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Figure 1 : Cliché radiographique de la main d’Anna Bertha Ludwig Rontgen.

Premiere photographie anatomique réalisée avec des rayons X en décembre 1895. Tiré de

(Woloshyn 2017).
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L. Les rayons ionisants en biologie

Les rayons ionisants sont des rayonnements capables d’induire 1’ionisation d’un atome, c’est-
a-dire possédant une énergie suffisante pour arracher au moins un électron d’une couche
¢lectronique de I’atome irradié. Il en existe plusieurs sortes, caractérisées notamment par les
particules qui les forment et leur origine. La radioactivité produit 3 types de rayons ionisants :
le rayonnement o composé de 2 protons et 2 neutrons, le rayonnement § composé d’un électron
et d’un anti-neutrino électronique ou d’un anti-électron et d’un neutrino électronique et le
rayonnement y composé€ d’un photon. Les rayons X sont composés également de photons mais
sont produits par transition électronique lorsqu’un électron et un atome entrent en collision.
Dans ce travail de theése, nous nous sommes intéressés aux radiations électromagnétiques

ionisantes que sont les rayons X et les rayons y.

1. Découverte des rayons ionisants
En 1895, le physicien allemand Wilhelm Conrad Rontgen rapporta pour la premiere fois
I’existence « d’un nouveau genre de rayonnement » émis par un tube de Crookes (tube en verre
sous vide partiel contenant une cathode et une anode permettant de faire passer un courant
électrique a travers le gaz résiduel) pouvant noircir un film photographique ou un écran
fluorescent (Rontgen 1896). En mettant plusieurs objets entre le tube et 1’écran, il se rend
compte que ces rayons, qu’il appelle « rayons X », pouvaient traverser la matiere plus ou moins
facilement en fonction de sa densité et imprimer I’ombre de I’objet sur le négatif. Ainsi, la
premiere image radiographique connue de I’Histoire est la main d’Anna Bertha Ludwig

Rontgen, la femme du physicien allemand (Figure 1).

En 1896, le physicien francgais Antoine Henri Becquerel s’appuya sur les expériences menées
par Wilhelm Conrad Rontgen pour mettre en évidence « des radiations invisibles émises par

phosphorescence » a partir de sels d’uranium dont « les effets ont une grande analogie avec les
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effets produits par les radiations étudiées par MM. Leanard et Rontgen » (Becquerel 1896). Ce
n’est que plus tard, avec des expériences supplémentaires d’ Antoine Henri Becquerel et avec
les études de Pierre et Marie Curie que ces radiations émises par les sels d’uranium ont été
différenciées des rayons X et que le phénomene physique fut nommé radioactivité. Dans les
années qui suivirent, la radioactivité fut caractérisée comme étant un mélange de radiations :
les rayonnements a et B découverts par Ernest Rutherford et par le rayonnement y identifié par

Paul Villard.

2. Applications médicales
Tres vite apres leur découverte, 1’utilité des rayons ionisants a été notamment démontrée dans
le domaine médical. Tout d’abord, les rayons X ont été utilisés pour le diagnostic médical en
permettant de réaliser des clichés du corps humains afin de localiser des corps étrangers ou
encore d’observer des fractures (Walsh et Greenhill 1897; Ward 1898) : ce fut I’invention de la
radiographie. La technologie a changé au fur et a mesure des années, notamment avec
I’avénement de I’informatique, mais le principe de la radiographie reste le méme (Bercovich et

Javitt 2018).

La premiere utilisation thérapeutique des rayons ionisants fut rapportée en 1896 lorsque le
médecin autrichien Léopold Freund traita un naevus pileux avec des rayons X, entrainant sa
disparition (Freund et al. 1904; Hall et Giaccia 2006). Les propriétés des rayons ionisants ont
également été utilisées pour traiter des tumeurs avec en 1896 la premiere radiothérapie
référencée par le docteur francais Victor Despeignes (Foray 2013). Pierre Curie rapporta en
1901 les cas de Friedrich Giesel, Friedrich Walkoff et Henri Becquerel qui ont développé des
brilures suites a une exposition a une source de radium (Curie et Becquerel 1901). En 1901, il
fournit une source de radium au médecin Henri Danlos pour qu’il puisse effectuer le premier

traitement référencé avec une source radioactive d’un patient souffrant d’un
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lupus érythémeux (Danlos et al. 1901; Mould 2007). Deux des premiers traitements réussis d’un
cancer avec une source radioactive fut rapporté en 1899, en Suede, lorsque les médecins Thor
Stenbeck et Tage Sjogren ont soigné respectivement une patiente atteinte d’un carcinome

basocellulaire et un patient atteint d’un carcinome épidermoide (Berven 1962).

Au début du 20°™ siecle, de nombreux cancers ont été traités la plupart du temps avec une
exposition unique et longue de la tumeur avec des radiations ionisantes. Malgré 1’application
des rayons ionisants dirigée contre la tumeur, les tissus sains irradiés présentaient également
des dommages importants a cause de cette technique d’exposition et du manque de controle de
la dose administrée. En 1911, un interne en médecine, Claudius Regaud, s’apercut qu’il était
possible de stériliser des béliers en irradiant leur testicules sans causer de dommages majeurs a
la peau en réalisant des irradiations plus courtes mais plus nombreuses et étalées dans le temps,
c’est le principe de fractionnement (Regaud 1930). Cette technique fut popularisée au cours de
la premiere moitié du 20°™ siécle sans compréhension des bases biologiques ni optimisation
des protocoles notamment a cause d’un manque d’outils permettant de mesurer les doses de

radiation.

Au fur et a mesure des décennies, les protocoles de radiothérapie ont été améliorés de fagon
empirique mais la méthode de fractionnement consiste toujours a utiliser des fractions de rayons
ionisants délivrées quotidiennement (entre 1,2 et 3 Gy) en fonction de I’individu, du type de
cancer ou encore de la zone a irradier (Connell et al. 2009). Ces doses ont été déterminées afin
de limiter les effets secondaires chez le plus grand nombre de patients tout en présentant une
efficacité maximale contre la tumeur. De plus, les découvertes scientifiques au cours de la
seconde moitié du 20°™ siécle ont permis d’expliquer que I’avantage du fractionnement par
rapport a une irradiation unique et forte vient d’une meilleure capacité de réparation des tissus

sains par rapport aux tissus cancéreux (Hall et Giaccia 2006).
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De nos jours, la radiothérapie peut étre utilisée seule et peut conduire a la guérison totale du
cancer, ou peut étre utilisée en complément d’une chirurgie et/ou d’une chimiothérapie. Ainsi,
il est possible de traiter une tumeur avec I’application de radiations ionisantes (rayons X ou
rayons y) de maniere externe (radiothérapie externe) ou de maniere interne (brachythérapie).
Ce choix appartient aux cliniciens qui décident quelle stratégie est la plus adaptée en fonction
du patient et de sa pathologie. De méme que la dose de radiation ionisante par fraction, la dose

totale va dépendre de la zone irradiée.

La radiothérapie externe est la plus courante, avec une application localisée de rayons X sur la
tumeur (radiothérapie conformationnelle 3D). Ce type de radiothérapie peut s’accompagner
d’un dispositif radiologique intégré a I’accélérateur de particules pour le guider plus
précisément. Le faisceau de rayons X peut également €tre modulé au cours de la séance

d’irradiation pour s’adapter au volume a traiter.

3. Limitations de la radiothérapie
Malgreé toutes les méthodes d’imagerie associées a la radiothérapie externe ou les modulations
d’intensité, les rayons X atteignent ¢également les tissus sains se situant entre la tumeur et la
source de radiation et autour de la tumeur. En effet, les tissus voisins de la tumeur vont recevoir
des rayons ionisants qui vont agir sur les cellules saines, ce qui peut provoquer des effets

secondaires plus ou moins graves chez certains patients.

Ces effets secondaires sont la limitation majeure de la radiothérapie externe. Ils sont tres
variables, notamment dans la durée. On parle d’effets secondaires aigus lorsque les effets
secondaires apparaissent dans les 6 mois suivants le début de 1’irradiation alors que les effets
secondaires tardifs apparaissent apres ces 6 mois et jusqu’a plusieurs années apres le traitement

(Cosset 2010).
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Figure 2 : Effets secondaires dus a la radiothérapie.

(A) et (B) représentent des radiodermites aigues de grade 1 avec, respectivement, une
hyperpigmentation de la téte et du coup et un érytheme de la poitrine. (C) Desquamation
exsudative aigue de grade 2 dans la région de la téte et du cou. (D) Télangiectasie tardive radio-
induite. (E) Morphée du sein droit d’une patiente, 20 mois aprées la fin de la radiothérapie. (F)
Angiosarcome 15 ans apres la radiothérapie sous forme de 1ésion violacée avec des nodules

satellites dans le champ de I’irradiation. Adaptée de (Leventhal 2017; Partl et al. 2018).
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4. Effets secondaires en radiothérapie
Au cours de la radiothérapie externe, les rayons ionisants vont étre dirigés contre la tumeur,
mais la peau est le premier organe atteint par les radiations. Ainsi, il peut y avoir ’apparition
d’effets secondaires trés variables dans leur forme et dans leur intensité au niveau de ce tissu
qui sont regroupés sous le nom de radiodermites. Les radiodermites peuvent atteindre jusqu’a
95% des patients traités par radiothérapie externes (Ryan 2012; McQuestion 2011) et plusieurs
symptdmes sont associés (Figure 2). Certains de ces symptomes apparaissent dans les premiers
jours ou les premicres semaines suivant le début de I’irradiation (érytheéme, desquamations
séche ou humide, dépilation, hyperpigmentation) alors que d’autres apparaissent plusieurs mois
voire plusieurs années apres le début de la radiothérapie (fibrose, cedéme, dyspigmentation,
télangiectasie, morphée ou encore nécrose) (Ryan 2012; Hegedus et al. 2017; Partl et al. 2018).
Les radiations ionisantes utilisées en radiothérapies peuvent méme mener a 1’apparition d’un
second cancer dans la zone irradiée tels que des carcinomes épidermoides ou basocellulaires ou
encore des sarcomes (Cuperus et al. 2013; Leventhal 2017; Grantzau et al. 2016; Burt et al.

2017).

Les autres effets secondaires vont également dépendre de la zone irradiée. Pour les
radiothérapies dont les rayons vont atteindre la téte et/ou le cou, les effets secondaires possibles
sont des pertes de cheveux, des nausées, une forte fatigue, des troubles neurologiques (perte
d’audition, troubles de la mémoire et de la parole ou encore crise d’épilepsie) et des problémes
bucco-dentaires (bouche seche, dysphagie, perte de dent, machoire rigide ou gonflement des
gencives) (« Radiation Therapy Side Effects » s. d.). Lorsque les rayons ionisants sont dirigés
contre la poitrine, il peut y avoir apparition d’cedemes, de troubles cardiaques (péricardite,
maladie coronaire prématurée, valvulopathie, arythmie ou encore cardiomyopathie) ou

pulmonaires (toux, essoufflement, expectoration ou encore fibrose pulmonaire) (Berkey 2010;
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Zou et al. 2019). Les risques d’effets secondaires pour une irradiation gastrointestinale ou
pelvienne sont des risques de nausées et vomissements, de crampes abdominales, de diarrhée
ou de constipation, de télangiectasie rectale, des problemes de vessie (sang dans les urines,
douleurs, cystite, incontinence urinaire), de fertilit¢ ou encore de problemes sexuels
(démangeaison ou sécheresse vaginale, dysfonction érectile) (« Radiation Therapy Side

Effects » s. d.; Berkey 2010).

Bien que les effets secondaires dans les tissus sains soient la limitation majeure de la
radiothérapie, seuls 5 a 15 % des patients traités présentent des effets secondaires séveres,
nécessitant 1’intervention de professionnels de santé, selon la Commission Internationale de
Protection Radiologique. Le fait que seul un faible pourcentage des patients traités en
radiothérapie (avec les mémes doses de radiations par séance appliquées a tous) développent
des séquelles séveres dans les tissus sains met en évidence 1’existence d’une radiosensibilité

individuelle.

5. Variation de la radiosensibilité individuelle
La notion que chaque individu répond différemment a une méme dose de radiation a tres vite
émergé apres la découverte des rayons ionisants. En effet, le docteur Léon Bouchacourt
rapporta en 1911 le cas d’un jeune couple ayant insisté pour €tre épilé a 1’aide de rayons X et
ayant développé des briillures et radiodermites que le médecin rapporta dans une étude
intitulée « Sur la différence de sensibilité aux rayons de Roentgen de la peau des différents
sujets, et, sur le méme sujet des différents régions du corps » (Foray et al. 2012). En 1906, Jean
Bergoni¢ conclu lors d’un congres de 1’ Association frangaise pour 1’avancement des sciences
que « ...tout le monde s’entend a peu prés sur les deux causes d’erreur qui peuvent affecter
I’application thérapeutique des rayons X : 1) D’incertitude des mesures [de dose] ; 2) la

sensibilité des différents sujets, des diverses parties de la peau... » (Foray et al. 2013).
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L’existence d’une variation de la radiosensibilité individuelle a pu étre observée tout au long
du 20°™ siécle, notamment dans les cas d’exposition accidentelle aux radiations ionisantes. Ce
fut notamment le cas lors de I’affaire des « Radium girls » au début du 20°™ sigcle. Des femmes
¢taient employées pour peindre des cadrans de montre a I’aide d’une peinture au radium. Elles
devaient mettre leur pinceau dans la bouche pour que celui-ci soit fin et pointu pour étre plus
précises, absorbant par la méme occasion des résidus de radium (Gunderman et al. 2015).
Certaines de ces travailleuses ont développé des cancers radio-induits, des nécroses de la
machoire, des ulceres, des abces, des anémies ou encore des fractures spontanées (Cohen et
Kim 2017). Le fait que seulement certaines d’entre elles aient développé des symptdmes séveres
et trés variables dans leur forme et dans leur temps d’apparition sont une preuve supplémentaire

de 1’existence d’une radiosensibilité individuelle variable.

De méme, les individus exposés aux radiations ionisantes suites aux explosions des bombes
nucléaires d’Hiroshima et Nagasaki (Okita 1975) et ceux exposés aux radiations lors de
I’accident de la centrale nucléaire de Tchernobyl (Wagemaker et al. 1996) n’ont pas développé
les mémes symptomes (érytheme, desquamation, nécrose) pour une méme dose de radiation

recue, en fonction de leur radiosensibilité individuelle.

Plus récemment, 1’affaire des surirradiés de 1’hopital d’Epinal a été¢ fortement médiatisée. Il
s’agissait d’une exposition excessive de patients lors d’un traitement par radiothérapie. Une
erreur de calcul de la dose délivrée a entrainé une sur-irradiation de 30 % chez 24 patients, de
10 % chez 397 patients mais 4900 patients traités entre 1989 et 2000 ont également recu une
dose plus forte d’irradiation dans une moindre mesure (Peiffert et al. 2007). Chez les 24 patients
surirradiés de 30 %, tous ont développé des effets secondaires séveres de grade 2 a 5 et la plupart
souffraient de rectites et cystites invalidantes de grade 4. Chez les 397 patients ayant recu une
dose supplémentaire de 10 %, il y a une recrudescence de rectites de grades 2-3, mais aussi des

patients sans aucun effet secondaire (Peiffert et al. 2007).
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Toutes ces expositions aux radiations ionisantes, accidentelles ou volontaires, ou les individus
ont développé ou non des effets secondaires de différentes formes et intensités sont la preuve

d’une radiosensibilité individuelle variable dans la population générale.

6. Conclusion
La radiothérapie est un traitement majeur dans la lutte contre le cancer, mais la radiosensibilité
individuelle variable est la limitation principale de celui-ci. C’est pourquoi il est nécessaire de
pouvoir estimer la radiosensibilité individuelle chez les patients cancéreux ce qui permettrait
d’individualiser les protocoles de radiothérapie. Il serait ainsi envisageable de diminuer les
doses de radiation, de fractionner encore plus les séances de radiothérapie, ou d’utiliser d’autres
méthodes de radiothérapie comme I’hadronthérapie pour les patients les plus radiosensibles, ou
encore d’augmenter les doses de radiations pour les patients plus radio-résistants et ainsi

maximiser les chances de guérison.

Pour pouvoir mesurer la radiosensibilité individuelle, il est essentiel de comprendre I’action des

rayons ionisants sur les cellules, ce qui sera détaillé dans la suite de cette introduction.
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Figure 3 : Chronologie de I’action des rayons ionisants.

Depuis les phénomenes physiques (quelques picosecondes apres 1’irradiation) aux effets

cliniques (plusieurs années apres I’irradiation). Adaptée de (Foffa et al. 2009) et image de

(Leventhal 2017).
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Figure 4 : Représentation schématique de I’ionisation d’un atome lors de la radiothérapie.

Libération d’un photon de recul et d’un électron diffusé par effet Compton.
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II. Radiobiologie cellulaire

Lors de la radiothérapie, les phénoménes induits sont d’abord physiques (de 10'® a 1012
seconde aprés irradiation), puis chimiques (de 107'2 4 1 seconde aprés irradiation) et enfin

biologiques (Figure 3) (Singh et al. 1982; Foffa et al. 2009).

1. Action des radiations ionisantes

a. Phénomenes physiques
Les rayons X sont des rayonnements électromagnétiques constitués de photons produits lors de
la transition électronique (passage d’un électron d’un niveau d’énergie a un autre), alors que les

rayons y sont issus de la désexcitation d’un noyau atomique lors de la désintégration.

Tout de suite aprés I’irradiation, les photons composant les rayons vont interagir avec le tissu
vivant via I’effet Compton (Camphausen 2009). Il y a libération d’un photon de recul et d’un
électron diffus pouvant entrainer respectivement excitation et ionisation du milieu irradié

(Figure 4).

b. Radiolyse de I’eau
Les molécules d’eau composant 70 % du corps humains, la radiolyse de I’eau est un des

mécanismes majeurs des phénomenes radio-induits.

L’interaction d’un photon de rayons X ou y avec une molécule d’eau peut entrainer son

ionisation tel que :

Irradiation

H,0 H,0*" +e
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Figure 5 : Schéma représentant les réactions principales lors de la radiolyse de I’eau.

Adaptée de (Le Caér 2011).
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L’ion radical H2O" " peut ensuite réagir avec une molécule d’eau de la fagon suivante :

H,0** +H,0 — H,0* + OH"

ou se dissocier :

H,O"*— H" +OH"

D’autre part, I’¢électron e ¢éjecté lors de I’irradiation perd son énergie cinétique dans des
processus d’excitation et d’ionisation jusqu’a 1’obtention d’électrons primaires et secondaires
aqueux eaq et d’especes réductrices (Figure 5) (Le Caér 2011; Jonah 1995; Hall et Giaccia
2006; Pastina et al. 2001). Ces especes réactives de 1I’oxygene (ERO) se propagent ensuite dans
la cellule au fur et & mesure des réactions chimiques entrainant des dommages a I’ADN,

I’oxydation de protéines ou encore 1’inactivation d’enzymes (Azzam et al. 2012).

c. Autres effets des rayons ionisants

Lors de I’irradiation, en présence de dioxygéne, des ions superoxydes O» * peuvent également

se former via la NADPH oxydase et réagir avec des molécules de monoxyde d’azote NO
formant ainsi des especes réactives de I’azote comme le peroxynitrite ONOO™ et le dioxyde
d’azote NO». Ces especes réactives de 1’azote peuvent ensuite oxyder des lipides, des protéines,

ou encore I’ADN (Ozcan et al. 2015).

Les rayons ionisants peuvent également ioniser directement des macromolécules comme
I’ADN (Cadet et al. 2004), les membranes lipidiques de la cellule, endommager les

mitochondries ou encore le réticulum endoplasmique (W. Kim et al. 2019), mais leur action
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Type de 1ésion de I’ADN Nombre de 1ésion par cellule pour 1 Gy

Cassures simples brins 1 000
Cassures doubles brins 20240
Autres dommages > 1000

Tableau 1 : Evénements induits par une irradiation de 1 Gy de rayons X ou y.

D’apres (Cadet et al. 2003; Stenerlow et al. 2003).

Acide
arachidonique

_ ' Synthése de
Péroxydation des e 1 ceramides
lipides N Métabolites
l Ccox ) lipidiques
, Réoréanisation des
Réponse UPR / [ \ o Signalisation radeaux lipidiques
Survie Signalisation  Fas, Bak/Bax, .|
Prolifération  Inflammation FPEFAIT, ~PKCINKet iyt
Radiorésistance 3 Ca® i e B
Prolifération l V|

Angiogenése Apoptose
* Meilleure signalisation
*  Amplification des ERO

Figure 6 : Représentation schématique de I’action des ERO sur les lipides.

Les ERO entrainent la peroxydation des lipides membranaires conduisant a la réponse UPR
ainsi que la production de métabolites lipidiques et de céramides. Les métabolites lipidiques
sont associés a I’activation de I’inflammation, a la prolifération cellulaire, a 1’angiogenése et a
I’inhibition de 1’apoptose. Alors que les céramides peuvent entrainer ’apoptose et la
réorganisation des radeaux lipidiques menant a I’amplification des ERO. Adaptée de (W. Kim

et al. 2019).
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majeure se fait via les ERO issus de la radiolyse de I’eau qui est abondamment présente dans

les cellules.

2. Espeéces Réactives de ’Oxygene (ERO)

a. Effets des ERO
Les radiations ionisantes vont ioniser majoritairement des molécules d’eau qui a leur tour vont
conduire a I’ionisation d’autres molécules d’eau, de dioxygene et d’oxyde d’azote formant ainsi
des espéces réactives de I’oxygeéne. Les ERO vont induire des dommages a I’ADN, aux lipides
membranaires, 1’activation de la signalisation des céramides, 1’oxydation de protéines et un

stress aux organelles (W. Kim et al. 2019).

Il est admis que les effets biologiques des rayons ionisants se font principalement en ciblant
I’ADN (Hall et Giaccia 2006). Le nombre de 1ésions a I’ADN pour 1 Gy d’irradiation ionisante
est résumé dans le Tableau 1. Les rayons ionisants vont induire a I’ADN des cassures doubles
brins (CDB), des cassures simples brins (CSB), ainsi que d’autres types de dommages tels que
des 1ésions de bases (8-Oxoguanine, thymine glycol), des sites abasiques, des adduits a I’ADN
(molécules liées de fagon covalente a I’ADN), des pontages inter ou intra brins de I’ADN ou
encore des pontages ADN — protéines (Ravanat 2018) qui seront réparés par différents

mécanismes décrits dans la section I1.4 de 1’introduction.

Les lipides des cellules vont également étre une cible des ERO (Figure 6). En effet, ils peuvent
induire des dommages lipidiques aux cellules via la peroxydation des lipides composant la
membrane plasmique des cellules et entrainer sa fragmentation avec comme conséquence la
perte de sa fonction barriere (Edimecheva et al. 1997) ou encore 1’activation de la réponse UPR
(Unfolded Protein Response) qui sera abordée plus bas (Lin et al. 2014). Les ERO peuvent

également favoriser la réorganisation des radeaux lipidiques membranaires en larges
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plateformes lipidiques riches en céramides permettant de réorganiser spatialement les
récepteurs membranaires (récepteurs de mort, récepteurs Toll-like, récepteurs de cytokines) et
les molécules intracellulaires de signalisation (Bionda et al. 2007; Bollinger et al. 2005). Cette
réorganisation membranaire faciliterait la transmission de la signalisation a la cellule et

participerait également a I’amplification de la production des ERO en recrutant des complexes

NADPH oxydases, ces complexes enzymatiques produisant des ions superoxydes O2 " lors de

I’oxydation du NADPH (Corre et al. 2010). L’action des ERO sur les lipides est ¢galement
caractérisée par 1’activation de nombreuses voies de signalisation apoptotiques tel que la
signalisation via Fas, la signalisation Bak/Bax, la signalisation via la protéine kinase C, la voie
de signalisation JNK, la signalisation calcium Ca?* ou via I’inhibition de la voie Akt (Corre et
al. 2010; W. Kim et al. 2019). D’autre part, les ERO peuvent contribuer a la production de
métabolites lipidiques a partir d’acide arachidonique dans les membranes plasmidiques en
activant les cyclooxygénases (COXs) et les lipoxygénases (LOXs). Ces métabolites lipidiques
sont impliqués dans la réponse inflammatoire, la prolifération, et a [’angiogenese via
I’activation de la voie de signalisation de ’EGFR et de la voie PI3K/AKT (W. Kim et al. 2018)
et ’activation de COX-2 par irradiation peut avoir des effets anti-apoptotiques (W. Kim et al.

2019).

Les ERO peuvent directement oxyder des protéines dans les cellules via différents types de
modifications. Ils peuvent cliver la séquence d’acides aminés de la protéine ou provoquer des
modifications dans la structure de la protéine (par exemple en formant des dimeres de tyrosines
intra ou inter protéiques), ajouter un groupement carbonyle aux acides aminés ou encore oxyder

les méthionines et les cystéines des protéines (Reisz et al. 2014).
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Figure 7 : Schéma représentant la réponse UPR.

En réponse au stress du réticulum endoplasmique (RE), la réponse UPR est déclenchée via

PERK, ATF6 et IRE1 entrainant I’expression des genes cibles de ’'UPR afin d’améliorer les

capacités du réticulum endoplasmique (expression de protéines chaperonnes) et d’induire

I’autophagie pour éliminer les protéines mal conformées tout en recyclant leurs composants.

Adaptée de (W. Kim et al. 2019).
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Les ERO peuvent également stresser les organelles et plus particulierement les mitochondries
et le réticulum endoplasmique. Le réticulum endoplasmique régule la synthese protéique, le
repliement des protéines, la synthese de lipide et de stérol et le niveau de calcium intracellulaire.
Le stress du réticulum endoplasmique est déclenché lorsque les fonctions du réticulum
endoplasmique ne sont pas remplies, entrainant la réponse UPR. La réponse UPR est une voie
de signalisation adaptative permettant la restauration de [’homéostasie du réticulum
endoplasmique en facilitant la dégradation des protéines mal conformées. Cette voie de
signalisation est composée de 3 acteurs principaux : 1’inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), la
protéine kinase RNA-like ER kinase (PERK) et I’activating transcription factor 6 (ATF6) qui
vont promouvoir le retour a I’homéostasie de réticulum endoplasmique (Figure 7). Mais si le
stress du réticulum endoplasmique est prolongé, la réponse UPR peut entrainer la mort
cellulaire par apoptose (Ron et Walter 2007). Il semblerait que I’irradiation puisse activer la
réponse UPR via PERK (E. J. Kim et al. 2014) et également IRE1 dans certains types
cellulaires, mais pas via ATF6 (K. W. Kim et al. 2010; B. Zhang et al. 2010) et ainsi activer
I’apoptose mais également I’autophagie (Chaurasia et al. 2019). Le stress du réticulum
endoplasmique pourrait également inhiber la réparation des cassures doubles brins en stimulant

la dégradation de la protéine de réparation Rad51 (Yamamori et al. 2013).

Les mitochondries sont des acteurs importants dans la réponse cellulaire aux irradiations. Les
ERO produits directement par les rayons ionisants peuvent altérer la fonction des
mitochondries, augmenter le stress oxydatif mitochondrial et induire I’apoptose (Kam et al.
2013). Dans des conditions physiologiques, les mitochondries sont la source majeure d’ERO
dans les cellules lors de la phosphorylation oxydative et, lors de I’irradiation, il y a une
surproduction d’ERO par les mitochondries due a une suractivation de la chaine de transport

d’¢lectrons (Yamamori et al. 2012). Cet exces d’ERO peut également induire des dommages a
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Figure 8 : Réponse mitochondriale aux radiations ionisantes.

(A) Lorsque la cellule est exposée aux radiations ionisantes, les mitochondries et le noyau vont
étre atteints directement par les rayons et indirectement par la production d’ERO. (B) L’ADN
mitochondrial subit des Iésions qui sont réparées par des mécanismes semblables a ceux de la
réparation de I’ADN génomique, mais il peut y avoir apparition de mutations qui sont ensuite
transmises aux mitochondries filles. (C) Les systemes de phosphorylation oxydative (systeme
OXPHOS) sont également perturbés par les ERO ce qui entraine une surproduction d’ERO par
la chaine de transport d’électrons dans la membrane mitochondriale qui ciblent également
I’ADN mitochondrial mais se propagent aussi aux mitochondries voisines et peuvent méme

atteindre I’ADN nucléaire (D). Adaptée de (Kam et al. 2013).
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I’ADN mitochondrial qui peut subir les mémes lésions que I’ADN génomique mais est
dépendant du systeme de réparation codé dans le noyau (Garcia-Lepe et al. 2019). L’ADN
mitochondrial code pour les sous-unités de la chaine de transport d’électrons ainsi que pour la
machinerie nécessaire a son propre assemblage, les mutations génétiques causées par les
radiations ionisantes peuvent étre reliées au mauvais fonctionnement des mitochondries et
méme mener jusqu’a ’activation de 1’apoptose (Azzam et al. 2012; W. Kim et al. 2019). Les
mitochondries endommagées peuvent également étre transmises aux cellules filles et ainsi
perpétuer le stress oxydatif dans d’autres cellules qui n’ont pas été directement irradiées

(Azzam et al. 2012) (Figure 8).

Les macromolécules irréversiblement oxydées (ADN, protéines et lipides) et méme les
mitochondries sont finalement dégradées par le protéasome ou par autophagie (Dunlop et al.

2009; Filomeni et al. 2015).

b. Réduction des ERO
Pour contrer la production d’ERO et revenir a une balance redox stable, les cellules font appel

a de nombreuses enzymes et protéines antioxydantes.

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des enzymes majeures dans la réduction des ERO. Il
en existe 3 isoformes : SOD1 ou CuZnSOD, SOD2 ou MnSOD et SOD3. SODI est retrouvée
dans le cytoplasme, I’espace intermembranaire mitochondrial, le noyau et les lysosomes, alors
que SOD2 et SOD3 sont retrouvés respectivement dans les mitochondries et dans le milieu

extracellulaire (Trachootham et al. 2008). Ces 3 enzymes permettent la dismutation des ions

superoxydes O " en dioxygene O et peroxyde d’oxygene H>0: selon la formule :

SOD
2H++202-. — H202+02
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Figure 9 : Structure de ’ADNGg.

Les cytosines (rouge) interagissent avec les guanines (bleu) et les adénines (vert) avec les
thymines (violet) via des liaisons hydrogenes. Les nucléotides forment des brins via des liaisons

phosphodiesters (orange) au niveau de leur désoxyribose (jaune). Adaptée de (Rieux 2017).
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Le peroxyde d’oxygene peut ensuite etre converti en molécule d’eau H>O et dioxygeéne O2 sous
I’action de la catalase CAT ou en molécule d’eau H>O lors de la conversion du glutathion réduit
GSH en glutathion oxydé GSSG par la glutathione peroxydase GPX (Valko et al. 2006) ou
encore par les peroxyrédoxines PRX a I’aide de protéines contenant des groupements thiols

(Rhee et al. 2005).

D’autres molécules comme la vitamine C ou les caroténoides permettent également de réduire
les ERO par 2 méthodes : le transfert d’¢lectron simple (SET) et par transfert d’atome

d’hydrogene (HAT) (Santos-Sanchez et al. 2019).

De plus, I’irradiation par des rayons ionisants peut induire la libération du facteur de
transcription Nrf2 et son adressage au noyau ou il va se fixer sur I’ADN au niveau des séquences
régulatrices appelées élément de réponse antioxydant (ARE) et entrainer 1’expression de genes
cytoprotecteurs tels que les glutathions transférases (GSTs), I’UDP-glucuronosyltransferases
(UGTs), la y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS), les glutathion peroxydases (GPXs), I’heme
oxygenase-1 (HO-1), la catalase (CAT), et la NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1 (NQO-1) qui

participent a la réduction des ERO (McDonald et al. 2010; Tonelli et al. 2017).

3. Dommages a ’ADN radioinduits
Il est admis en radiobiologie que les effets biologiques majeurs des radiations ionisantes sont
liés aux dommages a I’ADN génomique, méme si des études récentes pointent de plus en plus

I’importance d’autres cibles (Reisz et al. 2014).

a. ADN génomique (ADNg)
L’ADNg est une macromolécule contenue dans le noyau, dans les cellules eucaryotes, et
renfermant le code génétique essentiel, avec I’ADN mitochondrial, pour qu’un organisme se

développe, vive et se reproduise (Figure 9).
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Figure 10 : Les différents niveaux de condensation de I’ADNg dans les cellules eucaryotes.

Adaptée de (Lodish et al. 2000).
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Sous forme déroulée, I’ADNg d’une cellule mesure 2 metres. Il est donc compacté a plusieurs
niveaux pour étre contenu dans le noyau. L’ ADNg nu est enroulé autour d’octameéres d’histones
formant ainsi un « collier de perles » qui lui-mé&me est surenroulé en une fibre de chromatine
qui est maintenue sous forme de boucles par les protéines d’attachement de la matrices
nucléaires (protéines MAR) (Figure 10). En fonction de 1’étape du cycle cellulaire ces fibres de
chromatines sont plus ou moins compactées pour permettre 1I’expression génique (en permettant
a la machinerie de transcription 1’acceés a I’ADN), la réplication ou encore la distribution d’un

chromosome dans chaque cellule fille lors de la division cellulaire.

b. Les différents dommages radioinduits de ’ADN
Les radiations ionisantes vont endommager I’ADN directement et indirectement via les ERO

(Figure 11).

Les 4 bases composant ’ADN peuvent étre endommagées par oxydation, ce qui provoque
I’apparition de thymines glycols ou encore de 8-Oxoguanines. Les 8-0xoG sont les dommages
des bases de I’ADN les plus courants car lorsque les 3 autres bases de I’ADN subissent une
oxydation, les guanines avoisinantes ont tendance a donner un électron a la base oxydée

(Ravanat et al. 2016).

Les cassures simples brins sont également la conséquence d’une exposition aux radiations
ionisantes. Il s’agit d’une cassure d’un des 2 brins de ’ADN au niveau du désoxyribose ou de

la liaison phosphodiester (Caldecott 2008; Ravanat 2018).

Les liaisons glycosidiques entre les désoxyriboses et les bases azotées peuvent également étre
coupées lors d’une irradiation, il s’agit alors de sites abasiques (Ravanat 2018). Il est a noter
que lors de la réparation de I’ADN par le systéme de réparation par excision de base (BER) qui

sera décrit plus précisément dans la section 11.4.b.i, une des étapes de réparation fait intervenir
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Figure 11 : Représentation schématique des différents types de lésions a ’ADN radio-

induites.

Lésions de base, cassures simples brins (CSB), pontages intra brin, adduits a I’ADN, sites
abasiques, cassures doubles brins (CDB), pontages inter brin et pontages ADN — protéines.

Adaptée de (Ravanat 2018).
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la coupure de la liaison glycosidique entre la base et le désoxyribose, créant ainsi un site

abasique (Schermerhorn et al. 2014).

Sous I’action des ERO produits par les radiations ionisantes, les bases azotées de I’ADN
peuvent se lier de fagon covalente a d’autres agents. Lorsque les bases se lient de facon
covalente entre elles, on parle alors d’un pontage intra brin si elles sont sur le méme brin d’ADN
et si elles sont sur 2 brins différents, il s’agit d’un pontage inter brin (Dextraze et al. 2010 ;
Colis et al. 2008). Lorsqu’une liaison covalente se forme entre une base azotée de ’ADN et une
molécule endogéne ou exogeéne, on parle alors d’un adduit a ’ADN (Cadet et al. 2012) et
lorsque la base interagit avec une protéine, il s’agit alors d’un pontage ADN — protéine (Ide et

al. 2015).

Enfin, les cassures doubles brins (CDB) sont les dommages a I’ADN radio-induits les plus
¢tudiés. Ce sont des cassures des 2 brins de I’ADN au niveau du squelette composée des
désoxyriboses et des phosphates dans une zone réduite. Les CDB peuvent étre produits
directement par les radiations ionisantes, indirectement par les ERO et les especes réactives de
’azote ou encore lors de la réparation de certains dommages a I’ ADN par excision de nucléotide

(NER) ou BER (Cannan et al. 2016; Lehoczky et al. 2007).

Ainsi, les radiations ionisantes induisent de nombreux dommages a I’ADN qui sont réparés par
des voies de réparation variant en fonction du type de dommage, mais également de la phase

du cycle dans lequel se trouve la cellule.
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Figure 12 : Reconnaissance des cassures doubles brins.

Lors de la réparation par NHEJ, les CDB sont reconnues par les hétérodimeres formés de Ku70
(en bleu) et Ku80 (en rouge) permettant le recrutement de la kinase DNA-PKcs. Lors de la
réparation par HR, les CDB sont reconnues par les complexes MRN formés de Mrell (en
orange), Rad50 (en rouge) et NBS1 (en jaune) permettant le recrutement de la kinase ATM.

Adaptée de (Jette et al. 2015).
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4. Voies de réparation de ’ADN
a. Cassures doubles brins (CDB)

. Reconnaissance
Les toutes premicres étapes de réparation des CDB sont leur reconnaissance et I’activation de
kinases de la famille phosphoinositide 3 — kinase (PI3K) — related kinases (PIKK) qui
permettent 1’arrét du cycle cellulaire pour réparer les dommages a I’ADN et recruter les

protéines de réparation au niveau des CDB.

Les kinases DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) et ATM (ataxia
telangiectasia mutated) sont les 2 protéines PIKK qui peuvent étre recrutées au niveau des CDB
respectivement par le complexe Ku70/Ku80 et le complexe MRN composé des protéines Mrel 1
(Double-strand break repair protein MRE11), Rad50 (DNA repair protein RAD50) et Nbsl
(Nibrin). DNA-PKcs est impliquée seulement dans la réparation par jonction d’extrémités non
homologues (NHEJ), majoritaire en phases GO/G1 du cycle cellulaire et méme a la fin de la
phase G2, et ATM est impliquée dans la réparation par NHEJ et dans la réparation par
recombinaison homologue (HR), majoritaire en fin de phases S et début de G2 (Karanam et al.
2012) (Figure 12). Lorsque ces protéines sont recrutées, elles phosphorylent les histones H2AX
au niveau de la serine 139 de part et d’autres de la CDB (Stiff et al. 2004) ce qui permet ainsi

le recrutement des protéines de réparation propres a chaque voie (Podhorecka et al. 2010).

De plus, la kinase ATM joue un role dans I’arrét du cycle cellulaire, mais également dans
I’induction de 1’apoptose lorsque les dommages sont trop importants. En cas de CDB, ATM
peut directement phosphoryler la protéine p53 au niveau de la serine 15 et la protéine checkpoint
kinase 2 (Chk2) au niveau de la thréonine 68 qui a son tour peut phosphoryler la serine 20 de

p53, entralnant ainsi 1’arrét du cycle cellulaire au niveau des points de controle du cycle
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Figure 13 : Représentation schématique de la réparation d’une cassure double brin
complexe par le mécanisme de jonction d’extrémités non homologues (NHE]J). Adaptée de

(Jiang et al. 2015).
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cellulaire G1/S et G2/M et régulant 1’apoptose (Matsuoka et al. 1998; Hirao et al. 2000).

ii. Réparation
La réparation NHEJ est le systeme préférentiel de réparation des CDB en phases GO/G1 et a la
fin de la phase G2 (Karanam et al. 2012). Au tout début de la réparation, 2 hétérodimeres formés
de Ku70 et Ku80 se fixent de part et d’autre de la CDB et recrutent chacun une kinase DNA-
PKecs qui s’autophosphorylent sur de nombreux sites mais qui seraient également phosphorylées
par ATM permettant ainsi le recrutement de 1’endonucléase Artemis qui ¢liminerait les bases
endommagées aux extrémités de I’ADN libre au site des CDB lorsque les dommages sont
complexes (Jette et al. 2015; Jiang et al. 2015). DNA-PKcs phosphorylent également les
histones H2AX de part et d’autre de la CDB, un role en commun avec ATM, ce qui permet le
recrutement et 1’assemblage des protéines de réparation au niveau de la CDB (Podhorecka et
al. 2010), notamment le recrutement de la protéine Tumor suppressor p53-binding protein 1
(53BP1) qui inhibe la réparation par HR et promeut la réparation par NHEJ (Burger et al. 2019).
La protéine X-ray repair cross-complementing protein 4 (XRCC4) est recrutée au niveau des
CDB et va a son tour participer au recrutement de protéines, notamment la protéine
polynucleotide kinase-phosphatase (PNKP) et les ADN polymérases u et/ou A qui vont
permettre 1’ajout de nucléotides pour obtenir une coupure a bouts francs (Jette et al. 2015).
Enfin, un complexe formé de XRCC4, la DNA ligase 4 (Lig4) et XRCC4-like Factor (XLF) est
constitué au niveau de la CDB et lie les 2 extrémités de I’ADN (Figure 13) (McElhinny et al.

2000; Hammel et al. 2010).

Il s’agit ici d’un modele possible de NHEJ et ce recrutement séquentiel d’effecteurs pourrait ne
pas étre aussi clair et délimité dans la cellule, vu que le recrutement de XRCC4, XLF et Ligd

n’est pas dépendant de DNA-PKcs (Mari et al. 2006; Yano et al. 2008). Les simples CDB
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Figure 14 : Réparation d’une cassure double brin en fin de phase S/début de phase G2.

Le complexe MRN reconnait la CDB et recrute la kinase ATM qui phosphoryle les histones
H2AX de part et d’autre de la cassure ainsi que le complexe MRN favorisant son activité
endonucléasique permettant de recruter CtIP. Ce dernier recrute BRCA1 ce qui promeut la HR
tout en défavorisant la NHEJ via I’inhibition de 53BP1. Les exonucléases EXO1, BLM et
DNAZ2 sont recrutées au niveau de la CDB et résequent I’ADN de part et d’autre de la cassure
créant ainsi de I’ADN simple brin qui est protégé par I’ajout de RPA. Ces dernieres sont
remplacées par des protéines Rad51 et ce complexe nucléoprotéique peut ainsi envahir la
séquence homologue non 1ésée présente dans la chromatide sceur. Adaptée de (Hustedt et al.

2017).
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pourraient étre réparées rapidement sans requérir I’action d’ATM et méme de DNA-PKcs

(Reynolds et al. 2012).

La réparation par HR, majoritaire en fin de phase S et en début de phase G2 (Karanam et al.
2012), fait intervenir certains acteurs en commun avec la réparation NHEJ (ATM ou encore
H2AX), mais possede aussi ses propres effecteurs. En effet, lors de la réparation des CDB par
HR, 2 complexes MRN se fixent de part et d’autre de la cassure et recrutent la kinase ATM qui
phosphoryle de nombreux effecteurs dont les complexes MRN eux-mémes et les histones
H2AX. Ces phosphorylations permettent de recruter de nombreux acteurs de la réparation dont
CtIP (You et al. 2009), mais également d’activer I’activité endonucléasique de la protéine
Mrell du complexe MRN. Cette activation permet a la protéine BRCA1 de se lier a CtIP,
d’inhiber ainsi la réparation par NHEJ et de promouvoir la réparation par HR en inhibant 53BP1
de part et d’autre de la CDB et en permettant ainsi la résection de I’ADN par 2 complexes
protéiques a D’activité exonucléasique, un complexe comprenant BLM (BLooM syndrom
protein) — DNA2 (DNA Replication Helicase/Nuclease 2) et un complexe comprenant EXO1
(Exonuclease 1) — BLM. De plus, des protéines RPA (Replication Protein A) sont déposées le
long de I’ADN simple brin mis a nu pour le protéger et sont ensuite remplacées par des protéines
Rad51 (Figure 14) (Nimonkar et al. 2011; Shibata 2017; Burger et al. 2019). Une fois I’ADN
réséqué, 2 voies majeures sont possibles : le DSBR (Double-Strand Break Repair) et la SDSA
(Synthesis-Dependent Strand Annealing). Dans les 2 cas, le filament nucléoprotéique (ADN
simple brin + Rad51) envahit la séquence homologue sur la chromatide
sceur non endommageée, et forme une boucle avec 1’apparition d’une jonction de Holiday pour
la SDSA et 2 jonctions de Holiday pour le DSBR (Sung et al. 2006). Dans le systeme SDSA,
apres la synthése du brin complémentaire par I’ADN polymérase 6 (McVey et al. 2016), la

boucle est ouverte a 1’aide du complexe BTR, composé de BLM, la topoisomérase Illa et des
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(A) Apres la résection de I’ADN et I’invasion de la chromatide sceur, la CDB est réparée par

DSBR avec I’invasion par I’autre partie de la CDB et la rupture des 2 jonctions de Holiday ainsi

formées, ou par SDSA avec ouverture de la boucle de réparation puis synthése de I’ADN

complémentaire. (B) Apres la résection de I’ADN, la CDB peut étre réparée par SSA si des

séquences homologues sont proches de part et d’autre de la CDB. Adaptée de (Sung et al. 2006;

Verma et al. 2016).
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protéines RMI1 et RMI2 (RecQ-mediated genome instability protein). Lors de la voie DSBR,
les 2 jonctions de Holiday sont cassées sous 1’action de plusieurs endonucléases séparant les
chromatides sceurs et permettant 1’apparition de crossover (Figure 15) (Sung et al. 2006;
Hustedt et al. 2017). L’ADN est finalement lié par une ligase qui pourrait étre la Ligase 1 (Ligl)

(Verma et al. 2016).

Alternativement et lorsque la résection de I’ADN met a jour des séquences homologues
flanquant la CDB, il peut y avoir réparation pas SSA (Single-Stranded Annealing). La
reconnaissance de séquences homologues proches se fait via Rad52 (DNA repair protein
RADS52 homolog), la nucléase ERCC1 (DNA excision repair protein ERCC-1) clive ’ADN

excédentaire et la ligase Ligl lierait enfin I’ADN (Figure 15) (Verma et al. 2016).

Il est important de noter qu’il existe une fine régulation de ces 2 voies de réparation des CDB,
que les acteurs de la réparation NHEJ peuvent jouer plusieurs roles dans la réparation HR (et

réciproquement) et qu’il y a des communications entre ces 2 systémes de réparations.

b. Les dommages simples brins
Dans le cas de I’apparition d’une base azotée 1ésée ou d’un site abasique, la voie de réparation

utilisée est la réparation par excision de base (BER) (Ravanat 2018).

Lorsqu’une base est endommagée, la premicre étape est assurée par une ADN glycosylase qui
reconnait et clive la base 1ésée, faisant apparaitre ainsi un site abasique. Il existe au moins 11
glycosylases connues qui sont spécifiques des différents types de dommages des bases azotées
(Krokan et al. 2013). L’AP endonuclease 1 (APE1) clive ensuite le squelette de désoxyribose
permettant ainsi d’ouvrir I’ADN créant une extrémité 3'-OH et une extrémité 5'-deoxyribose

phosphate (5°-dRP), I’ADN polymérase [ (Polf) catalyse la conversion de
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Figure 16 : Réparation de I’ADN par la voie d’excision de base.

I) Clivage de la base endommagée par une ADN glycosylase pour produire un site abasique. II)
Clivage du squelette de désoxyribose par I’endonucléase APE1 pour ouvrir I’ADN double brin.
Pour la réparation short patch, III) la polymérase Polf catalyse la conversion de I’extrémité du
squelette de désoxyribose et IV) I’ajout d’une base azotée complémentaire au second brin
d’ADN non endommagé et V) la ligase Ligl ou Lig3 lie I’ADN. Pour la réparation long patch,
V1) la polymérase Pold ou € catalyse la conversion de I’extrémité du cytosquelette et 1’ajout de
plusieurs nucléotides. VII) L’endonucléase FEN1 clive I’ADN simple brin excédentaire et VIII)
la ligase Ligl ou Lig3 lie I’ADN. Pour les cassures simples brins, IX) la cassure est reconnue
par la protéine PARP1 interagissant avec XRCC1 et X) ces 2 protéines recrutent un complexe
composé de PNKP et APTX qui préparent les extrémités du brin 1ésé pour la suite de la

réparation par la voie BER. Adaptée de (Hoeijmakers 2001).
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I’extrémité 5°-dRP en 5’-phosphate I’incorporation d’un nucléotide complémentaire au second
brin non 1ésé et les ADN ligases Ligl et Lig3, en complexe avec la protéine XRCC1 (X-ray
repair cross complementing 1), catalysent la liaison phosphodiester entre les extrémités 3’-OH
et 5’-phosphate finale pour lier ’ADN (Schermerhorn et al. 2014). 1l s’agit de la voie short
patch BER (SP BER), mais dans certains cas, notamment lorsque le squelette de désoxyribose
est modifié a son extrémité 5’-dRP, bloquant sa conversion par la Polf, il y a incorporation de
plusieurs nucléotides (2 a 10) par les ADN polymérases 6 ou € en remplacant les anciens
nucléotides et générant ainsi une séquence d’ADN simple brin. Cette séquence est clivée par la
flap endonuclease 1 (FEN1) et la ligase Ligl lie les 2 extrémités d’ADN, c’est la long patch

BER (LP BER) (Figure 16) (Schermerhorn et al. 2014).

Les cassures simples brins directes, c’est-a-dire formées lors de la cassure du squelette de
désoxyribose de I’ADN par I’irradiation ionisante ou les ERO, peuvent étre réparées pas la voie
BER. La protéine PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) en complexe avec la protéine
XRCC1 reconnait la CSB et recrute la kinase-phosphatase PNKP, la protéine APTX
(Aprataxin) pour préparer les extrémités a la suite de la réparation par la voie BER

(polymérisation et ligation) (Figure 16) (Hoeijmakers 2001; Chaudhuri et al. 2017).

Il existe une autre voie de réparation des lIésions simples brins, la réparation par excision de
nucléotides (NER). Il y a 2 voies NER qui se différencient par leur systeme de reconnaissance
de la 1¢ésion de I’ADN, la global genome NER (GG-NER) et la transcription-coupled NER (TC-
NER). Pour le GG-NER, un complexe protéique composé de la protéine XPC (Xeroderma
Pigmentosum C) qui reconnait la distorsion de I’ADN, de la protéine RAD23B (Rad 23
homolog B) qui stabilise XPC et de la protéine CETN2 (centrin 2) qui améliore les capacités

de reconnaissance de XPC, se fixe sur le brin non endommagé opposé a la lésion a I’ADN.
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Figure 17 : Schéma de la réparation de I’ADN par excision de nucléotides.

A) Lésion d’un nucléotide. B) Reconnaissance de la distorsion de I’ ADN par le complexe XPC-
RAD23B-CEN. C) Recrutement du complexe TFIIH qui ouvre ’ADN double brin. D)
Recrutement de XPA, XPG et de protéines RPA pour protéger I’ADN simple brin et empécher
le rappariement. E) Recrutement de ERCC1-XPF et clivage de I’ADN en 5°. F) Initiation de la
synthése du brin complémentaire au brin non 1ésé par les polymérases 0 et k ou € et clivage du
brin 1ésé en 3’ par XPG. F) Ligation de I’ADN par la ligase Ligl ou Lig3. Adaptée de (Schirer

2013).
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Lorsque le dommage de I’ADN n’entraine pas une distorsion suffisante pour étre reconnue par
XPC, le complexe UV-DDB (UV-Damaged DNA-binding protein) reconnait la Iésion et recrute
ensuite XPC. Le complexe TFIIH (Transcription Factor II H) comprenant notamment les
ATPases/helicases XPD (Xeroderma Pogmentosum D, TFIIH core complex helicase subunit)
et XPB (Xeroderma Pigmentosum B, TFIIH core complex helicase subunit) est ensuite recruté
au niveau de la 1ésion et ce complexe ouvre I’ADN sur 20-30 nucléotides autour de la 1ésion.
Cette structure permet le recrutement de XPA (Xeroderma Pigmentosum A, DNA damage
recognition and repair factor), XPG (Xeroderma Pigmentosum G, endonuclease) et de protéines
RPA qui se fixent sur ’ADN simple brin pour qu’il ne s’hybride pas de nouveau et pour le
protéger. Le complexe XPF-ERCC1 (Xeroderma Pigmentosum F-ERCC excision repair 1,
endonuclease catalytic subunit — ERCC1) est recruté et clive I’ADN en 5’ de la 1ésion. La
machinerie de réplication composée des ADN polymérases 9, € et k (Pold/e/k), de la protéine
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) et de la protéine RFC (Replication factor C)
synthétise de ’ADN complémentaire du brin non endommagé¢ et enfin I’ADN est 1ié sous
I’action de la Ligl ou la Lig3 avec I’aide de la protéine XRCCI1 en fonction du cycle cellulaire.
Pour le TC-NER, qui a lieu au niveau des geénes activement transcrits, la protéine CSB (ERCC
excision repair 6, chromatin remodeling factor) est recrutée au niveau de la 1ésion, ou I’ARN
polymérase RNAPII est bloquée, qui recrute a son tour le complexe CSA (ERCC excision repair
8, CSA ubiquitin ligase complex subunit) et d’autres facteurs de la NER
qui vont inhiber la reconnaissance de la 1ésion par XPC mais la suite de la réparation est

similaire a la GG-NER (Figure 17) (Schirer 2013; Spivak 2015; Kobaisi et al. 2019).
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Type de 1ésion de ’ADN Voie de réparation de I’ADN

Lésion de base BER

Site abasique BER

Cassure simple brin BER
Cassure double brin NHEJ/HR

Pontage intra brin NER
Pontage inter brin NHEJ/HR

Adduit a ’ADN NER
Pontage ADN - protéine NER /HR

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des voies de réparation employées pour chaque type de

lésion de ’ADN.

76



¢. Quelle voie de réparation pour quelle lésion ?
Les radiations ionisantes induisent directement et indirectement de nombreux dommages a
I’ADN qui sont réparés par des voies différentes. Le Tableau 2 résume quelles sont les voies
impliquées en priorité en fonction des Iésions. Il est important de noter que les protéines de
réparation peuvent participer a plusieurs voies avec des roles différents et qu’il y a des

communications entre les différents systemes de réparation.

5. Autophagie
L’autophagie est un processus physiologique permettant de recycler les protéines ou organites
endommagés et qui peut ainsi protéger les cellules en limitant 1’apoptose. Il est admis que
I’autophagie est un mécanisme de protection contre les radiations ionisantes en « nettoyant » la
cellule et en limitant I’apoptose, mais des études récentes ont montré que 1’autophagie pouvait

¢galement entrainer la mort en réponse a I’irradiation.

a. Mécanismes
L’autophagie est activée par de nombreuses conditions de stress comme le stress oxydatif,
I’agrégation des protéines, les dommages a I’ADN, le stress du réticulum endoplasmique et
d’autres. La cible commune de ces voies de signalisation est le complexe protéique ULK1 (Unc-
51-like kinase 1), comprenant les protéines ULKI1, autophagy-related 13 (ATG13), RB1-
inducible coiled-coil (FIP200) et autophagy-related 101 (ATG101), qui activent la nucléation
de la membrane de la vésicule de dégradation, ou autophagophore, en phosphorylant les
composants du complexe I PI3KC3 (class III PI3K) (composé des protéines PI3KC3, vacuolar
protein sorting 34 (VPS34), Beclin 1, autophagy-related 14 (ATG14), activating molecule in
Beclin 1-regulated autophagy protein 1 (AMBRAI1) et general vesicular transport factor
(p115)), qui active a son tour la production locale de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P)

au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique dans une structure appelée omegasome.
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Figure 18 : Schéma du processus autophagique.

Un stress induit la nucléation du phagophore a partir de la membrane du réticulum
endoplasmique qui est ensuite chargé en lipide PI3P et se détache du réticulum endoplasmique.
La membrane lipidique augmente de taille pour englober les protéines et/ou organites a lyser
qui sont reconnus par des protéines ancrées sur la face interne de la membrane du phagophore.
Lorsque celle-ci est scellée, 1’autophagosome ainsi formé fusionne avec le lysosome, ce qui
entraine la lyse des protéines et/ou organites présents dans I’autophagosome par les hydrolases
acides du lysosome. Enfin, les nutriments issus de cette dégradation sont relargués dans le

cytoplasme pour étre réutilisés. Adaptée de (Dikic et al. 2018).
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PI3P recrute ensuite d’autres protéines effectrices comme la protéine WD repeat domain
phosphoinositide-interacting 2 (WIPI2) et la protéine FYVE domain-containing protein 1
(DFCP1). WIPI2 est capable de recruter un complexe protéiques comprenant ATG16L1
(autophagy-related 16 like 1), ATG12 (autophagy-related 12) et ATGS (autophagy-related 5)
améliorant les capacités d’ATG3 (autophagy-related 3) a associer des protéines a la membrane
lipidique qui est en train d’étre formée. ATG3 permet d’associer les protéines de la famille
ATGS8 (autophagy-related 8) dont notamment les protéines LC3 (microtubule-associated
protein light chain 3) et GABARAP (y-aminobutyric acid receptor-associated proteins) aux
liens phosphatidylethanolamines (PE) présents dans la membrane lipidique, LC3-I est ainsi
converti en LC3-II qui est une protéine signature majeure de 1’autophagie (Klionsky et al.
2016). Les protéines de la famille ATGS attirent les composants de la machinerie autophagique
mais participent également a 1’¢longation et a la fermeture de la membrane de 1’autophagosome.
De plus, LC3 est impliquée spécifiquement dans la séquestration des protéines et organelles
marquées dans les autophagosomes. L’¢longation de la membrane de 1’autophagosome est
assurée par 1’ajout de matériel membranaire originaire de la membrane plasmique, des
mitochondries, des endosomes et de 1’appareil de Golgi. La fermeture de la membrane de
I’autophagosome permet 1’apparition d’une vésicule avec une bicouche lipidique qui mature et
finalement fusionne avec le lysosome. Les hydrolases acides du lysosome dégradent le contenu
de I’autophagosome et les nutriments résultants sont relargués dans le cytoplasme pour étre de

nouveau utilisés (Figure 18) (Glick et al. 2010; Yu et al. 2018; Dikic et al. 2018).

a. Autophagie radio-induite : survie ou mort cellulaire ?
L’autophagie peut étre activée par les radiations ionisantes via de nombreuses voies de

signalisation. Comme mentionné précédemment, les dommages a I’ADN sont un des effets
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Figure 19 : Voies de signalisation activées par les dommages de ’ADN et induisant

I’autophagie.

p53 activé en réponse aux dommages de I’ADN entraine 1’expression de geénes pro-
autophagiques incluant PTEN, DRAM1, JNK, SESN1, SESN2 et DAPKI. La voie JNK peut

¢galement induire I’expression de SESN2 qui participe a I’inhibition de la voie mTOR.
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majeurs des rayons ionisants. En réponse a ces I1ésions, les cellules activent différentes voies de
signalisation permettant 1’arrét du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN, il s’agit de la
réponse aux dommages de I’ADN (DNA Damage Response en anglais DDR). Comme décrit
précédemment, les dommages a ’ADN permettent 1’activation de la kinase ATM qui peut
phosphoryler directement, ou via la kinase Chk2, la protéine p53 au niveau des résidus serine
15 et serine 20 ce qui la stabilise en empéchant sa dégradation via la E3 ubiquitin ligase MDM?2
(Murine Double Minute 2). p53 peut notamment activer I’autophagie en induisant I’expression
de SESNI et SESN2 qui activent la kinase AMPK (AMP-activated protein kinase). AMPK
active le complexe TSC1/TSC2 (TSC complex subunit 1 et 2) qui inhibe les complexes
mTORCI et 2 (mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1 et 2) qui sont eux-mémes des
inhibiteurs de la formation du complexe ULKI1 (Budanov et Karin 2008). ATM peut
directement activer directement I’AMPK et induire ainsi I’autophagie (Alexander et al. 2010).
p53 peut également induire I’expression de plusieurs genes activateurs de I’autophagie comme
DRAM1 (DNA damage regulated autophagy modulator 1) qui joue un role dans la fusion des
autophagosomes et des lysosomes, PTEN (Phosphatase and tension homolog) qui est un
régulateur de la voie PI3K/AKkt, elle-méme régulatrice du complexe mTORCI, le géne codant
pour la sous-unité TSC2, DAPK! (death-associated protein kinase 1) qui peut inhiber un
séquestrateur de LC3 et activer Beclin 1, ou encore JNK (c-Jun N-terminal kinase) qui peut
contribuer a la formation du complexe PI3KC3 et renforcer la régulation positive de DRAM1
(Figure 19) (Tang et al. 2015; Chaurasia et al. 2016). L’activation de PARPI lors de la
réparation des dommages a I’ADN peut également conduire a la déplétion en ATP et activer
I’AMPK conduisant a 1’activation de 1’autophagie (Mufoz-Gdmez et al. 2009; Rodriguez-
Vargas et al. 2012). Les radiations ionisantes endommagent également les mitochondries, plus

précisément I’ADNmt ainsi que les protéines et les lipides de la membrane mitochondriale.
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Figure 20 : Voies de la mitophagie.

Lorsque la mitochondrie est trop endommagée pour étre réparée, PINK1 est accumulée sur la
surface externe de la membrane mitochondriale et phosphoryle PARKIN, ce qui entraine
I’ubiquitination de la mitochondrie et son adressage a I’autophagosome. BNIP3 et BNIP3L sont
recrutés a la membrane externe mitochondriale et possedent un domaine reconnu par la protéine
LC3 ancrée dans I’autophagophore, ce qui permet la formation de I’autophagosome autour de

la mitochondrie endommagée.
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Lorsque celles-ci sont trop endommaggées, elles peuvent étre dégradées par autophagie, on parle
alors de mitophagie. Il existe 2 voies majeures d’induction de la mitophagie. La principale
consiste en I’accumulation de protéines PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) sur la surface
externe de la membrane mitochondriale en réponse aux radiations ionisantes, ce qui
phosphoryle les ubiquitine ligases PARKIN qui ubiquitinent la mitochondrie qui est ainsi
adressée aux autophagosomes. La deuxieme voie fait intervenir BNIP3 (BCL2 interacting
protein 3) et BNIP3L (BNIP3 like) qui sont recrutés a la membrane externe des mitochondries
endommagées et qui permettent I’adressage aux autophagosomes (Figure 20) (Youle et al. 2011

; Hu et al. 2016).

La réponse UPR déclenchée par I’irradiation et par la péroxydation des lipides peut déclencher
I’autophagie. Comme décrit précédemment, la réponse UPR est déclenchée via PERK, ATF6
et IRE1. En réponse a I’irradiation, I’autophagie est activée via PERK et/ou IRE1 (Ogata et al.
2006 ; Chaurasia et al. 2019). PERK active le facteur de transcription ATF4 (activated
transcription factor 4) qui régule 1’expression de plusieurs genes impliqués dans I’autophagie
dont MAPILC3B (microtubule associated protein 1 light chain 3 beta) (B’chir et al. 2013).
L’action d’IRE1 pourrait passer via la voie JNK et participer ainsi a la formation du complexe
PI3KC3 (Urano et al. 2000). 11 est important de noter que si le stress du réticulum
endoplasmique est trop important, PERK et IRE1 peuvent induire la mort cellulaire (Sano et

Reed 2013).

Apres D’irradiation, un influx de calcium originaire du réticulum endoplasmique ou de
I’extérieure de la cellule augmente la concentration cytoplasmique activant la kinase CaMKK-
B (Calmodulin-dependent Kinase Kinase-3), ce qui active a son tour I’AMPK qui elle-méme
inhibe le complexe mTOR activant ainsi I’autophagie (Hgyer-Hansen et al. 2007; Decuypere et

al. 2011). La forte concentration de calcium intracellulaire peut ¢également
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mener a I’activation de la kinase DAPK qui phosphoryle Beclin 1 lui permettant de participer
a la formation du complexe PI3KC3 (Zalckvar et al. 2009). Enfin, la concentration élevée en
calcium peut également endommager les mitochondries et activer la mitophagie (Brookes et al.

2004).

La synthése de céramides induites par les radiations ionisantes peuvent également mener a
’activation de la voie JNK et a la surexpression de Beclin 1 qui va participer a la formation du

complexe PI3KC3 (D.-D. Li et al. 2009).

Finalement, les protéines oxydées et qui ne peuvent pas étre réparées peuvent étre dégradées

par autophagie (Cecarini et al. 2007).

Il est admis que 1’autophagie est un systéme pro-survie en réponse aux radiations ionisantes.
L’autophagie permet de lyser les protéines et organelles endommagées tout en recyclant les
nutriments ce qui permet a la cellule de se protéger en réponse aux rayonnements. Il a ainsi été
proposé de bloquer 1’autophagie pour radiosensibiliser les tumeurs dans les traitements par
radiothérapie (Lomonaco et al. 2009; Ko et al. 2014; Yang et al. 2015; Maier et al. 2016; He et
al. 2017; X. Chen et al. 2017). Mais il a également été montré que 1’autophagie peut induire la
mort cellulaire plutdt que la survie en réponse aux radiations ionisantes notamment dans les
cellules ou I’apoptose est déficiente (Kim et al. 2006; Gewirtz et al. 2009; Palumbo et al. 2012;

Palumbo et al. 2013; Sharma et al. 2014; Classen et al. 2019).

6. Morts cellulaires radioinduites

a. Apoptose
L’apoptose est un processus de mort cellulaire enclenché en réponse a un signal externe ou

interne.
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Figure 21 : Voies extrinseques et intrinséques de I’apoptose.

PMME = Perméabilisation de la Membrane Mitochondriale Externe. Adaptée de (Ichim et al
2016).
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La voie apoptotique extrinseque est activée lorsque des ligands spécifiques se fixent sur leur
récepteur de mort tels que les récépteurs TRAILR (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand Receptor) ou FAS (Fas cell surface death receptor) activant ainsi les caspases
effectrices 8 et 10. Ces dernieres peuvent activer directement les caspases exécutrices 3 et 7 et

déclencher 1’apoptose.

La voie intrinseque est enclenchée par un stimulus intrinseque a la cellule comme les dommages
a I’ ADN, le stress du réticulum endoplasmique ou le stress métabolique qui peuvent activer des
protéines de la famille BH3-only (BCL-2 homology domain 3) activant a leur tour les protéines
Bax (BCL2 associated X) et Bak (BCL2 antagonist/killer) menant a la perméabilisation de la
membrane des mitochondries. Il est a noter que lors de la voie extrinseque, la caspase effectrice
8 peut cliver la protéine BID (BH3-Interacting Death omain agonist) de la famille BH3-only,
ce qui active les protéines Bax et Bak. Les protéines présentent dans 1’espace inter-
membranaires des mitochondries, comme SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases) et le cytochrome C, sont relarguées dans le cytoplasme. Le cytochrome C active
APAFI1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) conduisant a la formation de 1’apoptosome
qui clive la caspase effectrice 9, qui peut a son tour activer les caspases 3 et 8 en les clivant.
Les protéines SMAC peuvent elles-mémes inhiber I’inhibiteur d’apoptose XIAP (X-linked

Inhibitor of Apoptosis Protein) (Figure 21).

L’activation des caspases exécutrices mene a la fragmentation de I’ ADN par des endonucléases,
la destruction des protéines nucléaires et du cytosquelette, I’expression de ligands reconnus par
les cellules phagocytaires et 1’apparition de corps apoptotiques (Figure 22) (Poon et al. 2014;

Ichim et al. 2016; Galluzzi et al. 2018; D’ Arcy 2019).
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Figure 22 : Résumé des événements aboutissant a I’apoptose.

Les voies extrinseque et intrinséque menent a 1’activation des caspases exécutrices qui induisent
la fragmentation de I’ADN, la destruction du cytosquelette et la formation de corps apoptotiques

qui sont finalement dégradés par des cellules phagocytaires.
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Les rayons ionisants et les ERO formées peuvent directement cibler les mitochondries
entrainant la perméabilisation de leur membrane et ’activation de la voie intrinséque de
I’apoptose (Ogura et al. 2009). De méme, I’augmentation de la concentration de calcium

intracellulaire peut endommager les membranes des mitochondries (Richter et al. 1991).

Comme mentionné précédemment, en réponse aux dommages a I’ADN, p53 est stabilisée dans
la cellule et peut activer I’expression de plusieurs génes pro-apoptotiques dont ceux codant pour
la protéine BH3-only PUMA (P53-Upregulated Modulator of Apoptosis) ou encore la protéine
Bax entrainant ainsi la voie intrinséque de 1’apoptose, mais aussi le géne codant pour le
récepteur Fas, pouvant ainsi activer la voie extrinseque (Sheard 2001; Kuribayashi et al. 2008;

Czarny et al. 2015).

L’apoptose via la voie intrinseéque peut également étre déclenchée par la réponse UPR avec
notamment PERK qui peut entrainer I’expression de geénes pro-apoptotiques et IRE1 via la voie

JNK (Moretti et al. 2007; Sano et al. 2013).

Les céramides synthétisées sous 1’action des rayons ionisants et des ERO peuvent activer

I’apoptose par la voie intrinseque via la voie JNK (Verheij et al. 1998).

b. Nécrose
La mort cellulaire par nécrose peut €galement intervenir des suites de l’irradiation, mais

lorsqu’il s’agit d’une forte dose (Panganiban et al. 2013).

En revanche, une forme programmée de nécrose, appelée la nécroptose peut étre déclenchée
par des doses proches de celles utilis€ées en radiothérapie, notamment lorsque 1’apoptose est

inhibée (Nehs et al. 2011).
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Figure 23 : Schéma de la nécroptose.

Lorsqu’un récepteur de mort reconnait son ligand et que 1’apoptose est inhibée, RIPK1
phosphoryle RIPK3 formant ainsi le nécrosome pouvant phosphoryler MKLK qui

s’oligomérise et s’intégre dans la membrane plasmique pour perturber sa fonction barricre.
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La nécroptose utilise une voie proche de celle de I’apoptose extrinséque. Lorsque les récepteurs
de mort reconnaissent leur ligand, ils activent la caspase effectrice 8 dans la voie apoptotique
via la kinase RIPK1 (Receptor Interacting serine/threonine Kinase 1), mais lorsque 1’activation
de la caspase 8 est inhibée, RIPK1 forme un complexe protéique avec RIPK3 appelé le
nécrosome et se transphosphorylent. La protéine MLKL (Mixed-Lineage Kinase domain-Like)
est phosphrorylée par la kinase RIPK3 active du nécrosome, s’oligomérise et s’intégre dans la
membrane plasmique ou elle perturbe 1’intégrit¢ membranaire conduisant a la lyse de la cellule
(Figure 23). La protéine PGAMSL (PhosphoGlycerAte Mutase family member 5) est également
phosphorylée par le nécrosome et interagit avec la protéine PGAMSS sur la membrane
mitochondriale aboutissant a la fission et a la fragmentation de la mitochondrie (Fulda 2013;

Panganiban et al. 2013; Su et al. 2016).

L’ADN endommagé peut également entrainer la mort nécrotique via la production de TNFa
(Tumor Necrosis Factor a) qui peut activer le récepteur de mort TNFR1 ou via le récepteur
RARYy (Retinoic Acid Receptor y) qui peut activer RIPK1 et ainsi participer a la formation du

nécrosome (Kadigamuwa et al. 2019).

c. Sénescence
La sénescence est caractérisée par 1’arrét irréversible du cycle cellulaire et peut étre causée par
les radiations ionisantes. Les cellules sénescentes sont toujours vivantes et métaboliquement

actives, mais ne peuvent pas se diviser.

Comme décrit précédemment, les radiations ionisantes provoquent des dommages a I’ADN
directement ou indirectement via les ERO. Ces 1ésions conduisent a I’arrét du cycle cellulaire
pour permettre la réparation de I’ADN. Lorsque les dégats de I’ADN sont irréparables, la
sénescence cellulaire peut étre enclenchée. Dans la réparation des CDB, la kinase ATM permet

d’arréter le cycle cellulaire aux points de contrdle G1/S ou G2/M en phosphorylant directement
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Figure 24 : Voies moléculaires induisant la sénescence.

A) En phase G1, I’ADN endommagé active ATM qui phosphoryle CHK?2 et p53. CHK?2 inhibe
CDC25 et p53 entraine I’expression de p21, aboutissant a I’inhibition du complexe Cycline
E1/CDK2 qui contrdle la machinerie de réplication de I’ADN. p21 inhibe ¢également la
phosphorylation de pRb en inhibant les complexes Cycline D1/CDK4/6 et Cycline E1/CDK2,
ce qui permet a pRb d’inhiber ’expression des genes participant a la progression G1/S. p16
participe au maintien de la sénescence en inhibant CDK4 et CDK6. B) En phase G2, ATM
active CHK2 qui inhibe CDC25 et empéche ainsi 1’activation du complexe Cycline B1/CDK1.
ATM active également p53 qui induit I’expression de p21 qui inhibe directement le complexe
Cycline B1/CDKI et indirectement en activant le complexe APC/C — CDH1 menant a la
dégradation de la Cycline B1. p21 active également pRb en inhibant sa phosphorylation, il peut
ainsi réprimer les genes responsables de la transition G2/M. p53 pourrait également activer pRb
dans un mécanisme indépendant de p21. Enfin, p16 participe au maintien de la sénescence en

bloquant I’inhibition de pRb. Adaptée de (Gire et al. 2015).
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pS3 ou via la kinase CHK2. ATM et CHK?2 inhibent également les phosphatases CDC25 (Cell
Division Cycle 25) en les phosphorylant et empéchant ainsi 1’activation du complexe Cyclin
E1/CDK2 (Cyclin Dependent Kinase 2) qui contréle la machinerie de réplication de I’ADN
(Falck et al. 2001). En phase G1, p53 phosphorylée active I’expression de p21 qui est un
inhibiteur de CDK2 et aussi un inhibiteur de CDK4 et CDK6 empéchant ainsi la
phosphorylation de pRb (Retinoblastoma protein) qui peut ainsi inhiber 1’expression des genes
participant a la progression G1/S (Gire et al. 2015; Y. Wang et al. 2016; M. Li et al. 2018). La
protéine pl6 participe €galement a la sénescence en inhibant CDK4 et CDK6, mais
contrairement a p21, elle stabilise la sénescence alors que p21 I’induit et son expression n’est
pas p53-dépendante mais serait controlée par les ERO (Figure 24) (Rayess et al. 2012). L arrét
du cycle cellulaire peut aussi se produire en phase G2. ATM et CHK?2 peuvent inactiver les
phosphatases CDC25 empéchant ainsi I’activation des complexes Cyclin B1/CDK1 qui permet
normalement le passage en mitose. pS3, activée directement par ATM ou via CHK?2, induit
I’expression de p21 qui en retour agit directement sur le complexe Cyclin BI/CDKI1 en le
bloquant dans le noyau sous forme inactive et indirectement en activant le complexe APC/C
(Anaphase-Promoting Complexe/Cyclosome) et son coactivateur FZR1 (Fizzy And Cell
Division Cycle 20 Related 1) menant a la dégradation de la Cyclin B1. p21 bloque également
la phosphorylation de pRb qui inhibe ainsi I’expression des genes permettant la transition G2/S.
Ce mécanisme pourrait également se faire indépendamment de p21 mais
toujours via p53, et p16 pourrait participer au maintien de la sénescence en bloquant I’inhibition

de pRb (Figure 24) (Gire et al. 2015; Y. Wang et al.2016; M. Li et al. 2018).

La sénescence est également caractérisée par la production de facteurs sécrétés associés a la
sénescence (SASP en anglais pour Senescence-Associated Secretory Phenotype). Le

recrutement d’ATM au niveau des CDB active la voie NFkB qui entraine 1’expression de
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facteurs inflammatoires comme IL-10/B, IL-6, TGF-B ou encore TNF-o, de facteurs de
croissance mais aussi de métalloprotéinases qui agissent sur 1’environnement des cellules
irradiées. Ces facteurs SASP participent également au renforcement de la sénescence cellulaire

de facon autocrine et paracrine (Orjalo et al. 2009).

d. Catastrophe mitotique
La catastrophe mitotique est un processus précédant la mort cellulaire et pouvant intervenir
dans les cellules en cycle. Elle est définie par I’induction de la mitose avant I’achévement des
phases G2 et S. Elle peut étre causée par plusieurs événements tels que 1"hyper-amplification
des centrosomes résultant d un défaut de réparation de I’ADN ou un défaut de signalisation des
dommages a I’ADN empéchant I’arrét du cycle cellulaire. La catastrophe mitotique est
caractérisée par la condensation prématurée des chromosomes autour du nucléole puis par la
mitose aberrante de la cellule, pouvant aboutir a une ségrégation atypique des chromosomes et
a la production de cellules présentant des noyaux avec une morphologie aberrante, avec des
micronoyaux ou méme plusieurs noyaux (Castedo et al. 2004; Dodson et al. 2007; Maier et al.

2016).

Il est a noter que les cellules non cancéreuses ayant subi une catastrophe mitotique peuvent
rentrer en apoptose dans la phase M ou en apoptose, en nécrose ou en sénescence lors du cycle

cellulaire suivant (Vakifahmetoglu et al. 2008; Vitale et al. 2011; Huber et al. 2015).

7. Mécanismes de lésions tissulaires
Tous ces effets cellulaires des radiations ionisants ont des conséquences au niveau tissulaire,
qu’ils soient cancéreux ou sains. Les effets secondaires induits par la radiothérapie au niveau

des tissus sains étant nombreux et variés, j’ai décidé de me concentrer principalement sur ceux
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Figure 25 : Représentation schématique de la peau.
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induits au niveau de la peau, qui est le premier organe atteint par les radiations lors des
protocoles de radiothérapie externe. La peau est de plus au centre des travaux de notre équipe

de recherche.

a. Structure de la peau
La peau est I’organe le plus dense du corps humain (environ 18% du poids du corps chez
I’adulte) et également le plus étendu (la surface représente en moyenne 1,8 a 2m?). Son role
principal est de protéger 1’organisme des agressions extérieures, qu’elles soient chimiques,

physiques ou encore microbiologiques.

La peau est composée de 3 tissus superposés et interagissant ensemble : 1’épiderme, le derme

et I’hypoderme (Figure 25).

L’épiderme est la couche la plus externe. Il s’agit d’un épithélium pluristratifié composé
majoritairement de kératinocytes qui subissent une différenciation verticale orientée vers
I’extérieur. L’épiderme est en renouvellement constant grace a un équilibre entre la
prolifération des kératinocytes au niveau basal et leur différenciation puis élimination dans les
couches supérieures. L’épiderme contient également de nombreuses terminaisons nerveuses,
des mélanocytes responsables de la pigmentation de la peau, des cellules de Langerhans

présentatrices d’antigenes et des cellules de Merkel possédant un role neurosensoriel.

L’¢épiderme et le derme sont séparés par la jonction dermo-épidermique qui est une région
acellulaire. Elle est constituée d’un maillage de protéines matricielles produites par les
kératinocytes basaux et les fibroblastes directement sous la jonction dermo-épidermique et elle

permet de faire le lien entre les 2 tissus.

Le derme est le tissu conjonctif se trouvant sous 1’épiderme. Il est composé d’une matrice
extracellulaire (MEC) dont les constituants sont synthétisés par les fibroblastes dermiques,

principales cellules de ce tissu.
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Figure 26 : Peau humaine composée de I’épiderme et du derme.

A) Epiderme et derme humains colorés a ’hématoxyline et a I’éosine. B) Le derme est sous-
divisé en 2 parties : le derme papillaire directement sous 1’épiderme et le derme réticulaire, plus

profond. Barre d’échelle = 200 um. Adaptée de (Sriram et al. 2015).
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La MEC permet d’assurer la résistance de la peau grace sa composition en fibres de collagéne
et d’¢lastine, mais également de retenir I’eau dans 1’organisme grace a 1’acide hyaluronique et
aux protéoglycanes qui la composent. Deux populations majeures de fibroblastes dermiques
existent : les fibroblastes papillaires, les plus proches de 1’épiderme, et les fibroblastes
réticulaires, les plus profonds dans le derme. Cette différence de population est caractérisée par
une différence des constituants de la MEC. Ainsi, sous 1’épiderme se trouvent de nombreux
fibroblastes papillaires dans une MEC fine et pauvrement organisée, alors que les fibroblastes
réticulaires sont moins nombreux et entourés d’une MEC tres organisée (Figure 26). La MEC
du derme papillaire est composée majoritairement de fibres de collagene de types I et III, méme
si ces derniéres sont plus nombreuses dans le derme réticulaire. D’autres protéines sont ainsi
différentiellement proportionnées entre les dermes papillaires et réticulaires. La décorine est un
protéoglycane tres exprimé dans le derme papillaire mais plus rare dans le derme réticulaire.
Au contraire, le versican, un autre protéoglycane, est lui plus exprimé dans le derme réticulaire,
ou il est associ¢ avec les fibres d’¢lastine, alors qu’il est associé avec les microfibrilles de
fibrilline dans le derme papillaire. Il est a noter que les fibroblastes papillaires produisent
également des constituantes de la jonction dermo-épidermiques tels que les collagenes de types
IV et VII et de la laminine-1 (Sorrell et al. 2004; Sriram et al. 2015; Stunova et al. 2018). Les
fibroblastes des 2 sous-compartiments dermiques présentent plusieurs différences. Les
fibroblastes papillaires sont fuselés et proliferent plus que les fibroblastes réticulaires qui sont
plus étoilés (Stunova et al. 2018). Le derme réticulaire contient également plus de fibroblastes
produisant du TGFB1 et de I’a-SMA, 2 acteurs majeurs des myofibroblastes et de la
cicatrisation (Janson et al. 2012). En plus de certains constituants de la MEC, il a été montré
que les fibroblastes réticulaires surexpriment des genes impliqués dans la motilité cellulaire,

I’organisation du  cytosquelette ainsi que dans la voie de contraction
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des muscle lisses tel qu’a-SMA, alors que les fibroblastes papillaires surexpriment des genes
relatifs au systtme du complément, soulignant ainsi leur réle dans la réponse immunitaire

(Janson et al. 2012).

Le derme comprend également des cellules immunitaires telles que des macrophages, des
lymphocytes T, des cellules dendritiques ou encore des mastocytes et de fibres nerveuses. Le

derme est en outre traversé par des vaisseaux sanguins et lymphatiques.

L’hypoderme est le tissu conjonctif le plus profond de la peau. Il est constitué¢ d’adipocytes
organisés en lobules permettant le stockage de lipides et assure la protection de 1’organisme
contre les chocs physiques, participe a ’homéothermie et constitue une réserve énergétique.
L’hypoderme contient é¢galement des macrophages et comprend un réseau nerveux riches et des

vaisseaux sanguins et lymphatiques.

La peau contient également des annexes comme les follicule pileux qui sont des cavités ou les
poils sont situés mais également des réservoirs de cellules souches épidermiques,
mélanocytaires et mésenchymateuses, les glandes sébacées sécrétant du sébum pour éviter le
desséchement de la peau, les glandes sudoripares jouant un role dans la thermorégulation et la

sécrétion de molécules organiques.

b. Réponse tissulaire a I’irradiation ionisante
Au niveau tissulaire, une réponse inflammatoire se met en place suite a I’irradiation. Les
mécanismes de cette réponse sont multiples. Lorsque les cellules meurent par nécroptose, des
motifs moléculaires associés aux dégats (MMAD, ou DAMP en anglais Damage Associated
Molecular Pattern) sont libérés dans le milieu extracellulaire et activent la réponse

inflammatoire (Mavragani et al. 2015).

Par exemple, la protéine HMGB1 (High Mobility Group protein B1) peut étre relarguée dans

101



102



le milieu extracellulaire en réponse a une irradiation de rayons X et peut tre reconnue par les
récepteurs TLR2, TLR4, TLR9 (Toll-Like Receptor 2, 4 et 9) ou encore RAGE (Receptor for
Advanced Glycation End-products) (Wang et al. 2016). Ces récepteurs sont présents dans les
cellules immunitaires avoisinantes mais également dans des cellules non immunitaires comme
les kératinocytes (Lebre et al. 2007) ou les cellules endothéliales (Liu et al. 2013) et la fixation
de leur ligand entraine la production de cytokines, chémokines pro-inflammatoires permettant
le recrutement et 1’activation de cellules immunitaires au niveau du site irradié qui sécrétent a
leur tour d’autres médiateurs de 1’inflammation pour perpétrer le signal de dommage, mais
également des facteurs anti-inflammatoires pour réguler 1’inflammation et permettre la
réparation du tissu. (Sprung et al. 2015). Les érythemes radio-induits sont une des

manifestations de cette activité inflammatoire.

Les cellules entrées en sénescence a la suite de D’irradiation participent également au
recrutement des cellules immunitaires dans la zone irradiée via la sécrétion de facteurs SASP

(Li et al. 2018).

Dans un premier temps, les cellules immunitaires nettoient le tissu irradié€ en lysant les cellules
endommagées. Puis dans un second temps, elles favorisent la réparation du tissu en activant la
prolifération des cellules et la production de MEC. Lorsqu’il y a un déséquilibre entre la lyse
des cellules endommagées et la réparation du tissu, il y a ’apparition d’effet secondaires. Par
exemple, la desquamation seéche, résulte d’une prolifération rapide des kératinocytes dans
I’épiderme alors que la desquamation humide résulte d’une perte de la fonction barriere de
I’épiderme due a une perte trop importante de kératinocytes (Singh et al. 2016). De plus, les
cytokines produites agissent également sur les cellules non immunitaires. Par exemple, le
facteur TNFa qui est sécrété par les cellules lors de I’irradiation et permet de recruter de

nouvelles cellules immunitaires peut aussi agir sur les kératinocytes en modulant 1’expression
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Figure 27 : Schéma des 4 étapes de la fibroses radioinduites.

A) Les cellules irradiées produisent des cytokines pro-inflammatoires. B) Les cellules
immunitaires (lymphocytes, monocytes et neutrophiles) sont recrutées sur le site endommagé
et les macrophages différenciés M2 produisent du PDGF pour recruter des fibroblastes. C) Les
macrophages M2 sécretent du TGFp pour différencier les fibroblastes, les cellules souches
mésenchymateuses recrutées au site endommagés et les cellules épithéliales avoisinantes en
myofibroblastes. D) Les myofibroblastes proliferent et produisent de la matrice extracellulaire

de facon excessive. Adaptée de (Straub et al. 2015).
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de genes impliqués notamment dans la régulation du cycle cellulaire, du cytosquelette ou encore
de I’apoptose (Banno et al. 2004). Un des effets secondaires séveres de radiothérapie le plus
étudié est la fibrose radio-induite. Comme mentionné précédemment, des cellules immunitaires
sont recrutées au niveau du site irradié. Parmi celles-ci, les monocytes se différencient en
macrophages M1 pro-inflammatoires ou M2 anti-inflammatoires en fonction des cytokines
présentent. Les macrophages M2 sécretent le facteur de croissance PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor) promouvant ainsi la néo-angiogenese et la migration des fibroblastes au niveau
du tissu 1€sé a partir des zones avoisinantes ou des cellules souches mésenchymateuses
circulantes. Les macrophages M2 sécretent également du TGFp (Transforming Growth Factor
B) induisant ainsi la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes, activant la production
des protéines de la MEC (collagenes, fibronectine et protéoglycanes), inhibant 1’expression des
protéases de la MEC (les MMPs, Matrix MetalloProteinases) et augmentant I’expression des
inhibiteurs des MMPS, les TIMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) (Figure 27) (Martin
et al. 2000; Straub et al. 2015; Mavragani et al. 2015; Dombrowsky et al. 2019). Les
myofibroblastes produisent aussi du TGFf perpétrant ainsi la synthese de MEC (Sprung et al.
2015). Les cellules sénescentes participent a la mise en place de la fibrose via la sécrétion des
facteurs SASP (Nguyen et al. 2018). L’exces de matrice extracellulaire dans les tissus fibreux
agit également au niveau de I’épiderme qui présente une hyperplasie due a une hyper-

prolifération ainsi qu’un défaut de différentiation des kératinocytes (Sivan et al. 2002).

La réponse immunitaire complexe suivant I’irradiation est la base des effets secondaires séveres
causés par la radiothérapie. Mais il n’est pas encore établi pourquoi cette réponse est anormale
chez certains patients et 1’identification d’une signature de la radiosensibilité¢ individuelle
pourrait également permettre de comprendre les mécanismes responsables des -effets

secondaires.
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8. Conclusion
Les rayons ionisants impactent les cellules directement ou indirectement. Ces effets touchent
tous les compartiments cellulaires, mais les effets sur I’ADN sont les plus étudiés. Il est
important de noter que les radiations ionisantes exercent des effets mutliples sur les différents
compartiments cellulaires et que ceux-ci sont encore loin d’étre totalement compris. De plus,
les effets cellulaires des radiations ionisantes se répercutent au niveau tissulaire avec
I’activation de I’inflammation en réponse a I’irradiation, pouvant abouttir a I’apparition d’effets

secondaires séveres.

La troisiéme partie de 1’introduction de ce mémoire permettra de faire le point sur les stratégies
qui ont été utilisées jusqu’a présent pour évaluer la radiosensibilité individuelle, en étudiant

certains effets des radiations ionisantes sur les cellules.
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III. Mesure de la radiosensibilité individuelle

Plusieurs stratégies ont été développées depuis une trentaine d’années afin de mesurer la
radiosensibilité individuelle et d’identifier les patients les plus a risque de développer des effets
secondaires séveres causés par la radiothérapie. Deux types cellulaires sont principalement
utilisés pour identifier une telle signature, les fibroblastes dermiques (atteints par les rayons
ionisants lors de la radiothérapie et faciles a cultiver) et les lymphocytes sanguins (faciles a

prélever).

1. Techniques liées au cycle cellulaire

a. Tests de clonogénicité
La mesure de la survie cellulaire en réponse a I’irradiation est une méthode utilisée depuis
longtemps afin de déterminer la sensibilité de cellules de patients au stress ionisant. Celle-ci
peut étre mesurée a I’aide d’un test de clonogénicité permettant de mesurer la capacité des

cellules a former des colonies apres ensemencement a faible densité.

Il a été montré dans plusieurs études une hypersensibilité des fibroblastes dermiques aux
radiations ionisantes chez des patients ayant soufferts d’effets secondaires de radiothérapie
(Smith et al. 1980; Woods, Byrne, et Kim 1988; Loeffler et al. 1990; Plowman et al. 1990;
Brock et al. 1995) et méme une corrélation entre la radiosensibilité des fibroblastes dermiques
et la sévérité des effets secondaires aigus et tardifs (Burnet et al. 1992) ou juste tardifs (Geara
et al. 1993). Mais dans d’autres études, il n’a été rapporté aucune corrélation entre les effets
secondaires et la radiosensibilité des fibroblastes dermiques (Russell et al. 1998; Peacock et al.

2000).

En revanche, il ne semble pas y avoir de corrélation évidente entre la radiosensibilité des

lymphocytes et les effets secondaires aigus ou tardifs (Geara et al. 1993). West et al., ont mis a
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Figure 28 : Radiosensibilité des lymphocytes du sang périphérique mesurés par la SF2

(Fraction Survivante a 2 Gy) a ’aide d’un test de dilution limite.

Les fléches représentent les valeurs obtenues pour les patients ayant soufferts d’effets

secondaire aigus et séveres des suites de radiothérapie. Issue de (C. M. West 1995).
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jour une corrélation entre la radiosensibilit¢ des lymphocytes et la sévérité des effets
secondaires de radiothérapie, mais les lymphocytes les plus radiosensibles n’étaient pas issus

des patients les plus radiosensible (Figure 28) (West 1995).

Méme s’il semble y avoir une connexion entre la radiosensibilité cellulaire et la radiosensibilité
individuelle, les résultats sont trés variables d’une étude a 1’autre, probablement a cause de
variations au niveau technique. En effet, la méthode d’analyse de la clonogénicité est tres
dépendante du protocole choisi (densit¢ d’ensemencement, irradiation des cellules avant ou
apres ensemencement, utilisation de cellules « feeder ») et nécessite plusieurs semaines de
culture, ce qui rend son application en routine peu évidente. Cependant, elle reste une méthode

de référence en recherche.

b. Expression du gene CDKNIA
p21 joue un rdle dans la mise en place de la sénescence radio-induite et il a été proposé que
I’expression du gene correspondant, CDKNIA (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A), puisse
étre relié a la prédiction des effets secondaires dus a la radiothérapie. Badie et al., ont montré
que les lymphocytes issus de patientes ayant souffert d’un cancer du sein et ayant présenté des
effets secondaires aigus séveres (sans distinction de sévérité) présentaient, en moyenne, une
expression plus faible de CDKN1A apres irradiation comparée a des lymphocytes de patientes
atteintes de cancer du sein mais ayant présenté une réaction normale a la suite de la
radiothérapie (Badie et al. 2008). Mais dans cette étude, il n’y a pas de limite précise entre
I’expression de CDKNIA chez les patientes radiosensibles et radio-résistantes (une patiente
peut avoir un profil d’expression de CDKNIA comparable aux patientes radio-résistantes mais
développer quand méme des effets secondaires séveres de radiothérapie), limitant ainsi
I’application de cette technique. D’autre part, les résultats obtenus restent a confirmer dans une

cohorte plus importante.
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I1 est intéressant de noter que I’expression de CDKNIA a également été associée a une fatigue
accrue causée par la radiothérapie chez des patients atteints de cancer du sein ou de cancer de

la téte et du cou (Palumbo et al. 2012).

2. Taux d’Apoptose Lymphocytaire Radio-Induite (TALRI)
Parmi les tests proposés pour identifier les patients a risque de développer des effets secondaires
de radiothérapie, le test TALRI (ou RILA en anglais pour Radiation-Induced Lymphocyte

Apoptosis) est I’un des plus prometteurs et des plus développés.

Ozsahin et al., ont observé une corrélation inverse entre les capacités des lymphocytes CD8+ a
rentrer en apoptose apres une irradiation de 8 Gy et les effets secondaires séveres et tardifs de
radiothérapie quel que soit le type de cancer, mais aucune avec les effets secondaires séveres
aigus. C’est-a-dire que les patients présentant des effets secondaires tardifs séveres étaient
caractérisés par un taux d’apoptose faible de leur lymphocytes apres une irradiation de 8 Gy

(Ozsahin et al. 2005).

D’autres études ont permis d’obtenir des résultats similaires dans d’autres populations
lymphocytaires et chez des patients souffrant de cancers différents mais toujours avec la méme
technique de détection d’apoptose (irradiation 8 Gy + cytométrie de flux) (Schnarr et al. 2009;

Bordoén et al. 2009; 2010; 2011; Foro et al. 2014; Fuentes-Raspall et al. 2015).

Dans une deuxiéme étude prospective, Azria et al., ont montré qu’il n’y avait pas de corrélation
entre le taux d’apoptose des lymphocytes CD8+ aprés une irradiation de 8 Gy et le risque de
développer des effets secondaires séveres aigus (Azria et al. 2015). Ils ont également montré
que 91% des patients avec un TALRI > 20% ne développaient pas de fibrose de grade 2 ou plus
(valeur prédictive négative). En revanche, la valeur prédictive positive restait faible (elle était

de 22%) pour les patients avec un TALRI < 12%, c’est-a-dire que 22% des patients
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Figure 29 : Représentation d’un micronoyau.

Noyau d’un fibroblaste dermique coloré au DAPI. La fleche blanche indique un micronoyau.
La barre d’échelle blanche représente 5 um. Issue de (COPERNIC project investigators et al.

2016).
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avec un TALRI < 12% avaient développé une fibrose sévere de grade 2 ou plus (Azria et al.
2015). De plus, le lien mécanistique entre les effets secondaires séveres tardifs et le défaut

d’apoptose des lymphocytes CD8+ n’est pas encore ¢lucidé.

Dans une étude récente, Talbot et al., ont observé de fortes différences dans la mesure du TALRI
entre plusieurs centres de recherche. Ces variations pouvaient étre éliminées en ajustant le score
en fonction du type de cancer, des temps d’incubation pendant I’expérimentation ainsi que les
données des patients. Il est important de noter qu’il faut 1 jour de culture des lymphocytes avant
I’irradiation et 2 jours apres et que ces temps de manipulation rentrent en compte dans la mesure
du TALRL 1l est ainsi nécessaire de mettre au point un protocole précis pour limiter la

variabilité (Talbot et al. 2019).

3. Tests basés sur la réparation de ’ADN

a. Micronoyaux
Les micronoyaux sont des petits noyaux composés d’un fragment perdu de chromosome ou
d’un chromosome entier perdu (Figure 29). Ils apparaissent suite a la catastrophe mitotique que

subissent certaines cellules exposées a I’irradiation.

Plusieurs groupes de recherche ont essayé de corréler I’apparition de ces micronoyaux au risque
d’effets secondaires de radiothérapie. Ainsi, certains auteurs ont montré une corrélation entre
le nombre de micronoyaux résiduels apres irradiation in vitro des lymphocytes ou des
fibroblastes et le risque de développer des effets secondaires de radiothérapie aigus seulement
(Djuzenova et al. 2006), tardifs seulement (Barber et al. 2000) ou encore des effets secondaires
aigus et/ou tardifs (Nachtrab et al. 1998; Widel et al. 2003; COPERNIC project investigators et
al. 2016). En revanche, Rached et al., n’ont pas mis a jour de corrélation entre les micronoyaux

et le risque de développer des effets secondaires de radiothérapie aigus et/ou
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séveres (Rached et al. 1998). De plus, la technique de mesure du nombre de micronoyaux
nécessite d’isoler les cellules et de les mettre en culture (1-2 jours pour les lymphocytes et 3
semaines pour les fibroblastes), d’irradier les cellules puis de compter les micronoyaux sans
pour autant différencier les grades cliniques des patients qui ont souffert d’effets secondaires,
ce qui diminue Dattractivit¢ du comptage des micronoyaux pour mesurer la radiosensibilité

individuelle en routine avant la radiothérapie.

b. Cassures doubles brins
Parmi les dommages a I’ADN radio-induits, les CDB sont les plus 1étales pour la cellule. En
effet, une seule CDB non réparée peut entrainer la mort de la cellule (Radford 1985) et plusieurs
maladies génétiques causées par une mutation d’un acteur des réparations des CDB, par
exemple ATM ou encore LIG4, entrainent une radiosensibilité sévere et méme létale lorsque
les patients sont traités par radiothérapie (Gotoff et al. 1967; Cunliffe et al. 1975; Pollard et al.

2009).

Les CDB sont classiquement étudiées par immunofluorescence contre YH2AX, cette
phosphorylation étant une étape précoce de réparation commune a la NHEJ et a la HR. Ainsi,
il a ét¢ montré qu’il y a autant de CDB radio-induites dans les lymphocytes et les fibroblastes
dermiques des patients avec et sans effets secondaires séveres (aigus et tardifs) (Vasireddy et
al. 2010; COPERNIC project investigators et al. 2016). En revanche, certaines études ont
observé un exces de CDB résiduelles 24h apres irradiation (caractérisées par d’avantages de
foci YH2AX résiduels) dans les lymphocytes et dans les fibroblastes dermiques de patients ayant
soufferts d’effets secondaires séveres aigus et/ou tardifs de radiothérapie sans différence entre
les grades cliniques (Bourton et al. 2011; P. Li et al. 2013; COPERNIC project investigators et

al. 2016). Néanmoins, d’autres ¢études n’ont pas mis a jour de corrélation entre les CDB
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d’ATM

Figure 30 : Théorie de ’adressage d’ATM au noyau.

L’irradiation entraine la monomérisation des homodimeéres d’ATM qui se transphosphorylent
et les pATM monomérisés sont adressés au noyau. RI = Radiations ionisantes. Adaptée de

(Bodgi et al. 2016).
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résiduelles et la radiosensibilité individuelle (Olive et al. 2008; Werbrouck et al. 2010;
Vasireddy et al. 2010; Werbrouck et al. 2011). Ces différences pourraient étre également
liées aux protocoles utilisés, par exemple selon que les cellules étudiées sont ou non en

prolifération.

Il serait ainsi intéressant d’étudier les CDB résiduelles dans des cellules proliférantes ou non
afin d’évaluer I’'impact des différentes voies de réparation des CDB et confirmer une possible

corrélation entre les CDB résiduelles et la radiosensibilité individuelle.

c. Vitesse de translocation d’ATM au noyau
D’autres groupes de recherche se sont intéressés a d’autres protéines de réparation des CDB et
notamment ATM. Il a ainsi été proposé un modele d’adressage radio-induit d’ATM au noyau
(RIANS en anglais pour Radio-Induced ATM NucleoShuttling) dont ’efficacité réduite dans
certaines cellules pourrait expliquer les effets secondaires de radiothérapie. Dans ce modele,
ATM forme un homodimeére cytoplasmique sous sa forme inactive et I’irradiation entraine sa
trans-phosphorylation et son adressage au noyau (Figure 30) (Bodgi et al. 2013; Bodgi et al.

2016).

Ainsi, en 2016, il a été montré par les chercheurs participant au projet COPERNIC (COllection
Pour la rEcherche sur la Radiosensibilité au NIveau Clinique) que des fibroblastes dermiques
de patients ayant soufferts d’effets secondaires séveres aigus et/ou tardifs de radiothérapie
présentaient un retard d’adressage d’ATM phosphorylé sur son résidu serine 1981 au noyau en
réponse a une irradiation de 2 Gy (COPERNIC project investigators et al. 2016). Une
corrélation inverse entre le nombre de foci pATM nucléaire maximale 10 minutes ou 1 heure
apres irradiation et le grade clinique des patients a été observée. Toutefois, les valeurs de
pATMmax se superposant entre les différents grades cliniques, la mesure de celui-ci seul ne

suffit pas a pouvoir classer les patients.
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Il a également été montré que la quantification de pATMmax dans le noyau par test ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) permettait d’identifier les patients ayant souffert
d’effets secondaires séveres aigus et/ou tardifs de radiothérapie de grade 2 ou plus selon la
classification CTCAE (« Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) », s. d.)
etal. 2018). C’est-a-dire que 80% des patients ayant souffert d’effets secondaires de grade 2 ou
plus peuvent étre identifiés avec 0% de faux positif (individu sain avec un pATMmax de patient
radiosensible), ou 100% des patients ayant souffert d’effets secondaires de grade 2 ou plus
peuvent étre identifiés avec 20% de faux positifs. Cette technique serait plus rapide mais elle
n’a pas encore été testée sur des biopsies de patients (uniquement sur des fibroblastes en culture)
et elle permet d’identifier seulement les patients avec des effets secondaires séveres de

radiothérapie (grade 2 et plus selon le CTCAE).

Il serait également intéressant de voir si le retard d’adressage de pATM au noyau est observable

dans d’autres cellules plus facile d’acces tels que les lymphocytes.

4. Approches globales
La radiobiologie a bénéfici¢é du développement des outils d’analyse génomique haut débit
notamment pour identifier une signature des patients a méme de développer des effets
secondaires de radiothérapie. Ainsi, une telle signature a été recherchée au niveau des séquences
d’ADN (génomique), via I’expression génique (transcriptomique), via la régulation
épigénétique (épigénomique), plus récemment via 1’expression protéique (protéomique) et via

les biomarqueurs métaboliques (métabolomique).
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a. Séquencage de PADN
La recherche de variations génétiques en radiobiologie s’appelle la radiogénomique. Celle-ci
est notamment utilisée pour rechercher des polymorphismes nucléotidiques (SNPs en anglais

pour Single Nucleotide Polymorphisms) associés avec des effets secondaires de radiothérapie.

i. Gene cible
Les premicres études d’identification de variants génétiques associés aux effets secondaires de
radiothérapie ont été réalisées avec I’approche du gene candidat. C’est-a-dire que la voie
biologique impliquée dans la radiosensibilité est déja identifiée et que les SNPs sont recherchés

dans ou a proximité des génes codants pour les acteurs de cette voie.

Ainsi de nombreuses €tudes se sont concentrées sur la recherche de variants génétiques dans
les genes codants pour les protéines impliquées dans la réparation de I’ADN. Les premicres
études ont montré des associations entre des SNPs de genes tels que ATM, LIG4, XRCC1 ou
encore XRCC3 et le risque de développer des effets secondaires de radiothérapie (fibrose
cutanée, télangiectasie, ou encore toxicité rectale) (Rosenstein 2011; El Naqga et al. 2017,

Rosenstein 2017).

L’étude de SNPs dans d’autres génes que ceux impliqués dans la réparation de ’ADN a
également été réalisée. Par exemple, certains SNPs des genes TGFB1 et SOD2 ont été€ associés
avec la fibrose cutanée (Andreassen et al. 2003) et le saignement rectal (Peters et al. 2008), ou
encore certains SNPs de TNF ont ét€ corrélés avec le risque de pneumopathie radique

(Hildebrandt et al. 2010).

Mais la majorité de ces résultats n’ont pas ét¢ validés dans des cohortes complémentaires, avec
quelques exceptions (Talbot et al. 2012; Seibold et al. 2015) et certains ont méme été réfutés

(Barnett et al. 2012).
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L’avantage avec I’approche du géne candidat est de réduire considérablement le nombre de
SNPs étudiés en se concentrant seulement sur quelques genes d’intérét, mais d’un point de vue
biologique cette approche peut paraitre trop restrictive du fait que tous les génes participant a

la réponse aux radiations ionisantes ne sont pas connus (Kerns et al. 2014).

ii. Etude d’association pangénomique
L’avancée technologique en matiére de puce de génotypage a permis 1’apparition des études
d’association pangénomique (GWAS en anglais pour Genome-Wide Association Study) qui
permettent d’étudier des centaines de milliers de SNPs sans a priori et de pouvoir associer

certains polymorphismes avec des observations cliniques.

Ainsi, la premiere GWAS effectuée chez les patients traités par radiothérapie pour un cancer
de la prostate a permis de corréler un SNP présent dans le gene FSHR (Follicle Stimulating
Hormone Receptor) et le risque de développer des dysfonctions érectiles (Kerns et al. 2010).
Mais encore une fois, ce résultat n’a pas pu étre répliqué dans une seconde cohorte (Schack et
al. 2017). Une technique proposée pour tenter de contourner ce probleme de validation des
SNPs corrélés aux effets secondaires de radiothérapie est de diviser la cohorte initiale en 2 : une
premiere sous-cohorte qui sert a identifier les SNPs corrélés aux effets secondaires et une

deuxieémes sous-cohorte pour les valider. Mais cette approche nécessite beaucoup de patients.

Cette méthode a néanmoins permis d’identifier un SNP présent dans le geéne TANCI
(Tetratricopeptide Repeat, Ankyrin Repeat And Coiled-Coil Containing 1), connu pour étre
impliqué dans la régénération du muscle apres des dommages radio-induits et qui est associé a
la toxicité globale causée par la radiothérapie chez des patients souffrant d’un cancer de la
prostate (Fachal et al. 2014). Elle a également permis d’identifier 2 SNPs en amont du gene
SLC36A4 (Solute Carrier Family 36 Member 4), connu pour produire un transporteur d’acide

aminé qui pourrait moduler 1’activit¢ du complexe mTORCI et qui est corrélé au risque de
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saignement rectal causé par la radiothérapie chez les patients atteints de cancer de la prostate

(Kerns et al. 2013).

Il est intéressant de noter que les variants génétiques corrélés aux effets secondaires semblent
étre spécifiques du type de cancer (un SNP associé a un effet secondaire dans un type de cancer)

(Barnett et al. 2014).

Ces GWAS pourraient éventuellement permettre d’identifier des SNPs prédictifs des effets
secondaires de radiothérapie. Mais pour cela, les études doivent comprendre un nombre tres
important d’individus et prendre en compte de nombreux paramétres dont les facteurs de co-
morbidité (tabagisme, maladie chronique, etc.), les protocoles de radiothérapie ou encore les
autres traitements anti-cancéreux que les patients suivent (chimiothérapie, hormonothérapie,

etc.).

Il est également important de noter que I’un des atouts majeurs des GWAS est le fait qu’elles

permettent de mettre a jour de nouveaux acteurs de la réponse aux irradiations.

b. Transcriptomique
Ces 20 dernicres années ont €galement vu I’apparition de la transcriptomique, c’est-a-dire
I’¢tude a haut débit de ’expression des genes. Ainsi plusieurs équipes de recherche ont utilisé
des puces a ADNc (ADN complémentaire) pour mettre a jour une signature de genes dont
I’expression permettrait d’identifier les patients risquant de développer des effets secondaires

séveres de radiothérapie.

Plusieurs études ont montré que les lymphocytes de patients souffrant d’effets secondaires
séveres de radiothérapie ne présentaient pas la méme réponse a une irradiation in vitro par
rapport a des lymphocytes de patients radio-résistants et que cette différence de réponse pouvait
permettre d’identifier ces patients radiosensibles sans pour autant différencier les sévérités des

effets secondaires (Svensson et al. 2006; Mayer et al. 2011; Finnon et al. 2012).
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Rodningen et al, ont montré que la différence d’expression de 18 genes en réponse a
I’irradiation dans des fibroblastes dermiques permettaient d’identifier les patientes ayant
développé des fibroses cutanées apres la radiothérapie d’un cancer du sein (Rgdningen et al.
2008). Cette signature composée de 18 genes a été testée dans une cohorte plus grande et
composée de patients ayant souffert de cancer de la sphere ORL. Ainsi, aucun des patients
identifié comme radio-résistant par 1’analyse du génome n’a développé de fibrose cutanée mais
seulement 34% des patients identifiés comme radiosensibles ont développé une fibrose cutanée

ce qui limite la puissance de ce test (Andreassen et al. 2013).

Henriquez-Herndndez et al., ont montré qu’il était possible de corréler les grades cliniques de
patients souffrant d’effets secondaires séveéres aigus ou tardifs sur la base du niveau de
d’expression de plusieurs geénes sans avoir besoin d’irradier les lymphocytes (Henriquez-
Hernédndez et al. 2009). Mais cette étude a été réalisée sur un faible nombre de patients (12

individus) et il faudrait la valider dans une cohorte beaucoup plus importante.

Jusqu’a présent les études publiées laissent entrevoir qu’il serait possible d’identifier des genes
dont I’expression permet de prédire le risque d’effets secondaires de radiothérapie. Cependant,
la plupart de ces recherches ont été effectuées a I’aide de puces a ADNc qui ne mesurent pas
I’expression de I’ensemble du génome. De plus, I’expression des genes dépend fortement du
type cellulaire étudié ainsi que des conditions de culture, donc les conditions pour identifier une

signature basée sur 1’expression génique devront étre standardisées.

I1 est également important de noter que la recherche d’une signature basée sur 1I’expression

génique permet d’identifier des acteurs encore inconnus de la réponse a I’irradiation.

c¢. Epigénomique

Ces dernicres années, des études ont mis a jour I’importance de la régulation épigénétique dans
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I’apparition des effets secondaires séveres de radiothérapie et notamment de la fibrose radio-
induite (Weigel et al. 2015). Ainsi, des études se sont intéressées au pouvoir prédictifs des

régulateurs épigénétiques.

A ce jour, une seule étude a étudié I’expression de I’ensemble des miARNs (micro ARNs) du
génome (miRnome) dans des lymphocytes du sang circulant de patients atteints d’un cancer de
la prostate a I’aide de puces a8 miARNs (Someya et al. 2015). Les auteurs ont identifié¢ 3
miARNs (dont miR-99a) différentiellement exprimés a 1’état basal entre 2 patients ayant
souffert de saignements rectaux et 2 individus radio-résistants, 1 miARN différentiellement
exprimé apres I’irradiation in vitro des cellules et 11 miARNs dont I’expression induite par
I’irradiation (ratio « expression apres irradiation/expression avant irradiation ») était différente.
En revanche, les auteurs n’ont pas confirmé I’expression différentielle de miR-99a dans les

cellules de patients supplémentaires.

Weigel et al., ont étudi¢ la méthylation de ’ADN (méthylome) dans des fibroblastes dermiques
de patientes ayant souffert d’une fibrose radio-induite (Weigel et al. 2016). Ils ont montré que
I’hypo-méthylation du gene DGKA (DiacylGlycerol Kinase Alpha) était corrélée avec le risque
de développer une fibrose dermique radio-induite. La méthylation de ’ADN pourrait ainsi
participer a la mise en place de la radiosensibilité. Cependant, ils n’ont pas proposé de signature

de méthylation a méme de prédire les risques de fibrose radio-induite.

En outre, il n’y a pas a ce jour d’étude sur les modifications des histones comme signature des

risques d’effets secondaires de radiothérapie.

d. Protéomique
Basées sur les mémes principes du geéne candidat, des études protéomiques sur des protéines

connues pour jouer un role dans la réponse a I’irradiation ont ét€ menées pour tester si leur

131



132



expression pouvait étre corrélée au risque de développer des effets secondaires séveres de

radiothérapie.

Ainsi, la majorité des recherches se sont concentrées sur les cytokines présentes dans le plasma
sanguin, telles que TGFp, IL-1A, IL-6, IL-8 ou encore KL-6 (Anscher et al. 1998; Goto et al.
2001; Chen et al. 2005; Hart et al. 2005; Arpin et al. 2005; Evans et al. 2006). Bien que plusieurs
études aient montré une différence de quantité pour ces cytokines entre les patients ayant
souffert d’effets secondaires sévéres de radiothérapie et les patients radio-résistants, le pouvoir
prédictif de ces cytokines reste faible (un nombre important de patients radiosensibles
présentent un taux de cytokines semblables aux patients radio-résistants et inversement). De
plus, I’approche protéine candidate limite 1’étude a des protéines qui sont déja connues pour

jouer un role dans la réponse aux irradiations.

Les avancées technologiques de ces derniéres années ont permis d’étudier sans a priori les
protéines pouvant potentiellement servir de signature de radiosensibilité individuelle. Ainsi, Cai
et al., ont révélé dans 2 études que I’abondance de certaines protéines dans le plasma sanguin
pouvait étre corrélée aux risques de patients atteint d’un cancer du poumon de souffrir de
pneumopathie radique sévere (Cai et al. 2010; 2011). La majorité de ces protéines sont liées a
la réponse inflammatoire, mais leur rdle précis dans la réponse a 1’irradiation n’est pas encore

caractérisé.

Outre ’amélioration des techniques de criblage, de nouvelles méthodes bio-informatiques
d’identification et de sélection des protéines candidates ont vu le jour. Ainsi, Oh et al., ont
développé un nouvel algorithme basé sur les protéines connues pour participer aux effets
secondaires étudiés (pneumopathie radique dans cette étude) et leurs liens avec les nouvelles
protéines identifiées par 1’approche haut débit (chromatographie en phase liquide —

spectrométrie de masse) permettant de pallier en partie le nombre faible d’individus dans la
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cohorte (Oh et al. 2011). Les auteurs ont montré que le dosage de 1’a-2-macroglobuline était
capable d’identifier de maniere significative les patients atteints de pneumopathie radique

sévere (Oh et al. 2011).

D’autres équipes ont utilis€ une approche protéomique sur les cellules des patients ayant
souffert d’effets secondaires séveres de radiothérapie. Ainsi, dans une étude rétrospective chez
des patientes atteintes de cancer du sein, Skiold et al., ont identifié 37 protéines
différentiellement exprimées dans les leucocytes de patientes ayant souffert d’effets
secondaires séveres aigus de radiothérapie de grade 4 (selon la classification RTOG) par rapport
a des cellules de patientes sans effet secondaire (Skiold et al. 2015). Cette étude permet
d’envisager qu’une signature protéique pourrait aider a 1’identification des patients a risque de
développer des effets secondaires séveres de radiothérapie, sans avoir besoin d’irradier les
cellules des patients. Une confirmation prospective dans une cohorte plus importante est
néanmoins nécessaire. Lacombe et al., ont montré dans une étude prospective que la protéine
AK?2 était surexprimée apres une irradiation de 8 Gy dans des lymphocytes T de patientes
atteintes d’un cancer du sein et ayant souffert de fibrose cutanée par rapport a des lymphocytes
T de patientes sans fibrose cutanée (Lacombe et al. 2019). Mais les auteurs ne se sont intéressés
qu’aux différences d’expression induites par I’irradiation et 1l serait intéressant de voir si une

signature prédictive pouvait étre identifiée avec le moins de manipulation possible.

Les résultats des approches protéomiques exhaustives sont prometteurs mais ils restent a étre
validés dans de plus grandes cohortes. De plus, la faible abondance de certaines protéines qui
pourraient permettre 1’identification des patients a risque, ou encore leur localisation

compliquent utilisation de la protéomique pour identifier une telle signature.

Par ailleurs, il est admis que les modifications post-traductionnelles des protéines jouent un role

majeur dans la régulation de leur activité, c’est le cas notamment des phosphorylations des
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protéines de la réponse aux dommages de I’ADN. Ainsi, une signature prédictive des effets
secondaires de radiothérapie pourrait étre identifiée par I’analyse des modifications post-

traductionnelles des protéines en réponse a 1’irradiation.

e. Métabolomique
L’¢étude de I’ensemble des métabolites par spectrométrie de masse a également été utilisée pour

identifier une signature des effets secondaires séveres de radiothérapie.

Ainsi, Tandberg et al., ont essayé de corréler les métabolites présents dans le plasma sanguin
de patients atteints de cancer du poumon et traités par radiothérapie et le risque de développer
une cesophagite aigue (Tandberg et al. 2017). Ils n’ont pas identifi¢ de métabolites en quantité
différente entre les patients radiosensibles et résistants et leur approche de machine learning n’a
permis la bonne classification des patients que dans 33% des cas lorsque les métabolites ont été
étudiés avant la radiothérapie et 50% des cas lorsqu’ils ont été étudiés 2 semaines apres le début

de la radiothérapie.

En revanche, Cheema et al., ont identifié 3 métabolites dont la quantité avant la radiothérapie
était prédictive du risque de développer une rectite (sans préciser la gravité) et 9 métabolites
prédictifs du risque de développer une incontinence urinaire (Cheema et al. 2019). Ces résultats
prometteurs sont encore a confirmer dans une cohorte plus grande. Il y a encore tres peu
d’études métabolomiques pour identifier une signature prédictive des effets secondaires séveres
de radiothérapie et 1’approche métabolomique n’est pas optimale pour comprendre les

mécanismes responsables de la radiosensibilité.
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5. Conclusion
De nombreuses approches ont donc été proposées pour identifier une signature des patients a

risque de développer des effets secondaires séveres de radiothérapie.

Malheureusement, le fait que les séquelles de radiothérapie puissent apparaitre plusieurs années
apres le traitement complique la classification des effets secondaires des patients en grades
cliniques et rend donc difficile I’identification d’une signature prédictive de la radiosensibilité

individuelle.

Ces derniéres années, les approches haut débit laissent envisager la possibilité d’identifier une
signature de la radiosensibilité individuelle, de mieux comprendre les effets des rayonnements
et la réponse qu’ils entrainent. Mais de telles approches nécessitent des cohortes importantes,
ainsi qu’une collecte rigoureuse des données cliniques des patients et de leurs traitements pour

que les signatures soient les plus précises possibles.

Il est également admis que la complexité de la radiosensibilité individuelle rend nécessaire
I’utilisation simultanée de plusieurs tests afin d’espérer prédire les risques d’effets secondaires
de radiothérapie. Ainsi, le projet REQUITE (Reduce side-effects and improve quality of life) a
débuté en 2013 et a pour but de créer une cohorte de 5300 patients atteints de cancer du sein,
de la prostate ou du poumon (West et al. 2014). Des prélevements sanguins ont été effectués
chez ces patients et leurs données cliniques ainsi que les données thérapeutiques ont été
référencées. Cette cohorte sera a disposition pour valider des prédicteurs de risques d’effets
secondaires séveres de radiothérapie tels que le TALRI, la vitesse d’adressage de pATM au
noyau ou encore les SNPs identifiés précédemment, mais également pour étudier le

transcriptome de ces patients.
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Figure 31 : Structure des NFATSs calcium-dépendants.

NFAT1 a NFAT4 sont composés d’un domaine de régulation NHR (NFAT-Homology Region),
d’un domaine de fixation a I’ADN (DBD) et de 2 domaines de transactivations TAD-N et TAD-
C. Le domaine NHR comprend 2 sites de fixation de la calcineurine, un motif d’adressage au
noyau (NLS), un motif d’exportation du noyau (NES) ainsi que 5 régions riches en résidus
phosphorylés lorsque NFAT est cytoplasmique et déphosphorylés quand il est nucléaire (SRR1,
SRR2, SP1, SP2 et SP3). Le domaine DBD contient une région qui interagit directement avec
I’ADN (DNA Binding Loop) et d’un motif d’adressage au noyau (NLS). Adaptée de (Mognol

et al. 2016).
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IV. Lafamille NFAT

Ce travail de thése m’a amené & m’intéresser a un facteur de transcription de la famille des
NFATSs (Nuclear Factor of Activated T-cells), en I’occurrence le facteur NFATC2, également

appelé NFATI.

1. Les membres NFAT
La famille de facteurs de transcription NFAT est composée de 5 membres (NFATI1 —5) qui ont
¢té étudié d’abord dans 1’activation et la différenciation des lymphocytes T (Rao et al. 1997).
NFATI — 4 sont régulés par les voies de signalisation du calcium et de la calcineurine, alors
que NFATS est activé en réponse au stress osmotique. NFATS5 étant tres différent des autres
NFATSs calcium-dépendants, seuls ces derniers seront discutés dans cette partie. Bien que les
protéines de la famille NFAT aient été découvertes dans les lymphocytes T, il a été montré
qu’elles étaient exprimées dans de nombreux types cellulaires, telles que les cellules du
cartilage, les adipocytes, les cellules nerveuses ou encore les cellules cardiaques (de la Pompa
et al. 1998; Ho et al. 1998; Nguyen et al. 2008; Ranger et al. 2000). Il est important de noter
que la nomenclature des NFATs peut étre piégeuse, NFATCI1 peut étre nommé NFAT?2,
NFATC?2 peut étre appelé NFAT1, NFATC3 peut étre nommé NFAT4 et enfin NFATC4 peut

étre appelé NFATS3.

Il y a 2 domaines conservés entre toutes les protéines NFATSs régulées par le calcium : la région
régulatrice NFAT-homology (NHR) et le domaine de fixation de ’ADN (DBD pour DNA-
binding domain) (Figure 31). Le domaine DBD partage 64 — 72% d’homologie entre les
différents NFATSs ce qui fait que toutes les protéines NFATSs peuvent théoriquement reconnaitre
le méme motif de ’ADN : (A/T)GGAAA (Rao et al. 1997). De part et d’autre des 2 régions

conservées se trouvent 2 domaines TADs (Transcriptional Activation Domains) tres

141



142



variables entre les différents NFATS et leurs isoformes. Méme si toutes les régions des NFATSs
peuvent interagir avec des cofacteurs de transcription, ce sont majoritairement les 2 domaines
TADs (TAD-N en N-terminale et TAD-C en C-terminale) qui permettent d’interagir avec
différents cofacteurs propres a chaque NFAT (Figure 31) (Rao et al. 1997; Hogan et al. 2003).
Ces partenaires sont nombreux, régulés par d’autres voies de signalisation et peuvent interagir
avec les domaines plus conservés NHR et DBD des NFATs mais également les domaines
TADs. Cette interaction est un mécanisme de régulation des NFATs et peut aboutir a
I’activation en synergie de 1’expression d’un geéne, ou a sa répression. L’un des partenaires les
plus connus des NFATSs calcium-dépendants est le facteur de transcription AP-1 avec lequel ils
agissent en synergie pour induire I’expression de nombreux genes codant pour des cytokines et
possédant un site de fixation d’AP-1 et un site de fixation de NFAT dans leur région promotrice
(Macian et al. 2001). De plus, Gabriel et al., ont mis a jour plus de 170 partenaires de NFATC1
et NFATC2 qui participent a la régulation de I’expression de génes avec les NFATSs, mais
¢galement qui peuvent réguler 1’état d’activation des NFATSs et d’autres dont le lien avec

NFATCI1 et NFATC?2 est encore inconnu (Gabriel et al. 2016).

Bien que de nombreux variants de chaque NFAT aient été caractérisés et soient exprimés
différentiellement en fonction des tissus, la signification fonctionnelle de ces différentes
isoformes n’est pas encore établie, mais il est raisonnable de penser qu’ils participent a la

régulation de fonctions distinctes dans la cellule (Vihma et al. 2008).

2. Régulation des NFATSs
Sous leur forme inactive, les NFATs sont richement phosphorylés dans leur région NHR par
plusieurs kinases dont la MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), la CK1 (Casein Kinase
1) ou encore la GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3 ), les restreignant ainsi dans le

cytoplasme. Une augmentation de la concentration cytoplasmique du calcium entraine
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Figure 32 : Voie de signalisation NFAT.
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Les NFATSs sont controlés par le calcium cytoplasmique qui active la calcineurine, ce qui

déphosphoryle les NFATSs, les adressant au noyau. Dans le noyau, les NFATs régulent

I’expression de plusieurs genes, seuls ou en interagissant avec d’autres partenaires et peuvent

étre inactivés par phosphorylation par une kinase et transloqués dans le cytoplasme. Adaptée

de (Mognol et al. 2016).
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I’activation de la calcineurine qui déphosphoryle la région NHR des NFATSs, mettant ainsi a
jour la séquence d’adressage au noyau (NLS) et induisant sa translocation dans le noyau (Figure

32) (Rao et al. 1997; Hogan et al. 2003).

Lors de I’activation des lymphocytes T, cellules dans lesquelles les NFATSs ont été découverts,
le récepteur des cellules TCR (T Cell Receptor) reconnait son ligand et phosphoryle la
phospholipase C (PLC). La PLC activée entraine 1’hydrolyse du PIP> (PhosphatidylInositol-
4,5-biPhosphate) en DAG (DiAcylGlycérol) et en IP; (Inositol-1,4,5-triPhosphate). Le DAG
active la voie des MAPK aboutissant a 1’adressage au noyau des sous-unités Fos et Jun qui
forment le complexe AP-1 qui est un des cofacteurs de transcription majeur des NFATs (Maciin
et al. 2001). L’IP3 se fixe sur son récepteur sur la membrane du réticulum endoplasmique
entrainant le relargage du calcium dans le cytoplasme. La diminution de la concentration de
calcium dans le réticulum endoplasmique active la protéine STIM (STromal Interaction
Molecule) calcique présente dans la membrane cytoplasmique de la cellule ce qui entraine une
deuxieéme augmentation de la concentration de calcium dans le cytoplasme. Les ions calcium
cytoplasmiques se fixent sur la calmoduline, ce qui active la calcineurine qui est une
phosphatase capable de déphosphoryler la région NHR des NFATs. Les NFATs ainsi
déphosphorylés changent de conformation exposant le motif NLS entrainant leur translocation
au noyau. Dans le noyau, les NFATSs jouent leur rdle de facteurs de transcription, seuls ou en
interagissant avec d’autres partenaires tel que AP-1. Les NFATs peuvent étre inactivés dans le
noyau par phosphorylation de leur domaine NHR par les kinases GSK3f ou encore CK1, ce
qui entraine un changement de leur conformation et I’exposition de leur séquence d’exportation
du noyau (NES) jusqu’au cytoplasme (Figure 32) (Mognol et al. 2016). En fonction des résidus
ciblés, la phosphorylation des NFATs dans le noyau n’entraine pas systématiquement leur
inactivation et leur exportation dans le cytoplasme, mais au contraire participe a leur

maintenance dans le noyau (Singh et al. 2011).
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Les NFATs possedent également 2 sites de sumoylation qui pourraient controler leur

localisation, mais également leur activité transcriptionnelle (Terui et al. 2004; Nayak et al.

2009).

3. NFAT:s et stress génotoxique
A ce jour, seulement 3 études ont montré que I’expression de génes induits par une exposition
aux rayons ionisants était NFAT dépendante, mais aucune n’a montré directement un
changement de localisation des NFATSs en réponse aux irradiations ionisantes (Lu-Hesselmann
et al. 1997; Daino et al. 2003; Glover et al. 2003). En revanche, il a été observé que les rayons
UV contrdlent la localisation des NFATSs et leur activité (Huang et al. 2000; Maziere et al. 2005;
Flockhart et al. 2008). De plus, de nombreuses études ont montré que la concentration en
calcium cytoplasmique augmente en réponse aux rayonnements ionisants (Szumiel, et al. 1990;
Voerhinger et al. 1997; Schmidt-Ullrich et al. 1997; Qing-Li 1999; Yan et al. 2000), renfor¢ant

I’hypothese que les NFATSs pourraient étre régulés par les radiations ionisantes.

4. NFATC2
Mon travail de thése m’a conduit a étudier NFATC2 comme potentiel régulateur de la réponse

cellulaire aux radiations ionisantes.

a. NFATC2 et immunité
Comme tous les NFATSs classiques, NFATC2 est contrdlé par la concentration en calcium
cytoplasmique et a été découvert dans 1’é¢tude de I’activation des lymphocytes T (McCaffrey et

al. 1993).

L’activation des lymphocytes T se produit lors de la stimulation simultanée du récepteur TCR
et d’un co-stimulateur comme CD28. Cela entraine 1’activation des NFATSs, dont notamment

NFATC2, mais également de la voie des MAPK aboutissant a la formation du complexe AP-1
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Figure 33 : Représentation schématique de I’activation de NFAT dans les lymphocytes T.

A) Lorsque le récepteur TCR et le récepteur CR28 reconnaissent respectivement le complexe
CMH - peptide (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) et le ligand CD80 ou CD86, NFATC?2
est activé et transloqué dans le noyau et la voie MAPK est enclenchée, aboutissant a la
formation du complexe AP-1 dans le noyau. NFATC2 et AP-1 interagissent ensemble et
induisent I’expression des génes de la réponse immunitaire. B) Lorsque seul le récepteur est
activé, NFATC2 est activé et transloqué dans le noyau ou il induit ’expression des genes
responsables de la désactivation des lymphocytes (anergie), seul ou en interagissant avec

d’autres partenaires. Adaptée de (Macian 2005).
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(Figure 33). NFATC2 et AP-1 interagissent ensemble pour induire la production d’IL-2, d’IL-
4, d’IL-10, d’IFN-y, de TNFa, d’IL-5, de CD40L ou encore de CD95L, caractéristique de la
réponse immunitaire (Peng et al. 2001; Macian 2005; Kaminuma et al. 2008). En revanche,
lorsque le récepteur TCR est stimulé seul, les NFATSs sont activés, mais pas la voie des MAPK.
NFATC2 seul ou interagissant avec d’autres partenaires induit 1’expression d’autres geénes
inactivant ainsi les lymphocytes par anergie (Figure 33) (Macidn et al. 2002; Martinez et al.
2015). NFATC2 participe ainsi a 2 fonctions opposées dans les lymphocytes, I’activation et
I’anergie, ce qui signifie que ses co-partenaires sont essentiels dans son activité. NFATC2
participe également a la différenciation des lymphocytes T auxiliaires (lymphocyte T helper en
anglais) en Tul, Tu2, Tul7, T (régulateur) et Tm (follicular helper) via des mécanismes

complexes et redondants avec les autres NFATs (Macian 2005; J.-U. Lee et al. 2018).

NFATC2 possede une place centrale, avec les autres NFATSs, dans la machinerie qui régule les

lymphocytes dans le systtme immunitaire.

b. NFATC?2 et cancer
En plus de son role dans le systétme immunitaire, il a ét€ montré ces dernieres années que
NFATC?2 était surexprimé dans plusieurs types de cancer et pouvait également réguler des

genes impliqués dans des mécanismes liés au cancer (Qin et al. 2014).

Ainsi, Robbs et al., ont montré que 1’expression de NFATC2 constitutivement actif entraine
I’arrét du cycle cellulaire et I’induction de 1’apoptose dans une lignée de fibroblastes de souris
tout en empéchant la transformation cellulaire induite par un plasmide induisant 1’expression
de H-rasV12 (Robbs et al. 2008). Le role de NFATC2 dans la progression du cycle cellulaire
est dual. Il peut ainsi activer la progression du cycle cellulaire en inhibant 1’expression de la
CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4) (Baksh et al. 2002) ou en activant I’expression de CDK6

(Cyclin-Dependent Kinase 6) (Figure 34) (Baumgart et al. 2016). Au contraire, NFATC2 peut
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Figure 34 : Régulation du cycle cellulaire par NFATC2 (NFAT1).

NFATC?2 entraine la progression du cycle cellulaire en contrdlant I’expression de CDK4 et

CDKG6 et au contraire I’inhibe en contrélant 1’expression de la Cycline A2, de p15 et de p21.

NFATC?2 contrdle également 1’expression de c-Myc positivement ou négativement ce qui peut

activer ou inhiber la progression du cycle cellulaire. NFAT1-C : NFATC2 isoforme C. Adaptée

de (Mognol et al. 2016).
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inhiber la progression du cycle cellulaire en restreignant I’expression de la Cycline A2
(Carvalho et al. 2007), de p15™K4* (Baumgart et al. 2012) ou encore en activant I’expression
de p21 (Figure 34) (Santini et al. 2001). NFATC2 peut également controler I’expression de
MYC en I’activant ou en le réprimant en fonction de ses co-partenaires et des sites ot il se fixe
dans le promoteur, activant ou inhibant ainsi la progression du cycle cellulaire (Figure 34)

(Mognol et al. 2012).

NFATC?2 participe également a la régulation de I’apoptose avec encore cette fois-ci un role
dichotomique. Il peut avoir une fonction pro-apoptotique en induisant 1’expression de FASLG
(FAS LiGand) (Latinis et al. 1997; Holtz-Heppelmann et al. 1998) ou anti-apoptotique en
induisant I’expression de CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis regulator) (Ueffing et al.
2008), de BCL2A1 (BCL2 related protein A1) (Ulleras et al. 2008) ou encore de MDM?2 (X.
Zhang et al. 2012) (Figure 35). NFATC2 peut également induire 1’expression de TNFA
(McCaffrey et al. 1994; Park et al. 1996; Oum et al. 2002) et de NR4A1 (Nuclear Receptor
subfamily 4 group A member 1) (Youn et al. 2000; Wu et al. 2002) qui sont a la fois pro- et

anti-apoptotiques (Figure 35).

NFATC2 est également acteur de I’invasion tumorale en contrélant la motilité cellulaire
(Jauliac et al. 2002; Yoeli-Lerner et al. 2005; 2009) notamment via 1’induction de 1’expression
de COX-2 (CycloOXygenase-2). COX-2 catalyse la synthese de prostaglandines et notamment
la prostaglandine E2 (PGE2) (Yiu et al. 2006). Il est important de noter que la PGE?2 participe
également a I'inflammation (Kalinski 2012). De plus, NFATC2 active I’expression du gene
codant pour ’autotaxine, une protéine sécrétée qui convertit la lysophosphatidylcholine en
acide lysophosphatidique (LPA) (M. Chen et al. 2005). La PGE2 et la LPA sont ainsi 2 protéines
sécrétées qui peuvent agir sur les cellules de maniere paracrine en induisant la migration, via la
dégradation de la matrice extracellulaire par des métalloprotéinases (Shoshan et al. 2016) ou

possiblement en activant les voies de signalisation responsables du remodelage
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Figure 35 : Régulation de I’apoptose par NFATC2.

NFATC?2 active I’expression de FasL qui est un acteur pro-apoptotique, mais également de
BCL2A1 (Al) et c-FLIP qui sont eux anti-apoptotiques. NFATC2 active également

I’expression de Nur77 (NR4A1) et de TNFa qui sont a la fois pro- et anti-apoptotiques.
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du cytosquelette d’actine (Stracke et al. 1992; X. Lu et al. 2017). NFATC2 contrdle I’expression
de VEGF (Vascular Endothelium Growth Factor) par une boucle de rétrocontrdle positive.
VEFG se fixe sur son récepteur VEGFR1 (VEGF Receptor 1) activant NFATC2 qui induit
I’expression de VEGFRI (Jinnin et al. 2008), mais également de COX-2 qui entralne la
production de PGE2 qui active la migration des cellules endothéliales et leur formation en tube
(Hernandez et al. 2001). En outre, il a été montré que NFATC?2 participait a la dédifférenciation
de cellules tumorales de mélanome et a 1’échappement a la réponse immunitaire antitumorale

(Perotti et al. 2016).

NFATC?2 joue un ou plusieurs roles dans différents mécanismes impliqués dans le cancer mais
qui sont également importants dans la réponse aux radiations ionisantes tels que 1’apoptose, le

cycle cellulaire et le remodelage de la matrice extracellulaire.
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Comme nous I’avons discuté dans I’introduction bibliographique de ce mémoire, la
radiothérapie est un traitement majeur dans la lutte contre le cancer, mais dont les effets
secondaires au niveau des tissus sains irradiés limitent son utilisation. C’est pourquoi, au cours
de ces 30 dernieres années, de nombreuses études ont cherché a mieux comprendre la réponse
cellulaire et tissulaire aux radiations ionisantes et ont tenté de caractériser une signature
biologique ou moléculaire de la sensibilité aux radiations qui permettrait d’identifier les patients
a risques de développer des effets secondaires séveres. Ainsi, plusieurs tests ont été proposés
pour évaluer la radiosensibilité individuelle, basés sur des mécanismes de réponse aux
rayonnements ionisants ou obtenus par des criblages haut débit, mais sans qu’aucun ne soit a
ce jour applicable en routine clinique. La mise au point de nouvelles méthodes de prédictions
est donc un objectif ambitieux mais qui répond a une forte demande des cliniciens pour

améliorer la prise en charge des patients en individualisant les protocoles de traitement.

C’est dans ce contexte que nous nous sommes proposés d’étudier le transcriptome et le
méthylome de fibroblastes dermiques de patientes ayant eu un cancer du sein et ayant souffert

d’effets secondaires séveres de radiothérapie.

Au cours de mon stage de Master 2, j’ai commencé a travailler sur une maladie génétique rare,
le syndrome de Gorlin, principalement causée par une mutation hétérozygote du gene PTCH1
conduisant chez certains patients a I’apparition d’une forte radiosensibilité cellulaire. En
collaboration avec le groupe de Michéle Martin au Commissariat a I’Energie Atomique et aux
énergies alternatives, j’avais commencé a m’intéresser a la réparation des cassures doubles
brins dans les cellules de ces patients (voie 1’article Vulin et al., dans la partie Annexe) et
analysé I’expression et le taux de méthylation de certains geénes pouvant jouer un role dans la
radiosensibilité des fibroblastes cutanés de ces patients. Le travail du groupe de Michele Martin
a permis de montrer que chez ces patients, la radiosensibilité cellulaire est directement corrélée

a I’expression de PTCH1 (et donc a la nature de la mutation causale).
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Au-dela des cas particuliers de quelques syndromes génétiques dont les mécanismes conduisant
a une forte radiosensibilité cellulaire sont clairs, la question des bases mécanistiques de la

radiosensibilité individuelle dans la population générale reste non résolue.

Pour tenter de répondre a cette question cruciale, nous avons pu disposer de 2 atouts majeurs :
une cohorte nationale composée de plus d’une centaine de patients souffrant d’effets
secondaires de radiothérapie (la cohorte COPERNIC dont la mise en place a été coordonnée
par Nicolas Foray au Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon) et la possibilité d’effectuer
des études génomiques exhaustives sur des prélevements cellulaires de ces patients grace au
centre génomique du CEA a Evry et a I’expertise de notre groupe dans les études
pangénomiques, notamment transcriptomiques. Nous avons réparti le travail entre notre
laboratoire et celui de Michéle Martin au CEA d’Evry : nous nous sommes proposés d’étudier
le transcriptome ARNm et la méthylation de I’ADN des fibroblastes de patients de la cohorte
COPERNIC, alors que la laboratoire d’Evry se focalisait sur leur transcriptome ARN non-

codants et leur génome ADN.

Les objectifs de ces analyses et donc de mon projet de these étaient donc :

- D’identifier une signature moléculaire, d’expression et de méthylation, des cellules de
patients radiosensibles a un état de base (cellules non irradiées) si possible pouvant
permettre de discriminer la sévérité des effets secondaires et pouvant servir de base a la
mise au point d’un test prédictif de la radiosensibilité individuelle

- De mieux comprendre les bases moléculaires et cellulaires de cette radiosensibilité, les
approches globales devant nous permettre de mettre a jour de nouveaux acteurs et de

nouveaux mécanismes pouvant étre impliqués dans la réponse aux radiations

Je vais tacher dans ce mémoire de vous présenter les résultats obtenus pour répondre a ces 2

objectifs complémentaires.
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Bullet points:

- Genomic profiling discriminates radiosensitive patients from control
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- A molecular signature of radiosensitive patients was established

- An expression analysis of 5 genes identifies radiosensitive patients
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Abstract

Although radiotherapy is a major treatment against cancer, 5-10% of patients exhibit severe
side-effects limiting its use. By an exhaustive methylome and transcriptome analysis followed
by machine-learning classification, we identified a molecular signature of radiosensitive

patients, thus paving the way for future predictive tests.

Introduction

Radiotherapy is a major treatment for solid cancer, used in about half of cancers [1], with rates
increasing regularly in Europe [2]. However, 5-10% of patients develop severe side-effects in
exposed normal tissue [3], restricting efficacy and impacting quality of life. To date, no
universal marker or prognostic reference methods easily applicable in routine testing are

available to identify at-risk patients.

Several parameters have been used to evaluate individual radiosensitivity and predict onset of
radiation toxicity: chromosome abnormalities in irradiated patient-derived blood lymphocytes
[4,5], radiation-induced CD8-T lymphocyte apoptosis [6], and ATM nucleo-shuttling speed in
irradiated cells [7]. Although useful to predict radiosensitivity, these assays are technically
demanding and unsuited to routine use. Radiation oncologists are looking for new easily

implemented methods in addition to these gold-standards.

The development of large-scale genomic methods enables screening of numerous individuals
for a specific gene signature easily revealed by classical molecular biology. This was frequently
used to classify patients without a-priori hypotheses such as response to a specific therapy or
cancer subtype [8,9]. These methods are promising tools to identify patients at risk of
radiotherapy side-effects. A few studies of radiation-induced gene expression of patients’
derived cells identified responding genes possibly predictive of radiosensitivity [10,11]. These
studies were promising but suffered from several limitations: small samples, non-exhaustive

gene set screening, and choice of experimental conditions for cell irradiation.

To overcome these limitations, we performed whole genome methylome and transcriptome
analysis of non-irradiated cell samples from 16 patients with post-radiation side-effects. We
identified a molecular signature of radiosensitivity, using a machine-learning approach, and
defined a reduced gene set discriminating patients from controls based on their basic genomic

profile. This gene signature was validated in 30 additional individuals and effectively
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discriminated radiosensitive patients from controls. Our work opens up new strategies for the

development of predictive tests to identify patients at risk of severe radiotherapy side-effects.

Materials and Methods

Cell samples

The study was conducted on non-immortalized dermal fibroblasts from 38 patients showing
severe radiotherapy side-effects, taken from the COPERNIC collection [7]. Severity was graded
by 2 independent radio-oncologists according to the CTCAE scale version 4.03 (Common
Terminology Criteria for Adverse Events, s. d.). Fibroblast cell strains were obtained with a
standard dermatologic punch from non-irradiated skin areas after local anesthesia. Patients were
anonymous and provided signed informed consent in line with ethical guidelines. Cell strains
were declared to the French Ministry of Research under the numbers DC2008-585 and
DC2011-1437. The study database was derived from the COPERNIC database, protected under
reference IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300. Primary dermal fibroblasts from 17

healthy individuals were used as controls.

Cell cultures were performed in Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Glutamax medium
(ThermoFisher Scientific, Illkirch, France) supplemented with 10% fetal bovine serum
(ThermoFisher) and 1% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France). Studies were performed at mean passage 8 in culture for all cell strains and at

confluency.
Training data set and validating data set

The training data set comprised 8 healthy female controls (C1 — 8) and 16 radiosensitive women
patients from the COPERNIC cohort, selected according to cancer type (breast cancer) and
CTCAE grade (8 grade 2 [P1 — 8] and 8 grade 3 [P9 — 16]) to limit variability. The validating
data set comprised 8 healthy controls (X1 — 8: 7 women and 1 man) and 22 radiosensitive
COPERNIC patients (X9 — 30) (3 grade 2 [2 men and 1 woman], 14 grade 3 [9 men and 5
women] and 5 grade 4 [4 men and 1 woman]. Supplementary Figure S1 summarizes the

composition of the training and validating data sets.
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All information about methylome and transcriptome analysis, gene signature

identification and RT-PCR analysis are available in the supplementary methods file.

Results

Methylome and transcriptome profiling discriminates radiosensitive patients from

controls

We performed a whole genome transcriptome and methylome analysis comparing 16 patients
suffering from severe radiotherapy side-effects after breast cancer and 8 normal individuals.
Eight grade 2 and 8 grade 3 patients, according to the CTCAE criteria, were included. Both
patients and controls were women. We used methylation bead chips for methylome analysis
and next-generation RNA sequencing for transcriptome analysis. Principal component analysis
(PCA) of whole DNA methylation data (Figure 1A) and whole gene expression data (Figure
1B) clearly separated controls from radiosensitive patients. In methylome analysis, however, 1
control was closer to the radiosensitive group. Within the patient group, there was no clear
separation between grades 2 and 3. To go further into the patient’s methylome profile, we
focused on genes with a differentially methylated region (DMR) in their promoter. We
identified 1701 of these genes (Figure 1C and Table S1 Supplementary data), common to grade
2 and grade 3 patients compared to controls, but none between grade 2 and 3 patients (data not

shown).

We also identified 540 genes differentially expressed between grade 2 and 3 radiosensitive
patients versus controls (Figure 1D and Table S2 Supplementary data). Functional annotation
of these 540 genes revealed no enriched functions or pathways relative to cancer status. Of
these, 101 showed a DMR in their promoter (Figure 1E), suggesting possible epigenetic
regulation. Interestingly, no gene was expressed differentially between grade 2 and grade 3
patients in agreement with the trancriptome PCA profile. None of the 101 differentially
expressed genes with a DMR in their promoter were involved in genetic syndromes associated

with radiosensitivity.
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Figure 1: Clinically radiosensitive patients exhibit different methylome and transcriptome
profiles. Principal component analysis from methylome (A) and transcriptome data (B). (C)
Genes with a differentially methylated region (DMR) in their promoter between grade 2 vs
controls and grade 3 vs controls. (D) Differentially expressed genes between grade 2 vs controls
and grade 3 vs controls. (E) Differentially expressed genes with a DMR in their promoter. (F)

ROC curve resulting from the statistical analysis of the signature in the validating data set.

Identification of a gene signature for radiosensitive patients

To identify a potentially gene signature of radiosensitivity, grade 2 and 3 individuals were
pooled, as there was no discrimination between them on methylome and transcriptome data. A
machine learning approach using recursive memetic algorithm (RMA) was employed to select
a small subset of genes that could identify radiosensitive patients according to expression

(Figure S2 Supplementary data). Applying this method to our transcriptome data, we identified
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TNFRSF19, NFATC2, WTAPPI, LINC01615, SLC17A7, PLCEI and ADAMTLS]I as the most
frequent genes in the final solution enabling identification of radiosensitive patients in the
dataset of 16 patients and 8 controls (training dataset). RNA sequencing analysis found
TNFRSF19, NFATC2, WTAPPI, LINC01615 and SLC17A7 to be less expressed in fibroblasts
from radiosensitive patients, whereas PLCEI and ADAMTSLI were overexpressed (Figure S3
Supplementary data). Among these signature genes, WTAPPI and SLCI7A7 were not
sufficiently expressed to be detected by real-time PCR (data not shown) and were not used in
the next step of validation. A mathematical formula was then developed to calculate a score
discriminating all controls and all radiosensitive patients in the training dataset, based on

expression of TNFRSF19, NFATC2, LINC01615, PLCEI and ADAMTSLI (data not shown).

Expression analysis of TNFRSF19, NFATC2, LINC01615, PLCE1 and ADAMTSLI is

sufficient to enable identification of radiosensitive patients

To confirm that the expression analysis of TNFRSF19, NFATC2, LINC0O1615, PLCEI and
ADAMTSLI alone was able to identify radiosensitive status, qPCR was performed on these 5
genes in a validating dataset of 30 new samples: 8 new controls and 22 new radiosensitive
patients, chosen independently of donor gender and cancer type. In the validating dataset,
fibroblasts from radiosensitive patients exhibited lower expression of NFATC2, TNFRSF19 and
LINC01615 and overexpression of PLCEI and ADAMTSLI compared to controls, like in the
training dataset. Furthermore, applying the mathematical formula identified patient versus
control status in all samples with 100% accuracy (Figure 1F). These results validated this 5-

gene signature as able to identify radiosensitive patients independently of gender and cancer

type.
Discussion

Cancer treatments cause side-effects in normal tissue; the rate of severe radiotherapy side-
effects is 5-10%. Nevertheless, there is no consensus on a routine radiosensitivity testing. The
present study aimed to establish a gene signature discriminating radiosensitivity by analyzing
the methylation pattern of the whole genome and the expression pattern of the whole
transcriptome. We chose a highly sensitive RNA sequencing approach, avoiding the previously
reported biases of pre-designed DNA arrays [13,14]. The methylome and transcriptome profiles
of patients with post-radiotherapy overreaction segregated them from normal controls, but did
not distinguish between clinical CTCAE grades 2 and 3. This could be due to the slightness of

the differences between grades 2 and 3 on the CTCAE criteria, or to the present sample size;
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including grade 4 patients in the whole transcriptome analysis would be certainly of interest to
segregate patients according to severity of side-effects. We further identified, using machine
learning, an expression signature comprising only 5 genes (ADAMTSLI, LINC0O1615, NFATC2,
PLCE] and TNFRSF19) that identified radiosensitive patients regardless of gender or cancer
type. These signature genes have not yet been investigated in tissue radiosensitivity but might
play roles in important pathways involved in response to ionizing radiation. Little is known
about ADAMTSLI, a secreted protein that may have functions in the extracellular matrix
[15,16]. The extracellular matrix has been shown to act on cellular radiosensitivity [17], while
ionizing radiation acts on the extracellular matrix [18,19]. PLCE] can also activate the NFxB
pathway, and act on the cell cycle, apoptosis and autophagy [20,21]. LINC01615 produces a
long non-coding RNA of which the functions are unknown but which was described in a meta-
analysis in primary human dermal fibroblasts as playing a regulatory role in several pathways
such as TNFa signaling via NFxB, Akt signaling, VEGF signaling and Wnt signaling [22]. The
TNF Receptor Super Family TNFRSF19 is far less well-described than other members of its
family, but several studies showed its role as a regulator of TGFp signaling [23]. TGFp is a
major inducer of radiation-induced complications in normal tissue [24,25] and a target for their
treatment [26]. TNFRSF19 also acts as an activator of the NFxB pathway and Akt signaling in
response to ionizing radiation [27] , and has been described as a target [28] or regulator of Wnt
signaling [29], a pathway involved in ionizing radiation response [30,31]. Among the 5
signature genes, NFATC?2 is the most widely studied. It encodes for a transcription factor which
was first described as playing a role in T-cell activation [32]. However, due to its transcription
factor role, NFATC?2 has been shown also to play a role in numerous cellular functions such as
apoptosis, cell cycle [33] and extracellular matrix formation [34], and may also play a role in

DNA repair [35-37]. Due to this large set of interactions, these genes deserve further study.

The present study also found a specific DNA methylation profile in patients with post-
radiotherapy overreaction. Interestingly, 18.7% of genes differentially expressed between
control and radiosensitive patient cells also showed a DMR in their promoter and, in 67.3% of

them, level of methylation was inversely correlated to expression level, as expected.

Our study gives proof of concept that a global genomic analysis of cells from a limited number
of radiosensitive patients is able to provide a simple molecular signature of patients of unknown
status identified on a machine-learning approach, without a-priori hypotheses. The size of the
training dataset from which the radiosensitivity signature was identified could be a concern, as

could the fact that only women with the same type of cancer were included in this training
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subset. Nevertheless, the validation of the signature in a bigger dataset comprising men and
women with different cancer types partly overcomes these limitations and strengthens the value
of the signature. We will need further studies to investigate the predictive potential of this
signature in large prospective cohorts, to contribute to establishing prognostic tests identifying

patients at risk severe side-effects ahead of radiotherapy.
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Supplementary Materials and Methods

DNA extraction and Methylome analysis

DNA was extracted from fibroblast using QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer’s instructions. DNA methylation profiles were obtained
by IntegraGen Genomics Services (IntegraGen, Evry, France) using Infinium MethylationEPIC
BeadChip Kit (Illumina, Evry, France) investigating over 850 000 methylation sites. Data
analysis was performed by AltraBio (Lyon, France). Detection p-values were computed using
function detection from package minfil. This function determines, for each genomic position
of each sample, if the total DNA signal (methylated plus un-methylated) is significantly higher
than the background signal. A multi-step filtering method was then applied to the probes 1)
which failed based on detection p-value (p > 0.01) in one or more samples, 2) that are known
to have common SNPs at the CpG site and 3) that have been demonstrated to map to multiple

places in the genome. Principal Component Analysis was performed using stats package in R.
Transcriptome analysis

Total RNA was isolated from fibroblasts with the NucleoSpin RNA plus kit (Macherey — Nagel,
Hoerdt, France) or RNeasy Pl us Minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to
manufacturer’s instructions. RNA sequences were captured using a TruSeq RNA Library Prep
Kit v2 (Illumina, Evry, France) with an input of 1 pg. Paired-end RNA sequencing was
performed on HiSeq4000 at CNRGH (CEA, Evry, France) with 100 bp paired-end reads.

Quality control of sequencing data was performed using FastQC 0.11.7 before and after

170



trimming of the adapters by Cutadapt 1.13 (parameters: -q 15 -a AGA TCG GAA GAG CAC
ACG TCT GAA CTC CAG TCA C — AAG ATC GGA AGA GCG TCG TGT AGG GAA
AGA GTG TAG ATC TCG GTG GTC GCC GTA TCA TT). The reads were mapped to the
human genome (GRCh37/hg19) using HISAT2 2.0.5. For a single gene, sequences were aligned
versus all known exons of all gene isoforms. The resulting BAM files were sorted by reads pair

(using SAMtools 1.3.1) and counted using the tool HtSeq-count of HtSeq 0.6.1.

For transcriptome analysis, a filtering was applied to genes with low expression (mean number
of reads in the training set < 10). Principal component analysis and hierarchical clustering were
performed using DEseq2 and stats packages in R. VennDiagram package in R were used to

obtain Venn diagram and figures were made using ggplot2 package.
Real-time quantitative PCR

An equal amount of RNA was used for reverse transcription with PrimeScriptTM RT reagent
kit (Takara, Shiga, Japan) and analyzed by Real-Time QPCR using SYBR® Premix ExTaqll
(Takara) on an AriaMx Realtime PCR system (Agilent Genomics, Santa Clara, CA, USA). All
primers (listed Table S3 Supplementary data) were provided by Eurogentec. Results were

normalized to TBP and RPS17 expression level.
Gene signature identification

To select genes enabling the best identification of radiosensitive patients, a method based on
Recursive Memetic Algorithm proposed by Ghosh et al. 2019 were used in Python. Briefly, all
genes — called features — formed the original feature space where a solution was searched. Each
gene was ranked using ReliefF algorithm within the feature space. Then, a population of 15
subsets formed by features was created randomly and the accuracy of these solutions to predict
the state of the samples was measured. If mean accuracy of the 3 best subsets reached a dynamic
threshold ¢, reduction of the feature space was performed by keeping only the genes from the
3 best solutions and the 5% genes with the higher ReliefF score. Remaining genes were ranked
using ReliefF algorithm within the new feature space and a new population of 15 subsets was
created. If the threshold was not reached, solutions were improved by performing a memetic
algorithm (MA). It consists of a basic local search of a better solution, following by random
crossover and random mutation of the subsets. The dynamic threshold ¢ was decay if no feature
space was created since a certain time. These were repeated until a final solution composed by
5 genes or less was found and which reached an accuracy of 100%. RMA was performed over

1000 times and appearance frequency of genes in final solutions was calculated.
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Then, a mathematic formula was established to calculate a radiosensitive score.

Score = —0,23426012 X TNFRSF19

+ 0,00742318 X NFATc2 — 0,59628113 X LINC01615
+ 0,7849952 X PLCE1

+ 0,66330896 X ADAMTSL1 — 1,78247589

If the score were negative, the sample were identified non radiosensitive, and if the score is

positive the sample were identified radiosensitive.
Receiver Operating Characteristic (ROC) curve establishment

ROC curve was established using Prism (version 8.0, GraphPad Software) with radiosensitive

scores calculated in the samples from validating data set.

Supplementary data

38 patients who suffered severe side effects from RT 16 healthy individuals from general population

|

Training data set

16 women with 8 healthy women
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—> 7 women (1 grade 7 healthy women <
2.5 grade 3 and 1 and 1 healthy
grade 4) and man from general
15 men (2 grade population
2. 8grade3 and 5
grade 4)

v

Validation ofsignature

Figure S1: Selection and inclusion flowchart.
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Figure S3: Gene expression of TNFRSF19, NFATC2, WTAPPI, LINC01615, SLC17A7,
PLCEI and ADAMTSLI in the training data set. The expression levels of TNFRSF19 (A),
NFATC2 (B), WTAPPI (C), LINC01615 (D), SLC17A7 (E), PLCEI (F) and ADAMTSLI (G)
measured by RNA sequencing in dermal fibroblasts from 8 controls (in green) and 16 grade 2

and 3 radiosensitive patients (in purple).
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Available online in the journal website

Table S1: List of genes with a DMR in their promoter common to grade 2 vs controls and

grade 3 vs controls.

Available online in the journal website

Table S2: List of differentially expressed genes common to grade 2 vs controls and grade

3 vs controls.

Gene Gene ID Primer Primer sequence
Forward 5’ —TCA AAC CCAGAATTGTTCTCCTTAT -3’
TBP 6908
Reverse | 5 —CCT GAA TCC CTT TAG AAT AGG GTAGA -3’
Forward 5>—CTCTTT TAC CAA GGA CCC GCC -3
RPS17 6218
Reverse 5> —AGG TTG GAC AGA CTG CCG AAG -3’
Forward 5> = GGC TTC CTG TGT CTA ATG ACC -3’
ADAMTSLI 92949
Reverse 5" —TTA GGT GCT AGT TCA ACA ACCAG-3
Forward 5’ = GCT TCT TAA CAC GGG ACTTGG -3’
PLCEI 51196
Reverse 5" —CTT CAA GGG CAT TGT GCT CTC -3’
Forward 5’ —TTG GAA GAA AGA ACACGC GG -3
NFATC2 4773
Reverse 5> -GAGCACTCGATGGGGTTAGA-3
Forward 5> — ACT GTC TCT GGT AAA GGG GC -3’
LINCO1615 | 101929484
Reverse 5" —GGT GCC CAT AAGAGTTIGCA-3
Forward 5’ - CCA GCA AGGTCAACCTCGT-3
TNFRSF19 55504
Reverse 5> —CAG AGC CGT TGT ACT GAA TGT -3’

Table S3: Details of specific primers and targets used in real-time qPCR experiments.
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Abstract

Although it is well established that 5% to 15% of radiotherapy patients exhibit severe side-
effects in non-cancerous tissues, the molecular mechanisms involved are still poorly known,
and the links between cellular and tissue radiosensitivity are still debated. We here studied
fibroblasts from non-irradiated skin of patients with severe sequelae of radiotherapy, to
determine whether specific basal cell activities might be involved in susceptibility to side-
effects in normal tissues. Compared to control cells, patient fibroblasts exhibited higher
radiosensitivity together with defects in DNA repair. Transcriptome profiling of dermal
fibroblasts from 16 radiotherapy patients with severe side-effects and 8 healthy individuals
identified 540 genes specifically deregulated in the patients. Nuclear factor of activated T cells
2 (NFATC?2) was the most differentially expressed gene, poorly expressed at both transcript and
protein level, whereas the NFATC2 gene region was hypermethylated. Furthermore, NFATC2
expression correlated with cell survival after irradiation. Finally, silencing NFATC2 in normal
cells by RNA interference led to increased cellular radiosensitivity and defects in DNA repair.
This study demonstrates that patients with clinical hypersensitivity also exhibit intrinsic cellular
radiosensitivity in their normal skin cells. It further reveals a new role for NFATC2 as a

potential regulator of cellular sensitivity to ionizing radiation.
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Introduction

Radiosensitivity is the relative sensitivity of cells, tissues, organs and organisms to the injurious
effects of ionizing radiations. This notion includes very different outcomes according to the
scale at which it is analyzed. At cellular level, sensitivity to ionizing radiation is notably
evaluated by the rate of immediate or delayed death in irradiated cell cultures and by cell
capacity to repair DNA damage. At organism level, radiosensitive individuals are those that
develop severe effects in irradiated tissue whereas the majority of the population exposed to the
same dose show no or only mild effects. This is particularly obvious in the context of
radiotherapy (RT), the main source of human exposure to high-dose ionizing radiation, where
5-15% of patients exhibit severe side-effects in irradiated normal tissues (1,2), including
fibrosis (3), necrosis and sometimes radio-induced secondary cancers (4,5). A central question
regarding the multi-scale nature of radiosensitivity is whether intrinsic cellular radiosensitivity
is a mirror of organism sensitivity. If that is the case, cellular testing would be a means of
identifying radiosensitive patients and predicting deleterious outcome of radiation exposure.
Moreover, using cultured cells as models of radiation sensitivity would shed light on the
intrinsic mechanisms, which are far from clear. However, to date, data on the correlation
between cellular and organism radiosensitivity are contradictory, especially regarding skin
fibroblasts, a cell type which has been directly involved in the development of radiotherapy
side-effects (6). Previous studies reported higher radiation toxicity in dermal fibroblasts from
radiosensitive patients (7-10) and a correlation between clinical grades and cellular
radiosensitivity (11,12). However, other authors reported no difference in dermal fibroblast

radiosensitivity between radiosensitive and radio-tolerant individuals (13,14).

To further investigate this question, we used cutaneous fibroblasts from a collection of RT
patients exhibiting severe side-effects of radiotherapy, that were classified according to side-
effect severity (15). The first goal of this study was to investigate the link between cellular and
individual radiosensitivity. The second goal was to shed light on the complex molecular

mechanisms of the cellular response to ionizing radiation.

Here, we investigated the radiation toxicity and the DNA repair ability of skin fibroblasts from
patients with RT severe side effect and we observed that patient fibroblasts exhibited higher
cell death and profound DNA repair defects compared to normal control cell samples. By a
transcriptomic analysis, we identified the transcription factor NFATC2 as being strongly

repressed in patient fibroblasts, with hypermethylation on the coding sequence. Finally, we
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demonstrate that the repression of NFATC2 is able to increase the radiation sensitivity of
normal fibroblasts, suggesting that this protein is involved in the establishment of the

radiosensitive phenotype.

Materials and Methods

Cell culture

Fibroblasts from patients were obtained from the INSERM UMRI1052 COPERNIC cell
collection (15). This collection was approved by the regional Ethical Committee (CPP Sud-Est,
Lyon, France) and cell lines were declared under the numbers DC2008-585 and DC2011-1437
to the Ministry of Research. The database derived from the COPERNIC collection is protected
under the reference IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300.

All the anonymous patients were informed and signed consent according to the ethics
recommendations. This collection is composed of cancer patients presenting with overreactions
in normal tissues after radiotherapy. Severity of side-effects was graded for each patient
according to the Common Terminology Criteria for Adverse Events scale, version 4.03 (16).
Sampling was performed in non-irradiated, non-photo-exposed anatomical region after local
anesthesia. Standardized dermatological punch and untransformed fibroblast cell strains were
prepared from skin biopsies. In the present study, 16 breast cancer patient cells were studied,
comprising 8 cell strains from grade 2 patients, here referenced as P1 to P8, and 8 cell strains
from grade 3 patients (P9 to P16). Cells were studied between passage 7 to 10 in culture (mean

population doublings: 35 to 50), before any senescence occurrence.

As control, primary dermal fibroblasts were obtained from 8 non-irradiated female healthy
donors (C1 to C8). Surgical samples were obtained from the Hospitals Board of Lyon, France
(Hospices Civils de Lyon), with the subjects’ informed consent. Cells were subcultured up to 7
passages and studied between passage 7 to 10, to have similar age in culture as patient cells
(mean population doublings: 35 to 50). As fibroblasts are quiescent cells in the dermis, most
studies were performed on confluent cells, in the GO/G1 cell cycle phase, both for patient and

control cells.

Cultures were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Glutamax medium

(ThermoFisher Scientific, Illkirch, France) supplemented with 10% fetal bovine serum
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(ThermoFisher) and 1% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,

France).
Cell irradiation

Primary dermal fibroblasts were irradiated after reaching confluency with 2 Gy using an
XRAD320 X-ray generator (Precision X-Ray, North Brandford, CT, USA) at a dose rate of 0.8

Gy.min! and then further cultured for indicated times depending on the assay.
Colony survival assay

Dermal fibroblasts were irradiated with 2 Gy X-rays after reaching confluency and seeded at
low density (5 to 40 cells/cm?) 24h after irradiation. Two weeks later, cell cultures were fixed
with EtOH 100% for 15 minutes and stained with hematoxylin/eosin. Only colonies formed by
more than 50 fibroblasts were considered for calculating survival fraction at 2 Gy (SF2),

expressed as the ratio between colonies formed with and without irradiation.
vH2AX and 53BP1 foci assays

Irradiated fibroblasts were further cultured for the indicated times (Omin, 15min, 2h, 6h and
24h) and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 minutes. Then, cells were permeabilized
(0.1% Triton X-100 and 0.1 M Glycine) and incubated in blocking buffer (5% goat serum, 2%
BSA, 0.1% Triton X-100 and 0.05% Tween-20) for 15 minutes prior to immunostaining with
anti-yH2AX antibody (05-636, Millipore) or anti-53BP1 antibody (PA1-46147, ThermoFisher).
For immunodetection, goat anti-rabbit IgG or goat anti-mouse IgG Alexa Fluor-488 or -546
conjugated secondary antibody (ThermoFisher) was incubated for 1 hour and nuclei were
counterstained with 4’-6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI). The resulting foci
were counted in at least 50 nuclei per condition using an Eclipse Ti-E inverted microscope

(Nikon).
DNA repair chip assay

Fibroblast DNA repair was measured on ExSy-SPOT assay (LXRepair). Protein extracts from
lysed cells were applied directly on the biochip containing plasmids with well-characterized
DNA lesions (8-Oxoguanine, Ethenobase, Abasic site, Glycols, Photoproducts and Cisplatin
adducts) and incubated with fluorescent nucleotides to allow DNA repair. Effective DNA repair
was quantified for each type of lesion by CT measurement of the resulting fluorescence signal.
Thus, fluorescence level was proportional to cell ability to repair the specific DNA damage

within the prescribed time.
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Transcriptome analysis

Total RNA was isolated from fibroblasts at confluency with the NucleoSpin RNA plus kit
(Macherey — Nagel, Hoerdt, France) or RNeasy Plus Minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France)

according to the manufacturer’s instructions.

For next-generation RNA sequencing, RNA sequences were captured using a TruSeq RNA
Library Prep Kit v2 (Illumina, Evry, France) with input of 1 pg. Paired-end RNA sequencing
was performed on HiSeq4000 at CNRGH (CEA, Evry, France) with 100 bp paired-end reads.
Sequencing data quality control was performed using FastQC 0.11.7 before and after adapter
trimming by Cutadapt 1.13 (parameters: -q 15 -a 5’-AGA TCG GAA GAG CAC ACG TCT
GAA CTC CAG TCA C-3’—5-AAG ATC GGA AGA GCG TCG TGT AGG GAA AGA GTG
TAG ATC TCG GTG GTC GCC GTA TCA TT-3’). The reads were mapped to the human
genome (GRCh37/hg19) using HISAT?2 2.0.5. For a single gene, sequences were aligned versus
all known exons of all gene isoforms. The resulting BAM files were sorted by read pairs (using

SAMrtools 1.3.1) and counted using the HtSeq-count tool of HtSeq 0.6.1.

For transcriptome analysis, filtering was applied to genes with low expression (mean number
of reads in the training set < 10). Principal component analysis and hierarchical clustering were
performed using the R DEseq2 and stats packages. VennDiagram and plots were made using
the VennDiagram and ggplot2 package. Functional annotation of the gene list was performed
using the WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit (WebGestalt) and the KEGG database 2019.
Gene Ontology (GO) was performed using the clusterProfiler package in R software (17). GO
and KEGG enrichment analyses were based on a false discovery rate (FDR) threshold of <0.05.
The Enrichedplot package was used for graphical visualization of the result from enriched
analysis. Transcriptome data have been deposited into the GEO database and are available

under the accession number GSE154559.
Real-Time quantitative PCR

An equal amount of total RNA (500 ng) was used as template for reverse transcription with
PrimeScriptTM RT reagent kit (Takara, Shiga, Japan) and analyzed by Real-Time QPCR using
SYBR® Premix ExTaqll (Takara) on an AriaMx Realtime PCR system (Agilent Genomics,
Santa Clara, CA, USA). All primers listed below were provided by Eurogentec. NFATC2

expression level was normalized to TBP and RPS17 housekeeping gene expression level.

NFATC2f: 5>-TTGGAAGAAAGAACACGCGG-3°,
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NFATC2r: 5’-GAGCACTCGATGGGGTTAGA-3’,
TBPf: 5’>-TCAAACCCAGAATTGTTCTCCTTAT-3’,
TBPr: 5’-CCTGAATCCCTTTAGAATAGGGTAGA-3’,
RPS17f: 5’-CTCTTTTACCAAGGACCCGCC-3’,
RPS17r: 5-AGGTTGGACAGACTGCCGAAG-3’
Protein extraction and immunoblotting

Total proteins were extracted using RIPA buffer (5S0mM Tris-HCI1 pH = 8, 150 mM NaCl, 1.5
mM KCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% Triton X-100, 1 mM EDTA)
containing protease inhibitor cocktail (cOmplete mini, Roche Diagnostics) and phosphatase
inhibitor cocktail (5 mM NaF, 50 mM B-glycerophosphate, 5 mM orthovanadate). Proteins were
quantified using the Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher), loaded on an 8% SDS-
polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-rad). The membrane was
blocked for 1h at room temperature in TBS-Tween20 0.1% - 5% BSA and immunoblotted
overnight at 4°C for primary antibodies specific to NFATC2 (#4389, Cell Signaling
Technology) or VINCULIN (V9131, Sigma-Aldrich). After washing, goat anti-mouse 1gG or
goat anti-rabbit [gG HRP-conjugated secondary antibodies (Bio-rad) were incubated for 1h at
room temperature. Proteins were revealed wusing SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher) and the signal was detected by the Fusion Fx
system (Vilber Smart Imaging). Immunoblot quantifications were performed using

GelAnalyzer software.
DNA extraction and Bisulfite conversion and HRM PCR

DNA was extracted from fibroblasts using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions. To assess methylation of a specific DNA region, DNA was
converted with bisulfite treatment, using the EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. Then, HRM PCR was performed using the EpiTect HRM PCR kit
(Qiagen) to amplify the specific DNA region and to measure the melting temperature of the
amplicon on an AriaMx Realtime PCR system (Agilent Genomics). 100% methylated DNA,
100% unmethylated DNA and bisulfite unconverted DNA from the EpiTect Control DNA Set
kit (Qiagen) were used as controls. Figures with methylation peaks were produced with Agilent

Aria 1.5 Software (Agilent Genomics). Primers were designed with Methyl Primer Express
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Software v1.0 (ThermoFisher Scientific) and were provided by Eurogentec. The following

primers were used for methylation study:

NFATC2mF: 5'-TTTAGATGAATAGTGTTTTGGG-3/,
NFATC2mR: 5'-ATTATCATTTCCTTCCTCTACTTC-3'.
RNA interference

Control fibroblasts were transduced with lentiviral vectors from NFATC2 Human shRNA
Plasmid Kit (OriGene). Lentiviral vector particles were produced by the vector facility at SFR
BioSciences Gerland-Lyon Sud (Lyon, France) as previously described (18). Control cells were
infected at 40% confluency with lentiviral particles (MOI at 10) containing a vector with a
shRNA targeting NFATC2 (sh-NFATC?2) or a plasmid with a non-effective sShRNA sequence
(sh-SCR) for 12h. At confluency, cells were trypsinized and seeded in another plate. Then,
transduced cells were maintained under puromycin selection for 1 week and then selected cells

were amplified for 1 week before analysis.
Statistics

Statistical significance was calculated by Student’s t-test, one-way analysis of variance
(ANOVA), two-way analysis of variance (ANOVAZ2) or Pearson correlation using Prism
software (version 8.0, GraphPad Software). Mean differences were considered statistically

significant when P < 0.05. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <(0.0001.

Results

Fibroblasts from patients with severe radiotherapy side-effects exhibit decreased

tolerance to radiation toxicity

We analyzed ionizing radiation toxicity in cultured dermal fibroblasts from 16 breast cancers
patients with severe radiotherapy (RT) side-effects (8 grade 2, 8 grade 3) and 8 control
individuals. To estimate radiation-induced toxicity, we used the reference method of colony
survival fraction measurement after a standard dose of 2 Gy X-irradiation (SF2). The colony
survival assay showed that dermal fibroblasts from the 8 control biopsies presented a mean 48%
survival fraction, whereas cells from patients with RT over-reaction exhibited significantly
lower SF2, with 28% and 27% survival fraction for cells of grade 2 and grade 3 patients

respectively (Figure 1). Since no significant difference in cellular radiosensitivity was observed
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between cells from grade 2 and grade 3 patients, the 16 cell strains were pooled for the following

experiments.
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Fibroblasts from patients with severe radiotherapy side-effects exhibit DNA repair

defects

To study patient cell DNA repair ability, we first performed immunofluorescence against
YH2AX and 53BP1, two early markers of DNA double-strand breaks (DSB), in 4 control and 4
radiosensitive cell strains after 2 Gy irradiation. The number of YH2AX and 53BP1 foci 15min
after 2 Gy irradiation was identical in control and patient fibroblasts, with a mean 40 foci per
nucleus in both (Figure 2A and 2B). However, more YH2AX foci were detected in patient than
control cells 2h, 6h and 24h after irradiation: 2.7, 4.13 and 2.03 additional foci per cell
respectively (Figure 2A). More 53BP1 foci were also detected 6h and 24h after 2 Gy irradiation

in patient than control fibroblasts: respectively + 2.65 and + 5.55 foci per cell (Figure 2B).

We also assessed patient cell ability to repair various DNA lesions, using the ExSy-SPOT chip,
a microsystem developed to measure excision-synthesis activity in immobilized plasmid DNA
(19). Repair activity was reflected by the incorporation of fluorescent nucleotides at the lesion
site. Fluorescence in plasmids containing 8-oxoGuanine and abasic sites was higher in control
than patient samples (Figure 2C), and in plasmids containing glycol-damaged bases, although
the difference did not quite reach significance (P = 0.062) (Figure 2C). Thus, ability to repair

8-oxoGuanine, abasic site and glycol-damaged bases, three types of DNA damage induced by
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oxidative stress and known to be repaired by the BER pathway, seemed to be impaired in dermal

fibroblasts from patients with severe radiotherapy side-effects.
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Figure 2: Impaired DNA repair in
dermal fibroblasts from overreacting
patients. Imnmunofluorescence detection of
YyH2AX (A) and 53BP1 (B) foci,
investigated Oh, 15min, 2h, 6h and 24h after
2 Gy irradiation in cells from patients with
severe radiotherapy side-effects. The
number of foci was assessed in at least 100
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4 patient cell strains (P1, P6, P10 and P15).
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wkak P < 0.0001. (C) DNA damage repair

calculated

ability was measured using the ExSy-SPOT
chip. Fluorescence was proportional to cell
ability to repair indicated DNA lesions.
80x0G = 8-oxoGuanine. AbaS = Abasic
site. CisP = Cisplatin adducts. CPD-64 =

Cyclobutane pyrimidine dimer - pyrimidine-(6,4)-pyrimidone photoproducts. Etheno = Etheno
adducts. Results are mean +/- SD from 4 control fibroblast strains (C1, C2, C4 and C6) and 4

radiosensitive fibroblast strains (P2, P7, P8 and P10). The p-value was calculated by Student’s
t-test. Significant at ** P <0.01 and **** P < (0.0001.

Identification of a specific transcriptome profile in patients’ fibroblasts

To investigate the mechanisms underlying individual radiosensitivity at cellular level, we used

next-generation RNA sequencing to profile the whole genome transcriptome of the 16 patient

and 8 control fibroblast cultures. Principal component analysis (PCA) of whole gene expression

data clearly separated controls from over-reacting patients (Figure 3A). However, one patient’s

cell strain was classified as being in the control group by hierarchical cluster analysis (Figure
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3B). Within the patient group, there was no clear separation between grades 2 and 3, whether

on PCA or hierarchical cluster analysis (Figure 3A and 3B).
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We identified 1,338 genes differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) between

fibroblasts from grade 2 patients and controls (Figure 3C), and 804 genes differentially

expressed between fibroblasts from grade 3 patients and controls (Figure 3C). 540 of these

differentially expressed genes were in common between grade 2 patients vs controls and grade

3 patients vs controls (Figure 3C and Supplementary Table S1). Interestingly, no genes were

differentially expressed between grade 2 and grade 3 patients, in agreement with the PCA and

hierarchical cluster classification of the transcriptome data.

445 of the 540 differentially expressed genes were protein-coding and were used for functional

enrichment analysis. Gene ontology analysis highlighted 93 significantly enriched GO
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biological processes with FDR < 0.05 (Figure S1 Supplementary data). Functions with the
smallest FDRs comprised regulation of GTPase activity regulation, of organ development and
of cell adhesion and junction (Figure S1 Supplementary data). All these functions might be
involved in cellular radiation toxicity, but correspond to multiple intracellular pathways. We
then searched for enriched pathways involving the 445 differentially expressed protein-coding
genes using the WebGestalt and the KEGG database 2019. We found only 1 significantly
enriched pathway (Supplementary Table S2): Arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy (adjusted p-value 0.0065733 - 10 genes out 72 modulated), a pathology of
cardiac muscles with progressive loss of myocytes replaced by adipocytes. Systematic analysis
of our gene list revealed that none of these genes was directly involved in any known genetic

syndrome leading to increased radiosensitivity.
NFATC2 is downregulated in patient cells and correlated with radiosensitivity

Among the most differentially expressed genes between control and patient fibroblasts
identified by our RNA sequencing approach, we focused on NFATC2, which encodes a
transcription factor initially described in T-cell activation and involved in numerous cellular
functions such as apoptosis and the cell cycle (20). We therefore carefully analyzed NFATC?2
gene and protein expression in patient cells extracted from non-irradiated skin. Dermal
fibroblasts from patients with severe radiotherapy side-effects exhibited much lower NFATC2
gene expression than control cells (Figure 4A). Similarly, NFATC?2 protein expression was
lower in patient cells (Figure 4B and 4C). NFATC2 gene and protein expressions were assessed
after irradiation to determine whether NFATC2 could be a radiation-responding gene,
potentially involved in cellular radiation response. NFATC2 gene overexpression was detected
in response to 2 Gy irradiation, with a 4-fold peak at 3h in control fibroblasts and a 15-fold peak
in patient fibroblasts, with return to baseline after 24h (Figure 4D). NFATC2 protein was
detected in greater quantities (x 1.8) after 2 Gy irradiation with a peak between 3h and 6h in
normal fibroblasts, but the difference was not statistically significant due to interindividual
variability (P = 0.1192 and P = 0.1553, respectively) (Figure 4E and 4F). Furthermore,
NFATC2 protein was barely detected in cells from radiosensitive patients (Figure 4E and 4F).
Interestingly, there was a significant correlation between NFATC2 transcriptional expression
and irradiated cell survival (Pearson correlation coefficient, R2 = 0.4949, P = 0.0001254)
(Figure 4G), suggesting a possible role for NFATC?2 in cellular radiosensitivity. Taken together,
these results suggest that NAFTC2 is a radiation-responding gene potentially involved in

cellular response to ionizing radiation.
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Figure 4: NFATC2 downregulation in fibroblasts from overreacting patients. (A) NFATC2
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was calculated by Student’s t-test. Significant at *** P <0.001. (B) NFATC?2 protein expression
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calculated by two-way ANOVA. Significant at * P < 0.05. (E) Representative image of
immunoblotting analysis of NFATC2 protein expression at various time points after 2 Gy
irradiation on one control cell strain (C4) and one patient cell strain (P8) and quantification (F).
Results are mean +/- SD from 3 independent immunoblotting analyses of 3 control (C4, C5 and
C8) and 3 patient fibroblast strains (P6, P8 and P10). The p-value was calculated by two-way
ANOVA. (G) Pearson correlation between NFATC2 gene expression and SF2.
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NFATC2 is hypermethylated in patient fibroblasts

To elucidate the regulatory mechanisms underlying NFATC?2 differential expression in non-
irradiated fibroblasts from controls and patients, we compared gene methylation level between
patients and controls. The methylation pattern of the NFATC?2 gene region was extracted from
genome-wide methylation profiling using methylation bead chips performed on patient and
control fibroblasts (data not shown), identifying 34 differentially methylated sites (CpGs) (33
hyper- and 1 hypo-methylated) (Figure 5). This hypermethylation of the NFATC2 gene in
patients’ fibroblasts was consistent with its lower gene expression. Interestingly, the upstream
region of the transcription starting site (TSS) exhibited the same methylation profile in patient
and control cells (Figure 5). However, among the hypermethylated CpGs, cg00418183,
cg00401091, cg11086066, cg10226546, cg11074047, cg18302534, cg16419175, cg21610125,
cg15497991, cg26408896, cg22243637, cg09740920, cg00498368, cg08637147, cg09465142,
cg03986956 and cg00689890 belong to a gene region identified as promoter-associated regions
according to the ENCODE consortium. This hypermethylation of these regulatory regions

could, at least in part, explain the weak expression of NFATC?2 in patient fibroblasts.

To confirm these results by an independent method, we performed HRM PCR to evaluate the
methylation state of the CpG00498368 in 4 patient and 2 control cell strains. HRM PCR is a
PCR measuring the melting temperature of a specific amplicon. After bisulfite conversion, an
amplicon comprising a methylated CpG would exhibit a higher melting temperature than an
amplicon with an unmethylated CpG. We detected a higher melting temperature peak,
corresponding to a methylated state of this CpG in patient fibroblasts and to an unmethylated
state in control fibroblasts (Figure S2B Supplementary data), in agreement with the global
methylome data (Figure S2A Supplementary data).

These results suggest that NFATC2 down-regulation could, at least in part, be due to

hypermethylation of the gene in fibroblasts from patients with severe radiotherapy side-effects.
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NFATC2 silencing in normal dermal fibroblasts leads to increased cellular

radiosensitivity and DNA DSB defects

To evaluate the functional impact of NFATC2 in cellular radiosensitivity, NFATC2 expression
was silenced in cells from healthy individuals by stable RNA interference mediated by a
lentiviral vector. We tested 4 lentiviral vectors, each containing a different short hairpin RNA
(shRNA) targeting NFATC2, and chose the most efficient in terms of silencing for the further
experiments (Figure S3 Supplementary data). NFATC?2 expression was reduced by 48% on
average at gene level (Figure 6A) and by 70% on average at protein level in transduced

fibroblasts expressing the shRNA targeting the NFATC2 transcript (Figures 6B and 6C).
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NFATC?2 compared to cells infected with lentiviral vector sh-SCR. Results are mean +/- SD
from 3 cell strains. The p-value was calculated using a Student’s t-test. Significant at * P <
0.05. More numerous YH2AX (E) and 53BP1 (F) residual foci, investigated by
immunofluorescence, 24h after 2 Gy irradiation in fibroblasts infected with lentiviral vector sh-
NFATC?2. Assessed in at least 100 cells in 3 cell strains infected with lentiviral vectors sh-SCR
or sh-NFATC2. Results are mean +/- SD. The p-value was calculated using a two-way ANOVA.
Significant at **** P <(.0001.

Colony survival assays revealed that cells with lower NFATC?2 expression (HNF sh-NFATC?2)
exhibited a significantly lower SF2 compared to their control (HNF sh-SCR) (20% decrease in
cell survival in response to irradiation) (Figure 6D). To better understand the molecular
mechanisms of this cell death elevation in sh-NFTAC2 expressing cells, we investigated their
DNA DSB repair ability, and detected more residual YH2AX and 53BP1 foci 24h after 2 Gy
irradiation in HNF sh-NFATC?2 cells than in control cells (HNF sh-SCR) (respectively, + 1.49
YH2AX versus + 1.46 53BP1 foci per nucleus on average) (Figures 6E and 6F), corresponding
to an excess of residual unrepaired DNA double-strand breaks. These results suggest that the
NFACT2 down-regulation observed in patient cells is involved in their cellular radiation

sensitivity.
Discussion

The mechanisms responsible for individual sensitivity to ionizing radiations are not yet fully
elucidated. The present study investigated the radiation sensitivity of dermal fibroblasts from
patients showing severe side-effects of radiotherapy (RT). A key result was that patient dermal
fibroblasts were intrinsically more radiosensitive than cells from healthy individuals. We also
detected more YH2AX and 53BP1 foci from 6h to 24h after irradiation in patient dermal

fibroblasts, suggesting slower DNA DSB repair ability.

DNA DSB repair abilities in cells from radiosensitive patients have been widely studied. Some
authors identified a link between residual unrepaired DNA DSB and risk of severe RT side-
effects (15,21,22), whereas others found no DNA DSB repair defect in cells from radiosensitive
patients (23-25). Once again, these differences could be due to differences in the methods used
to assess DSB repair ability, highlighting the necessity of more standardized protocols,

especially regarding cell culture conditions, type of irradiation and DSB detection kinetics (26).

Moreover, using the ExSy-SPOT assay, we showed that cells from patients with severe RT

side-effects also exhibited repair defects for 8-oxoGuanine, abasic sites and glycol-damaged
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bases. All these types of DNA damage, induced by ionizing radiation and the resulting oxidative
stress, are usually repaired by base excision repair mechanisms (27). Batar et al. showed that a
decrease in XRCC1 expression, an actor in base excision repair, was associated with acute side-
effects in breast cancer patients (28). However, no XRCC/ differential expression was detected
between control and patient fibroblasts and further investigations will be needed to elucidate at
which level dermal fibroblasts from radiosensitive patients fail in their base excision repair

mechanism.

Patient cells exhibited a specific transcriptome profile compared to controls, with no
segregation at transcriptional level between clinical grades 2 and 3. Side-effect severity is
probably highly multifactorial and modulated by complex interaction between intrinsic and
extrinsic factors during radiotherapy treatment. This could explain why we were not able to
distinguish clinical grades on transcriptome analysis of patients’ cells obtained several months
after end of treatment. Nevertheless, we were able to identify 540 genes differentially expressed
between dermal fibroblasts from grade 2 and 3 patients versus controls. This list of genes is a
potentially valuable resource for identifying new modulators of radiation toxicity in tissues and
cells. Surprisingly, only one biological process, arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy (ARVC), was significantly over-represented in this gene list. ARVC is a non-
genetic disease without any evidence of associated radiosensitivity. The link between ARVC
and individual radiation response seems to be incidental, but it has been shown that inhibition
of the Wnt pathway is a causal mechanism in ARVC (29), and it is clearly established that the
Wnt pathway plays an important role in cell survival after irradiation, as previously shown in

several cell types (30-32).

Transcriptome analysis identified NFATC2 as one of the genes the most differentially expressed
between cells from over-reacting patients and controls. We confirmed that NFATC2 expression
at gene and protein levels at basal state was lower in fibroblasts from patients with severe RT
side-effects, and that NFATC2 gene expression was modulated in response to irradiation.
Furthermore, we highlighted the global hypermethylated state of NFATC2 in patient fibroblasts,
suggesting a role of methylation in the regulation of NFATC2 expression. Particularly, 17 CpG
sites located in the promoter-associated regions defined by the ENCODE consortium (33) were
identified as hypermethylated in patient fibroblasts. These promoter-associated regions were
identified by ChIP seq analysis against transcription factors in 91 different cell lines. Several
transcription factors were identified by the ENCODE consortium as able to recognize the DNA

region where the 17 CpG sites are located, including CTCF, E2F6, ZBTB7A, ZNF143, JUND,
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MEF2A, EGR1, RUNX3 and EBFI1. ChIP analysis against these transcription factors in
irradiated fibroblasts and at basal state would be of interest to elucidate the regulatory

mechanisms of NFATC2 expression modulated by epigenetic mechanisms.

Moreover, the present study showed that NFATC?2 silencing using RNA interference leads to
increased cellular radiosensitivity and to a defect in DNA DSB repair. To our knowledge, this
was the first study linking NFATC?2 and cellular sensitivity to ionizing radiation. NFAT family
members have been shown to be able to induce GJAI and GADD45A gene expressions in
response to ionizing radiation (34,35) and NFATC?2 has been shown to induce /L-5 expression
in response to ionizing radiation (36). However, NFAT response to UV irradiation has been
more thoroughly studied. It has been shown that NFAT positively regulates apoptosis in
response to UV-radiation in keratinocytes (37) but, in contrast, inhibiting NFAT signaling
promoted apoptosis in response to UV irradiation in a human embryonic fibroblast cell line
(38). Moreover, inhibiting NFAT signaling has been shown to reduce keratinocyte ability to
repair UV-induced DNA damages (39,40). However, these studies used chemical inhibitors of
NFAT signaling, while the specific roles of each NFAT family member in response to radiation

remain unknown.

NFATC2 has been shown to regulate apoptosis and cell cycle progression, two major
mechanisms involved in cellular radiosensitivity. NFATC2 controls the expression of FASLG,
a pro-apoptotic regulator (41,42), and of CFLAR, BCL2A1 and MDM?2, known for their anti-
apoptotic abilities (43—45). Moreover, NFATC2 can also regulate TNFA and NR4Al
expression, both known for their dual pro- and anti-apoptotic roles (46,47). Furthermore,
NFATC?2 has been shown to regulate cell cycle progression positively by inducing expression
of CDK®6 (48) or inhibiting expression of CDK4 (49), or negatively by inducing expression of
CDKNIA (50) or repressing expression of CCNA2 (51) and p15™&# (52). NFATC2 has also
been reported in positive or negative regulation of MYC expression, promoting or blocking cell
cycle progression (53). These dual roles of NFATC?2 in apoptosis and cell cycle control

highlight the importance of its different isoforms and partners.

In a 2016 study, Gabriel et al. investigated NFATC2 isoform C partners in a Jurkat human T-
cell line (54). In addition to transcription factors, the authors pointed out new potential NFATC?2
partners, including several actors of DNA damage response: notably those involved in DNA
DSB repair, such as XRCC5/Ku80 and PRKDC, and in base or nucleotide excision repair, such
as RFC, LIG3 and XRCC1. They also found an interaction between NFATC2 and PARPI,
which is involved in recognition of DNA damage, and RPA, which binds to single-strand DNA

199



during DNA repair. Interestingly, the authors detected these associations between actors of
DNA damage response and NFATC2, but not with NFATC1, which suggests a specific role for
NFATC2 in the DNA damage response (54). We performed preliminary experiments to clarify
the interactions between NFATC2 and a few DNA repair proteins such as XRCC1 and XRCC5
in irradiated and non-irradiated fibroblasts, but did not observe any consistent co-
immunoprecipitation (data not shown). Further specific investigations will be necessary to

clarify these putative interactions, using tagged versions of the NFATC?2 protein.

The present study found increased cellular radiosensitivity and a defect in DNA repair in dermal
fibroblasts from patients with severe side-effects of RT, and also highlighted a specific
transcriptome profile. These data pave the way for cellular and molecular strategies to identify
radiosensitive patients. The study also showed the involvement of NFATC2 in cellular
sensitivity to ionizing radiation and in DNA repair. However, the mechanisms by which
NFATC2 contributes to the cellular response to ionizing radiation remain to be clarified: a
transcription factor role, or another function such as interaction with actors of the DNA damage
response. To go further into these questions, the study of the NFATC?2 interactome in response
to ionizing radiation would be of interest. Moreover, RNA sequencing and ChIP sequencing

would also be useful, to identify NFATC2 target genes in response to ionizing irradiation.
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Figure S1: Barplot of the 40 most enriched GO biological processes identified with the 445
differentially expressed protein coding genes common between grade 2 vs controls and

grade 3 vs controls.
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Figure S3: Effect of 4 different shRNA targeting NFATC2 on its expression. NFATC2
mRNA levels were measured by RTqPCR after infection of control fibroblasts with a lentiviral
vector carrying either a sShRNA scramble sequence or a shRNA targeting NFATC2. sh-

NFATC2_D were used for next experiments.
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Supplementary Tables

Table S1: List of differentially expressed genes common between grade 2 patients vs

controls and grade 3 patients vs controls. (Available online).

Number of Number of .
. . . . . Adjusted
Signaling pathway genes in the differentially
p-value
pathway expressed genes

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy
(ARVC) 72 10{0,0065733
Basal cell carcinoma 63 7 0,23347
cAMP signaling pathway 199 13| 0,29533
Wnt signaling pathway 146 10| 0,44634
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 83 7| 0,44634

Table S2: List of over-represented signaling pathways among the 445 differentially

expressed protein coding genes common between grade 2 patients vs controls and grade

3 patients vs controls.
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Voie de signalisation

Nombre de

genes dans la

voie

Nombre de geénes
différentiellement

p value ajustée

exprimés

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) 72 10 0,0054608
Basal cell carcinoma 63 7 0,20614
cAMP signaling pathway 199 13 0,24493
Wnat signaling pathway 146 10 0,39785
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 83 7 0,39785

Tableau 3 : Analyse des voies de signalisation sur-représentées parmi les 540 genes

différentiellement exprimés communs entre individus grade 2 vs controles et grade 3 vs

controles.
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Résultats complémentaires

1. Transcriptome et méthylome des fibroblastes dermiques de patients

radiosensibles

a. Voies de signalisation
L’¢tude du transcriptome des fibroblastes dermiques de patientes ayant souffert d’un cancer du
sein et d’effets secondaires séveres de radiothérapie (8 grade 2 et 8 grade 3 selon le CTCAE)
nous a permis d’identifier 540 geénes différentiellement exprimés en commun entre Grade 2 vs
Control et Grade 3 vs Control (cf. Article 1 « A transcriptome and methylome analysis identifies

a molecular signature of patients suffering from severe side-effects of radiotherapy »).

A T’aide de I’outil WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit et de la base de données KEGG
2019, nous avons réalisé une analyse de ces 540 génes pour déterminer s’ils pouvaient participer
a des voies de signalisation ou des mécanismes cellulaires spécifiques. Aucune voie de
signalisation directement impliquée dans la réponse aux radiations ionisantes n’a été identifiée
(Tableau 3). Seule la voie de signalisation « cardiomyopathie arythmogene du ventricule droit
(CARVD) » a été identifiée comme sur-représentée de facon significative parmi les genes
différentiellement exprimés (Tableau 3). Cette voie comprend 72 acteurs dont 10 sont présents
parmi les genes différentiellement exprimés dans les fibroblastes de patients radiosensibles. La
CARVD est une maladie non-héréditaire du muscle cardiaque due a une perte progressive des
myocytes et a leur remplacement par du tissu adipeux épicardique empéchant la transmission
du signal électrique entre les cellules et pouvant provoquer une arythmie et une insuffisance
cardiaque et méme la mort (Herren et al. 2009). Un défaut au niveau des desmosomes, qui

assurent normalement la transmission du signal électrique, peut conduire a
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Figure 36 : Les profils transcriptomique et méthylomique différencient les patients

radiosensibles des individus controles.

(A) Classification ascendante hiérarchique des patients radiosensibles et des individus controles
basées sur 1’expression des 250 génes avec la plus forte variance entre les 3 groupes. Méthode
de Ward. (B) Classification ascendante hiérarchique des patients radiosensibles et des individus
controles basée sur la méthylation des 10 000 CpGs avec la plus forte variance entre les 3
groupes. Méthode de Ward. Vert = Individus contrdles. Bleu = Patients radiosensible grade 2.

Rouge = Patients radiosensibles grade 3.
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I’inhibition de la voie Wnt (Wingless-related integration site) et a un changement du destin

cellulaire de myocyte a cellule adipocytaire (van Tintelen et al. 2007).

Selon la base de données KEGG, cette voie de signalisation est en relation avec la voie Wnt et
I’interaction matrice extracellulaire — récepteur. La voie de signalisation Wnt est impliquée dans
la réponse aux radiations ionisantes notamment dans la survie cellulaire en réponse a
I’irradiation (Chang et al. 2008; Gurung et al. 2009; Karimaian et al. 2017). La matrice
extracellulaire agit sur la radiosensibilité cellulaire (Cordes et al. 2003) mais est également une

cible des radiations ionisantes (Rodemann et al. 2007; Haubner et al. 2012).

b. Profil transcriptomique et méthylomique des fibroblastes des
patients radiosensibles

Dans ’article 1, nous avons montré que les analyses en composantes principales (ACP) a partir
des données du transcriptome et de la méthylation de I’ADN permettaient de séparer les
fibroblastes des patients radiosensibles de ceux des contrdles sans pour autant distinguer les
patients grade 2 des patients grade 3 (Article 1 Figure 1 A et B). Cette délimitation au niveau
de I’expression génique et de la méthylation de I’ ADN entre les cellules des individus controles
et des patients radiosensibles a également été observée par une approche de classification
ascendante hiérarchique (CAH) (Figure 36 A et B). De facon semblable a I’ACP basée sur les
résultats du méthylome dans 1’article 1 (Article 1 Figure 1B), un échantillon d’un individu
controle (C7) a été classé plus proche du groupe radiosensible et un échantillon d’un patient
radiosensible (P9) a été détecté plus proche du groupe contrdle dans I’analyse de CAH issue
des données de méthylation de ’ADN (Figure 36 B). De plus, I’échantillon du patient P9 a
¢galement été classé plus proche des individus contrdles dans I’analyse de CAH des données
d’expression génique (Figure 36 A). Cela signifie qu’en prenant en compte les genes les plus

différentiellement exprimés ou les sites CpGs les plus différentiellement méthylés, ces 2
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CpG diftérenticllement méthylé significatif CpG non-différenticllement méthylé

Adjusted pvalue
Adjusted pvalue

Grade 2 vs Contrdles Grade 3 vs Controles
B Grade 2 vs Grade 3 vs
Contréles N Contréles
46 889
0
Grade 2 vs
Grade 3
C Grade 2 vs Controls Grade 3 vs Controls
- Hypermethylated
(n=23152) Hypermethylated
= Hypomethyiated (n =40 067)
(n=18331) Hypomethylated
(n=35005)
D Grade 2 vs Controls Grade 3 vs Controls
. 1st exon (n = 664) == 1stexon (n=1703)
= 3 UTR (n=862) = 3 UTR (n=1679)
= 5'UTR (n=3444) = 5 UTR (n=6170)
= Body (n = 16 956) =3 Body (n = 29 389)
=3 ExonBnd (n = 199) =3 ExonBnd (n = 407)
= TSS1500 (n = 3 481) =3 TSS1500 (n = 7 174)
. TSS200 (n = 1 825) = TSS200 (n =4 632)
= Intergenic (n = 14 052) = Intergenic (n = 24 058)

Figure 37 : Méthylation différente entre les fibroblastes des patients radiosensibles et les

individus controles.

(A) Volcanoplots des sites CpGs différentiellement méthylés entre les cellules des patients
radiosensibles grade 2 et grade 3 et des individus controles et diagramme de Venn (B) de ces
sites CpGs. L’axe des abscisses représente la différence de méthylation entre les 2 groupes.
Distribution de la méthylation différentielle (C) et de leur localisation génomique (D) dans les
fibroblastes des patients radiosensibles grade 2 et grade 3 et des individus contrdles. 3’ UTR :
3’ Untranslated Transcribed Region. 5° UTR : 5° Untranslated Transcribed Region. ExonBnd :
Exon Boundaries. TSS1500 : Transcription Start Site 1500. TSS200 : Transcription Start Site

200. N = 8 contrdles, 8 grade 2 et 8 grade 3.
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individus (C7 et P9) présentent des profils intermédiaires (entre le groupe de controles et le

groupe de patients radiosensibles).

c. Méthylome des patients radiosensibles
L’analyse de plus de 800 000 sites de méthylation de I’ADN génomique humain nous a permis
d’identifier 41 483 sites CpGs (Cytosine — phosphate — Guanine) différentiellement méthylés
entre les fibroblastes cutanés des patients radiosensibles grade 2 et les contrdles (Figure 37 A),
75 162 sites CpGs différentiellement méthylés entre les cellules des patients radiosensibles
grade 3 et les controles (Figure 37 A) et seulement 2 sites CpGs différentiellement méthylés
entre les cellules des patients radiosensibles grade 2 et grade 3. Parmi ces CpGs
différentiellement méthylés, 28 271 sont communs entre grade 2 vs contrdles et grade 3 vs
controles (Figure 37 B). Les 2 CpGs différentiellement méthylés entre les patients
radiosensibles grade 2 et grade 3 sont également différentiellement méthylés entre les patients
grade 3 et les contrdles (Figure 37 B). Un des 2 CpGs se situe dans le promoteur du gene SY78
(SYNaptotagmin 8) qui n’est pas exprimé a 1’état basal dans les fibroblastes dermiques
(données du RNA seq) mais dont il serait intéressant d’étudier I’expression en réponse a une
irradiation. Le 2°™ CpG se situe dans le promoteur du géne TLE4 (Transducin Like Enhancer
of split 4), mais la différence de méthylation entre les cellules des patients grade 2 et grade 3
est tres faible (environ 8%), ce qui n’est pas détectable par des techniques d’analyse ciblée de
la méthylation d’un seul site CpG (comme la HRM PCR). Etrangement, le géne TLE4 est sous-
exprimé dans les cellules de patients grade 2 par rapport aux contrdles, mais il n’y a pas de

différence d’expression pour ce gene entre les fibroblastes des patients grade 3 et les contrdles.

La différence de méthylation est plutot en faveur d’une hyper-méthylation dans les fibroblastes
des patients radiosensibles (+23 152 CpGs hyper-méthylés chez les patients grade 2 et +40 067

CpGs hyper-méthylés chez les grade 3) par rapport aux individus contrdles (Figure 37 C).
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Number of Overlappi

Localization S Adj. pvalue  Meanbetafc sequenc Xpress
1| chr6:101844626-101848236 23 6,1048E-41 -0,40 Down
2 chr16:1577092-1582581 26 1,7922E-37 0,26 TMEM204, IFT140 -

3 chr11:1888965-1892888 25 2,0765E-31 -0,28 LSPI -
4 chr5:1049232-1054795 20 8,9658E-27 0,27 SLCI2A7 Down
5| chr16:86608910-86613731 19 1,6035E-26 -0.28 FOXLI Up
6|  chr20:19914995-19916159 10 1,0206E-25 041 RIN2 -
7 chr1:34328907-34330389 9 9,6459E-23 0,16 HMGB4 -
8|  chrl7:63534340-63535567 6 1,3674E-22 041 AXIN2 Down
9 chr6:50060598-50061398 6 1,0935E-21 -0,40 RP11-397G17.1 -
Grade 2vs 10| chr22:47069632-47070492 6 1,3172E-21 0,39 GRAMD4 -
Control 11]  chrl7:17480461-17481392 11 2,5678E-20 0,25 RNU6-468P, PEMT -
12|  chr5:168358896-168358939 2 3,0086E-20 -0,33 SLIT3 -
13| chrl2:52432565-52437571 15 5,9832E-20 0,23 NR4AI -
14 chr5:955332-959141 14 2,7210E-19 0,34
15| chrl6:85607562-85609071 10 3,9704E-19 0,32
16 chr8:101348359-101349699 11 4,5641E-19 -027 RNF19A, KB-1991G8.1 -
17 chr4:7281755-7283551 8 7.4806E-19 033 SORCS2 Up
18| chr10:126330161-126332072 11 1,3393E-18 0,30 FAM53B -
19  chr5:177708304-177708607 4 1,8246E-18 0,50
20[  chr19:45259535-45262055 11 39783E-18 0,30 BCL3 -
1 chr16:1577092-1582581 26 7,3441E-44 0,25 TMEM204, IFT140 -
chr17:46666926-46675072 40 3,0996E-43 0,38 HOXB3, HOXB-AS3, -, Down, -, -
2 HOXB3, HOXB6
3| chr6:101845219-101848236 22 1,1304E-37 -0,38 GRIK2 Down
HOXB2, HOXB-AS2,
chr17:46625332-46634546 29 1,2491E-35 0,39 HOXB-AS3, HOXB3, |-, -, Down, -, -
4 HOXB-AS1
HOXB3, HOXB4,
S chr17:46650310-46660940 63 2,2547E-32 0,25 MIR10A -
6 chr5:1049232-1054795 20 1,3019E-27 0,24 SLC12A7 -
7 chr12:52432565-52437571 15 5,9573E-23 0,22 NR4A1 -
8|  chr20:19914995-19916159 10 7,8524E-23 0,37 RIN2 -
Grade 3vs 9| chr7:157474409-157482215 19 1,6875E-22 -0,14 PTPRN2 -
Control 10|  chr16:86609136-86613731 18 8,6099E-22 -0,25 FOXL1 Up
1 chr11:1889178-1892888 24 8,7818E-21 -0,24 LSP1 -
12| chr17:63534340-63535567 6 1,3878E-20 0,39 AXIN2 Down
13| chr1:34328907-34330389 9 2,6210E-20 0,16 HMGB4 -
14 chr7:4761793-4763655 1 7,6321E-20 0,30 FOXK1 -
15|  chr5:92904875-92911154 19 8,1112E-20 0,20 NR2F1-AS1 -
16|  chr16:85607562-85609071 10 1,1186E-19 0,32
17| chr5:168358896-168358939 2 3,6152E-19 -0,32 SLIT3 -
18 chr17:17480461-17481392 11 3,7387E-18 0,23 RNUG6-468P, PEMT -
RPH3AL, RP11-
chr17:200717-203392 15 1,1263E-17 0,12 1260E13.3, RP11- -
19 1260E13.2
20 chr2:223164459-223170370 32 2,5105E-17 -0,37 PAX3, CCDC140 -

Tableau 4 : Liste des 20 régions les plus différentiellement méthylées entre les fibroblastes

des patients radiosensibles et des controles.

Meanbetafc : Différence de méthylation entre les 2 groupes. Si la meanbetafc est positive, alors
la région est hyper-méthylée dans les cellules des patients radiosensibles et inversement si ce
score est négatif. Down : Gene identifié comme sous-exprimé dans les cellules des patients
radiosensibles par rapport aux contrdles dans les données de RNA seq. Up : Gene identifié
comme surexprimé dans les cellules des patients radiosensibles par rapport aux contrdles dans

les données de RNA seq. - : Gene non identifié comme différentiellement exprimé.
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De plus, la majorité des CpGs différentiellement méthylés se situent dans les régions non-

promotrices des geénes (1st Exon, 3’'UTR, 5°UTR, Body, ExonBnd, Intergenic) (Figure 37 D).

Grace a l’analyse du méthylome, nous avons identifi¢ 6441 régions différentiellement
méthylées (RDM) entre les fibroblastes des patients radiosensibles grade 2 et les contrdles, et
10 032 RDM entre les fibroblastes des patients radiosensibles grade 3 et les controles. Le
tableau 4 listent les 20 RDM les plus significatifs entre les cellules des patients grade 2 et des

controles et les cellules des patients grade 3 et des contrdles.

Dans le top 20 des RDM entre les patients grade 2 et les contrdles, cinq se situent dans des
régions promotrices de genes dont GRIK2, SLCI2A7, FOXLI, AXIN2 et SORCS2 qui ont
également été identifiés comme différentiellement exprimés entre ces 2 groupes par 1’analyse
RNA seq (Tableau 4). Etrangement, GRIK?2 possede un promoteur hypo-méthylé alors qu’il est
sous-exprimé dans les fibroblastes des patients radiosensibles grade 2 par rapport aux contrdles
(Figure 38 A et C). En revanche, les 4 autres genes présentent le schéma classique hyper-

méthylation de la région promotrice avec sous-expression du gene, ou inversement (Tableau 4).

Parmi le top 20 des RDM entre les patients grade 3 et les contrdles, cinq se situent dans des
régions promotrices de 4 génes, GRIK2, HOXB-AS3, FOXLI et AXIN2 (Tableau 4). De fagon
similaire, GRIK?2 possede une région hypo-méthylée dans son promoteur dans les cellules des
patients grade 3 alors qu’il est sous-exprimé par rapport aux contrdles (Figure 38 B et C). En
revanche, les autres genes présentent une région hypo-méthylée dans leur promoteur et sont
surexprimés dans les fibroblastes des patients radiosensibles grade 3 ou inversement (Tableau

4),

Le gene GRIK?2 code pour une sous-unité d’un récepteur au glutamate et a été principalement
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Figure 38 : Méthylation et expression du gene GRIK?2.

Le promoteur du géne GRIK?2 est hypo-méthylé dans les fibroblastes des patients grade 2 (A)

et grade 3 (B) alors que son expression est moins forte chez les patients (C).
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¢tudi¢ dans les neurones. Plus récemment, il a été décrit comme pouvant réguler 1’activation
d’Akt dans des cellules cancéreuses ovarienne (Zhawar et al. 2019). Ainsi, il
serait intéressant de vérifier la sous-expression de GRIK2 par RT-qPCR dans les fibroblastes
des patients radiosensibles, a 1’état basal et en réponse a I’irradiation, et d’étudier 1’état
d’activation d’ Akt qui participe a la voie PI3K/Akt, une voie majeure de la survie cellulaire en

réponse a I’irradiation.

d. Méthylation des 5 genes signature
Nous avons identifié, par une approche de machine learning, une signature de 5 genes dont
I’expression permet de discriminer les fibroblastes dermiques des patients ayant souffert

d’effets secondaires séveres de radiothérapie par rapport aux fibroblastes contrdles (Article 1).

Parmi ces 5 genes, NFATC2 présente 18 sites CpGs hyper-méthylés dans les fibroblastes des
patients radiosensibles par rapport aux contrdles se situant dans des régions identifiées comme
associées au promoteur par le consortium ENCODE (ENCODE consortium 2012) (voir Article
2). Dans les cellules des patients ayant souffert d’effets secondaires séveres de radiothérapie, le
gene LINCO1615 possede 4 CpGs hyper-méthylés dans la séquence du 1° intron et est sous-
exprimé chez les patients (Figure 39). Le gene ADAMTSLI est hypo-méthylé au niveau de son
promoteur dans les fibroblastes des patients radiosensibles, ce qui est cohérent avec sa
surexpression chez les patients (Figure 40). Le gene TNFRSF19, dont I’expression est réduite
chez les patients, est hyper-méthylé dans son promoteur dans les cellules des patients et possede
6 CpGs hyper-méthylés dans son 1 intron, dont un est situé dans une région associée au
promoteur (Figure 41). Etrangement, le promoteur du géene PLCE] n’est pas différentiellement
méthylé dans les fibroblastes des patients et présente 38 CpGs hyper-méthylés et seulement 2

hypo-méthylés alors que le gene est surexprimé (Figure 42).

Pour étudier si les CpGs identifiés comme différentiellement méthylés peuvent participer a la

régulation du gene par interaction avec des facteurs de transcription, alors qu’ils
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n’appartiennent pas a des régions régulatrices connues, il serait intéressant de synthétiser des
oligonucléotides biotinylés correspondant a la séquence contenant le CpG, d’incuber ces
oligonucléotides avec un extrait protéique des fibroblastes dermiques, de purifier les
oligonucléotides avec les protéines qui ont pu reconnaitre les séquences d’ADN et enfin
d’identifier ces protéines par spectrométric de masse (Hubner et al. 2015). On pourrait
également envisager de cloner la région contenant le CpG et d’étudier son pouvoir régulateur

dans un systeme de gene rapporteur luciférase en transfection transitoire dans des fibroblastes

irradiés.
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Figure 39 : Méthylation du gene LINC01615.

Les sites CpGs écrits en gras sont différentiellement méthylés entre les fibroblastes des patients

radiosensibles et les contrdles.
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Figure 40 : Méthylation du gene ADAMTSLI.

Les sites CpGs écrits en gras sont différentiellement méthylés entre les fibroblastes des patients

radiosensibles et les contrdles.
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Figure 41 : Méthylation des genes TNFRSF19.
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Les sites CpGs écrits en gras sont différentiellement méthylés entre les fibroblastes des patients

radiosensibles et les contrdles et les CpGs écrits en rouge appartiennent a une région associée

au promoteur selon le consortium ENCODE.
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Figure 42 : Méthylation du gene PLCE]I.

Les sites CpGs écrits en gras sont différentiellement méthylés entre les fibroblastes des patients

radiosensibles.
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Figure 43 : Analyse d’expression des génes identifiés comme différentiellement exprimés

chez les patients d’aprés le RNA seq.

Les niveaux d’expression de TIAM1 (A), LAPTM5 (B), ZFPM2 (C), MFAP5 (D), NEOI (E),
FOXLI (F), DRAMI (G) et COX2 (H) ont été déterminés par RT-qPCR. Les résultats sont
exprimés en moyenne +/- SD. ANOVA. N = 8 contrdles, 8 grade 2 et 8 grade 3. Significatif a

*P <0,05, ** P <0,01, **+* P <0,0001.
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Ces résultats suggerent que la méthylation de I’ADN pourrait jouer un role dans la mise en
place d’un profil d’expression génique li¢ a un risque ¢élevé de développer des effets secondaires

séveres de radiothérapie.

e. Etude de I’expression de génes dans les fibroblastes de patients
radiosensibles

Le séquengage ARN nous a permis d’identifier 540 génes différentiellement exprimés dans les
cellules des patients radiosensibles par rapport aux cellules contréles. Nous avons vérifié par
RT-gqPCR I’expression de certains d’entre eux. Nous avons ainsi pu confirmer la surexpression
dans les fibroblastes de patients radiosensibles de TIAM 1 (Figure 43 A), ZFPM?2 (Figure 43 C),
FOXLI (Figure 43 F) et la sous-expression de LAPTMS5 (Figure 43 B) et DRAM1 (Figure 43
G). Pour NEOI, nous avons pu confirmer sa surexpression dans les cellules des patients
radiosensibles de grade 2 seulement (Figure 43 E). En revanche, nous avons détecté une
surexpression de MFAP5 (Figure 43 D) et COX2 (Figure 43 H) par RT-qPCR, comme dans le
séquencage ARN, mais la différence n’était pas significative due a un fort taux de variabilité

interindividuelle.

Nous nous sommes également intéressés a leur profil d’expression en réponse a I’irradiation.
Pour cela nous avons cultivé les fibroblastes de patients et des contrdles jusqu’a confluence,
puis nous les avons irradiées avec 2 Gy de rayons X et nous avons extraits les ARN totaux 1h,
3h, 6h, 24h, 48h et 72h post-irradiation. Ainsi, nous n’avons pas détecté de changement dans
I’expression de TIAM 1 (Figure 44 A), LAPTM5 (Figure 44 B), ZFPM?2 (Figure 44 C), MFAPS
(Figure 44 D) et NEOI (Figure 44 E) apres I’irradiation. En revanche, nous avons détecté une
surexpression de FOXLI (Figure 44 F), DRAM1 (Figure 44 G) et COX2 (Figure 44 H) en
réponse a I’irradiation avec respectivement un pic a 3h, 72h et 3h post-irradiation suggérant que

ces genes pourraient participer a la réponse a I’irradiation.
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Figure 44 : Expression apres irradiation des genes différentiellement exprimés entre les

controles et les patients radiosensibles.

Les niveaux d’expression de TIAM1 (A), LAPTM5 (B), ZFPM?2 (C), MFAPS5 (D), NEOI (E),
FOXLI (F), DRAM1 (G) et COX2 (H) ont été déterminés par RT-qPCR aux temps indiqués
apres une irradiation de 2 Gy de rayons X. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SD. N

= 3 contrdles et 3 radiosensibles. ANOVA. Significatif a * P < 0,05, ** P <0,01.
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Nous avons également ¢étudié¢ 1’expression en réponse a I’irradiation des 5 génes signatures
permettant d’identifier les patients ayant souffert d’effets secondaires séveres de radiothérapie
(Article 1). Nous avons pu observer une surexpression de NFATC2 en réponse a 1’irradiation
avec 2 Gy de rayons X avec un pic 3h post-irradiation (Article 2 Figure 4 E). De plus, nous
avons détecté une diminution de I’expression de TNFRSF19 6h aprés I’irradiation suivi d’un
retour a I’expression basale (Figure 45 A) et une diminution de ’expression de LINC01615 de
1h a 6h apres I’irradiation, suivi d’un pic a 24h et d’un retour a I’expression basale 48h aprés
I’irradiation (Figure 45 B). En revanche, aucune modification de 1’expression de PLCE] et

ADAMTSLI n’a été détectée en réponse a I’irradiation (Figure 45 C et D).

Ces résultats confirment que les genes identifiés par 1’approche RNA seq sont bien
différentiellement exprimés dans les fibroblastes dermiques de patients radiosensibles a 1’état
basal, mais ne permettent pas discriminer pour autant les patients grade 2 des patients grade 3.
De plus, certains d’entre eux (NFATC2, TNFRSF19, LINC0O1615, FOXLI, DRAMI et COX2)
répondent transcriptionnellement aux radiations ionisantes, ce qui suggere une implication dans

les voies cellulaires de réponse au stress.
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Figure 45 : Expression apres irradiation des genes de la signature des patients

radiosensibles.

Les niveaux d’expression de TNFRSF19 (A), LINC01615 (B), PLCEI (C) et ADAMTSLI (D)
ont été déterminés par RT-qPCR aux temps indiqués apres une irradiation de 2 Gy de rayons
X. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SD. ANOVA. N = 3 contr6les et 3

radiosensibles.
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NFATc2 DAPI

Merge

Figure 46 : Localisation de NFATC2 dans des fibroblastes dermiques.

Les cellules ont été irradiées a confluence avec 2 Gy de rayons X puis fixées 3h, 6h et 24h post-
irradiation. NFATC2 est immunomarqué par la fluorescence rouge et les noyaux sont colorés
au DAPI et apparaissent en bleu. Images obtenues a 1’aide d’un microscope Confocal spectral
Leica SP5.
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2. NFATC?2 et radiation ionisante

a. Localisation de NFATC2
Comme décrit dans 1’introduction bibliographique, NFATC2 est sous forme inactive dans le
cytoplasme, alors qu’activé, il est transloqué dans le noyau. Ainsi, nous avons voulu étudier la
localisation basale de NFATC?2 dans les fibroblastes cutanés en culture et si une irradiation
pouvait agir sur cette localisation et donc sur I’activité de la protéine. A 1’état basal, le marquage
de NFATC?2 est cytoplasmique et nucléaire et reste le méme 3h, 6h et 24h apres une irradiation
avec 2 Gy de rayons X (Figure 46). Ce résultat est concordant avec les travaux d’Al-Daraji et
al., qui ont montré que dans des fibroblastes dermiques, NFATC2 est cytoplasmique et
nucléaire méme sous 1’action de cyclosporine A, une drogue qui inhibe la calcineurine et donc
peut empécher le transfert de NFATC2 dans le noyau, ou sous I’action de TPA (12-0-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) et d’ionomycine qui sont 2 chélateurs de calcium qui
peuvent induire le transfert de NFATC2 dans le noyau (Al-Daraji et al. 2002). Au contraire,
Senavirathna et al. ont observé une localisation de NFATC2 dans le cytoplasme de fibroblastes
pulmonaires et ont montré qu’un traitement a I’ionomycine pouvait induire sa translocation
dans le noyau (Senavirathna et al. 2018). Ces derniers résultats ont été obtenus a partir de
fibroblastes pulmonaires mais également en présence de 2% de sérum dans le milieu de culture
alors que nous utilisons 10% de sérum, comme Al-Daraji et al.. Or, le sérum contient une forte
concentration de calcium qui pourrait agir sur le controle de I’activité de NFATC2. Ainsi, il
serait intéressant d’étudier la localisation de NFATC?2 dans des fibroblastes dermiques cultivés

avec 2% de sérum et I’effet de radiations ionisantes sur sa localisation.

b. NFATC?2 et réparation de ’ADN
Nous avons montré dans le deuxieme article (Voir Article 2) que la sous-expression de
NFATC2 augmentait la radiosensibilité cellulaire et entrainait un défaut de réparation des

cassures doubles brins de ’ADN.
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Figure 47 : Immunoprécipitation de NFATC2 et XRCC5.
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Les mécanismes reliant NFATC?2 a la réparation de I’ ADN sont encore inconnus. Il a ét¢ montré
par 2 études que I’inhibition de la calcineurine par un traitement a la cyclosporine A empéchait
la réparation de dimeres de pyrimidines induits par des rayons UV (Yarosh et al. 2005; Canning
et al. 2006). Mais I’inhibition de la calcineurine n’agit pas seulement sur NFATC2 ou méme

sur les NFATSs mais également sur d’autres voies de signalisation (H. Li et al. 2011).

Gabriel et al. se sont intéressés aux partenaires de NFATC?2 et ont montré qu’une isoforme de
NFATC2 (NFATC2-C) interagissait avec plusieurs protéines impliquées dans la réponse aux
dommages de I’ADN dans une lignée cellulaire de lymphocytes immortalisés, notamment
XRCC1, XRCCS et d’autres acteurs de la réparation de I’ADN comme LIG3, PRKDC ou
encore PARP1 (Gabriel et al. 2016). Ainsi, nous avons étudié si NFATC?2 pouvait interagir avec
XRCC1, qui participe a la réparation par excision de base, et XRCC5 (autre nom de Ku80) qui
participe a la réparation des cassures double brin de ’ADN par jonction d’extrémités non
homologues. Nous avons immunoprécipité NFATC2 puis interrogé la présence de XRCCI et
XRCCS5 par western-blot, mais également I’inverse, immunoprécipité XRCCS et interrogé la
présence de NFATC2 par western-blot dans des fibroblastes dermiques a confluence a 1’état
basal ou 3h apres une irradiation de 2 Gy de rayons X. Nous n’avons pas détecté de co-
immunoprécipitation de NFATC2 et XRCC1 ou XRCCS5 dans nos conditions expérimentales

(Figure 47).

Ce résultat peut s’expliquer de 3 fagcons : NFATC2, XRCCI1 et XRCCS5 n’interagissent pas
ensemble, ou ces protéines peuvent interagir mais pas dans les conditions de culture que nous
avons utilisées, ou le tampon de lyse des cellules utilisé n’est pas optimal. De plus amples études

seront nécessaires pour approfondir ce résultat.
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Figure 48 : Expression de NFATCI, NFATC3 et NFATC4 dans des fibroblastes

dermiques.

Les niveaux d’expression de NFATCI (A), NFATC3 (B) et NFATC4 (C) ont été déterminés par
RT-gPCR dans les cellules des individus contrdles et des patients radiosensibles grade 2 et
grade 3. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SD. N = 8 contrdles, 8 grade 2 et 8 grade

3.
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Figure 49 : Expression de NFATCI1, NFATC3 et NFATC4 dans des fibroblastes dermiques

apres irradiation.

Les niveaux d’expression de NFATCI (A), NFATC3 (B) et NFATC4 (C) ont été déterminés par
RT-qPCR aux temps indiqués apres une irradiation de 2 Gy de rayons X. Les résultats sont
exprimés en moyenne +/- SD. ANOVA. N = 3 contrdles et 3 radiosensibles. Significatif a * P

< 0,05, *##+ P <0,0001.
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c. Les autres membres de la famille NFAT
Comme nous I’avons discuté dans I’introduction bibliographique, NFATC?2 fait partie de la
famille NFAT dont les membres NFAT1 a NFAT4 sont des facteurs de transcription régulés
par le calcium intracellulaire. Bien que ces 4 facteurs de transcription reconnaissent le méme
domaine de fixation de ’ADN laissant a supposer des fonctions redondantes, chacun possede

son propre role.

Nous avons observé que NFATC2 était sous-exprimé dans les fibroblastes de patients
radiosensibles, nous nous sommes donc demandé si les autres NFATS étaient différentiellement
exprimés chez ces patients. Nous n’avons pas détecté de différence d’expression de NFATCI
(Figure 48 A), NFATC3 (Figure 48 B) et NFATC4 (Figure 48 C) a I’état basal entre les
fibroblastes dermiques des individus sains et ceux des patients ayant souffert d’effets

secondaires séveres de radiothérapie.

De méme, nous avons montré que NFATC2 était surexprimé en réponse aux radiations
ionisantes et nous avons donc examing 1’expression des autres membres de la famille NFAT
apres irradiation des cellules. Nous avons détecté une surexpression de NFATCI dans les
fibroblastes dermiques des individus contrOles et des patients radiosensibles avec un pic de
surexpression a 3h post-2 Gy puis un retour a I’état basal d’expression (Figure 49 A). Nous
avons décelé une légere surexpression de NFATC3 dans les fibroblastes dermiques des
individus contrdles 48h post-2 Gy mais pas dans les cellules des patients radiosensibles (Figure
49 B). Enfin, nous avons détecté une sous-expression de NFATC4 dans les fibroblastes
dermiques des individus contrdles et des patients radiosensibles avec I’expression la plus faible

a 6h post-irradiation, puis un retour a 1I’expression basale (Figure 49 C).

NFATC1, NFATC2, NFATC3 et NFATC4 pourraient donc participer a la réponse a

I’irradiation. Il serait intéressant de confirmer ces résultats en étudiant I’expression protéique
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Figure 50 : Réponse aux dommages a I’ADN.

Pas de différence de phosphorylation du résidu serine 1981 d’ATM, du résidu thréonine 68 de
CHK?2 (A) et du résidu serine 15 de p53 (B) apres une irradiation de 2 Gy de rayons X entre les
fibroblastes des individus contrdles et ceux des individus radiosensibles. Les phosphorylations
ont été détectées par western-blot aux temps indiqués apres irradiation. La vinculine a été

utilisée comme témoin de charge protéique. N = 2 contrdles et 2 radiosensibles.
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de NFATCI1, NFATC3 et NFATC4 et également en identifiant les cibles de ces 4 facteurs de

transcription.

3. Réponse aux dommages de ’ADN
Les dommages a I’ADN induits par les rayons ionisants enclenchent une réponse cellulaire
ayant pour but d’arréter le cycle cellulaire, de réparer ces 1ésions et d’induire I’apoptose le cas

échéant.

Nous avons montré que les fibroblastes dermiques des patients radiosensibles présentaient un
défaut de réparation de I’ADN (Voir Article 2). Ainsi, nous avons étudi¢ la voie de signalisation
ATM/CHK2/P53 qui participe a I’arrét du cycle cellulaire en réponse aux radiations ionisantes.
L’activité de ces 3 protéines est régulée par leur état de phosphorylation. Nous avons examiné
la phosphorylation des résidus serine 1981 d’ATM, thréonine 68 de CHK2 et serine 15 de p53
en réponse a I’irradiation des cellules. Nous n’avons pas détecté de différence majeure dans la
cinétique de phosphorylation d’ATM, de CHK2 et de p53 entre les fibroblastes de patients

radiosensibles et ceux des individus contrdles (Figure 50 A et B).

Nous avons également ¢tudié le nombre de cassures double brin de ’ADN et leur réparation
Oh, 15min, 2h, 6h et 24h apres une irradiation de 2 Gy de rayons X par immunofluorescence
contre YH2AX et 53BP1. Nous avons détecté autant de foci YH2AX et 53BP1 dans les
fibroblastes dermiques des patients radiosensibles et des individus contrdles 15 min post-2 Gy,
indiquant qu’il y a autant de cassures double brin induites par I’irradiation (Article 2 Figure 2).
En revanche, a 6h et 24h post-2 Gy, nous avons détecté plus de foci YH2AX et 53BP1 dans les

cellules des patients radiosensibles (Article 2 Figure 2).

Ainsi, le défaut des capacités de réparation des dommages de I’ADN identifi¢ dans les cellules

des patients radiosensibles dans le deuxieme article ne semble pas se situer au niveau de
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I’activation de la réponse des dommages de I’ADN, mais plutot dans la réparation des 1ésions.

Deux hypotheses sont envisagées : les cassures double brins prennent plus de temps a étre
réparées dans les fibroblastes des patients radiosensibles, ou il y a plus de cassures doubles

brins non réparées dans ces cellules.

4. Etude de I’autophagie radio-induite
Nous avons discuté dans 1’introduction bibliographique de 1’autophagie comme mécanisme de

survie ou de mort en réponse aux radiations ionisantes.

Parmi les genes identifiés comme différentiellement exprimés, DRAM 1, qui est sous-exprimé
dans les cellules des patients radiosensibles, est un régulateur positif de 1’autophagie (Nagata
et al. 2018 ; Lu et al. 2019), alors que PLCEI qui a été décrit comme un régulateur négatif de
I’autophagie est surexprimé (Chen et al. 2019). COX2 semble avoir une fonction duale dans
I’autophagie, il a été décrit comme inducteur de 1’autophagie via I’inhibition de la voie
Akt/mTOR dans un contexte d’infection bactérienne (Xiong et al. 2018) mais également
comme un régulateur négatif via un mécanisme encore inconnu (son inhibition induisant

I’autophagie) (Niranjan et al. 2018).

Nous nous sommes ainsi demandé quelles étaient les capacités autophagiques des cellules en
réponse aux radiations ionisantes. Pour cela, nous avons irradié une souche de fibroblastes
dermiques d’un patient radiosensible et une souche de cellules controles et nous avons traité les
cellules avec de la chloroquine 1h avant de récupérer les protéines. La chloroquine est un
inhibiteur du flux autophagique qui empéche la fusion des autophagosomes et des lysosomes,
ainsi les autophagosomes s’accumulent dans la cellule, les acteurs de 1’autophagie également,
ce qui facilite I’observation du flux autophagique. Nous avons étudié le flux autophagique par
western-blot contre les protéines LC3 et p62. En absence de chloroquine, plus le flux

autophagique est fort, moins il y a de protéine p62 qui est dégradée dans 1’autophagolysosome
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Figure 51 : Autophagie en réponse a ’irradiation.

La quantité de p62 et le ratio d’activité LC3II/LC3I ont été examinés par western-blot (A) puis
quantifiés (B) et (C), avec ou sans chloroquine et 24h apres une irradiation de 2 Gy ou a I’état

basal. N = 1 contrdle et 1 radiosensible.
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et plus le ratio LC3II (forme active) / LC3I (forme inactive) est élevé. En présence de
chloroquine, plus le flux autophagique est fort, plus il y a accumulation de p62 qui ne peut étre
lysé, et plus le ratio LC3II / LC3I est grand. Ainsi, nous avons détecté un plus fort ratio
LC3II/LC3I en réponse a I’irradiation avec et sans chloroquine dans les fibroblastes du patient
radiosensible et dans les fibroblastes de 1’individu contréle (Figure 51 A et B). Nous avons
observé une expression similaire de p62 en réponse a I’irradiation lorsque le flux autophagique
n’est pas bloqué (sans chloroquine) dans les cellules du patient radiosensible et de I’individu
controle (Figure 51 A et C). En revanche, lorsque le flux autophagique est inhibé, nous avons
détecté une plus forte expression de p62 en réponse aux radiations ionisantes dans les cellules

du patient radiosensible et de I’individu contrdle (Figure 51 A et C).

Il semblerait qu’une irradiation de 2 Gy de rayons X entraine I’activation de I’autophagie dans
les fibroblastes dermiques, mais nous n’avons pas détecté de différence entre les cellules du
patient radiosensible et celle de I’individu contrdle. De plus, il n’est pas possible d’arriver a une
conclusion en comparant seulement les cellules de 2 individus. Ces expériences sont donc a

répéter sur un plus grand nombre d’échantillons.

En outre, il est conseillé par la communauté scientifique d’évaluer le taux d’autophagie a I’aide
de plusieurs techniques complémentaires (Klionsky et al. 2016). Ainsi, nous pourrions
envisager d’utiliser un plasmide rapporteur codant pour la protéine LC3 couplée a un tag dont

la détection est proportionnelle a I’activité autophagique.

5. Etude de la sensibilité des fibroblastes au TNFa
Le TNFa est un ¢élément important de la réponse inflammatoire suite a une exposition aux
radiations ionisantes, de 1’activation précoce des cellules immunitaires résidentes jusqu’a la

mise en place d’une fibrose radio-induite (Sprung et al. 2015; Di Maggio et al. 2015). Ainsi,
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Figure 52 : Activation de la caspase 3 et de PARP en réponse au TNFa.

Les formes totales inactives et clivées actives la caspase 3 (A) et de PARP (B) ont été détectées
par western-blot apres différents traitements au TNFa (20 ng/mL) et a la CHX (40 pg/mL).

CHX = CycloHeXimide. N = 2 contrdles et 2 radiosensibles.
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nous avons décidé d’étudier I’effet du TNFa sur les fibroblastes dermiques des patients
radiosensibles et des controles. Pour cela, nous nous sommes intéressés a la caspase 3 et a
PARP, qui sont 2 protéines impliquées dans 1’apoptose induite par la voie extrinseque (voir
Introduction section II. 6. a.). Nous avons étudié leur activation par clivage en réponse a un
traitement au TNFa seul, ou en réponse a un traitement TNFa + CHX (CycloHeXimide) qui est
un inhibiteur de la synthese protéique, qui bloque ainsi la voie de survie lors d’un traitement au
TNFa (Wang et al. 2008). Le traitement au TNFa seul ne suffit pas a activer la caspase 3 et
PARP dans les cellules des patients radiosensibles et les controles (Figure 52). En revanche, le
traitement TNFo + CHX induit un clivage de la caspase 3 et de PARP des 3h de traitement dans
les fibroblastes des controles et seulement a 6h dans les fibroblastes des patients radiosensibles
et plus faiblement (Figure 52). Ainsi, les cellules des individus contréles semblent plus
sensibles a I’activation de la voie apoptotique en réponse a un traitement au TNFo + CHX, mais
il faudrait mesurer 1’apoptose, par exemple par cytométrie en flux ou par test TUNEL, pour

pouvoir confirmer ce résultat.

De plus, TNFa pourrait induire I’apoptose indépendamment de la caspase 3 via la voie NFAT
et ’expression de FasL (Alvarez et al. 2011). Ainsi, dans les fibroblastes des patients
radiosensibles ou I’expression de NFATC?2 est plus faible que dans les contrdles, il pourrait y
avoir également un défaut d’entrée en apoptose caspase 3 indépendante. Par conséquent, il
serait intéressant d’étudier les caractéristiques cellulaires de I’apoptose (fragmentation de
I’ADN, exposition de la phosphatidylsérine sur la face externe de la membrane plasmique) et

non seulement la voie de signalisation (clivage de caspase 3 et de PARP) en réponse au TNFa.

La sensibilité au TNFa semblant étre différente entre les fibroblastes des patients radiosensibles
et des controOles, il serait intéressant d’étudier les autres voies activées en réponse au TNFa,

notamment 1’inflammation avec la production de CCL2 et d’IL-1, 2 acteurs de la réponse
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inflammatoire activée par les radiations ionisantes et dont 1’expression peut étre médiée par

TNFa (Bauer et al. 2019).
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES
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L. Approches haut débit pour étudier la radiosensibilité individuelle

1. Etude du méthylome et du transcriptome de patients radiosensibles
Nous avons observé que les fibroblastes dermiques des patients ayant souffert d’effets
secondaires séveres de radiothérapie présentaient un profil transcriptomique et un profil de
méthylation différents de ceux des fibroblastes dermiques d’individus sains de la population
générale. L’utilisation comme contrdle de fibroblastes dermiques d’individus de la population
générale n’est pas la plus pertinente mais s’explique par la difficulté d’obtenir des cellules de
patients ayant souffert d’un cancer et ayant subi une radiothérapie sans développer d’effets
secondaires séveres aigus et/ou tardifs. Les effets secondaires tardifs pouvant apparaitre
plusieurs années apres le traitement par radiothérapie, 1’identification des patients sans effets
secondaires peut s’avérer ardue, tout comme 1’obtention de biopsie chez des patients soignés
de leur cancer, n’ayant pas présentés d’effets secondaires et n’ayant plus de suivi par leur

radiothérapeute.

Ainsi nous avons essayé de surmonter ce défaut en mesurant la radiosensibilité cellulaire des
individus car il a ét€ montré par plusieurs groupes de recherche que la radiosensibilité cellulaire
des fibroblastes dermiques peut étre corrélée avec le risque de développer des effets secondaires
séveres de radiothérapie (Smith et al. 1980; Woods et al. 1988; Loeffler et al. 1990; Plowman
et al. 1990; Burnet et al. 1992; Geara et al. 1993; Brock et al. 1995). A I’aide de tests de
clonogénicité, nous avons mis en évidence une radiosensibilité plus forte des fibroblastes des
patients radiosensibles comparés aux fibroblastes des individus controles. En revanche, Russel
et al. et Peacock et al. n’ont pas mis a jour de corrélation entre la radiosensibilité cellulaire et
le risque d’effets secondaires séveres de radiothérapie mais ceci pourrait s’expliquer par les

différences de protocoles de test de clonogénicité et notamment avec
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I’utilisation de « feeder » de culture alors que les études ayant observé une différence n’en
utilisaient pas, ou encore des différences dans la mise en place des cohortes de patients (Russell
et al. 1998; Peacock et al. 2000). De plus, dans une autre étude, les auteurs ont mis a jour une
radiosensibilité cellulaire plus forte en moyenne dans des fibroblastes dermiques d’individus
de la population générale comparés a des fibroblastes de patients n’ayant pas souffert d’effets
secondaires séveres aigus de radiothérapie (Djuzenova et al. 2004). En revanche les auteurs ne
se sont pas intéressés aux effets secondaires tardifs et il est possible que les patients ayant eu
un cancer sans effets secondaires séveres aigus de radiothérapie aient développé par la suite des

effets tardifs, notamment parmi ceux avec la radiosensibilité cellulaire la plus faible.

Nous avons ¢étudié¢ les capacités de réparation des CDB de I’ADN dans les fibroblastes des
patients ayant souffert d’effets secondaires séveres de radiothérapie car plusieurs études ont mis
en avant la présence en plus grand nombre de CDB non réparées 24h apres irradiation dans les
cellules de patients ayant soufferts d’effets secondaires séveres de radiothérapie (Bourton et al.
2011; Li et al. 2013; COPERNIC project investigators et al. 2016). Dans notre étude, nous
avons montré qu’il y avait un défaut de réparation des CDB dans les fibroblastes des patients
radiosensibles comparés aux contrdles, avec un plus grand nombre de foci YH2AX et 53BP1
détectés par immunofluorescence 24h apres une irradiation de 2 Gy. Néanmoins, d’autres
¢tudes n’ont pas mis a jour de corrélation entre les cassures double brin résiduelles de I’ADN
et la radiosensibilité individuelle (Olive et al. 2008; Werbrouck et al. 2010; Vasireddy et al.
2010), ce qui pourrait étre due, encore une fois, aux différents protocoles utilisés ainsi qu’a la
sélection des patients composant la cohorte. En revanche, dans une étude sur la réparation des
CDB dans des cellules mononucléées du sang périphériques, les auteurs n’ont pas identifié¢ de
différence entre le nombre de cassures résiduelles dans les cellules de patients sans effets

secondaires  aigus de radiothérapie et des cellules d’individus de la
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Figure 53 : Cassures double brin de ’ADN dans les cellules de patients ayant souffert ou

non d’effets secondaires sévéres de radiothérapie et d’individus sains.

A) et B) Nombre de foci YH2AX dans des cellules mononuclées du sang périphérique chez des
individus sains (controls) et des individus ayant souffert d’effets secondaires séveres aigus
(grade 3 skin reaction) ou non (grade 0 — 1 skin reaction) des suites de radiothérapie. C)
Fluorescence relative de YH2AX détectée par cytométrie en flux dans les lymphocytes
circulants issus d’individus sains (Normal non-cancer) et des individus ayant souffert d’effets
secondaires séveres aigus et/ou tardifs (cancer over-reactor) ou non (cancer non-over-reactor)
des suites de radiothérapie. Adaptée de (Djuzenova et al. 2013; Djuzenova et al. 2015; Bourton

etal. 2011).
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population générale mais ils ont détecté plus de cassures résiduelles dans les cellules des
patients ayant souffert d’effets secondaires aigus sévéres de radiothérapie (Figure 53 A)
(Djuzenova et al. 2013). Les mémes auteurs ont montré des résultats inverses dans une 2°™
étude 2 ans apres (Figure 53 B), c’est-a-dire une différence dans le nombre de cassures doubles
brins résiduelles dans les cellules des patients n’ayant pas soufferts d’effets secondaires séveres

aigus de radiothérapie comparés aux individus sains (Djuzenova et al. 2015).

Le fait qu’il y ait 2 populations différentes au niveau des CDBs résiduelles dans le groupe des
patients n’ayant pas soufferts d’effets secondaires aigus de radiothérapie dans I’article de 2015
(Figure 53 B) (une sous-population avec beaucoup de CDB et une autre avec peu) pourrait
suggérer que ceux présentant plus de CDB risquent de souffrir d’effets tardifs, ce qu’il faudrait
vérifier plusieurs mois apres le traitement. En outre, Mumbrekar et al. n’ont pas trouvé de
différence entre le nombre de CDB dans des lymphocytes de patients sans effet secondaire
sévere aigu de radiothérapie comparés aux individus sains, ce qui est concordant avec la
premiere étude de 2013 de Djuzenova et al. (Mumbrekar et al. 2014; Djuzenova et al. 2013).
Enfin, Bourton et al., qui se sont intéressés aux CDB résiduelles dans les lymphocytes
circulants, ont montré qu’il y avait autant de ces cassures dans les cellules de patients sans effet
secondaire sévere aigu et/ou tardif et dans les cellules des individus sains 24h apres irradiation,
mais qu’il y en avait plus dans les cellules des patients radiosensibles (Figure 53 C) (Bourton

etal. 2011).
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La différence des profils de transcriptome et de méthylation de I’ADN que nous avons observé
est corrélée avec la radiosensibilité cellulaire et un défaut de réparation des cassures double brin
de I’ADN, caractéristiques observées dans les cellules des patients souffrant d’effets
secondaires séveres de radiothérapie. Cependant la confirmation de nos résultats en utilisant
comme controles des fibroblastes dermiques de patients ayant souffert d’un cancer sans avoir
présenté d’effet secondaire sévere de radiothérapie reste nécessaire et nous espérons pouvoir
travailler sur ces cellules le plus rapidement possible. Des contacts ont été établis avec plusieurs
radiothérapeutes pour pouvoir obtenir des cellules de tels patients, dits grade 0. Néanmoins, les
démarches administratives nécessaires a la constitution d’une telle cohorte sont longues et

complexes.

En outre, les analyses du transcriptome et du méthylome ne nous ont pas permis de différencier
les patients radiosensibles de grade 2 et de grade 3. Cela pourrait €tre due a la difficulté de
différencier les patients de ces 2 grades ou encore au trop faible nombre d’échantillons dans
nos analyses. Il serait intéressant de pouvoir étudier des patients ayant souffert d’effets
secondaires séveres de radiothérapie de grade 4 pour voir s’il est possible de séparer les patients

sur une plus forte gamme de grade clinique en analysant leur transcriptome et leur méthylome.

2. La signature moléculaire des patients radiosensibles
Au cours de ce travail de these, nous avons pu identifier une signature moléculaire composée
de 5 geénes dont I’expression nous a permis de déterminer le statut de radiosensibilité¢ de
nouveaux individus issus d’une cohorte de validation avec une exactitude de 100% (voir

I’Article 1).
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Ces dernieres années, plusieurs études ont exploré le transcriptome de patients radiosensibles
afin d’identifier des genes signatures dont I’expression serait corrélée aux risques d’effets
secondaires séveres de radiothérapie. Bien que plusieurs articles aient décrit des différences de
profil d’expression génique en réponse a une irradiation in vitro entre les individus ayant
souffert d’effets secondaires séveres de radiothérapie et les contrdles, aucune signature issue de
ces études n’ont été validée dans une 2°™ cohorte indépendante (Svensson et al. 2006; Mayer

et al. 2011; Finnon et al. 2012).

Rodningen et al. ont identifié une signature du risque de fibrose cutanée radio-induite composée
de 18 geénes dont la validation dans une seconde cohorte s’est avérée plus limitée : seul 34%
des patients identifiés radiosensibles ont développé une fibrose cutanée mais aucun des
individus identifiés comme radio-résistant n’a développé de fibrose radio-induite (Rgdningen

et al. 2008; Andreassen et al. 2013).

De plus, seule une étude a permis de différencier les patients radiosensibles en fonction de leur
grade clinique d’effets secondaires mais dans une petite cohorte de 12 patients et sans avoir été
par la suite répliquée dans une 2°™ étude indépendante (Henriquez Hernéndez et al. 2009). Les
auteurs ont réussi a séparer les patients en étudiant le transcriptome des lymphocytes du sang
circulant des patients avec ou sans irradiation in vitro. Ainsi, pour la classification des patients
en fonction de la sévérité des effets secondaires séveres aigus de radiothérapie, I’expression de
20 genes sont nécessaires quand les cellules ne sont pas irradiées et 29 genes lorsque les cellules
le sont. Les genes identifiés a 1’état basal sont impliqués notamment dans 1’export de protéine,
la régulation de I’autophagie, la voie de signalisation des phosphatidylinositol, 1’adhésion
focale et dans la régulation du cytosquelette d’actine, alors que lorsque les cellules ont été
irradiées, les genes permettant la classification sont impliqués dans la voie de signalisation des

phosphatidylinositol, la régulation du cytosquelette d’actine, le cycle cellulaire et la voie du
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TGEFp. 11 est intéressant de noter qu’aucun des genes permettant de classer les patients en
fonction de la sévérité de leurs effets secondaires aigus identifiés apres irradiation n’est le méme
qu’a D’état basal, méme si 2 mécanismes cellulaires enrichis dans ces listes de geénes sont
communs. Pour la classification des patients en fonction de la sévérité de leurs effets
secondaires tardifs, les auteurs ont observé qu’il était possible de les classifier qu’a partir du
transcriptome des lymphocytes non-irradiés et les genes identifiés sont impliqués notamment
dans la régulation du cytosquelette d’actine, la voie des MAPK, la voie Erb B, la cytotoxicité
médiée par les cellules tueuses naturelles (Natural Killer), 1’adhésion focale ainsi que la
signalisation des récepteurs des lymphocytes T. Aucun des genes qu’ils ont identifiés pour
classer les patients n’a été détecté comme différentiellement exprimé dans notre étude, ce qui
peut s’expliquer par la différence des cellules étudiées (lymphocytes du sang circulant et

fibroblastes dermiques).

En outre, ces ¢tudes ont toutes été réalisées a I’aide de puce a ADNc qui ne mesurent pas

I’expression de I’ensemble des genes du génome, limitant ainsi la puissance de ces analyses.

Notre étude du transcriptome par séquencage ARN, plus exhaustive et sans doute plus
quantitative que les approches utilisant les puces ADNCc, associée a une identification des genes
les plus discriminants par machine learning, nous a permis de déterminer une signature de 5
genes. L expression de ces 5 génes nous a permis d’identifier les patients ayant souffert d’effets
secondaires séveres de radiothérapie dans une cohorte de validation de 30 individus,

comprenant des patients et des contrdles analysés en aveugle.

Nous voulons tout d’abord valider cette signature en utilisant des échantillons de patients grade
0 (voir discussion du point 1), mais également augmenter le nombre de patients grade 2 et grade
3 et ajouter des échantillons de patients grade 4 pour essayer d’identifier une signature

permettant de classer les patients selon leur grade clinique.
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3. Methylome dans la radiosensibilité individuelle
Lors de ce travail de thése, nous avons montré que les fibroblastes dermiques des patients
radiosensibles présentaient un profil d’expression génique et de méthylation de I’ADN

spécifique par rapport aux fibroblastes contrdles.

Nous avons observé que 18,7% des genes différentiellement exprimés a 1’état basal entre les
fibroblastes des patients radiosensibles et les fibroblastes controles possédaient une région
différentiellement méthylée dans leur promoteur pouvant participer a la régulation de leur
expression. Parmi ces 101 genes, 68 présentaient le schéma classique du taux de méthylation
inversement proportionnel a I’expression du geéne. De plus, parmi les 5 génes signature de la
radiosensibilité, NFATC2 et TNFRSF19 sont hyper-méthylés dans des régions promotrices et
ADAMTSLI a une région hypo-méthylée dans son promoteur dans les fibroblastes de patients
radiosensibles, ce qui est concordant avec leur expression. En revanche, PLCEI et LINC01615

n’ont pas de région différentiellement méthylée dans des régions promotrices.

Ces résultats suggerent un role de la méthylation de I’ADN dans la mise en place d’un profil
d’expression génique associé au risque €leve de développer des effets secondaires séveres de

radiothérapie.

La mise en place de la méthylation de I’ADN se fait majoritairement durant I’embryogenese,
mais le méthylome évolue au cours du temps, notamment en réponse aux facteurs
environnementaux (Garg et al. 2018; Ciccarone et al. 2018). A notre connaissance, il n’y a pas
d’étude sur le méthylome des patients radiosensibles et I’impact de 1’environnement sur celui-

ci. De plus, les mécanismes moléculaires responsables du controle de la méthylation de I’ADN

ne sont pas encore totalement élucidés.
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De manicre intéressante, il a été montré que PLCEI, que nous avons identifi€é comme
surexprimé dans les fibroblastes des patients radiosensibles, participe a la méthylation du
promoteur de PTEN (Phospatate and TENin homolog) dans des cellules de cancer du poumon
non a petites cellules sans qu’aucun mécanisme moléculaire ne soit proposé. Nous n’avons pas
identifié¢ de différence de méthylation dans le promoteur de PTEN, mais il serait intéressant
d’étudier si PLCE] participe a la méthylation des genes que nous avons identifiés comme

différentiellement méthylés et d’¢lucider par quels mécanismes il agit.

A notre connaissance, dans la littérature, une seule étude s’est intéressée au lien entre la
méthylation de I’ADN et le risque de développer des effets secondaires séveres de radiothérapie
(Weigel et al. 2015). Les auteurs ont étudié la méthylation de I’ADN a I’aide d’une puce a ADN
dans des fibroblastes dermiques de patientes avec un cancer du sein et ayant souffert de fibrose
cutanée radio-induite. Ils ont ainsi identifié le g¢ne DGKA (DiacylGlycerol Kina Alpha) comme
possédant une région amplificatrice (« enhancer region ») contenant 2 sites CpGs hypométhylés
dans les cellules des patientes radiosensibles et permettant ainsi une surexpression plus
importante en réponse a une irradiation (Weigel et al. 2015). Cette étude met pour la premiere
fois en évidence I'importance de la méthylation de I’ADN dans la radiosensibilité et dans la

réponse a |’irradiation.

Nous avons analysé le taux de méthylation de ces 2 CpGs dans nos échantillons et ils ne sont
pas différentiellement méthylés entre les cellules des patients radiosensibles et les contrdles.
Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les auteurs ne s’intéressent qu’aux fibroses radio-

induites alors que notre cohorte comprend divers types d’effets secondaires de radiothérapie.

Dans ce travail de theése, nous avons étudié les promoteurs des genes différentiellement
méthylés entre les fibroblastes des patients radiosensibles et les contrdles et les régions

associées au promoteur.
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I1 serait intéressant d’étudier également les régions différentiellement méthylées dans tous les
domaines régulateurs (promoteurs mais également régions amplificatrices) et de déterminer
I’expression de ces génes en réponse a I’irradiation méme si celle-ci n’est pas différente a 1’état

basal entre les cellules des individus radiosensibles et des controles.

11 serait également intéressant d’identifier, avec une approche de machine learning similaire a
celle que nous avons employée pour le transcriptome, une signature des patients radiosensibles
composée de sites CpGs différentiellement méthylés. Pour étre validée par une méthode simple,
dans les cellules de nombreux patients, il faudrait que la différence de méthylation des sites
CpGs composant cette signature soit importante car les méthodes d’investigation de la
méthylation par PCR telles que la MSP (Methylation-Specific Polymerase chain reaction) ou
encore la HRM PCR (High Resolution Melting Polymerase Chain Reaction) sont des

techniques qualitatives (CpG méthylé ou non) mais peu quantitatives.

4. Vers une signature de la radiosensibilité individuelle ?
La prochaine étape de notre étude sera de confirmer la signature dans des fibroblastes de

patients n’ayant pas souffert d’effets secondaires de radiothérapie.

Il sera également intéressant d’étudier le transcriptome de patients par séquencage ARN sur un
nombre plus important d’individus pour voir s’il est possible de différencier la sévérité et aussi

le type d’effets secondaires de radiothérapie.

L’identification d’une signature de la radiosensibilité individuelle par séquencage ARN semble
prometteuse et il serait a envisager d’étudier une telle signature dans d’autres types cellulaires
plus accessibles tels que les kératinocytes, ou dans les fibroblastes présents dans la papille
dermique au niveau du bulbe du follicule pileux, ou encore les cellules mononucléées du sang

circulant. Le séquencage ARN de ce dernier type cellulaire est un des axes du projet européen
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REQUITE qui a pour but d’identifier une signature de la radiosensibilité individuelle a partir
d’une cohorte de plus de 5000 patients traités par radiothérapie pour un cancer du sein, du

poumon ou de la prostate et recrutés dans toute I’Europe.

II. Les mécanismes responsables de la radiosensibilité individuelle

Le 2°" axe de ce travail de theése consistait 2 mieux comprendre les mécanismes de la

radiosensibilité des patients de la cohorte COPERNIC, notamment au niveau cellulaire.

1. Identification des mécanismes cellulaires impliqués dans la radiosensibilité
individuelle

Nous avons montré que les fibroblastes des patients ayant souffert d’effets secondaires de
radiothérapie présentaient une survie plus faible apres irradiation que ceux des individus
contrdles et ainsi qu’un défaut de réparation de I’ADN. Pour identifier les liens entre la
radiosensibilité cellulaire et les genes différentiellement exprimés entre les cellules des patients
et des contrdles, il serait possible d’effectuer un criblage par ARN interférence de ces génes
candidats, d’irradier les cellules, de mesurer leur survie afin de déterminer quels sont les génes
dont le silencing impacte la radiosensibilité cellulaire. On pourra ensuite analyser plus

précisément leur rdle, dans la réparation de I’ADN, 1’apoptose ou encore I’autophagie.

Nous avons également montré que certains des génes que nous avons identifiés comme
différentiellement exprimés entre les fibroblastes de patients radiosensibles et les controles
¢taient modulés en réponse a I’irradiation et pourraient participer a la réponse cellulaire aux

radiations ionisantes.

Nous avons ainsi identifi€ le facteur de transcription FOXL/ (FOrkhead boX L1) comme étant
surexprimé dans les cellules des patients radiosensibles et induit entre 3h et 6h apres

I’irradiation. FOXLI a été décrit comme une cible du facteur de transcription GLI2 dans la voie
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SonicHedgeHog. FOXL1 joue un role de rétrocontrdle négatif en inhibant I’expression de SHH
(SonicHedgeHog) (Nakada et al. 2006). La voie SHH est une voie de signalisation majeure
dans les cellules et il a été montré que la sévérité de la mutation du géne PTCH 1 codant pour le
récepteur dans la voie SHH était directement corrélée a la radiosensibilité cellulaire (Vulin et
al. 2018). De plus, il a ét€ montré que FOXL1 peut induire I’expression de TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) dans des cellules pancréatiques cancéreuses, ce qui en fait un
acteur pro-apoptotique (G. Zhang et al. 2013). FOXL1 peut également induire I’expression de
2 protéoglycanes transmembranaires (le perlecan et le syndecan), dont le rdle est de favoriser
I’interaction du ligand Wnt avec son récepteur Fz (Frizzled) dans la voie Wnt (Perreault et al.
2001). La voie Wnt implique le facteur de transcription -catenin qui lui a un réle d’activateur
de la prolifération et de survie cellulaire en réponse a I’irradiation, ce qui fait de FOXL1 un
acteur anti-apoptotique, qui active également la production de collagene de type I ce qui suggere

un role de FOXL1 dans la fibrose radio-induite (M. S. Chen et al. 2007; Gurung et al. 2009).

FOXLI étant surexprimé dans les cellules des patients radiosensibles, il serait intéressant
d’étudier si son inhibition par interférence ARN pourrait agir sur la radiosensibilité cellulaire
et par quels mécanismes cellulaires. De plus, il serait intéressant de déterminer par ChIPseq
(Chromatin ImmunoPrecipitation sequencing) quelles sont les cibles de FOXL1 dans les

cellules a I’état basal, mais également en réponse a I’irradiation.

Dans ce travail de these, nous avons également identifié LINC0O1615 et TNFRSF 19 comme étant
sous-exprimeés dans les fibroblastes des patients radiosensibles et répondant a I’irradiation
ionisante au niveau transcriptionnel. LINC01615 est un ARN long non-codant étudié seulement
par méta-analyse mais qui pourrait jouer un role dans 1’organisation de la matrice extracellulaire
(Ji et al. 2019) mais également étre impliqué dans la régulation de la voie TNFa, la voie Akt,

la voie VEGF ainsi que la voie Wnt (Ramilowski et al. 2019). TNFRSF 19 a lui été décrit comme
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étant un acteur pro-survie en activant les voies NFkB et Akt en réponse a une exposition aux
radiations ionisantes (Loftus et al. 2013), mais sa surexpression a également été décrite comme
entrainant la mort cellulaire indépendamment des caspases (Eby et al. 2000) ce qui suggere que
son action est dépendante du contexte (type de cellule, type de stimuli etc.). En outre, il a été
montré que TNFRSF19 était une cible de la voie Wnt (Qiu et al. 2010; Schon et al. 2014).
TNFRSF19 a été décrit comme étant un régulateur négatif du récepteur TGFBR1 (Tumor
Growth Factor B Receptor 1) pouvant ainsi entrainer la tumorigenese (Deng et al. 2018), il serait
ainsi intéressant d’étudier si TNFRSF19 peut inhiber la voie du TGFP dans la réponse a
I’irradiation, une voie majeure impliquée dans les effets secondaires de radiothérapie (Martin
et al. 2000; Martin et al. 2016). De plus, une étude a montré que la surexpression de TNFRSF19
dans une lignée de cellules cancéreuses du poumon pouvait améliorer les capacités de
réparation des CDB de ’ADN. Il serait intéressant de déterminer la fonction de TNFRSF19
dans la réponse au TGFp et 1’organisation de la matrice extracellulaire mais également dans la

réparation de I’ADN.

Nous avons également montré que COX2 et DRAM1 sont surexprimés dans les fibroblastes
dermiques en réponse a ’irradiation. Il a été montré que COX2, qui est surexprimé dans les
cellules des patients radiosensibles par rapport aux contrdles, pouvait étre un régulateur négatif
de I’autophagie par un mécanisme encore inconnu (Niranjan et al. 2018) mais également un
régulateur positif via I’inhibition de la voie Akt/mTOR (Xiong et al. 2018) et que DRAM 1, qui
est sous-exprimé, pouvait étre induit par pS3 en réponse aux dommages de I’ADN et réguler
positivement I’autophagie en inhibant la voie Akt/mTOR (Nagata et al. 2018; T. Lu et al. 2019).
De plus, PLCEI, que nous avons identifié comme étant surexprimé dans les cellules des
patients radiosensibles, a ¢t¢ décrit comme régulateur négatif de 1’autophagie en favorisant la

déstabilisation de p53 par MDM2 (Y. Chen et al. 2020). Ces 3 informations
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allant dans le sens d’une implication de I’autophagie dans le phénotype des cellules
radiosensibles, nous nous sommes intéressés aux capacités autophagiques des cellules en
réponse aux radiations ionisantes. Nous n’avons pas pu mettre a jour dans nos expériences
préliminaires de différence significative dans les capacités autophagiques des fibroblastes des
patients radiosensibles et des controles en réponse a l‘irradiation, mais 1’autophagie étant un
mécanisme majeur de survie ou de mort cellulaire en réponse aux radiations ionisantes, de plus
amples investigations sont nécessaires (Palumbo et al. 2013). 11 serait intéressant de moduler
I’expression de ces 3 genes dans des fibroblastes et d’étudier le flux autophagique en mesurant
le rapport LC3II/LC3I et la quantité de p62 par western blot en réponse a une irradiation ou en
réponse & un traitement chimique induisant 1’autophagie comme la chloroquine par exemple.
Néanmoins, ['utilisation d’une seule technique n’étant pas suffisante pour étudier 1I’autophagie,
’utilisation d’un plasmide rapporteur codant pour la protéine LC3 couplée a un tag dont la

détection est proportionnelle a I’activité autophagique serait a envisager.

De plus, ces genes ont également été¢ décrits comme impliqués dans I’apoptose (Choi et al.
2005; Crighton et al. 2006; Yue et al. 2019), ce qui n’est pas surprenant du fait de I’interaction
entre la voie autophagique et I’apoptose notamment via p53 (Maiuri et al. 2007). Ainsi, il serait
¢galement intéressant d’étudier I’apoptose en parallele a I’autophagie par cytométrie en flux ou
par immunodétection des caspases activées dans les cellules des patients radiosensibles en

réponse a |’irradiation.

2. Lerole de NFATC2 dans la radiosensibilité individuelle
Dans ce travail de these, nous avons identifi€ NFATC2 comme étant hyperméthylé dans sa
région promotrice et sous-exprimé dans les fibroblastes dermiques des patients radiosensibles.

Nous avons également observé que NFATC2 répondait aux radiations ionisantes par une

271



Gene qui peut

étre régulé Action dans la réponse inflammatoire radio-induite Référence
ar NFATC2

(Weigmann et al.

1L6 Activation des cellules immunitaires résidentes 2008)

Activation des cellules immunitaires résidentes
(Sprung et al. 2015;
TNF Vasodilatation Leask et al. 2004;

Mancini et al. 2014)
Inhibition de la voie TGF

(Gurujeyalakshmi et

IFNG Pro- et anti-fibrotique al. 1995; E. S. Chen
et al. 2001)
Recrutement des cellules immunitaires circulantes au site | (Rauschenberger et al.
CXCLI0 e
d'irradiation 2019)

) .. . ) Rauschenberger et al.
Recrutement des cellules immunitaires circulantes au site ( g

CCL2 dirradiation 2019; Bauer et al.
2019)
Activation des cellules immunitaires résidentes
ILIA . - . . (Bauer et al. 2019)
Recrutement des cellules immunitaires circulantes au site
d'irradiation
112 Prolifération et différenciation des cellules immunitaires | (Sprung et al. 2015)
e . s .. . .. (Sprung et al. 2015;
114 Prolifération et différenciation des cellules immunitaires Wynn et al. 2012)
ILI13 Pro-fibrotique (Klein et al. 2006)

Tableau 5 : Role des genes pouvant étre régulés par NFATC2 dans la réponse

inflammatoire radio-induite.
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surexpression précoce au niveau génique et protéique. Enfin nous avons montré que son
silencing par interference ARN menait a une radiosensibilité cellulaire accrue et un défaut de

réparation des CDB de I’ADN.

La diminution d’expression de NFATC2 dans les fibroblastes dermiques contrdles par
interférence ARN a entrainé une baisse de survie d’environ 20%, alors que la diminution de la
survie des cellules des patients radiosensibles est d’environ 43% par rapport aux controles, ce
qui suggere, ce qui n’a rien d’étonnant, que d’autres genes que NFATC2 participent a la
radiosensibilité cellulaire des fibroblastes de patients ayant souffert d’effets secondaires de

radiothérapie.

L’activation de I’inflammation dans le tissu en réponse a I’irradiation est instantanée avec la
production de cytokines pro-inflammatoires permettant 1’activation des cellules immunitaires
résidentes du tissu irradi€ (lymphocytes et macrophages), qui produisent a leur tour des
cytokines pro-inflammatoires, mais également des chémokines attractantes pour recruter les
cellules immunitaires circulantes (Sprung et al. 2015). Or, NFATC2 a été décrit comme pouvant

réguler I’expression de plusieurs de ces acteurs de la réponse inflammatoire.

En effet, il a ét€ montré que NFATC2 peut induire la production de I’IL-6 qui est un facteur
pro-inflammatoire permettant I’activation des cellules immunitaires résidentes en réponse a
I’irradiation (Tableau 5) (Weigmann et al. 2008; Sprung et al. 2015). NFATC2 peut également
controler la production de TNFa qui joue un rdle pro-inflammatoire dans la réponse aux
radiations en activant les cellules immunitaires résidentes et en participant a la vasodilatation
des vaisseaux pour permettre le recrutement des cellules immunitaires circulantes au site
d’irradiation (Oum et al. 2002; Robbs et al. 2013; Sprung et al. 2015), mais TNFa est également
un acteur anti-fibrotique en inhibant 1’action du TGFp dans les myofibroblastes activés

(Tableau 5) (Leask et al. 2004; Mancini et al. 2014).
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NFATC2 controle également I’expression de I’'IFNy qui a été décrit comme ayant des propriétés
pro- et anti-fibrotiques (Gurujeyalakshmi et al. 1995; E. S. Chen et al. 2001; Kiani et al. 2001)
et qui controle I’expression de CXCL10, chémokine permettant de recruter les cellules
immunitaires circulantes au niveau du site d’irradiation (Tableau 5) (Sprung et al. 2015;
Rauschenberger et al. 2019). Il est a noter que le TNFa, dont I’expression peut étre controlée
par NFATC2, peut réguler a son tour ’expression de CCL2 et d’IL-1 qui participent au
recrutement des cellules immunitaires circulantes (Tableau 5) (Rauschenberger et al. 2019;
Bauer et al. 2019). NFATC2 peut induire I’expression de I’IL-2 et de I’'IL-4 qui participent a la
prolifération et a la différenciation des cellules immunitaires et notamment dans I’activation
des macrophages M2 qui ont un réle anti-fibrotique (Tableau 5) (Rengarajan et al. 2002; Wynn
et al. 2012; Walters et al. 2013; Sprung et al. 2015). NFATC2 peut également réguler
I’expression de 1’IL-13 qui participe a I’activation de la voie du TGFp (Tableau 5) (C. G. Lee

et al. 2001; Klein et al. 2006).

Méme si la régulation de ces acteurs de I’inflammation par NFATC2 n’a pas ¢été décrite dans la
réponse aux radiations ionisantes, il serait intéressant de les étudier dans ce contexte. Il pourrait
étre ainsi envisagé de moduler positivement I’expression de NFATC2 dans des fibroblastes
dermiques via un plasmide de surexpression, ou négativement via un mécanisme d’ARN
interférence comme celui utilis€é dans ce travail de theése, et de mesurer en réponse a
I’irradiation, I’expression génique et protéique des acteurs de I’inflammation dont NFATC2 a
été décrit comme régulateur dans d’autres contextes. Il serait également intéressant d’établir un
modele de souris sous-exprimant NFATC2 seulement dans les fibroblastes dermiques afin
d’étudier D’effet sur I’inflammation cutanée radio-induite. Pour cela, il faudrait pouvoir créer
un modele de souris avec une séquence codant pour un ARN interférent ciblant NFATC?2 sous

le controle d’un promoteur CMV répondant a la tétracycline avec une cassette interruptrice
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flanquée de sites LoxP de part et d’autre et de pouvoir les croiser avec une souche de souris
exprimant la recombinase Cre spécifiquement dans le derme (sous le contrdle du promoteur de
COLIA2 par exemple). Ainsi, dans les fibroblastes dermiques des souris issues du croisement
et seulement dans ces cellules, I’ARN interférent serait exprimé apres induction a la tétracycline
et diminuerait ’expression de NFATC2. 1l serait ensuite possible d’étudier 1’apparition de
radiodermites chez ces souris sous-exprimant NFATC2 dans leur fibroblastes dermiques apres
une irradiation, ou encore la réponse inflammatoire au niveau cutanée en réponse a une
irradiation. Dans les fibroblastes dermiques des patients radiosensibles, une faible expression
de NFATC?2 est détectée, ce qui incite a utiliser un modele de souris sous-exprimant NFATC2
dans les fibroblastes dermiques (knockdown) plutét qu’un modéle n’exprimant pas du tout

NFATC2 (knockout).

En plus de son role dans I’inflammation, TNFa induit par NFATC2 peut activer 1’apoptose ou
au contraire 1’inhiber (McCaffrey et al. 1994; Park et al. 1996; Oum et al. 2002). NFATC2
controle également I’expression d’autres acteurs de 1’apoptose tels que FASLG, BCL2AI ou
encore MDM?2 (Latinis et al. 1997; Ulleras et al. 2008; X. Zhang et al. 2012). Ainsi, il serait
intéressant d’étudier les capacités apoptotiques des cellules des patients radiosensibles en
réponse a I’irradiation notamment par cytométrie en flux et de déterminer le role de NFATC2
dans ces mécanismes en modulant son expression (sur- ou sous-expression) dans des

fibroblastes normaux et en étudiant I’impact sur 1’apoptose radio-induite.

Nous avons montré dans ce travail de these que les fibroblastes des patients radiosensibles
présentent un défaut de réparation des CDB de I’ADN, mais également des 8-oxoGuanines, des
sites abasiques et des bases endommagées par des glycols (Voir Article 2). De plus, nous avons
observé que la sous-expression de NFATC2 menait a un défaut de réparation des CDB de

I’ADN, mais son effet sur la prise en charge des autres lésions de I’ADN est encore a
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déterminer. En outre, les mécanismes potentiels liant NFATC?2 a la réparation de I’ADN sont
encore inconnues. Il a été montré que I’inhibition de la calcineurine (et donc des NFATSs
calcium-dépendants) entrainait un défaut de réparation des dimeres de pyrimidines induites par
une expositions aux UV sans pour autant que les mécanismes moléculaires soient révélés
(Yarosh et al. 2005; Canning et al. 2006). Une étude s’intéressant aux partenaires de NFATC1
et NFATC2 a mis a jour I’interaction de ce dernier avec plusieurs acteurs de la réparation de
I’ADN dont XRCC1, XRCC5 (Ku80), PRKDC (la sous-unité catalytique du complexe DNA-
PK) ou encore PARP1, ce qui mettrait en avant une fonction de NFATC?2 dans la réparation de
I’ADN qui n’a encore jamais été décrite jusqu’a maintenant ainsi qu’un role de NFATC2 autre
que celui de facteur de transcription (Gabriel et al. 2016). Nous n’avons pas mis en évidence
d’interaction de NFATC?2 avec XRCCI1 ou XRCCS5 dans les fibroblastes dermiques a 1’état
basal ou 3h apres une irradiation de 2 Gy, mais de futures expériences seront menées a ce sujet,
notamment en changeant le tampon de lyse cellulaire, en immunoprécipitant seulement
NFATC2 nucléaire, en marquant NFATC2 a l’aide d’un tag pour permettre une

immunoprécipitation plus efficace, ou encore en étudiant différents temps apres 1’irradiation.

NFATC2 semble ainsi étre un acteur de la réponse a I’irradiation ionisante et jouer un role dans
la mise en place de la radiosensibilité cellulaire. Son role de facteur de transcription étant
fortement dépendant de ses partenaires, il serait intéressant de les identifier dans la réponse a
I’irradiation. De plus, il semblerait que NFATC2 puisse avoir une fonction autre que son role
de facteur de transcription, notamment dans la réparation de I’ADN. Ainsi, pour préciser son
action dans la réponse aux radiations et dans la radiosensibilité, il serait intéressant d’identifier
ses partenaires, a 1’état basal et aprés une irradiation, par spectrométrie de masse apres

immunoprécipitation de NFATC2, mais également d’étudier ses génes cibles en réponse a
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I’irradiation, lorsqu’il agit en tant que facteur de transcription par une approche de ChIP seq
(Chromatin ImmunoPrecipitation sequencing), ou encore par une approche de séquencage ARN

en modulant son expression par ARN interférence.
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CONCLUSION

283



284



Les approches d’analyse génomique globales employées durant ce projet ont permis d’identifier
des acteurs potentiels de la radiosensibilité individuelle et de la réponse aux radiations
ionisantes. Si je devais recommencer ce projet, j utiliserais de nouveau les analyses haut débit,
mais j’essayerais d’obtenir des fibroblastes dermiques de patients ayant souffert d’un cancer et
ayant été traités par radiothérapie sans présenter d’effets secondaires séveres. C’est en effet un
contrdle important pour valider définitivement la signature moléculaire que nous avons
identifiée. De plus, je me concentrerais sur le croisement des données du RNA seq et du
méthylome, notamment en étudiant plus précisément I’expression apres irradiation des genes
différentiellement méthylés dans leur région régulatrice, que ce soit dans des cellules contrdles

ou dans les cellules des patients radiosensibles.

Bien qu’ayant beaucoup appris sur 1’analyse des données générées par les approches globales,
notamment 1’analyse RNA seq, je dois encore progresser dans les techniques d’analyse bio-
informatiques et bio-statistiques, notamment pour les analyses fonctionnelles multi-échelles, la

visualisation des données et les approches de clusterisation.

Au niveau de la mécanistique de la radiosensibilité individuelle, j’aurais beaucoup apprécié
d’avoir plus de temps pour €tudier par quels mécanismes cellulaires NFATC2 agit sur la
radiosensibilité cellulaire et quel est son role dans la réponse aux radiations ionisantes. J’espere

que ces travaux seront poursuivis dans le laboratoire ou chez nos collaborateurs.

En plus des connaissances et des compétences en biologie, mais aussi en gestion de projet et en
travail d’équipe, que j’ai acquises au cours de ma these, ces 3 années m’ont permis de conforter
mon envie de poursuivre ma carricre dans le monde de la recherche et notamment dans la

recherche académique qui est pour moi une source de savoir et de curiosité sans limite.
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MATERIELS ET
METHODES
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L. Techniques de biologie cellulaire

1. Culture cellulaire

a. Cellules utilisées
Les fibroblastes dermiques humains provenant de patients ayant souffert d’effets secondaires
séveres des suites de radiothérapie utilisés dans cette étude sont issus de la collection
COPERNIC, mise en place par Nicolas Foray (INSERM, Lyon) (COPERNIC project

investigators et al. 2016).

Chaque patient de la collection COPERNIC a été classé en grade clinique selon la classification
CTCAE version 4.03 (« Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) », s. d.)
par 2 radiothérapeutes indépendants en fonction de la sévérité de ses effets secondaires. Les

effets secondaires aigus et tardifs ont été considérés et gradés de 2 a 4.

Les cellules ont été isolées a partir de biopsies par punch de patients radiosensibles dans des
zones non photo-exposées et les souches de cellules ont été déclarées au Ministere Francais de
la Recherche sous les identifiants DC2008-585 et DC2011-1437 et protégées sous la référence

IDDN.FR.001.510017.000.D.P.2014.000.10300.

Les fibroblastes dermiques isolés a partir de biopsies mammaires, abdominales ou fémorales

de patients sains et obtenues grace a une collaboration avec la biobanque Dermobiotec

(Hospices Civiles de Lyon) ont été utilisées comme contrdles.

Pour établir une signature moléculaire des patients présentant des effets secondaires séveres
causés par la radiothérapie, nous nous sommes concentrés sur 1’étude des fibroblastes
dermiques de femmes ayant été traitées pour un cancer du sein et classifiées grade 2 ou grade
3 selon le CTCAE que nous avons comparés aux contrdles. Les données cliniques de ces

patientes sont référencées dans le Tableau 6.
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Echantillon Grade Complications
clinique
P1 Grade 2 Hypothyroidie, Cardiomyopathie, Epidermite aigue
grade 1
P2 Grade 2 Dermite tardive grade 1, Fibrose profonde grade 1 et
douleurs
P3 Grade 2 Dermite tardive grade 2, Fibrose profonde grade 2
P4 Grade 2 Mastodynie
P5 Grade 2 Complications précoces et tardives peau
P6 Grade 2 Epidermite précoce grade 3, Dysphagie grade 2,
Epidermite tardive grade 2, Mastite grade 2
P7 Grade 2 Plexite tardive grade 2
P8 Grade 2 Fibrose tardive profonde grade 2
P9 Grade 3 Fibromyalgie, Epidermite aigue grade 3, Mastite aigue
grade 2, Mastite tardive grade 2, Fibrose cutanée grade 2
P10 Grade 3 Fibrose, Ulcération
P11 Grade 3 Epidermite aigue grade 2, Mastite tardive grade 3,
Fibrose grade 3
P12 Grade 3 Fibrose grade 3, Epidermite grade 3
P13 Grade 3 Toxicité cutanée grade 1, Fibrose grade 3
P14 Grade 3 Epidermite précoce grade 3, Mastite grade 2
P15 Grade 3 Grade 3 précoce
P16 Grade 3 Epidermite aigue grade 3

Tableau 6 : Données cliniques des patientes ayant souffert d’un cancer du sein et présenté

des effets secondaires sévéres des suites d’une radiothérapie.

290



Puis nous avons vérifi¢ cette signature dans des fibroblastes dermiques d’autres donneurs sains
(hommes et femmes) mais également d’autres patients ayant souffert d’effets secondaires
séveres des suites d’une radiothérapie, hommes et femmes, indépendamment de leur type de

cancer et classés grade 2, grade 3 ou grade 4 selon le CTCAE (Tableau 7).

Echantillon Statut Grade clinique
X1 -
X2 Sain -
X3 Sain -
X4 Sain -
X5 Sain -
X6 Sain -
X7 Sain -
X8 Sain -
X9 Cancer prostate Grade 2
X10 Caner prostate Grade 2
X11 Cancer sein Grade 2
X12 Cancer os Grade 3
X13 Cancer ORL Grade 3
X14 Cancer ORL Grade 3
X15 Cancer prostate Grade 3
X16 Lymphome Grade 3
X17 Cancer ORL Grade 3
X18 Cancer prostate Grade 3
X19 Cancer rectum Grade 3
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X20 Lymphome Grade 3
X21 Lymphome Grade 3
X22 Cancer ORL Grade 3
X23 NA Grade 3
X24 Cancer sein Grade 3
X25 Cancer sein Grade 4
X26 Cancer sein Grade 4
X217 Cancer SNP Grade 4
X28 Cancer ORL Grade 4
X29 Cancer prostate Grade 4
X30 NA Grade 4

Tableau 7 : Informations des patients dont les fibroblastes dermiques ont permis la

vérification de la signature moléculaire de radiosensibilité.

ORL : Oro-Rhino-Laringé. SNP : Systeme Nerveux Périphérique.

b. Isolement des fibroblastes

Les fibroblastes dermiques ont été isolés par migration a partir d’explants de derme en culture

ou par digestion enzymatique.

L’isolement des fibroblastes dermiques par migration a partir d’explants est réalisé selon le

protocole suivant :

- Transférer la biopsie dans un tube Falcon 50 mL

- Ajouter de la Bétadine pour recouvrir la biopsie et incuber 15 minutes a température

ambiante en retournant le tube de temps en temps

- Préparer le mélange suivant durant I’incubation :
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o 2,4 mL de dispase a 20 U/mL (Dispase II ; Roche Diagnostics)
o 5 mL de Pénicilline (10 000 U/mL)/ Streptomycine (10 000 pg/mL) (P/S,
Thermo Fisher Scientific)
o 5 mL de trypsine 0,02 mg/mL (Thermo Fisher Scientific)
o 7,6 mL Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo Fisher
Scientific)
- Transférer la biopsie dans une boite de Pétri et la rincer avec au Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS, Merck)
- Découper des morceaux d’environ 0,5 cm x 0,8 cm a ’aide d’une pince, de ciseaux et
d’un scalpel préalablement stérilisés
- Mettre les morceaux épiderme vers le bas et enlever le maximum de tissu adipeux a
I’aide du scalpel et des ciseaux
- Mettre les morceaux de biopsies dans une nouvelle boite de Pétri, épiderme vers le haut
et ajouter la solution dispase / trypsine préparée précédemment en faisant attention a ce
que les morceaux de biopsies ne se retournent pas et soient bien immergées dans la
solution

- Incuber sur la nuit a 4°C

Remarque : Lors de 1la manipulation, éviter au maximum le dessechement de la biopsie en

la ringant avec du DPBS

- Le lendemain, enlever 1’épiderme des morceaux de biopsies a 1’aide d’un scalpel et
d’une pince

- Rincer les dermes dans du DPBS et placer un morceau de derme imbibé dans du Sérum
de Veau Feetal (SVF) par puits d’une plaque 6 puits (derme réticulaire vers le bas)

- Placer les plaques dans un incubateur a 37°C en condition humide en présence de 5%

de CO;,
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- Ajouter quelques gouttes de SVF directement sur les morceaux de derme quelques
heures plus tard pour qu’ils ne dessechent pas tout en faisant attention de ne pas les
décoller

- Le lendemain, ajouter 1 mL de milieu de culture classique (DMEM + 10% SVF + 1%
P/S)

- Ajuster le volume a 2 mL de milieu de culture le lendemain puis changer de milieu de

culture tous les 2 jours

Remarque : Des kératinocytes peuvent contaminer la culture en colonisant le puits. Mais les
conditions de cultures non optimales pour eux vont les éliminer. En revanche, si les clones
deviennent trop importants, rincer les puits avec une solution stérile d’EDTA 0,02 % pour les

faire disparaitre.

Les fibroblastes commencent a sortir des explants et coloniser le puits apres 1 semaine de
culture. Lorsque les fibroblastes sortis de I’explant sont nombreux, I’explant est retiré pour ne

pas freiner leur croissance.

Juste avant d’atteindre la confluence, lorsque les fibroblastes sont encore en phase de

croissance, il faut les repiquer de la facon suivante :

- Rincer les puits avec du DBPS

- Ajouter 1 mL de trypsine/EDTA 0,05% par puits

- Incuber 5 minutes dans 1’incubateur humide a 37°C

- Neutraliser la trypsine avec 4 mL de milieu de culture complet (ratio 1 : 5)
- Centrifuger 5 minutes a 1 500 rpm

- Enlever le surnageant

- Resuspendre le culot de cellules dans 1 mL de milieu de culture complet
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- Compter les cellules et les ensemencer dans un flacon de culture a environ 5 000

cellules/cm?

Pour I’isolement des fibroblastes dermiques par digestion enzymatique, les premieres étapes
sont les mémes jusqu’a enlever les épidermes et nettoyer les dermes, puis la digestion

enzymatique du derme se fait selon le protocole suivant :

- Incuber les morceaux de dermes 2 heures a 37°C dans une solution de dispase II (Roche,
4 mg/mL) et collagénase II (PAA, 3 mg/mL) en vortexant toutes les 20 minutes

- Arréter la réaction en ajoutant 3 volumes de 80% DMEM/20% SVF

- Filtrer la solution de lysat dermique a I’aide d’un tamis cellulaire de 70 pm dans un tube
Falcon de 50 mL

- Centrifuger 15 minutes a 1 000 rpm

- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans du milieu de culture complet

- Compter les cellules a 1’aide de bleau trypan (Sigma-Aldrich) et d’une cellule de

Malassez et les ensemencer dans un flacon de culture a environ 1 500 cellules/cm?

Les fibroblastes sont ensuite manipulés de la méme fagon que ceux isolés par migration a partir

d’explant.

c. Conditions de culture
Les fibroblastes dermiques sont cultivés a 37°C dans un incubateur humide avec 5% de COa.
Hors précision, les fibroblastes dermiques sont ensemencés entre 5 000 et 7 000 cellules/cm?.

De plus, lorsque cela est possible, les cellules sont utilisées a passage comparable.

2. Irradiation des cellules
Pour les différentes expériences, les cellules sont irradiées 24h post-confluence avec 2 Gy de
rayons X a I’aide d’un irradiateur a rayons X X-RAD320 (Precision X-Ray) a un débit dose de

0,8 Gy/min et remises en culture pour les temps indiqués.
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3. Test de clonogénicité

Pour mesurer la radiosensibilité cellulaire des fibroblastes, des tests de clonogénicité sont

réalisés selon le protocole suivant :

Pour une lignée, ensemencer 2 flacons de culture de 25 cm?

24h post-confluence, irradier un des 2 flacons avec 2 Gy de rayons X

Remarque : Prendre également les cellules non irradiées avec soit a I’incubateur mais ne pas

les irradier

24h post-irradiation, compter les cellules 3 fois par condition

Préparer une « solution d’ensemencement» de 800 uL & la bonne concentration
cellulaire. Par exemple, pour ensemencer un flacon de culture F75 avec 400 cellules
contenues dans 100 pL de solution, faire une solution d’ensemencement de 3200

cellules dans 800 pL final de milieu de culture.

Remarque : Le nombre de cellules ensemencées dans un flacon F75 est déterminé par les

capacités prolifératives de chaque lignée. Si une lignée prolifere beaucoup, alors il faut

ensemencer a faible concentration et inversement si la lignée prolifere peu.

Pour la condition irradiée, mettre 2 fois plus de cellules que la condition non irradiée
Pipeter 6 x 100 pL de la solution d’ensemencement dans 6 flacons de culture F75 pour
chaque condition

Changer le milieu de culture 1 semaine exactement apres I’ensemencement

2 semaines apres 1’ensemencement, enlever le milieu de culture, faire 2 lavages au
DPBS et fixer les cellules 15 minutes dans de I’éthanol 96 — 100%

Le lendemain, colorer les colonies 15 minutes avec de 1’éosine et 15 minutes avec du
bleu d’hématoxyline

Rincer avec de ’eau
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- Compter les colonies a la loupe binoculaire lorsque les flacons sont secs

La radiosensibilité cellulaire est mesurée en calculant la fraction survivante a 2 Gy (SF2) avec

le calcul suivant :

SF2 (%) = (Nombre de colonies dans la condition irradiée | 2) < 100
o7 Nombre de colonies dans la condition non irradiée

4. Infection des fibroblastes dermiques
Les fibroblastes dermiques sont ensemencés a faible densité (1500 cellules/cm?) dans des
flacons de culture de 25 cm? Deux jours apres, le milieu est changé pour du DMEM + 10%
SVF décomplémenté + 1% P/S. Le lendemain, lorsque les cellules sont en phase exponentielle
de croissance, elles sont infectées a une MOI (Multiplicity Of Infection) de 10 avec les
particules virales pGFP-C-shLenti-SCR ou pGFP-C-shLenti-NFATC2 (voir partie « Biologie
moléculaire » pour la description de ces vecteurs) dans 2 mL. de DMEM + 10% SVF
décomplémenté + Polybrene 4 pg/mL. Le jour suivant, les fibroblastes sont rincés avec du

DPBS puis remis en culture avec du milieu classique DMEM + FBS 10% + P/S 1%.

Lorsque la confluence est atteinte, les cellules sont trypsinées puis ensemencées dans un flacon
de culture de 75cm?. Le lendemain, les cellules transduites sont sélectionnées a 1’aide d’un
traitement a 0,7ug/mL de puromycine pour une durée d’une semaine avec changement du
milieu de sélection tous les deux jours. Un flacon de culture de cellules non transduites mais
qui ont subi toutes les étapes de ’infection (sans particule virale) sert comme témoin de
sélection. La concentration de puromycine a été sélectionnée en traitant des cellules non
transduites avec différentes concentrations d’antibiotique afin d’identifier la dose de

puromycine la plus faible mais permettant néanmoins la sélection des cellules transduites.
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5. Analyse des capacités de réparation des dommages ’ADN
Pour étudier les capacités de réparations par excision et synthése des dommages a I’ADN, la

technologie LXRepair a été utilisée.

L’analyse a été effectuée sur les cellules de 4 patients contrdles et 4 patients radiosensibles (3

Grade 2 et 1 Grade 3).

3 a 5 millions de fibroblastes dermiques sont comptés puis rincés 2 fois dans du DPBS a 4°C.
IIs sont ensuite congelés a -80°C dans un milieu de congélation (10% DiMéthylSulfOxyde,
90% SVF). Les échantillons congelés ont ét€ envoyés a la société LXRepair (Grenoble, France)
qui a utilisé la puce ExSy-SPOT (LXRepair) pour quantifier leur capacité de réparation par
excision de base (BER), de réparation par excision de nucléotides (NER) et de réparation de la

réticulation inter-brins (ICLR).

Les puces ExSy-SPOT contiennent des plasmides porteurs de 1ésions a I’ADN (8-oxoGuanine,
site apurinique/apyrimidique, éthéno adduit, thymine glycol, dimere de pyrimidine et adduit de
cisplatine). Les cellules sont lysées et les extraits protéiques sont mis en contact des puces en
présence de désoryriboNucléosides TriPhosphates (ANTPs) fluorescents. Apres incubation et
lavages, la fluorescence est mesurée. Ainsi, la fluorescence incorporée dans les plasmides est

proportionnelle aux capacités de réparation des échantillons aux différents dommages a I’ADN.

6. Traitements chimiques
Les fibroblastes sont traités lh avant la lyse des cellules avec 5S0uM de chloroquine

(Clinisciences) afin de bloquer le flux autophagique.

Pour étudier les effets du TNFa sur les fibroblastes, les cellules sont traitées avec 20 ng/mL de
TNFa (Sigma Aldrich) avec ou sans cycloheximide (Sigma Aldrich) a 40 pug/mL afin de bloquer

la synthese protéique.
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II. Techniques de biologie moléculaire

1. Analyse d’expression génique
a. Extractions des ARNs
Les ARNs des fibroblastes dermiques ont été extraits a 1’aide du kit NucleoSpin RNA Plus

(Macherey Nagel) selon le protocole suivant :

- Rincer les cellules avec du DPBS

- Lyser les cellules aves 350 uL. du tampon LBP, gratter le fond des puits/flacons de
culture a I’aide d’un grattoir et récupérer le lysat cellulaire dans un tube eppendorf 1,5
mL

- Placer une colonne NucleoSpin gDNA Removal Column sur un tube de collection,
transférer le lysat cellulaire dans la colonne et centrifuger 30 secondes a 11 000 g

- Ajouter 100 pL de solution de fixation BS a 1’¢luat et mixer par vortex ou pipetage

- Transférer toute la solution dans une colonne NucleoSpin RNA Plus Column,
centrifuger 15 secondes a 11 000 g et jeter 1’¢luat

- Rincer la colonne avec 200 uL. de tampon de lavage WB1 et jeter I’¢éluat

- Placer la colonne sur un nouveau tube de collection

- Ajouter 600 ul de solution de lavage WB2 (préalablement complémentée avec de
I’éthanol 96 — 100 %) dans la colonne, centrifuger 15 secondes a 11 000 g et jeter 1’éluat

- Replacer la colonne dans le tube de collection

- Ajouter 250 pL de solution de lavage WB2 (préalablement complémentée avec de
I’éthanol 96 — 100 %) dans la colonne et centrifuger 2 minutes a 11 000 g pour sécher

complétement la membrane
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- Placer la colonne sur un nouveau tube de collection, ajouter 30 uL d’eau sans RNase
directement sur la membrane de la colonne et centrifuger 1 minute a 11 000 g
- Ajouter a nouveau 30 pL d’eau sans RNase directement sur la membrane de la colonne

et centrifuger 1 minute a 11 000 g

La concentration ainsi que la pureté des ARNs sont déterminées par spectrophotométrie grace
a un NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific). Le calcul de ratio d’absorbance a 260 et 280 nm
permet d’évaluer la potentielle contamination par des protéines et le ratio d’absorbance a 260

et 230 nm celle par des molécules organiques.

Pour les analyses de séquencage ARN, la pureté est déterminée a 1’aide d’un DanoDrop ND-
2200 et la qualité des ARNSs est évaluée grace a un Agilent Tapestation 2200 (Agilent) afin
d’évaluer le profil des ARNs 18S/28S et de calculer le nombre d’intégrité de I’ARN (RIN). La
concentration des échantillons d’ARN est mesurée par fluorométrie grice a un Qubit

Fluorometer (Thermo Scientific) et du kit Qubit RNA BR (Thermo Scientific).

b. RTqPCR des ARNs messagers

i. Transcription inverse
Afin d’obtenir des ADNc, 500 ng d’ARN totaux sont rétrotranscrits grace au kit PrimeScript

RT Reagent (TaKaRa) selon le protocole suivant :

- Mix pour un échantillon
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Réactif Volume Final concentration

5X PrimeScript Buffer (for Real Time) 2 ul 1X
PrimeScript RT Enzyme Mix I 0,5 uL
Oligo dT Primers (50uM) 0,5 uL 25 pmol
Random 6 mers (100uM) 0,5 uL 50 pmol
Total RNA 500 ng
Eau sans RNase gsp 10 uLL

- Programme du cycle de rétrotranscription du thermocycleur (Biorad)

Durée Température
15 minutes 37°C
5 secondes 85°C
Hold 4°C

ii. Réaction en chaine par polymérase en temps réel (qPCR)
Les ADNc obtenus par transcription inverse sont dilués dans de I’eau sans RNase a une
concentration finale de 5 ng/uL. Les genes RPS17 et TBP sont utilisés comme normalisateur
dans cette étude. De plus, une gamme de dilution de facteur 5 a partir des ADNc est utilisée
afin de mesurer I’efficacité des amorces lors des réactions de qPCR. La liste des amorces

utilisées pour ce projet est détaillée dans le Tableau 8.
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Geéne ID

Amorce

Sens

Séquence de I’amorce

5 GGCTTCCTGTGTCTAATGACC 3’

ADAMTSLI 92949
Antisens 5" TTAGGTGCTAGTTCAACAACCAG 3’
Sens 5 GCTGCCTGGACTCTCTCATC 3’
APEX] 328
Antisens 5’GCTGTTACCAGCACAAACGA 3’
Sens 5> CGTCAGCCGCCTTCATTATCT 3’
DRAM1 55332
Antisens 5> TCCAAGCACTAAAGACACCAAG 3’
Sens 5’ TCCGACAAGTCCAAGAGCTT 3°
FOXLI 2300
Antisens 5 GCATCAGGGAAGCGTTGAAA 3°
7805 Sens 5" AAGTGCCCACCTATCTCAACT 3°
LAPTMS5
Antisens 5 TGGTTATGAGGCATATCCTCCTG 3’
Sens 5 ACTGTCTCTGGTAAAGGGGC 3°
LINCO01615 | 101929484
Antisens 5> GGTGCCCATAAGAGTTTGCA 3’
Sens 5 CGAGGAGACGATGTGACTCAAG 3’
MFAPS 8076
Antisens 5 AGCGGGATCATTCACCAGAT 3’
Sens 5 CCAGAGAGTGGAGCAGGAAC 3’
MUTYH 4595
Antisens 5 TTTCTGGGGAAGTTGACCAC 3’
Sens 5 GGAGCCGGTGGATACACTCT 3’
NEOI 4756
Antisens 5" TGGCGTCGATCATCTGATACTA 3°
Sens 5 GGACATCGGGAGGAAGAACA 3°
NFATCI 4772
Antisens 5> ACAGGACCATCTTCTTCCCG 3’
Sens 5’ TTGGAAGAAAGAACACGCGG 3’
NFATC2 4773
Antisens 5" GAGCACTCGATGGGGTTAGA 3°
Sens 5 TACCTCCACTAGACTGGCCT 3’
NFATC3 4775
Antisens 5> GATGCTTTTACTGCCCCTCG 3°
Sens 5> ATTGAGCTTCGGAAGGGTGA 3’
NFATC4 4776
Antisens 5 GCCAGTCAGTACCAGTTCCT 3°
Sens 5’ TGGAAGAACAGGGCGGGCTA 3°
O0GGl 4968
Antisens 5> ATGGACATCCACGGGCACAG ¥’
Sens 5 GCTTCTTAACACGGGACTTGG 3’
PLCE] 51196
Antisens 5 CTTCAAGGGCATTGTGCTCTC 3°
cox2 5743 Sens 5 CAGCACTTCACGCATCAGTT 3°
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Antisens 5" CGCAGTTTACGCTGTCTAGC 3’
Sens 5’ CTCTTTTACCAAGGACCCGCC 3’
RPS17 6218
Antisens 5> AGGTTGGACAGACTGCCGAAG 3’
Sens 5" GGTGGGCCAAAGGATGAAGAG 3’
SODI 6647
Antisens 5" CCACAAGCCAAACGACTTCC 3’
Sens 5> GCTCCGGTTTTGGGGTATCTG 3°
SOD2 6648
Antisens 5> GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 3’
Sens 5" ATGCTGGCGCTACTGTGTTC 3’
SOD3 6649
Antisens 5 CTCCGCCGAGTCAGAGTTG 3’
Sens 5> TCAAACCCAGAATTGTTCTCCTTAT 3’
TBP 6908
Antisens | 5 CCTGAATCCCTTTAGAATAGGGTAGA 3°
Sens 5> GATCCACAGGAACTCCGAAGT 3’
TIAM1 7074
Antisens 5> GCTCCCGAAGTCTTCTAGGGT 3’
Sens 5 CCAGCAAGGTCAACCTCGT 3’
TNFRSF19 55504
Antisens 5> CAGAGCCGTTGTACTGAATGT 3’
Sens 5> AGTTGAGACAGACGACTGGGA 3°
ZFPM?2 23414
Antisens 5’ CTCCTTGCCAAGTCACATCCA ¥’

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées en RTqPCR.

La réaction de qPCR est réalisée a I’aide du kit SYBR Premix ExTaqll (Takara) selon le

protocole suivant :

- Diluer des échantillons d’ADNc au 1/10

- Faire la gamme de dilution au 1/5° & partir d’un tube « ADNCc total » qui contient le

méme volume de chacun des échantillons rétrotranscrits. 5 points sont utilisés pour faire

la gamme en plus d’un contrdle négatif constitué¢ d’eau

- Préparer le mix de qPCR suivant :
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Réactif Volume

Amorces sens (3 uM) 0,5 uL
Amorces antisens (3uM) 0,5 uL
SYBR Premix Ex Taq Il SuL
ADNCc dilués au 1/10 la4ulL
Eau gsp 10 uL

- Déposer les échantillons d’ADNc en duplicatas ainsi que la gamme étalon sur une
plaque 96 puits (Eurogentec)

- Programme du cycle de qPCR effectué a I’aide d’une machine AriaMx (Agilent)

Temps Température Nombre de cycle
Dénaturation 1
5 secondes 95°C
Amplification 30 secondes 60 ou 62 °C* 40
30 secondes 72°C
1 minute 95°C
Courbe de fusion 30 secondes 60°C 1
30 secondes 95°C

* en fonction du couple d’amorces utilisé

iii. Interprétation des résultats
L’amplicon polymérisé durant la phase d’amplification est systématiquement vérifi¢ en
controlant la présence d’un seul pic de dissociation des produits doubles brins détecté lors de la

phase de courbe de fusion qui permet de repérer d’éventuels amplifications non spécifiques ou
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encore des dimeres d’amorces. L’absence de contamination est vérifiée grace au contrdle

négatif pour lequel aucune amplification parasite ne doit étre observée.

Dans cette étude, les résultats de qPCR sont interprétés par quantification relative. La
normalisation est effectuée a 1’aide de deux geénes de références, appelés également génes de
ménage, RPS17 et TBP. Les résultats sont représentés par le rapport « Expression du gene cible
dans un échantillon/Expression du gene cible dans les échantillons de références » pour chaque
échantillon puis normalisés par le rapport « Expression du géne cible/Expression des genes de
ménages ». Cette normalisation permet ainsi de s’affranchir des erreurs de pipetage car
I’expression des génes de ménage RPSI7 et TBP est considérée comme constante dans nos
conditions de culture et permet ainsi de comparer le niveau d’expression relative du géne cible

dans les différents échantillons.

L’efficacité théorique de la réaction de PCR est d’un doublement de la quantité d’ADN a chaque
cycle (Efficacité de 100%). En pratique, I’efficacité est vérifiée pour chaque couple d’amorces
grace a la gamme étalon. En effet, chaque points de la gamme va permettre de tracer la droite
Ct=f(log concentration), out Ct est le nombre de cycle nécessaire pour obtenir un signal
fluorescent supérieur au bruit de fond pour chacune des concentrations de la gamme. Ensuite,

I’efficacité E d’un couple d’amorces est calculée par la formule E = 10¢!/pent®),

La méthode 2-24¢t (Livak et al. 2001) est utilisée pour calculer 1’expression des génes cibles.
Par exemple, I’expression d’un geéne cible d’un échantillon donné par rapport a I’échantillon de

référence et pour une efficacité de 100% est 2(—Ct geéne cible échantillon donné — Ct géne cible échantillon de référence)

— (Ct geéne de ménage échantillon donné — Ct géne de ménage échantillon de référence)

2. ARN interférence
Pour moduler I’expression de NFATC2, 4 plasmides lentiviraux contenant une séquence

codante pour un petit ARN en épingle a cheveux (shRNA) dirigé contre NFATC2 sont utilisés

305



(NFAT1 (NFATC2) Human shRNA Plasmid Kit (Locus ID 4773), OriGene) et un ShRNA non

effectif « scrambled » (sh-SCR) est utilisé comme controle.

L’ADN plasmidique est amplifi¢ en transformant des bactéries Escherichia Coli compétentes

DH5a (Thermo Fisher Scientific) selon le protocole suivant :

Ajouter 10 ng d’ADN plasmidique a 50 uL de bactéries compétentes

Incuber 10 minutes dans de la glace

Effectuer un choc thermique de 30 secondes a 42°C

Remettre les bactéries dans la glace pendant 2 minutes

Ajouter 600 pL de milieu SOC (Thermo Fisher Scientific) et incuber les bactéries a
37°C sous agitation

Etaler 100 puL de la suspension bactérienne sur un milieu sélectif LB-Agar (Formedium)
+ 34 ug/mL chloramphénicol et incuber une nuit a 37°C

Mettre en pré-culture plusieurs clones dans 5 mL de milieu LB + 34 ug/mL
chloramphénicol une nuit a 37°C sous agitation

La suspension bactérienne est centrifugée et culotée puis I’ADN plasmidique est extrait
a I’aide d’un kit d’extraction et de purification rapide (Qiagen) selon les instructions du
fournisseurs

Analyser les clones recombinants grace a une digestion par des enzymes de restriction
Mettre en culture les clones validés dans 2 L. de milieu LB + 34 pg/mL chloramphénicol
une nuit a 37°C sous agitation

La suspension bactérienne est centrifugée et culotée puis I’ADN plasmidique est extrait
a I’aide d’un kit d’extraction NucleoBond Xtra Maxi (Macherey-Nagel) selon les

instructions du fournisseurs

Les particules virales sont ensuite produites par le Plateau de Vectorologie de ’ENS de Lyon.
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3. Analyse de la méthylation de ’ADN génomique
a. Extraction de ’ADN génomique
L’ADNg des fibroblastes dermiques ont été extraits a 1’aide du kit QIAamp DNA Mini (Qiagen)

selon le protocole suivant :

- Rincer les cellules avec du DPBS et les trypsiner

- Centrifuger les cellules 5 minutes a 1 500 rpm et les resuspendre dans 1 mL. de DPBS

- Centrifuger a nouveau les fibroblastes 5 minutes a 1 500 rpm afin de les culotter et
enlever le surnageant

- Resuspendre le culot cellulaire dans 200 uL. de DPBS

- Ajouter 20 uL de protéinase K (Qiagen) et vortexer 15 secondes

- Ajouter 40 uLL de RNase A (Qiagen) et vortexer 15 secondes

- Ajouter 200 pL de tampon AL, vortexer 15 secondes et incuber 10 minutes a 56°c

- Ajouter 200 pL d’éthanol 96 — 100 % et vortexer 15 secondes

- Transférer le lysat cellulaire dans une colonne QIAamp Mini spin, centrifuger 1 minute
a 6 000 g et placer la colonne sur un nouveau tube de collection

- Rincer la colonne avec 500 pL de tampon AW1 (préalablement complémenté avec de
I’éthanol 96 — 100%), centrifuger 1 minute a 6 000 g et jeter placer la colonne dans un
nouveau tube de collection

- Rincer la colonne avec 500 uL de tampon AW?2 (préalablement complémenté avec de
I’éthanol 96 — 100%), centrifuger 3 minutes a 20 000 g

- Placer la colonne dans un nouveau tube de collection et centrifuger 1 min a 20 000 g

- Ajouter 100 pL d’eau DEPC (DiEthyl PyroCarbonate) directement sur la membrane de
la colonne, incuber 5 minutes a température ambiante et centrifuger 1 minute a 6 000 g

- Retransférer 1’éluat directement sur la membrane de la colonne, incuber de nouveau 5

minutes a température ambiante et centrifuger 1 minute a 6 000 g
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La pureté des ADNg est déterminée par spectrophotométrie grace a un NanoDrop ND-2000
(Thermo Scientific). Le calcul de ratio d’absorbance a 260 et 280 nm permet d’évaluer la
potentielle contamination par des protéines et le ratio d’absorbance a 260 et 230 nm celle par

des molécules organiques.

La concentration des ADNg est déterminée par fluorométrie graice a un Qubit Fluorometer

(Thermo Scientific) et du kit Qubit dSDNA BR (Thermo Scientific).

b. Conversion au bisulfite
Pour I’analyse de I’état de méthylation d’une Cytosine — phosphate — Guanine (CpG), I’ADNg
subit dans un premier temps une conversion au bisulfite lors de laquelle les cytosines non

méthylées sont converties en uraciles (Figure 54).

CpG méthylé CpG non-méthylé
AAGCTGATC AAGCTGATC
TTCGACTAG TTCGACTAG
é

Conversion au bisulfite

4

AAGCTGATU AAGUTGATU
TTCGAUTAG TTUGAUTAG
HRM PCR
AAGCTAATT AAATTAATT
TTCGATTAA TTTAATTAA
Température de Température de
fusion élevée fusion basse

Figure 54 : Schéma illustrant la conversion au bisulfite d’ADNg et la HRM PCR
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Puis lors de la HRM PCR, ces uraciles sont reconnus comme des thymines entrainant une

diminution de la température de fusion de 1’amplicon. Les cytosines méthylées ne sont pas

converties et la température de fusion de I’amplicon est plus élevée (Figure 54).

L’ADNg est converti au bisulfite a I’aide d’un kit EpiTect Bisulfite (Qiagen) selon le protocole

suivant :

- Préparer le mix suivant pour la conversion au bisulfite d’un échantillon :

Réactifs

Volume

ADN (I nga2?ug)
Eau
Mix bisulfite

DNA Protect buffer

* Le volume total d’ADN et d’eau doit étre de 20 L

Variable* (maximum 20 pL)
Variable*
85 uL

35ul

- Programme de température pour la conversion au bisulfite sur le thermocycleur :

Etape Durée Température optimale
Dénaturation 5 minutes 95°C
Incubation 25 minutes 60°C
Dénaturation 5 minutes 95°C
Incubation 85 minutes 60°C
Dénaturation 5 minutes 95°C
Incubation 175 minutes 60°C
Hold Indéfini 20°C
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L’ADN converti est ensuite lavé selon le protocole suivant :

- Centrifuger brievement les tubes contenant les réactions a 650 g

- Ajouter 560 uL de tampon BL contenant 10 pg/mL de carrier RNA resuspendu
préalablement dans de I’eau sans RNase dans chaque échantillon

- Placer chaque échantillon dans une colonne EpiTect spin, centrifuger 1 minute a 15 000
g, jeter I’¢éluat et replacer la colonne dans le tube de collection

- Ajouter 500 pL de tampon BW préalablement supplémenté d’éthanol 96 — 100%,
centrifuger 1 minute a 15 000 g, jeter 1’¢luat et replacer la colonne dans le tube de
collection

- Ajouter 500 pL de tampon BD préalablement supplémenté d’éthanol 96 — 100% et
incuber 1 minutes a température ambiante

- Centrifuger 1 minute a 15 000 g, jeter 1’éluat et replacer la colonne dans le tube de
collection

- Ajouter 500 pL de tampon BW préalablement supplémenté d’éthanol 96 — 100%,
centrifuger 1 minute a 15 000 g, jeter I’¢luat et replacer la colonne dans le tube de
collection

- Répéter I’étape précédente

- Placer la colonne dans un nouveau tube de collection et centrifuger 1 minute a 15 000 g

- Placer la colonne dans tube eppendorf de 1,5 mL et incuber 5 minutes a 56°C

- Placer la colonne dans nouveau tube eppendorf de 1,5 mL, ajouter 20 uL. de tampon
d’¢lution EB directement sur la membrane de la colonne et centrifuger 1 minute a

15000 g

L’ADNg converti au bisulfite et lavé est ensuite dosé par fluorométrie a I’aide d’un Qubit

Fluorometer et du kit Qubit ssDNA assay (Thermo Scientific).
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c. Analyse des courbes de fusion a haute résolution (HRM PCR)

La HRM PCR est ensuite effectu¢e a 1’aide d’un kit EpiTect HRM PCR (Qiagen) selon le

protocole suivant :

- Préparer le mix suivant pour un échantillon

Réactif Volume Concentration finale
2x EpiTect HRM PCR
SuL 1X
Master Mix

Mix d’amorces sens et
antisens (10 uM chacune)
Eau sans RNase

ADN converti au bisulfite

0,75 uM d’amorce sens

0,75 uL
0,75 uM d’amorce antisens
Variable*
Variable* 10 ng/réaction

* Le volume total d’ADN et d’eau doit étre de 4,25 pL

- Programme d’amplification pour la HRM PCR réalisée a I’aide de la machine AriaMx

(Agilent)
Etape Durée Température Commentaires
Activation de la polymérase
Activation 5 minutes 95°C
HotStarTaq
Dénaturation 10 secondes 95°C
Hybridation 30 secondes 55°C 45 cycles
Extension 10 secondes 72°C
65 a95°C
Mesure de la fluorescence tous
Analyse HRM 2 secondes  Augmentation
les 0,2°C
de 0,2°C
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Lors de chaque réaction de HRM PCR, les controles ADN converti au bisulfite 100% méthylé,
ADN converti au bisulfite 100% non méthylé et ADN non converti provenant du kit EpiTect
PCR Control DNA Set (Qiagen) sont utilisés. Un contréle négatif avec de 1’eau sans RNase est

également effectué.

Les amorces de HRM PCR sont ¢laborées a I’aide du logiciel Methyl Primer Express v1.0 afin
d’étudier I’état de méthylation d’1 ou 2 CpGs par amplicon et en faisant attention a ne pas avoir
de CpG dans les séquences cibles des amorces. La listes des amorces utilisées pour ce projet

figure dans le Tableau 9.

Gene | Gene CpG Amorce Séquence de I’amorce

ID

FOXLI | 2300 | cgl7095797 | Sens S'TAAATAAATGAAGGAATAGTTTTAAAA 3

cg19249420 | Antisens 5" ATAAACAATCCTTATATTCTCAACC 3'

MFAPS5 | 8076 | cg18574995 | Sens 5' GTTTGGGTGATAGGAGTAAAATT 3'
cg04506282 | Antisens S'TCCCCTTTATTCCTTAAATTCT 3'
NFATC2 | 4773 | cg00498368 | Sens 5S'TTTAGATGAATAGTGTTTTGGG 3'

Antisens 5" ATTATCATTTCCTTCCTCTACTTC 3'

Tableau 9 : Séquence des amorces utilisées en HRM PCR.

Les données acquises lors de la HRM PCR sont ensuite analysées a I’aide du logiciel Agilent
Aria Mx v1.5 (Agilent). La pureté de I’amplicon est vérifiée en contrélant I’absence du pic de
dissociation des produits doubles brins pour 1’eau et ’ADN non converti au bisulfite et la
présence d’un seul pic pour le contréle ADN converti au bisulfite 100% méthylé et d’un seul
pic pour le contrdle ADN converti au bisulfite 100% non méthylé. La température de fusion de

I’amplicon du controle ADN converti au bisulfite 100% méthylé doit également étre supérieure
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a celle de ’amplicon du contrdle ADN converti au bisulfite 100% non méthylé. La température
de fusion de I’amplicon de notre échantillon indique si le CpG étudié¢ est méthylé (méme
température de fusion que le controle ADN converti au bisulfite 100% méthylé) ou non méthylé

(méme température de fusion que le contrdle ADN converti au bisulfite 100% non méthyl¢).

III. Techniques de bioinformatique

Le profil transcriptomique et le profil méthylomique des fibroblastes dermiques des 8 controdles
et des 16 femmes ayant soufferts d’un cancer du sein et d’effets secondaires séveres des suites
d’une radiothérapie (8 Grade 2 et 8 Grade 3) ont été étudiés pour identifier une signature

moléculaire de la radiosensibilité et de mieux comprendre les mécanismes responsables.

1. Analyse d’expression par séquencage de ’ARN
a. Séquencage en paire (« paired-end »)
L’analyse du transcriptome a été effectuée sur les ARNs de fibroblastes dermiques en culture.
Les ARNSs totaux ont été extraits des cellules entre les passages 8 a 10 et préparés en librairies
a I’aide du kit TruSeq RNA Library Prep v2 (Illumina). Puis, un séquengage en paire a été
effectué au Laboratoire de Génomique et Radiobiologie de la Kératopoiese (LGRK, Evry,
France) a I’aide d’un séquenceur HiSeq4000 (Illumina) avec des tailles d’inserts (reads) de 100

paires de bases.

b. Traitement des données brutes et alignement des séquences
Le contrdle de la qualité du séquencage a été effectué au LGRK a I’aide de I’outil FastQC 0.11.7
avant et apres avoir enlevé les adaptateurs avec Cutadapt 1.13. Les reads ont ensuite été€ alignés
sur le génome humain (version GRCh37/hgl9) a I’aide du programme HISAT2 2.0.5. Pour
chaque gene, les séquences ont été alignées sur tous les exons connus de tous les isoformes. Les
fichiers BAM ont ensuite été extraits a I’aide de 1’outil SAMtools 1.3.1 et les reads ont été

comptés avec la fonction HtSeq-count de HtSeq 0.6.1.
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c. Analyse des données de séquencage ARN
Pour I’analyse des reads, le logiciel R est utilisé avec différentes librairies. La librairie DESeq2
est utilisée notamment pour identifier les genes différentiellement exprimés entre les différents
groupes et pour les analyses en composantes principales (ACP). La librairie pheatmap est
utilisée pour classer les échantillons par regroupement hiérarchiques et la librairie org.Hs.eg.db
est utilisée pour I’annotation des geénes. Les librairies ggplot2 et RColorBrewer sont utilisés

pour éditer les différentes figures.

2. Analyse de la méthylation de ’ADNg
Pour analyser la méthylation de I’ADNg, les puces Infinium MethylationEPIC BeadChip
(Illumina) ont été utilisées par la société Integragen (Evry, France) pour étudier 1’état de
méthylation de plus de 850 000 CpGs dans I’ensemble du génome. Les données brutes générées

ont ensuite été traitées par la société AltraBio (Lyon, France).

IV. Techniques de biochimie

1. Extraction des protéines

Les protéines sont extraites depuis les cellules en culture selon le protocole suivant :

- Enlever le milieu de culture et rincer les cellules avec du DPBS

- Lyser les cellules avec du tampon RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay) (50mM
Tris-HCI pH = 8, 150 mM NaCl, 1,5 mM KCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% sodium
deoxycholate, 0,1% Triton X-100, 1 mM EDTA) supplémenté extemporanément avec
un cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete (Roche Diagnostics) et d’un cocktail
d’inhibiteurs de phospahatases (5 mM NaF, 50 mM B-glycérophosphate et 5 mM
orthovanadate)

- QGratter le tapis cellulaire a I’aide d’un grattoir

314



- Transférer le lysat dans un tube eppendorf de 1,5 mL et laisser incuber sur glace 30
minutes en vortexant toutes les 10 minutes

- Centrifuger 15 minutes a4 °C a 14 000 g

- Récupérer le surnageant et le conserver dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 mL a

-80°C

2. Dosage des protéines
La concentration des protéines est réalisée a 1’aide du kit BCA Protein Assay (Pierce

Technologies) selon le protocole suivant :

- Faire une gamme ¢étalon avec un facteur de dilution 2 a partir de 1’albumine de sérum
bovin (BSA) fournie dans le kit. Faire des dilutions a partir de la BSA fournie est a une
concentration de 2 mg/mL jusqu’a une dilution a 0,125 mg/mL

- Sibesoin, diluer les échantillons dans du RIPA pour que 1I’absorbance mesurée soit dans
la gamme

- Déposer 25 uL de la gamme et des échantillons en duplicatas dans une plaque 96 puits
adaptée au spectrophotometre. Déposer également 25 uL. de tampon RIPA pour faire le
blanc

- Préparer le mix réactionnel en mélangeant les solutions A et B du kit en sachant que la
solution B doit étre diluée au 1/50 dans la solution A

- Distribuer 200 uL du mix réactionnel dans chaque puits de la plaque et sceller la plaque
a I’aide d’un film

- Incuber 30 minutes a 37°C

- Enlever le film et éclater les bulles a 1’aide d’une aiguille

- Lire la plaque dans un spectrophotometre a 562 nm
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Pour calculer les concentrations en protéines de chaque échantillon, I’absorbance du blanc
est soustraite a 1’absorbance de chaque échantillon. Les points de la gamme représentent
une droite linéaire dont 1’équation est Absorbance = a x Concentration de protéines, a étant

le coefficient directeur de la droite.

Pour chaque échantillon d’intérét, la moyenne des duplicatas est calculée et la concentration
de protéines est déterminée a 1’aide de 1’équation de droite : Concentration de protéines de
I’échantillon d’intérét = (Moyenne de 1’absorbance de I’échantillon d’intérét/ a) x Facteur

de dilution.

3. Séparation des protéines par électrophorese sur gel de polyacrylamide en

présence de dodécylsulfate de sodium
Les protéines sont analysées par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) permettant de séparer les protéines
en fonction de leur poids moléculaire et leurs propriétés physico-chimiques en condition

dénaturante selon le protocole suivant :

- Préparer 20 pg de protéines dans du tampon Laemmli (Tris-HCl1 62,5 mM pH 6,8, Bleu
de Bromophénol 0,01%, Glycérol 10%, SDS 2%, DTT 50 mM) et dénaturer 5 minutes
a95°C

- Déposer les protéines dans un gel de polyacrylamide disposé dans un systeme Mini
Protean III (Biorad) avec du tampon de migration TG-SDS (Euromedex) (Tris-HCI 25
mM, Glycine 192 mM, SDS 0,1%). Le gel de polyacrylamide est compos¢ d’une
premicere partie appelée gel de concentration (Acrylamide/bisacrylamide (37,5/2) 4%,
Tris-HCI1 125 mM pH 6,8, SDS 0,1%, Persulfate d’ammonium (APS) 0,05%, N,N,N',N'-
TEtraMéthylEthyleneDiamine (TEMED) 0,1%) permettant la concentration des

protéines et d’une deuxieme partie appelée gel de séparation (Acrylamide/bisacrylamide
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(37,5/2) 8 a 15%, Tris-HCI1 375 mM pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,1%)

permettant la séparation des protéines

4. Transfert et immuno-détection des protéines
Lorsque les protéines sont séparées par le gel SDS-PAGE, elles sont transférées sur une
membrane de nitrocellulose dont la taille des pores est de 0,2 um (Biorad) selon le protocole

suivant :

- Imbiber la membrane de nitrocellulose quelques secondes dans le tampon de transfert
TG-Ethanol 20% (25 mM Tris-HCI pH 8, Glycine 192 mM, Ethanol 20%)
- Réaliser le montage suivant dans une cassette de montage (c6té noire de la cassette :

cathode) :

Eponge e

Papier Whatman
Membrane

] Gel
Papier Whatman

Ep Onge L]

I | | Cassette

- Plonger le montage dans une cuve (systtme Mini Trans-Blot, Biorad) contenant le
tampon de transfert et un bloc froid

- Lancer le transfert 2h30 a 4°C a 220 mA (ampérage constant)

- Vérifier le transfert sur la membrane avec une coloration rouge ponceau et rincer la
membrane avec de I’eau distillée

- Saturer la membrane pendant 1h a température ambiante avec une solution de blocage
contenant 5% de BSA diluée dans du TBS supplémenté de 0,1% Tween-20

- Incuber la membrane avec I’anticorps primaire dilué dans une solution de TBS-T 0,1%
+ BSA 5% sous agitation douce pendant une nuit a 4°C

- Rincer la membrane 3 fois 5 minutes avec du TBS-T 0,1%
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- Incuber la membrane avec I’anticorps secondaire anti-IgG de lapin ou de souris couplé
a la peroxydase pendant 1h a température ambiante sous agitation douce

- Rincer la membrane 3 fois 5 minutes avec du TBS-T 0,1%

- Incuber la membrane 5 minutes avec le réactif d’électrochimiluminescence SuperSignal
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)

- Détecter le signal a I’aide de la caméra Fusion Fx system (Vilber Lourmat)

- Quantifier le signal a 1’aide du logiciel GelAnalyzer

Protéine Fournisseur Référence
Actine Abcam ab8227
Caspase 3 CST #9662
LC3 Sigma Aldrich L7543
NFATC2 CST 4389
p62 Gene Tex GTX629890
PARP CST #9542
p-ATM (Ser 1981) CST #5883
p-Chk2 (Thr 68) CST #2197
p-p53 (Ser 15) CST #9284
Vinculin Sigma Aldrich vo131
XRCC1 Invitrogen MAS512071
XRCC5 Invitrogen PA517454
Anti-IgG souris Biorad #1706516
Anti-IgG lapin Biorad #1706515
IgG lapin Diagenode C15410206

Tableau 10 : Liste des anticorps utilisés pour détecter les protéines en western blot.
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5. Co-Immunoprécipitation
Pour immunoprécipiter une protéine d’intérét et étudier ses partenaires, le protocole suivant est

utilisé :

- Lyser les cellules d’un flacon 175 cm? avec 500 uL. de tampon de lyse (20 mM Tris-
HCl pH 8, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1% NP-40, 2 mM DTT) supplémenté
extemporanément avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete (Roche
Diagnostics) et d’un cocktail d’inhibiteurs de phospahatases (5 mM NaF, 50 mM f-
glycérophosphate et 5 mM orthovanadate)

- Transférer le lysat dans un tube eppendorf de 1,5 mL et laisser incuber sur glace 30
minutes en vortexant toutes les 10 minutes

- Centrifuger 15 minutes a4 °C a 14 000 g

- Récupérer le surnageant et le conserver dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 mL

- Doser la concentration en protéines comme décrit précédemment

- Laver 1 mg de billes magnétiques couplées a la protéine A Protein A SureBeads
(Biorads) par condition (3 conditions par échantillon : pré-clearing, controle négatif IgG
et anticorps contre la protéine a immunoprécipiter) 3 fois avec 1 mL de PBS-N (PBS
1X, 1% NP-40)

- Resuspendre 1 mg de billes magnétiques avec 2 x 500 pug de protéines dosées
précédemment et agiter doucement pendant 3 heures a 4°C (pré-clearing)

- Resuspendre 1 mg de billes magnétiques lavées dans 250 uLL de PBS-N, ajouter 5 uLL
d’anticorps dirigée contre la protéine a immunoprécipiter ou d’IgG controle de la méme
espece que Dl’anticorps d’intérét et mettre sous agitation douce 2 heures a 4°C
(conjugation)

- Laver les billes magnétiques conjuguées (avec IgG contrdle ou anticorps d’intérét) 3

fois avec du PBS-N et les resuspendre avec 500 pg de protéines
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- Mettre les billes magnétiques sous agitation douce pendant une nuit a 4°C
- Laver doucement les billes magnétiques 5 fois avec du PBS-N, les resuspendre dans 50
uL de tampon Laemmli et les dénaturer 5 minutes a 95°C

- Centrifuger les échantillons et magnétiser les billes pour ne pas les pipeter

Les étapes de migration dans un gel SDS-PAGE, de transfert et d’immuno-détection des

protéines sont identiques a celles décrites précédemment.

V.  Techniques de microscopie

1. Microscopie en fluorescence
L’immunofluorescence (IF) est une technique d’immunomarquage permettant de mettre en
évidence localisation et I’intensité d’expression de certaines protéines dans des cellules. Les IF

réalisées dans ce projet sont effectuées selon le protocole suivant :

- Rincer 2 fois les fibroblastes cultivés sur lamelle dans une plaque 12 puits avec du PBS
(Euromedex)

- Fixer les cellules 10 minutes dans du paraformaldéhyde 4%

- Rincer les lamelles avec les cellules fixées 3 fois 5 minutes avec du PBS sous agitation
douce

- Incuber 10 minutes avec une solution de perméabilisation (0,1% Triton, 0,1 M Glycine,
PBS 1X)

- Rincer 3 fois 5 minutes avec du PBS sous agitation douce

- Bloquer les lamelles 1h dans le tampon de blocage a température ambiante (5% Goat
serum, 2% BSA, 0,05% Tween-20, 0,1% Triton, PBS 1X)

- Incuber les cellules avec I’anticorps primaire dilué¢ dans la solution de blocage sur la
nuit a 4°C
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- Rincer 3 fois 5 minutes avec du PBS sous agitation douce

- Incuber les cellules avec 1’anticorps secondaire et le DAPI (1 ug/mL) 1h a température
ambiante

- Rincer 3 fois 5 minutes avec du PBS sous agitation douce

- Faire le montage lame et lamelle avec le milieu de montage Lab Vision Permafluor
Aqueous Mounting Medium (Thermo Fisher Scientific)

- Conserver les lames a 4°C a I’abri de la lumiére

Les anticorps primaires utilisés pour I’immunofluorescence sont listés dans le Tableau 11. Pour
révéler les protéines marquées, les cellules sont incubées avec des anticorps secondaires anti-

IgG souris couplés a la sonde Alexa Fluor 488 ou 546 ou des anticorps secondaires anti-IgG

lapin couplés a la sonde Alexa Fluor 488 ou 546 (Invitrogen).

Protéine Fournisseur Référence
53BP1 PA1-46147
NFATC2 Sigma Aldrich HPA008789
YH2AX Merck Milipore 05-636
Anti-souris AF488 ThermoFisher Scientific A-11029
Anti-souris AF546 ThermoFisher Scientific A-11030
Anti-lapin AF488 ThermoFisher Scientific A-11034
Anti-lapin AF546 ThermoFisher Scientific A-11035
Tableau 11 : Liste des anticorps utilisés pour détecter les protéines en
immunofluorescence.
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2. Observations microscopiques
Les observations microscopiques sont ensuite effectuées sur un microscope inversé Nikon

Eclipse Ti (Nikon) ou sur un microscope confocal Spectral SP5 (Leica).

Pour I’analyse des cassures doubles brins de I’ADN, les foci de 100 noyaux minimums par

condition sont comptés.

Les images sont traitées a I’aide du logiciel Fiji ImageJ2.

VI. Analyses statistiques

Les données de ce travail de theése sont exprimées en moyenne + écart-type ou médiane +
minimum-maximum comme indiqué dans les 1égendes des figures). Les analyses statistiques
sont effectuées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism v8.0 (GraphPad) et du logiciel R. Les
différences a la moyenne sont considérées comme significatives lorsque la valeur p < 0,05. * p

< 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, **** p <0,000
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Titre : Un défaut sévere de PATCHEDI1 dans les cellules de patients Gorlin prédisposés

au cancer provoque une radiosensibilité intrinseque

A. Vulin, M Sedkaoui, S. Moratille, N. Sevenet, P. Soularue, O. Rigaud, L. Guibbal, J. Dulong,

P. Jeggo, J-F. Deleuze, J. Lamartine, M.T. Martin
Résumé :

Le syndrome de Gorlin (ou syndrome de naevomatose basocellulaire) est une maladie génétique
prédisposant au cancer pour laquelle I’hyper-susceptibilité a un second cancer et aux effets
secondaires de radiothérapie est débattue, tout comme son hyper-radiosensibilité au niveau
cellulaire. Le syndrome de Gorlin résulte d’une mutation hétérozygote dans le gene PTCHI
chez 60% des patients et, par conséquent, nous avons souhaité mettre a jour les corrélations
entre la radiosensibilité intrinseque et I’expression du géne PTCHI dans des fibroblastes
dermiques de patients adultes atteints du syndrome de Gorlin. La radiosensibilité¢ des
fibroblastes de 6 patients atteints du syndrome de Gorlin a été déterminée par des tests de survie
cellulaire apres une forte (0,5 — 3,5 Gy) ou une faible (50 — 250 mGy) exposition a des rayons
v. Les expressions de PTCHI et des acteurs de la réponse aux dommages de I’ADN ont été
caractérisées par RT-qPCR et western blotting. Les dommages a I’ADN et la réparation ont été
¢tudiés par immunofluorescence contre YH2AX et 53BP1. L’extinction stable de PTCH1I a été
effectuée dans des cellules issues de donneurs sains par ARN interférence. Les cellules des
patients Gorlin ont été génotypées par 2 méthodes de séquencage complémentaires. Seules les
cellules des patients Gorlin présentant un défaut sévere de PATCHEDI au niveau protéique
souffrent d’une toxicité accrue aux radiations de fortes et de faibles doses. Pour 2 souches de

cellules, les mutations hétérozygotes dans I’extrémité 5° du géne PTCH 1 expliquent I’absence
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de PATCHEDI au niveau protéique. Dans toutes les cellules radiosensibles, les voies de la
réponse aux dommages de I’ADN (le niveau d’ATM, CHK2 et P53 et leur activation par
phosphorylation) étaient dérégulées apres irradiation, alors que la reconnaissance des CDB était
intacte. De plus, les cellules normales sous-exprimant PTCHI apres ARN interférence ont
montré une survie réduite apres irradiation, reliant directement ce géne a la radiosensibilité aux
fortes et faibles doses. Dans cette étude, nous avons observé une corrélation inverse entre
I’expression de PTCH]1 et la radiosensibilité cellulaire, suggérant une explication des résultats
contradictoires précédemment reportés sur le syndrome de Gorlin et pouvant fournir une base
pour le dépistage des patients Gorlin radiosensibles par analyse des mutations dans le gene

PTCHI.
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Summary Purpose: Gorlin syndrome (or basal-cell nevus syndrome) is a cancer-prone genetic

disease in which hypersusceptibility to secondary cancer and tissue reaction after
radiation therapy is debated, as is increased radiosensitivity at cellular level. Gorlin
syndrome results from heterozygous mutations in the PTCHI gene for 60% of pa-

Gorlin syndrome is a typical
case of debated hypersensi-
tivity to radiation, although it

is well-recognized as a
cancer-prone disorder. The
present data reveal that only
Gorlin cells presenting se-

tients, and we therefore aimed to highlight correlations between intrinsic radiosen-
sitivity and PTCHI gene expression in fibroblasts from adult patients with Gorlin
syndrome.

Methods and Materials: The radiosensitivity of fibroblasts from 6 patients with Gor-

lin syndrome was determined by cell-survival assay after high (0.5-3.5 Gy) and low
(50-250 mGy) y-ray doses. PTCHI and DNA damage response gene expression
was characterized by real-time polymerase chain reaction and Western blotting.
DNA damage and repair were investigated by YH2AX and 53BP1 foci assay. PTCH

vere deficiency in PTCHI
gene expression exhibited
significantly increased
cellular radiosensitivity and
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that the PATCHED1 protein
had a direct role in regulating
intrinsic radiosensitivity after
both high and low radiation
doses. PATCHEDI level may
thus provide a prognostic
screen for radiosensitive pa-
tients with PTCH] hetero-
zygous mutations.

knockdown was performed in cells from healthy donors by using stable RNA interfer-
ence. Gorlin cells were genotyped by 2 complementary sequencing methods.
Results: Only cells from patients with Gorlin syndrome who presented severe deficiency
in PATCHEDI1 protein exhibited a significant increase in cellular radiosensitivity,
affecting cell responses to both high and low radiation doses. For 2 of the radiosensitive
cell strains, heterozygous mutations in the 5’ end of PTCHI gene explain PATCHED1
protein deficiency. In all sensitive cells, DNA damage response pathways (ATM,
CHK2, and P53 levels and activation by phosphorylation) were deregulated after irradi-
ation, whereas DSB repair recognition was unimpaired. Furthermore, normal cells with
RNA interference-mediated PTCH deficiency showed reduced survival after irradiation,
directly linking this gene to high- and low-dose radiosensitivity.

Conclusions: Inthe present study, we show an inverse correlation between PTCH I expres-
sion level and cellular radiosensitivity, suggesting an explanation for the conflicting results
previously reported for Gorlin syndrome and possibly providing a basis for prognostic
screens for radiosensitive patients with Gorlin syndrome and PTCH mutations. © 2018
The Author(s). Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

At least 15 different genetic disorders are now associated
with increased cellular radiosensitivity (1). Gorlin syndrome
is atypical case of debated cellular hypersensitivity, although
it is well-recognized as a cancer-prone disorder. Gorlin
syndrome is mainly caused by heterozygous mutations in the
PTCHI gene, which codes for the Sonic hedgehog (SHH)
receptor (2, 3), because mutations in this gene have been
described in around 60% of patients with a Gorlin phenotype
(4, 5). We investigated the correlations between cellular
radiosensitivity and PTCHI gene expression in fibroblasts
isolated from adult patients with Gorlin syndrome.

Gorlin syndrome, or basal cell nevus syndrome (BCNS),
is an autosomal dominant inherited disease with prevalence
varying from 1 in 57,000 to 1 in 256,000 and is characterized
by developmental abnormalities and a predisposition to skin
neoplasms and medulloblastoma, as reviewed by Lo Muzio
(6). Because PATCHED is a repressor of the SHH signaling
pathway through its interaction with the smoothened protein,
it has been proposed to act as a tumor suppressor. Conse-
quently mutations of the second allele of PTCH]I result in
tumor formation (7). To study molecular events and basal cell
carcinoma (BCC) appearance associated with Ptchl muta-
tions, several murine models with heterozygous mutations,
spontaneous or generated, have been described and are
reviewed by Saran and Nitzki et al (7, 8). In addition to
developmental pattern issues, individuals with Ptchl muta-
tions originally showed spontaneous medulloblastomas (9)
and soft-tissue tumors such as rhabdomyosarcomas, with
an incidence depending on the genetic background (10).
After ionizing radiation (IR), Ptchl heterozygous embryos
exhibit a higher frequency of IR-induced developmental
defects compared to their wild-type littermates (10), sug-
gesting that Prchl™~ mice are more sensitive to radiation.
Since then, Ptchl knockout mice have been useful models for
molecular events involved in BCC development upon

irradiation (11), as well as for adverse tissue reaction
occurrence, such as cataract (12).

The first evidence that IR dramatically increases the inci-
dence of tumors in patients with Gorlin syndrome was re-
ported more than 40 years ago in patients with cancer (13),
notably those treated for medulloblastoma, and this has since
been the focus of several case reports (14-17). In particular,
children with BCNS appear to be at high risk of developing
multiple BCCs in irradiated areas, usually from 6 months to
3 years after radiation therapy (13, 18). Consequently, mini-
mizing IR exposure and using nonionizing imaging modal-
ities when possible is recommended (19). However, this
susceptibility to IR-induced cancer is more controversial in
adults, and several authors have reported patients who did not
develop secondary BCC after multiple radiation therapy
treatments (20, 21). In addition, patients with Gorlin syn-
drome may be prone to tissue reactions after radiation ther-
apy, although this clinical aspect has been poorly
documented. At the cellular level, data are again inconsistent,
with some groups reporting decreased cell survival after ra-
diation exposure (22-24) and others not reporting this (25-27).

In the present study, we show that only Gorlin cells pre-
senting severe deficiency in PTCHI gene and protein
expression exhibited a significant increase in radiosensitivity,
which suggests an explanation for the conflicting results so far
reported concerning the response to radiation in cells from
patients with Gorlin syndrome. Furthermore, our molecular
data provide evidence for a direct role of the PATCHEDI1
protein in the regulation of intrinsic radiosensitivity.

Methods and Materials
Cells from patients with Gorlin syndrome

Nonimmortalized dermal fibroblasts from 6 adult patients
with Gorlin syndrome (GMO-; age 27 to 58 years, 3 men
and 3 women; see details in Table E1; available online at
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https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057) were obtained
from the Coriell Institute cell repositories (Camden, NJ).
Genotyping had not been performed, and clinical infor-
mation in the repository was limited to classification as
patients with BCNS. Primary dermal fibroblasts from 4
healthy individuals were used as control cells (human
normal fibroblast [HNF] 1-4), obtained either from the
Coriell Institute (1 donor) or in-house (3 different donors).
Cultures were performed in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium—Glutamax medium (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA) supplemented with 15% fetal bovine serum
(ThermoFisher), between passages 6 to 10, with plating
density adapted to each cell strain (see details on prolifer-
ative capacity in Table E2; available online at https://doi.
org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057).

Radiation sensitivity

Cells were exposed to high (0.5-3.5 Gy; dose rate, 0.89 Gy/
min) and low IR doses (50-250 mGy; dose rate, 50 mGy/
min) using y-rays from a '*’Cs source. For colony survival
assays, cells were exposed to IR 5 hours after seeding and
were cultured for 2 weeks. All colonies containing more
than 50 cells were scored as survivors.

Quantitative polymerase chain reaction

Total RNA was isolated from fibroblasts at 80% confluence
with the RNeasy MiniKit (Qiagen, Hilden, Germany); an
equal amount of RNA was used for reverse transcription
(High-Capacity RNA-to-cDNA Kit, ThermoFisher). Real-
time polymerase chain reactions were carried out
using complementary DNA as template and were amplified
using iTaq Universal probes supermix (Biorad, Hercules,
CA) and specific probes to target the PTCHI gene
(Hs00970977_m1; ThermoFisher). The 18S housekeeping
gene was used as internal control (Hs99999901_s1).

Western blot analysis

Fibroblasts were harvested at 80% by trypsinization.
Cell pellets were washed and resuspended in radio-
immunoprecipitation assay buffer (Sigma, St. Louis, MO)
for total protein extraction and sonicated for phosphoryla-
tion studies. Proteins were quantified using the Bradford
method, loaded on a 4% to 12% stain-free gel (Biorad) for
40 minutes to 1 hour at a constant 200V, and transferred
for 10 minutes at a constant 2.5 A in the Trans-Blot
Turbo Transfer System (Biorad). Membranes were blocked
in tris-buffered saline—tween with 5% milk or bovine
serum albumin and immunoblotted overnight (L isoform
PATCHEDI, epitope aa 1-50, Abcam; full antibody table in
Table E3; available online at https://doi.org/10.1016/j.
ijrobp.2018.05.057). Protein detection was performed
using the ChemiDoc MP system (Biorad), and normaliza-
tion was done with the stain-free system from Image Lab
software (Biorad).

PTCH1 next-generation sequencing mutation
screening

PTCHI mutation screening was performed through 2 different
next-generation sequencing procedures: exonic pyrose-
quencing with the Roche GS Junior System at CEA-CNRGH
(Evry, France) for transcripts NM_1083602 and NM_ 1083603
(PTCHI_M and L isoforms) and sequencing by synthesis
following coding sequence capture on an Illumina Miseq
benchtop sequencer (Illumina, San Diego, CA) at the Bergonié
Institute (INSERM, Bordeaux, France) for transcript
NM_000264 (PTCHI_L isoform) (Methods El; available
online at https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057).

YH2AX and 53BP1 foci assays

For YH2AX (28), cells were irradiated with 3 Gy by using a
37Cs y-ray source (dose rate, 1.02 Gy/min~"), further
cultured for the indicated times, fixed with 4% formaldehyde
(paraformaldehyde) and permeabilized with 0.2% Triton X-
100, followed by staining with 4'-6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride and YH2AX antibody. The
average number of separate YH2AX foci was assessed on at
least 300 cells using the Cellomics ArrayScan VTI (Ther-
moFisher). For 53BP1, cells were irradiated with 3 Gy by
using an x-ray source (XRAD 320; Precision X-Ray, North
Branford, CT), further cultured for the indicated times, fixed
on coverslips (3% paraformaldehyde, 2% sucrose phosphate-
buffered saline [PBS]) and permeabilized (20 mM HEPES
pH 7.4, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 300 mM sucrose and
0.5% Triton X-100). Coverslips were incubated with 5%
goat serum PBS for blocking, before immunostaining with
anti-53BP1 antibody in 2% goat serum PBS. Foci in 50 cells
were counted using an Eclipse Ti-E inverted microscope
(Nikon). (See Methods E4 for detailed foci assays; available
online at https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057).

RNA interference

Fibroblasts from healthy donors were stably transduced with
lentiviral vectors (Vectalys SA., Toulouse, France). Trans-
ductions of sh-PTCHI-GFP and sh-scramble-GFP were
performed on fibroblasts at ~40% confluence. Cells were
incubated for 6 hours with lentiviral particles (multiplicity of
infection at 20) in the presence of hexadimethrine bromide at
4 ng/mL (Sigma). After 3 days, transduced cells (efficiency
60%-98%) were sorted by flow cytometry (MoFlo; Beckman
Coulter, Brea, CA) according to green florescent protein
fluorescence and amplified for 1 week before analysis.

Statistics

The Student test was used. Significance was assessed ac-
cording to a normal distribution law, and means were
considered significantly different if Zo > 1 [Zy = (mean X
— mean Y)/N*(/O (mean X)> + o (mean Y)?] where
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Fig. 1. A subpopulation of highly PTCHI-deficient Gorlin cells is radiosensitive. (A) Colony survival assays showed that
GMO0-1657, -1552, and -2138 cells exhibited significantly greater sensitivity to high doses than cells from 3 healthy donors
(HNF 1-3 in black, averaged); 6 Gorlin cell strains (GMO0-) were studied in 3 independent experiments, each with 3 to 6
replicates. (B) Parameters of the survival curves. HNF: mean for cells from 3 healthy donors. GMO-: cells from Gorlin
patients. SF, is the survival fraction after 2 Gy. Dy is the dose for which 37% survival was observed. (C) Colony survival
assays showed hypersensitivity after low radiation doses for GMO0-1657, -1552, and -2138; (dose rate, 50 mGy/min; survival
values in Table E4; available online at https://doi.org/10.1016/].ijrobp.2018.05.057); 3 independent experiments, each with 3
to 6 replicates. (D) PTCHI mRNA levels (L isoform) measured in Gorlin cells by real-time quantitative polymerase chain
reaction on 3 replicates and compared with the mean value for 3 normal cells, normalized to 100. (E) Representative image of
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N = 1.96 or 2.58 for significance at the 5% or 1% level,
respectively.

Results

Cells from 3 patients with Gorlin syndrome are
radiosensitive

Colony survival assays showed that cells from only 3 pa-
tients with Gorlin syndrome (GMO0-1657, -1552, and -2138)
out of the 6 cell strains examined exhibited significantly
greater sensitivity to medium and high doses (Fig. 1A and
B) than cells from 3 healthy donors (HNF 1-3). Similar data
were found after low doses (Fig. 1C and Table E4; available
online at https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057),
within a window ranging from 50 to 250 mGy, suggesting a
low-dose hypersensitivity response. Although a tendency to
hypersensitivity between 100 and 250 mGy was observed
for all Gorlin cells, survival reduction was significant only
for the 3 cell strains sensitive to high doses (patients GMO-
1657, -1552, and -2138).

Marked PTCH1 gene expression deficiency
correlates with radiosensitivity

The radiosensitive cells (GMO0-1657, -1552 and -2138)
exhibited significantly less PTCHI messenger RNA
(mRNA) than cells from the 3 healthy donors (19%, 25%,
and 21%, respectively; n = 6, P < .01) (Fig. 1D). Simi-
larly, in protein level, PATCHED1 expression was lower in
the radiosensitive cells (22%, 25%, and 39% respectively,
n = 3, P < .01) (Fig. 1E). Hedgehog signaling was also
affected in these cells, notably with a reduced expression of
the GLI2 transcription factor (Fig. El; available online at
https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2018.05.057).

Variable severity of PTCH1 mutations

Genetic studies (Table 1) revealed that cells from 5 pa-
tients with Gorlin syndrome exhibited at least 1 hetero-
zygous mutation in the PTCHI gene, but with different
types and locations (Fig. 1F). Four of these mutations were
not previously reported. For GM0-1657 and GMO0-2138,
the insertion and deletion events in exon 2 led to a pre-
mature stop codon in exon 3, which predicts nonsense-
mediated mRNA decay for the mutated transcript or a
strongly truncated protein that is probably rapidly
degraded. For GMO0-1575, -1725, and -2098, the observed

mutations predicted more limited defects for the
PATCHEDI protein. For 1 patient (GMO0-1552), a variant
was detected in the 5"UTR region, common to GM0-1575,
1725, and 2098, but no mutation was found in the coding
regions of PTCHI.

Defective DNA damage response signaling in
radiosensitive Gorlin cells

For the ATM/CHK?2/P53 pathway, downregulations of pro-
tein expression were found at a basal level in the radiosen-
sitive cells as compared to controls (Fig. E2; available online
at https://doi.org/10.1016/].ijrobp.2018.05.057) and after
2 Gy irradiation (Fig. 2A). Furthermore, activation by irra-
diation was impaired, notably for phospho-CHK2 and
phospho-P53, and this deficiency was observed in all the
radiosensitive cells (Fig. 2B), which may be due both to the
reduced basal level and to an activation defect. For phospho-
ATM, only GMO0-1657 and -1552 were affected.

To monitor DNA double-strand break formation and
repair, enumeration of YH2AX and 53BP1 foci was per-
formed at 0, 0.25, 2, 6, 24, and 48 hours after 3 Gy irra-
diation and showed no difference between normal and
Gorlin cells (Fig. 2C and D).

Induced PATCHED1 deficiency in normal cells
results in increased radiosensitivity

PTCHI expression was decreased in cells from heathy
donors after infection with a lentiviral vector carrying a
short hairpin RNA (shRNA) sequence targeting PTCHI,
with a mean reduction of at least 60% for mRNA and
around 50% for the protein (Fig. 3A, 3B, and 3F). Colony
survival assays showed that cells from 3 different healthy
donors transduced with sh-PTCHI lentivector showed a
significantly smaller survival fraction at 2 Gy, whereas cells
receiving a scramble sh vector did not differ from controls
(Fig. 3C and Fig. E3; available online at https://doi.org/10.
1016/j.1jrobp.2018.05.057). Furthermore, irradiation be-
tween 0.5 and 3.5 Gy resulted in a survival curve close to
that of the radiosensitive cells from patients with Gorlin
syndrome (Fig. 3D). Moreover, induced PATCHED]1 defi-
ciency in cells from heathy donors resulted in increased
sensitivity to low doses of IR (100 and 200 mGy, Fig. 3E
and Fig. E4; available online at https://doi.org/10.1016/].
ijrobp.2018.05.057). Knock-down cells also showed de-
fects in DNA damage response (DDR) pathways and
notably decreased basal expression of CHK2 and P53
(Fig. 3F).

Western blot analysis with PATCHEDI1 antibody (L isoform, epitope aa 1-50) on normal fibroblasts (HNF-) and Gorlin cells
(GMO-), with vinculin as a loading control of total protein extracts. (F) Localization of PTCHI mutations on a schematic
image of PATCHEDI protein, with the 2 intracellular arms and the 2 large extracellular loops required for HH binding. The
NH2 terminal region is targeted in 2 radiosensitive cell strains. Red beads represent the putative amino-acid modified by the
mutation found for each Gorlin cell line. Significant differences: * at P < .05 and ** at P < .01.
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Table 1  Genotyping analysis by next-generation sequencing
Cell strain Localization hg 19 Mutations and variants References
GMO0-2098 Chr9: 98221881 Intron 17 Splice site mutation (donor Exon 18 skipping and stop Unpublished
site +1) C>G codon in exon 19
Chr9: 98270646 5UTR Insertion T>TGCC Triplet insertion Tietze 2013 (37)
isoform L
GMO0-1725 Chr9: 98268700 Exon 2 Missense mutation Protein structure modification Unpublished
(c383T > L128P)
Chr9: 98270646 5'UTR Insertion: T>TGCC Triplet insertion Tietze 2013 (37)
isoform L
GMO0-1575 Chr9: 98218697 Intron 18 Splice site mutation (acceptor Exon 19 skipping and stop Unpublished
site -2) T>G codon in exon 20
Chr9: 98270646 5UTR Insertion: T>TGCC Triplet insertion Tietze 2013 (37)
isoform L
GMO0-2138 Chr9: 98268800 Exon 2 Insertion (c.283 C>CT ) Frameshift and stop codon in Boutet 2003 (38)
exon 3 Chidambaram 1996 (39)
GMO0-1552 Chr9: 98270646 5'UTR Insertion T>TGCC Triplet insertion Tietze 2013 (37)
isoform L
GMO0-1657 Chr9: 98268792 Exon 2 Deletion GT>G Frameshift and stop codon in Chidambaram 1996 (39)

Chr9: 98211572 Exon 22

Chr9: 98209213 Exon 23

Missense mutation
(T4093A > T1364S)

Missense mutation
(C4325T > R1442Q)

exon 3
Protein sequence
modification
Protein sequence
modification

Boutet 2003 (38)

Unpublished

Five Gorlin cell strains harbor specific heterozygous mutation(s) in the PTCH! gene, notably 2 splice site, 3 missense, and 2 frameshift mutations. Cells
from 2 Gorlin patients (GMO-1657, -2138) present nonsynonymous mutations at the 5" end of the PTCHI gene that predict higher protein deficiency as
compared to the other cell strains. For 1 patient (GM0-1552), a variant was found in the 5'UTR region, which is common to GM0-1575, 1725, and 2098,

but no mutations were detected in the coding regions of PTCHI. Locations are indicated using the human genome reference hg19.

Discussion

The radiosensitivity of patients affected by Gorlin syn-
drome is currently debated. The present study, designed to
investigate correlations between cellular radiosensitivity
and PTCH]1 expression in the cells of patients with Gorlin
syndrome, provides a possible explanation for the
discrepant reported data. We show that the degree of
PATCHEDI deficiency is variable among patient cells and
that only severely decreased gene expression correlates
with significantly increased radiosensitivity. Interestingly,
we found that the increased sensitivity also affected cell
response to low radiation doses, which had not been
documented previously. Similarly to Gorlin syndrome, cell
phenotypes from other radiosensitive syndromes are het-
erogeneous. For example, ATM genetic defects range from
complete absence to some persistence of ATM kinase ac-
tivity (29, 30). As a result, not all patients with A-T,
including even homozygotes, are equally radiosensitive,
testifying to the importance of defining target protein levels
and activity for radiosensitive syndromes in each patient.

To demonstrate the link between PATCHEDI1 and
radiation sensitivity at a molecular level, RNA interference-
mediated PTCHI deficiency was obtained in primary
fibroblasts from different healthy donors, which systemat-
ically resulted in reduced cell survival after irradiation for
both high and low radiation doses, suggesting that PTCH]1
directly regulates cellular radiosensitivity.

To assess the underlying mechanisms, the status of DDR
proteins of the ATM/P53 pathways was investigated.
Radiosensitive Gorlin cells showed reduced expression and
activation of proteins from this pathway, varying according
to cell strain but graded according to cell radiosensitivity.
Moreover, genetically induced PTCHI downregulation in
cells from healthy donors resulted in reduced basal
expression of DDR proteins, close to that found in the
radiosensitive Gorlin cells. It can be hypothesized that
PATCHEDI interacts directly with DDR proteins; this
interaction is currently unverified and would deserve
further studies. Also, a downstream member of the SHH
pathway, affected by PTCHI deficiency, may impair the
DDR. The GLI family of transcription factors, which are
downstream regulators of SHH (31), are good candidates
for further exploration. In fact, studies in human cancer
cells have shown that inhibition of the activity of GLI
factors can affect cell cycle arrest and DNA repair, as
reviewed by Palle et al (32). Studies on Ptchl knockout
mouse models also support this hypothesis; for example,
mutant mouse cerebella present a defect in Chekl activa-
tion mediated by Glil after irradiation, leading to a reduced
survival in clonogenic assays (11). The best candidate
might be GLI2; studies in the development of mouse em-
bryos and NIH3T3 fibroblasts show that GLI2 regulation
has a dominant influence on the overall SHH signaling
dynamics (31). The downregulation of GLI2 that we show
in the present study also strengthens this hypothesis.
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Impaired DNA damage response (DDR) signaling in radiosensitive Gorlin cells. (A) Reduced expression of 3 DDR

proteins after 2 Gy irradiation (total protein extracts). (B) Defective phosphorylation of ATM, CHK2, and P53 at 1 hour after
2 Gy irradiation. Representative images of Western blot analysis with phospho-ATM (Ser1981), -CHK2 (Ser19), and —P53
(Serl5) antibodies, with vinculin as a loading control of total protein extracts. (C) Comparable average numbers of separate
YH2AX foci in normal and each of 6 Gorlin cell lines, assessed at various times after irradiation on at least 300 cells per
condition. (D) Comparable average numbers of 53BP1 foci in normal and each of 6 Gorlin cell lines at various times,

assessed after irradiation on at least 50 cells per condition.

A surprising finding of the present work concerns DNA
damage and repair: PTCH1 defects seemed not to correlate
with impaired double-strand break recognition, as revealed
by the normal findings for YH2AX and 53 BPI1 foci
recruitment and kinetics. Based on these data, we propose
that defective cell-cycle checkpoints and replication errors
may be the key impaired processes in Gorlin cells, and this
hypothesis is supported by the CHK2 anomalies consis-
tently found both in patients and after shRNA-mediated
PTCHI downregulation.

Concerning genetic defects, for 2 radiosensitive patients
with Gorlin syndrome, the mutations found in PTCH1 exon
2 result in stop codons, which explains the observed
decrease in mRNA and protein expression. For one radio-
sensitive patient, the decreased mRNA and protein
expression could not be explained by mutations in the
coding regions of the PTCH1 gene. Several hypotheses can
be suggested for this patient, notably mutations in other
genes, such as those of the GLI family. Epigenetic mech-
anisms might also be involved, such as enhancer—related

downregulation recently described in a case of geno-
dermatosis (33) or inhibition by posttranscriptional regu-
latory networks such as LncRNAs or miRNAs (34, 35).
Databases report several enhancer elements associated with
the PTCH]I gene, including 5 within the gene, and several
long noncoding RNAs, which could all regulate its
expression and deserve further investigation. The fact that
no correlation has yet been demonstrated at the clinical
level between genotypes and phenotypes in patients with
Gorlin syndrome, as mutations in the same region or an
identical mutation in 2 unrelated patients can lead to
different clinical outcomes, supports the likely importance
of epigenetic regulation for the PTCHI gene.

Clinical consequences for radiation therapy and nuclear
medicine can be extrapolated from the present findings.
According to the Leiden Open Variation Database (36), at
least 14% of patients with Gorlin syndrome with a mutation
in the PTCH]I gene carry this mutation in the first 3 exons,
and thus high gene expression deficiency and radiosensi-
tivity can be expected in these patients, for whom the risk/
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Fig. 3. PATCHEDI deficiency is directly associated with radiosensitivity. (A) PTCHI messenger RNA levels measured by
quantitative polymerase chain reaction after 3 independent infections of normal fibroblasts (HNF1 and HNF2: 2 healthy donors)
with a lentiviral vector carrying either a short hairpin RNA (shRNA)-scramble sequence or a shRNA targeting PTCHI. Infected
cells were compared with the mean value of the noninfected cells, normalized to 100. (B) Representative image of Western blot
analysis with PATCHEDI1 antibody (L isoform) for normal fibroblasts (HNF1 and HNF2), either in control conditions or infected
with lentiviral vectors (sh-scramble or sh-PTCH1). (C) Mean survival after 2 Gy was lower in the sShRNA-PTCH | condition than in
the control condition (normalization to 100 vs the noninfected cells) but not in the shRNA-scramble condition; 3 independent
experiments. (D) Mean survival was reduced after a range of radiation doses in sh-PTCH] infected cells (gray) versus noninfected
cells (HNF1, black), but not in the sh-scramble infected cells (dashed line); 6 flasks per dose, n = 1. (E) Colony survival assays
showed that cells from healthy donor 1 (HNF1) transduced with sh-PTCHI1 lentivector showed a reduced survival after low dose
irradiation, whereas cells receiving control vector did not differ from controls. P = .0022. (F) Western blot analysis of basal levels
of PATCHEDI1, CHK2, and P53 after PTCHI knockdown in normal fibroblasts (HNF4), noninfected or infected with an sh-
scramble or sh-PTCH]I vector (3 independent infections for each); a radiosensitive Gorlin cell strain (GM0-1552) was added
for comparison, and actin was used as a loading control of total protein extracts. Significant at *P < .05 and **P < .0l.
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benefit ratio of IR for cancer therapy should be carefully
evaluated. Because we found that the increased sensitivity
also affected cell responses to low radiation doses, we
suggest that repeated biomedical diagnostics using x-rays
should also be carefully evaluated for these patients. A
genetic test of blood samples to discriminate such at-risk
patients might be developed and could be included in the
development of systemic next-generation sequencing in the
framework of personalized cancer genomic medicine. This
approach might also be used for other genetic diseases
associated with PTCHI defects, such as microphthalmia or
Hirschsprung syndrome.

In conclusion, the major finding of the present study is
an inverse correlation PATCHEDI1 level and cellular
radiosensitivity, affecting both high and low radiation
doses. Furthermore, RNA interference-mediated PTCH1
deficiency in normal human cells resulted in reduced sur-
vival after irradiation, which directly links this gene to
intrinsic radiosensitivity.
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Titre : Impact des cellules endothéliales microvasculaires dermiques humaines sur les

fibroblastes dermiques primaires en réponse au stress inflammatoire
B. Sanchez, L. Li, J. Dulong, G. Aimond, J. Lamartine, G. Liu and D. Sigaudo-Roussel
Résumé :

Le but de cette étude était d’évaluer I’impact du microenvironnement produit par des cellules
endothéliales microvasculaires dermiques humaines (HDMEC), en réponse a un stress pro-
inflammatoire, dans un modele de culture 2D avec des fibroblastes dermiques primaires
humains et dans un modele 3D de peau reconstruite composée de fibroblastes dermiques et de
kératinocytes de donneurs sains. Nous avons émis [’hypothése qu’une inflammation bas grade
spécifique de I’endothélium microvasculaire pouvait induire un changement dans le phénotype
des fibroblastes et €tre impliquée dans la modification de la matrice extracellulaire (MEC) et
’altération de la peau. Suite a un stress pro-inflammatoire induit par un traitement a I’'IFNy, au
TNFa et a ’IL-1B sur des HDMEC, nous avons observé un relargage de CCL2, d’IL-6 et d’IL-
8 mais pas de VEGF-A dans le milieu conditionné (MC). L’ajout du MC endothé¢lial pro-
inflammatoire sur des fibroblastes dermiques induit une surexpression d’IL6, d’ILS, de CCL2
mais pas de NFKBI. La formation de MEC résultante a ce stress était altérée avec un réseau de
collagene 1 détérioré et une sous-expression génique de COLIAI dans les modeles 2D et 3D.
L’expression protéique du collagene 1 et de pro-LOX était significativement réduite,
confirmant la détérioration du réseau de collagene 1 relatif a la sécrétion de facteurs
d’inflammation par les HDMEC. Pour conclure, ce travail a montré que sans aucune cellule
immunitaire, la sécrétion des cellules endothéliales en réponse a un stress pro-inflammatoire
peut activer les fibroblastes et maintenir un environnement pro-inflammatoire exacerbant la

dégradation de la MEC dans la peau.
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Impact of Human Dermal
Microvascular Endothelial Cells
on Primary Dermal Fibroblasts in
Response to Inflammatory Stress

Benjamin Sanchez'?t, Linan Li%, Joshua Dulong'?, Géraldine Aimond'2,
Jéréme Lamartine2, Guangrong Liu3 and Dominique Sigaudo-Roussel’2**

" CNRS UMR 5305, Laboratoire de Biologie Tissulaire et Ingénierie Thérapeutique, Lyon, France, ? Claude Bernard University
Lyon 1, Villeurbanne, France, ® Infinitus Company Ltd., Guangzhou, China

The aim of the present study was to evaluate the impact of the microenvironment
produced by dermal microvascular endothelial cells, secondary to a pro-inflammatory
challenge, on 2D culture models using dermal fibroblasts and in 3D reconstructed skin
model using dermal fibroblasts and keratinocytes from healthy donors. We hypothesized
that specific microvascular endothelial low grade inflammation could change fibroblasts
phenotype and be involved in extracellular matrix (ECM) modification and skin alteration.
Following IFNy, TNFa, IL-18 pro-inflammatory stress on Human Dermal Endothelial
Cells (HDMEC) we observed the increased release of Chemokine ligand 2 (CCL2), IL-6
and IL-8 but not VEGF-A in the conditioned medium (CM). The subsequent addition
of this endothelial pro-inflammatory CM in dermal fibroblasts revealed an upregulation
of IL6, IL8 and CCL2 but no NF-kB gene expression. The resulting ECM formation
was impaired with a reduction of the collagen 1 network and a decrease in COLTA1
gene expression in 2D and 3D models. Collagen 1 and pro-LOX protein expression
were significantly reduced confirming an impairment of the collagen network related to
endothelial inflammation secretion. To conclude, this work showed that, without any
immune cells, the endothelial secretion in response to a pro-inflammatory stress is
able to activate the fibroblasts that will maintain the pro-inflammatory environment and
exacerbate ECM degradation.

Keywords: fibroblasts, endothelial cells, inflammation, extracellular matrix, collagen, elastin

INTRODUCTION

Skin microcirculation is located deep in the dermis layer up to the reticular dermis close to
the epidermis. Skin microcirculation plays a significant role in regulating skin homeostasis,
thermoregulation, blood pressure and inflammatory response (Charkoudian, 2003; Gutterman
et al, 2016). It also allows nutrients and systemic factors to reach the whole skin tissue

Abbreviations: CCL2, chemokine ligand 2; CM, conditioned medium; COL1A1, collagen 1 alpha 1; ECM, extracellular
matrix; ELN, elastin, HDMEC, Human Dermal Microvascular Endothelial Cell; ICAM-1, InterCellular Adhesion Molecule 1;
IFN-y, Interferon gamma; IL-1p, Interleukin 1 Beta; IL-6, Interleukin 6; IL-8, Interleukin 8; LOX, Lysyl Oxydase; MMP,
Matrix metalloproteinase; pro-LOX, pro-Lysyl Oxydase; TNF-a, Tumor Necrosis Factor alpha; VCAM-1, Vascular cell
adhesion protein 1; VEGF-A, Vascular endothelial growth factor A.
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throughout the skin microvascular network from arteries to
small capillaries close to the epidermis. Microvascular endothelial
cells are the major components of dermal blood vessels and are
clearly involved in skin inflammatory process. Endothelial cells
participate to synthesize and secrete chemokine and cytokine
and are implicated in recruiting immune cells in response to
dysfunctions due to different factors (e.g., UV, heat, pathological
and physiological processes) (Swerlick and Lawley, 1993).

Specific inflammatory mediators are described as endothelium
activators like IL-18 or TNF-a, permitting vessels hyper-
permeability allowing leucocyte infiltration. These vascular
modulations are involved in skin diseases linked to a
chronic inflammation (McGee et al, 1995; Huggenberger
and Detmar, 2011). In vitro, TNF-a, IL-18, and IFN-y may alter
vascular processes and cells behaviors, inducing inflammation
stress. A mix of these cytokines induces synergistic effect
producing inflammatory responses, which could induce at
low concentration expression of chemokine like CCL2 or
RANTES implicated in vessels permeability on endothelial cells
(Goebeler et al., 1997).

Thus, inflammation is a common condition that affects the
vasculature, but is also a skin feature that occurs in long-term
pathologies, as well as in short-term conditions at high or low-
grade level (Huggenberger and Detmar, 2011). Dermal fibroblasts
are the key cells to synthetize the ECM composed by many
components including collagen and ELN fibers. Fibroblasts are
also known to stimulate vascular inflammation through cytokines
and chemokines production (Singer and Clark, 1999), leading to
endothelial activation and leukocytes attraction (Buckley et al.,
2001; Enzerink and Vaheri, 2011).

Interestingly, the impact of microvascular endothelial cells
microenvironment on skin integrity in a low-grade inflammatory
context is poorly understood. The aim of the present study
was to evaluate the impact of the microenvironment produced
by dermal microvascular endothelial cells, secondary to a pro-
inflammatory challenge, on 2D culture models using dermal
fibroblast from healthy donors. We hypothesized that specific
endothelial low grade inflammation could change fibroblasts
phenotype and be involved in ECM modification and skin
alteration. We validated this hypothesis in 2D culture model
and then confirmed these results in a 3D full-thickness
reconstructed human skin.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture

Human dermal microvascular endothelial cells (HDMEC,
Promocell Heidelberg, Germany) were cultured in Endothelial
cell medium from Promocell composed by DMEM containing
heparin 90 pg/ml, hydrocortisone 1 pg/ml supplemented with
2% Fetal Bovine Serum (FBS), 0.4% Endothelial Cell Growth
Supplement (Promocell). Complete medium was supplemented
with 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life Technologies,
Carlsbad, CA, United States) at 37°c and 5% CO,. Human dermal
fibroblasts were kindly provided by the Cell and Tissue Bank
(Hopital Edouard-Herriot, Lyon, France). Normal abdominal

human skin tissue explants were obtained from the surgical
discard of anonymous healthy patients with informed consent
of adult donors in accordance with ethical guidelines (French
Bioethics law of 2004) and declared to the French research
ministry (Declaration no. DC-2008-162 delivered to the Cell
and Tissue Bank of Hospices Civils de Lyon). Exclusion criteria
were related to positive test result for hepatitis B or C,
or HIV as well as obesity history. Human dermal fibroblasts
were cultured in a medium consisted in a ratio 1 :1 of
Dulbecco’s Modified Eagles Medium with Glutamax and F-12
medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with
10% FBS (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and
1% penicillin/streptomycin (Gibco Life Technologies). HDMEC
were used below 10 population doubling level and dermal
fibroblasts below 20.

Antibodies and Reagents

The following antibodies were used: Rabbit polyclonal
anti-collagen I (Novotec, Bron, France), Rabbit polyclonal
anti-elastin antibody (Abcam, Cambridge, Royaume-Uni),
Rabbit monoclonal anti-pro-LOX antibody (D8F2K, Cell
Signaling), Rabbit polyclonal anti-B-actin antibody (ab8227,
Abcam Cambridge, Royaume-Uni). As secondary antibody,
Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 (Life Technologies)
was used for immunofluorescence and Goat anti-rabbit IgG,
HRP-linked antibody for western blot (Cell signaling). Nuclear
counterstaining using DAPI was purchased from Sigma-Aldrich.
rhIFN-y (c-60724), rhTNF-a (c-63719), and IL-1p (c-61120)
were purchased from Promokine (Heidelberg, Germany).

Inflammatory Conditioned

Medium From HDMEC

To produce a pro-inflammatory CM from HDMEC, cells were
seeded in a 75 cm? flask (4 x 10° cells/flask) 24 h before
stimulation. HDMEC were stimulated with 0 IU/mL as control,
10 TU/mL or 100 IU/mL (for 3D skin models experiments)
of a mix of cytokines composed by rhIFN-y, rhTNF-a, and
rhIL-1f during 24 h at 37°C 5% CO, (CMOQ, control
CM10, conditioned medium produce with 10 IU/mL cytokines
mix; CM100, conditioned medium produce with 100 IU/mL
cytokines mix). Conditioned media were then collected and
centrifuged at 10000 x g for 10 min at 4°C. Supernatant of
each stimulation experiment was then collected and stored at
—80°C until used.

Effect of the Conditioned Medium on
Human Dermal Fibroblasts

Human dermal fibroblasts extracted from abdominal skin
biopsies from adult donors were seeded in 6 well plates
(200 000 cells/well). 24 h after cell adhesion, fibroblasts medium
was changed by endothelial medium during 24 h. Dermal
fibroblasts were then washed twice with PBS and stimulated with
the different CM obtained (CM® or CM10) during 48 h at 37°C
5% CO;. Results were obtained from 3 independent experiments
from 3 donors of fibroblasts.
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Effect of the Conditioned Medium on 3D

Human Full Thickness Skin

Full-thickness human 3D skin models (from Lab Skin Creations,
Lyon, France) were cultured in 6 well plates using an insert
membrane of 0.4 pm of pore size (Millicell, Burlington,
United States). Reconstructed skins were cultured in skin
medium provided by Lab Skin Creations. 24 h before stimulation,
skins were cultured in endothelial cells medium and then
stimulated with the different CMs (CM@ or CM100). From
preliminary tests it has been established on human biopsies that
CM100 and 5 days of stimulation were necessary to observe
modifications on skin integrity in presence of CM. 3D Skin
models were then stimulated with CM100 during 5 days at 37°C
under 5% of CO,. Results were obtained from 7 independent
experiments using 3D skin models.

RNA Isolation and Real-Time

Quantitative PCR

Total RNA was isolated using RNeasy Kit for 2D in vitro
models and RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit for 3D skin models
(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
instructions. 500 ng of total RNA was reverse-transcribed into
cDNA using PrimeScriptTM RT reagent kit (Takara, Shiga,
Japan) and analyzed by Real-Time QPCR using SYBR" Premix
Ex Taq II (Takara) on an AriaMx Realtime PCR system
(Agilent Genomics, Santa Clara, CA, United States). All primer
(Supplementary Table S1) were provided by Eurogentec. Results
were normalized to the GAPDH expression level for HDMEC,
and dermal fibroblast samples.

Results were obtained from 3 independent experiments and 3
donors of fibroblasts have been used for 2D experiments. Relative
quantification was calculated using the 2A ACt quantification
method. The primers are listed in the Supplementary Table S1.

Western Blotting

Dermal fibroblasts were lysed in RIPA buffer from Sigma and
supplemented with protease and phosphatase inhibitor at 4°C.
Cells lysate was centrifuged 10 min at 10000 g and 4°C.
Supernatant were collected. Proteins were denatured 5 min
at 95°C, separated on 10% polyacrylamide gel according to
protein size and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDEF)
membranes (Merck Millipore, Ref. IPVH00010). Membranes
were blocked with 1 x tris—buffered saline (TBS) 0.1% Tween and
5% non-fat milk for 1 h and blotted at 4°C overnight with primary
antibodies diluted as recommended by the manufacturers in
Ix TBS, 0.1% Tween and 5% non-fat milk. Membranes
were incubated for 1 h at room temperature with secondary
antibodies diluted as recommended by the manufacturers in
1x TBS, 0.1% Tween. Then membranes were incubated 5 min
with ECL (Thermo Fisher, Ref. 34080) and were revealed by
chemiluminescence. Western blot results were analyzed using
GelAnalyzer software.

Immunofluorescence Microscopy
For immunofluorescence, conditioned media (CM® or CM10)
were added when fibroblasts were at confluence on coverslip.

Eight-day post confluence, cells were fixed in cold methanol
(—20°C) for 20 min to investigate ELN network or were
fixed in PBS supplemented with 4% paraformaldehyde at room
temperature for 10 min to study collagen I network. Cells
were incubated overnight at 4°C with a rabbit polyclonal anti-
collagen I (Novotec, Bron, France) antibody diluted at 1:400
in PBS - goat serum 0.1% or a rabbit polyclonal anti-elastin
antibody (Abcam, Cambridge, Royaume-Uni) diluted at 1:250 in
PBS - goat serum 0.1%, This was followed by a second incubation
with a goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 (Life Technologies)
diluted in 1:1000 PBS - goat serum 0.1% (Life Technologies) at
room temperature for 1 h. Nuclear counterstaining using DAPI
(Sigma) was carried out with a dilution 1:500 in PBS - goat
serum 0.1%. Negative controls were performed by omitting
the primary antibody. Image acquisition was carried out using
a Nikon microscope (Nikon TE300, Champigny-sur-Marne,
France) with a coolsnap fx CCD camera (Photometrics, Tucson,
AZ, United States) with MetaVue software (Universal Imaging
Corporation, West Chester, PA, United States). Image analysis
and semi-quantification were performed using Image] software.
Results were obtained from 4 independent experiments from
3 donors of fibroblasts. Two images were acquired per condition.

Luminex Assay

The determination of the amount of multiple cytokines in CMQ
and CM10 was carried out using Human Magnetic Luminex
Assay from R&D Systems (Minneapolis, MN, United States)
according to the manufacturer’s instructions. Levels of CCL2
(MCP-1), IL-6, IL-8 (CXCLS8), VEGF-A, IFN-y, TNF-a, and IL-18
were analyzed using Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader and
Bio-Plex Manager software from Bio-Rad (Bio-Rad Laboratory,
Hercules, CA, United States).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using Prism (version 7.0,
GraphPad Software Inc.). All results are expressed as mean =+ SD.
Statistically significant differences were calculated by one-way
analysis of variance (followed by Dunnetts test post-test) or
unpaired Student’s t-test. p < 0.05 was considered statistically
significant. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.

RESULTS

HDMEC Activation and Secretion Under

Low-Grade Inflammatory Stimulation

Human Dermal Endothelial Cells were treated with low-grade
inflammatory mix (rhIFN-y, rhTNF-a, and rhIL-1p) and we
observed an upregulation of ICAM-1 and VCAM-1 (Figure 1A)
demonstrating that the low-grade inflammatory mix activated the
dermal microvascular endothelial cells, as confirmed by 2.5-fold
increase in VEGF-A gene expression (Figure 1B).

We observed a significant HDMEC transcriptional activation
of the pro-inflammatory gene expression markers, CCL2, IL-6,
and IL-8 (Figure 1C) in response to the initial inflammatory
cocktail that resulted of an increased in HDMEC protein
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secretion of CCL2, II-6, and IL-8 in the CM10 compared to
the control condition CM@ (Figure 1D). The protein fold
increases were 1.5, 12, and 2.8, respectively (Figure 1D). In
contrast, protein expression of TNF-a, IL-1f, and IFNy were
not detectable in CM10, revealing absence or non-significant
levels of these cytokines in HDMEC secretome. VEGEF-A
protein expression was not significantly different between the
two groups (Figure 1D).

Pro-inflammatory Endothelial
Conditioned Medium Stimulates
Further Fibroblast Inflammatory
Gene Expression

The secretion of increased inflammatory cytokines released from
HDMEC under low-grade inflammation could influence dermal
fibroblasts function. To investigate this possibility in a cell
culture system, dermal fibroblasts were stimulated with CM@
or CM10 for 48 h. It appeared that CCL2, IL-6, and IL-8 gene
expression were significantly up-regulated in dermal fibroblasts
in presence of CM10 compared to control condition CMQ
(Figure 2A). In contrast, no significant differences were observed
in pro-inflammatory NF-kB pathway, NF-kB sub-unit NFkBI
and RELA gene expression in fibroblasts challenged by CM10
compared to CMQ.

VEGEF-A gene expression was also 2.5-fold increased by dermal
fibroblasts under CM10 compared to CMQ (Figure 2B).

Pro-inflammatory Endothelial

Conditioned Medium Altered ECM

In order to investigate collagen type I and ELN ECM formation
in contact with CM®@ or CM10, we used immunofluorescence
to analyze their production within the ECM. We confirmed that
dermal fibroblasts treated with CM10, 8-day post confluence,
synthesized less collagen I than cells treated with CMQ
(Figure 3A). Collagen I network appeared to be less organized
in presence of CM10 compared to CM@. Semi-quantification
of collagen I labeling was significantly decreased in presence
of CM10 compared to CM@ while ELN labeling semi-
quantification tended to be reduced but did not reach significant
differences (Figure 3B).

We then analyzed the expression of genes encoding proteins
involved in ECM rearrangement in fibroblasts treated with CM10
or CMO (Figure 4A). MMPI and MMP?2 gene expression were
significantly increased by CM10 while ELN gene expression
was unchanged and COLIAI gene expression was significantly
reduced. In addition, collagen I protein expression was reduced
in presence of CM10 compared to CM@ (Figure 4B) confirming
the reduction of the collagen I network as observed by
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immunofluorescence (Figure 3A). Pro-LOX protein expression,
the pro-enzyme form of LOX responsible for collagen and/or
ELN cross-link, was also reduced by CMI10 compared to
CMO (Figure 4B).

Effect of CM100 on 3D Human Full

Thickness Skin Gene Expression

To go further into the comprehension of the effect of vascular
pro-inflammatory CM on ECM, we used 3D reconstructed skin
including keratinocytes and fibroblasts that were challenged
with CM®@ or CM100 for 5 days. Gene expression of cellular
senescence marker p16 and the stress marker p53 were both not
different between CM@ and CM100 (Figure 5A).

In 3D skin model, COLIAI and ELN gene expression were
significantly downregulated in presence of CM100 (Figure 5B).
Nevertheless, in this model there was no upregulation of MMPs
in presence of CM100 compared to CMQ.

DISCUSSION

In the present study, we showed that the activated endothelial cell
secretome released following pro-inflammatory stress promoted
a pro-inflammatory fibroblast phenotype that could be self-
sustained without any immune cells. Indeed, CCL2, IL-6, and
IL-8 released in the endothelial secretome following IFNYy,
TNFa, and IL-1f stress, are responsible for increasing CCL2,
IL-6, and IL-8 fibroblast gene expression generating a low-grade
inflammatory fibroblast environment. The pro-inflammatory
cocktail could thus maintain a perpetual fibroblast inflammatory
phenotype that could be responsible for an exacerbation in ECM
degradation with an increase in MMPI gene expression and
unstable collagen 1 network.

Dermal microcirculation is the conduit in which the stressors
will affect the surrounding environment. In homeostasis,
fibroblasts and endothelial cells are both involved in the
angiogenic process and in ECM formation (Slany et al., 2016).
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In a pro-inflammatory microenvironment, dermal microvascular
endothelial cells play an important role in homeostasis and
in inflammatory responses. HDMECs synthesize and secrete
chemokine and cytokines which are implicated in recruiting
immune cells in response to inflammatory disorders (Qazi
et al,, 2011). This inside-out inflammatory response has been
supplemented with an outside-in signaling involving activated
pro-inflammatory fibroblasts interacting with immune cells to
direct endothelial activation (Enzerink and Vaheri, 2011). In this
context, fibroblasts play a critical role in modulating immune
cells such as leukocytes and could be responsible for the
establishment of chronic inflammation (Buckley et al., 2001).

In the present study, we focused on activated endothelial
cell secretion without any immune cell interaction that could
impact dermal cell behaviors such as dermal fibroblast and
the ECM formation. To play their roles, endothelial cells have
to be activated in order to interact with their environment.
In an inflammatory context, endothelial cells release different
inflammatory factors like IL-1f and TNF-a or by an upregulation
of leucocyte adhesion molecule as ICAM-1 and VCAM-1, which

are two markers used to confirm the endothelial cells activation
(Detmar et al., 1992; Videm and Albrigtsen, 2008). Endothelial
cell activation permits the interaction with the environment,
playing a key role in inflammatory development (Swerlick et al.,
1992). In our models, we showed that HDMEC were activated
in presence of low-grade inflammation with an upregulation of
ICAM-1 and VCAM-1. These activation are responsible for the
loss of vascular integrity allowing secretion of cytokines and
chemokines that could interact with tissues like skin structure
(Adams and Shaw, 1994). HDMECs are described as critical
elements for releasing proteins like VEGF-A or other growth
factors. Moreover, HDMEC: are also implicated in the cutaneous
inflammation, secreting cytokines and chemokines that could
directly interact with components of the dermis (Swerlick and
Lawley, 1993). It appeared that low-grade inflammatory mix
(CM10) composed of 10 IU/mL of IL-18, TNF-a, and IFN-y
induced upregulation of cytokines and chemokines on dermal
microvascular endothelial cells as CCL2, IL-6, and IL-8 which
are known to be chemoattractant for T cells, dendritic cells and
monocytes. The addition of the activated endothelial secretome
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FIGURE 5 | Effect of CM100 on 3D human full-thickness reconstructed skin. RT-qPCR expression analysis of (A) stress markers p76 and p53 and (B) ECM gene
MMP1, MMP2, COL1AT, and ELN expression after 5-day stimulation of 3D skin models with CM100 stimulation versus control CM@. Gene expression was
normalized with GAPDH. Results were compared and analyzed to control condition using ANOVA Dunnett’s test, *P < 0.05.

onto dermal fibroblasts induced a switch from normal to
pro-inflammatory phenotype with an upregulation of CCL2,
IL-6, and IL-8 gene expression perpetuating fibroblasts pro-
inflammatory environment.

The crosstalk between endothelial cells and fibroblasts has
been studied through fibroblasts influencing endothelial cells,
since fibroblasts provide ECM support as well as the production
of several molecules like VEGF for angiogenesis (Villaschi and
Nicosia, 1994; Martin et al., 2001; Berthod et al., 2006; Stunova
and Vistejnova, 2018). In addition, (Villaschi and Nicosia, 1994)
suggested that endothelial cells might also affect fibroblasts
since cytokines, chemokines and other molecules present in
the microenvironment could affect skin integrity altering ECM
components (Van Linthout et al., 2014). In skin aging, it has
been shown that IL-8 and IL-6 are clearly linked to MMPs
modulation and COLIAI gene and protein expression (Dasu
etal., 2003; Kolar et al., 2012; Quan and Fisher, 2015). We showed
that the low-grade inflammatory microenvironment produced
by activated endothelial cells induced a strong up-regulation of
MMPI in dermal fibroblasts suggesting collagen I degradation
associated to a reduction in collagen I synthesis due to COL1AI
gene downregulation. In addition, the significant decrease in Pro-
LOX protein expression strengthens the reduction of collagen
cross-linking. Indeed, the primary function of the LOX family is
the covalent cross-linking of collagens and/or ELN into a stable,
insoluble ECM, which is important for the maintenance of tensile

strength and structural integrity of most tissues (Noblesse et al.,
2004). The collagenous matrix deposited during LOX reduction
should be more easily degradable (Trackman, 2005). In contrast,
ELN gene expression was not modulated by the vascular
pro-inflammatory microenvironment. Only a few studies have
evaluated skin ELN production in an inflammatory context apart
from skin aging (Ganceviciene et al., 2012) and wound healing
(Almine et al., 2013) studies. We confirmed the 2D results with
a downregulation of COLIAI and the 3D skin model revealed
a significant reduction in ELN gene expression, suggesting that
specific inflammatory vascular environment could alter skin
integrity, inducing modification of gene implicated in ECM
components. These results show the significant role of skin
microvessels on skin integrity, which may vary depending on
inflammatory conditions.

Indeed, the loss of vascular integrity is involved in the
development of skin or autoimmune diseases, inducing
inflammatory processes as chronic inflammatory conditions like
psoriasis or lupus (Heidenreich et al., 2009; Achtman and Werth,
2015). Endothelial cells play a significant role in inflammatory
responses and link to pro angiogenic and pro-inflammatory
protein secretion as described. Among these pro-inflammatory
proteins, VEGF-A is described as a predominant protein
implicated in immune response. In inflammatory conditions,
it appeared that VEGF is not only secreted by endothelial cells
but also by macrophages, T cells and fibroblasts, which are
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involved in angiogenesis and inflammatory processes (Mor et al.,
2004; Enzerink and Vaheri, 2011). In our study, it appeared
that HDMEC up-regulated VEGF-A gene expression, but no
differences were observed in VEGF-A protein secretion in the
CM, after 24 h of stimulation with the low-grade inflammatory
cytokines mix. This result is probably linked to the short
biological half-life, and the rapid metabolic degradation of
VEGF-A in the medium (Lee et al., 2000).

To conclude, this study showed that the secretory micro-
environment related to endothelial inflammation could trigger
a perpetual fibroblast inflammatory phenotype that could be
responsible for an exacerbation in ECM degradation with an
increase in MMP1 and unstable collagen 1 network. In contact
with endothelial inflammatory secretion, and no immune cells,
it appears that fibroblasts switch from normal to pro-
inflammatory phenotype and are less involved in ECM synthesis.
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TITLE
Identification of a molecular and epigenetic signature of skin radiosensitivity
ABSTRACT

Radiotherapy is a major treatment against cancer, which concerns more than 50% of the cancer
patients and can lead to total remission by itself. Although technological advances considerably
decreased side-effects, 5 to 15% of radiotherapy patients suffer from severe side-effects in
healthy tissues, thus limiting its application. These side-effects are heterogeneous in their
features (desquamation, necrosis, fibrosis etc.), in their intensity (might lead to hospitalization)
and in the time they take to appear (from few days following radiotherapy to several years
after). The occurence of these severe side-effects while radiotherapy protocols are standardized
highlights the existence of a radiosensitivity specific to each patient named individual
radiosensitivity. Unfortunately, to date, there is no consensus clinical test, applicable in routine,
allowing to measure individual radiosensitivity of cancer patients in order to individualize
protocol of radiotherapy. Moreover, the molecular basis responsible for these side-effects are
still poorly known. Therefore, we decided to study the transcriptome and the methylome of
dermal fibroblast from patients who suffered severe side-effects of radiotherapy to identify a
molecular signature of individual radiosensitivity and also to better understand molecular basis
beyond it. Thus, we observed in a 1% cohort that skin fibroblasts from radiosensitive patients
exhibited a specific transcriptomic and methylomic pattern. Using a machine learning approach,
we developed a 5-gene signature allowing the identification of patients who suffered severe
side-effects in a 2" independent cohort. Moreover, we have shown that dermal fibroblast from
patients who suffered severe radiotherapy side-effects exhibited a DNA repair defect and a
higher death rate after irradiation. Finally, we identified the transcription factor NFATC?2 as an
actor of cellular response to ionizing radiations whose deficiency could lead to DNA repair
defect and increased cellular radiosensitivity. Finally, this thesis work allowed the identification
of a molecular signature of cells from patients who suffered severe side-effects of radiotherapy,
a first step toward the development of a new clinical test, and paves the way to better understand

the mechanisms of individual radiosensivity.
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TITRE :

Identification d’une signature moléculaire et épigénétique de la sensibilité cutanée aux radiations

ionisantes
RESUME :

La radiothérapie est un traitement majeur dans la lutte contre le cancer, avec plus de 50% des patients
atteints d’un cancer qui en bénéficie, et pouvant a elle seule conduire a une rémission compléte. Bien
que les avancées technologiques aient diminuées considérablement les effets secondaires, 5 a 15 % des
patients traités par radiothérapie souffrent d’effets secondaires séveéres au niveau des tissus sains,
limitant ainsi I’application de ce traitement. Ces effets secondaires sévéres sont variés dans leur forme
(desquamation, nécrose, fibrose), dans leur intensité (certains peuvent conduire & une nouvelle
hospitalisation) ainsi que dans leur temps d’apparition (de quelques jours a plusieurs années apres la
radiothérapie). L apparition de ces effets secondaires séveres chez certains patients de radiothérapie
alors que les protocoles sont standardisés met a jour I’existence d’une radiosensibilité propre a chacun :
la radiosensibilité individuelle. Malheureusement, a ce jour, il n’existe pas de test clinique applicable en
routine qui fasse consensus, permettant de mesurer la radiosensibilité individuelle des patients atteints
d’un cancer afin d’individualiser les protocoles de radiothérapie. D’autre part, les mécanismes
moléculaires conduisant a ces effets secondaires restent encore mal connus. Nous avons donc étudié le
transcriptome et le méthylome de fibroblastes dermiques de patients ayant souffert d’effets secondaires
séveres de radiothérapie afin d’identifier une signature de la radiosensibilité individuelle et également
de mieux comprendre les bases moléculaires sous-jacentes. Nous avons ainsi observé dans une 1°°
cohorte que les fibroblastes cutanés des patients radiosensibles présentaient un profil transcriptomique
et méthylomique spécifique. A I’aide d’une approche de machine learning, nous avons pu mettre a jour,
une signature composée de 5 geénes dont I’expression nous a permis d’identifier les patients ayant
souffert d’effets secondaires de radiothérapie dans une 2™ cohorte indépendante. De plus, nous avons
observé que les fibroblastes des patients ayant souffert d’effets secondaires de radiothérapie présentaient
un défaut de réparation de I’ ADN ainsi qu’une toxicité accrue apres irradiation. Finalement, nous avons
identifi¢ le facteur de transcription NFATC2 comme un acteur de la réponse aux radiations ionisantes
dont la déficience peut entrainer un défaut de réparation de I’ADN et augmenter la radiosensibilité
cellulaire. Ce travail de thése a donc permis de révéler une signature moléculaire des cellules de patients
ayant souffert d’effets secondaires sévéres de radiothérapie, une premicére étape vers la mise au point
d’un nouveau test clinique, et ouvre la voie a une meilleure compréhension des mécanismes de la

radiosensibilité individuelle.
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