay for determination of 20A derivatives ICsg

Hela cells were treated with concentrations of 20A, RD050, RD052 and RD046 ranging from
1 to 10uM for 24h. Cell viability was assessed by MTT assay. Plotted are mean = SD of one
representative experiment performed in quadruplicate. 1Cs, are presented as the mean
obtained from three independent experiments.
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lll) Annexes 3: Liste des publications et communications

Liste des publications

e Modulation of the ATM/autophagy pathway by a G-quadruplex ligand tips the
balance between senescence and apoptosis in cancer cells.
J. Beauvarlet, P. Ben Sadoun, E. Darbo, G. Labrunie, B. Rousseau, E. Richard, R. Nath Das, G.
Robert, J-W. Dupuy, F. Orange, S. Croce, V. Velasco, P. Soubeyran, K. Ryan, JL. Mergny, M.
Djavaheri-Mergny.
Soumis a Nucleic Acid Research (en révision).

e The combination of the triarylpyridine compounds and chloroquine induces
lysosomal membrane permeabilization and triggers cell death in cancer cells.
J. Beauvarlet, E. Richard, R. Nath Das, E. Darbo, P. Soubeyran, J. Guillon, JL. Mergny, M.
Djavaheri-Mergny.
En préparation

Communication orale

J. Beauvarlet, P. Ben Sadoun, E. Darbo, R. Nath Das, M. Bonneu, G. Robert, K. Ryan, JL. Mergny, M.
Djavaheri-Mergny. Inhibition of autophagy and ATM in cancer cells switches senescence to
apoptosis in response to a G-quadruplex ligand to apoptosis. 7" Scientific Days of the Club
Francophone de I’Autophagie, Paris, France, Novembre 2017.

Présentations affichées

J. Beauvarlet, P. Ben Sadoun, G. Labrunie, R. Nath Das, E. Richard, B. Rousseau, E. Darbo, S. Croce, JL.
Mergny, M. Djavaheri-Mergny. Anti-tumor efficiency of 20A, a novel G-quadruplex ligand, in in
vitro and in vivo cancer models: ATM and autophagy interplay. 25" Biennial Congress of the
European Association for Cancer Research, Amsterdam, Pays-Bas, Juin-Juillet 2018.

J. Beauvarlet, P. Ben Sadoun, G. Labrunie, K. Airiau, K. Ryan, JL. Mergny, M. Djavaheri-Mergny. A
novel mechanism involved for a G-quadruplex ligand-mediated growth inhibition of cancer cells.
12" Scientific Days of the Cancéropdle Grand Sud-Ouest, Montpellier, France, Novembre 2016.

J. Beauvarlet, P. Ben Sadoun, G. Labrunie, K. Airiau, K. Ryan, JL. Mergny, M. Djavaheri-Mergny. A G-
quadruplex ligand induces G2/M phase arrest and cell death in Hela cells through induction of ROS
production, autophagy and DNA damage response. 7™ Scientific Days of the Club Francophone de
I’Autophagie, Bordeaux, France, Octobre 2016 (Prix du meilleur poster).
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Résumé

Les G-quadruplexes (G4) sont des structures non canoniques des acides nucléiques qui
peuvent étre formés dans des régions d’ADN ou d’ARN riches en guanines. Les ligands G4 (LG4), sont
des molécules capables d’interagir et de stabiliser les structures G4, qui présentent de nombreuses
propriétés anti-cancéreuses. Nous avons travaillé avec le LG4 20A, appartenant a la famille des
triarylpyridines, qui stabilise efficacement les structures G4 in vitro. Les objectifs de ce travail ont été
de déterminer les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables des effets anti-prolifératifs du
20A dans des cellules cancéreuses.

Dans cette étude, nous avons montré que le 20A induit un arrét de la croissance cellulaire de

cellules en culture et dans un modele de xénogreffe tumorale, grace a I'induction de la sénescence et
de la mort cellulaire par apoptose. Ces réponses sont associées a I’activation de la voie des réponses
aux dommages a I’ADN (DDR) via la kinase ATM, qui favorise I'autophagie (un processus catabolique)
et la sénescence, tout en protégeant les cellules de I'apoptose.
De plus, nous avons observé que le 20A induit un échec de la cytokinése, conduisant a I'accumulation
de cellules binucléées qui présentent une résistance a la mort cellulaire. De facon inattendue, nous
avons trouvé que le 20A s’accumule dans les lysosomes, induisant une augmentation de la taille de
ces derniers. La combinaison du 20A et de I'agent lysomotropique chloroquine, potentialise de facon
importante la perméabilisation de la membrane lysosomale (LMP) et la mort cellulaire. En particulier,
cette combinaison sensibilise de fagon notable ces cellules binucléées a la mort cellulaire.

L’ensemble de ces résultats révele une relation entre les processus de mort cellulaire et de
sénescence induits par le LG4 20A, et les voies de DDR et lysosomales. Ces régulations devraient étre
prises en considération lors de I'utilisation d’agents antiprolifératifs susceptibles d’interférer avec les
fonctions lysosomales.

Mots clés: ligand G-quadruplexe, réponse aux dommages a I’ADN, lysosome, mort cellulaire,
sénescence, cancer

Abstract

G-quadruplexes (G4) are unusual nucleic acid structures that can be formed by guanine-rich
DNA and RNA. Through their ability to stabilize G4 structures, G4 ligands (G4L) have been described
to display potent anticancer properties. Here, we studied the G4L 20A belonging to the
triarylpyridine family of compounds that have the ability to efficiently bind to and stabilize G4
structures in vitro. The objectives of this work were to determine the molecular and cellular
mechanisms responsible for the anti-proliferative effects of 20A in cancer cells.

In this study, we showed that 20A causes cancer cell growth arrest in cell culture and a mice

tumour xenograft model, through induction of senescence and apoptotic cell death. These cellular
responses are associated with the induction of the DNA damage response pathway (DDR), in
particular ATM activation, which promotes the induction of both autophagy (a lysosomal catabolic
pathway) and senescence, while protecting cells against apoptosis.
Furthermore, we found that 20A induces failure of cytokinesis which results in the accumulation of
binucleated cells that display marked resistance to 20A-induced cell death. Unexpectedly, we found
that 20A accumulates in the lysosomal compartment and causes lysosome enlargement. The
combination of a lysosomotropic agent, chloroquine, and 20A promotes a significant induction of
lysosomal membrane permeabilization (LMP) and a robust cell death. In particular, this combination
significantly sensitizes binucleated cells to cell death.

Altogether, our results uncover the relationship of the DDR and lysosomal pathways to cell
death and senescence induced by the G4L 20A. Such regulation should also be taken into account
when using antiproliferative drugs susceptible to interfere with the lysosomal functions.

Keywords: G-quadruplex ligand, DNA damage response, lysosome, cell death, senescence, cancer
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