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Role de 'immunosurveillance des cellules sénescentes
dans le cancer et le vieillissement

Avec 'augmentation continuelle de I'espérance de vie, un grand nombre de pathologies
associées au vieillissement émergent. Elles sont étroitement liées a I'accumulation de cellules
sénescentes dans les tissus sans que I'on sache précisément comment et pourquoi cela est
possible. L'apparition des cellules sénescentes joue un rdle physiologique important dans le
développement, dans la cicatrisation mais elles peuvent étre également associées a des
pathologies liées a 'dge. Comprendre comment les cellules sénescentes sont éliminées ou
non dans les tissus représente donc un enjeu majeur pour établir de nouvelles stratégies
thérapeutiques contre ses maladies. L'influence positive de leur élimination expérimentale sur
la durée de vie et les maladies liées a I'age a été prouvée trés récemment dans des modéles
murins ou le systéme immunitaire semble y jouer un rdle majeur. Cependant, les mécanismes
qui contrélent le destin des cellules sénescentes, appelé collectivement « immunosurveillance
des cellules sénescentes » sont encore trés mal compris. Au cours de ma thése, je me suis
donc attachée a comprendre [Pintéraction entre cellules immunitaires et cellules
sénescentes et I'impact de ces interactions au cours du vieillissement.

Le raccourcissement progressif de 'ADN télomérique & chaque cycle cellulaire joue un
réle clef dans le vieillissement. La dégradation par le protéasome de la protéine télomérique
TRF2 favorise I'activation des voies de réparation de 'ADN conduisant a la sénescence. La
situation est inverse dans les cellules cancéreuses ou TRF2 est trés souvent surexprimé. J'ai
montré que la surexpression de TRF2 observée dans les tumeurs inhibe 'immunosurveillance
médiée par les Natural Killer (NK) en bloguant leur recrutement et leur activité. Cette inhibition
est médiée par les Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSC), recrutées et activées dans le
microenvironnement tumoral par un ensemble de génes liés au glycocalyx dont I'expression
est modulée positivement par TRF2. Puisque TRF2 régule I'immunosurveillance des cellules
tumorales en remodelant le glycocalyx et que TRF2 est naturellement dégradé a la
sénescence, j'ai émis I’hypothése que le glycocalyx de la cellule sénescente pourrait
avoir des fonctions immunorégulatrices.

Jai identifié une trés forte expression d’'un ganglioside et de son enzyme de synthése
a la sénescence réplicative. Cette surexpression est également observée dans la sénescence
induite par irradiation, par Iésion de 'ADN et par remodelage matriciel a I'exception de la
sénescence induite par 'oncogéne Ras (OIS). De maniére cohérente avec les fortes capacités
immunomodulatrices des gangliosides, en particulier sur les cellules NK, j’ai observé une forte
fonction immunosuppressive des cellules sénescentes avec une capacité a inhiber
fonctionnellement in vivo et in vitro les cellules NK, sauf dans le cas de 'OIS. Cette inhibition
de fonctionnalité est strictement dépendante de I'expression de ce ganglioside puisqu’en
invalidant son expression I'activité cytotoxique des NK est restaurée, par sShARN, en éliminant
son expression de surface par traitement enzymatique ou bien en bloguant son interaction
avec son récepteur par un anticorps monoclonal. Dans un modeéle de fibrose pulmonaire chez
la souris, ou comme chez 'homme, les cellules sénescentes jouent un réle dans I'étiologie de
la maladie, jai également montré que les cellules sénescentes expriment également ce
ganglioside et que sa présence favorise localement I'inhibition des cellules NK, les rendant
non fonctionnelles ex-vivo face a des cellules tumorales.

Dans leur ensemble, mes résultats montrent que les cellules sénescentes
humaines et murines peuvent étre immunosuppressives grace ala surexpression de ce
ganglioside, suggérant un programme cellulaire d’échappement au systéme
immunitaire pouvant favoriser leur accumulation et le développement de la fibrose
pulmonaire.

Mots clefs : Immunosurveillance, TRF2, Cancer, Ganglioside, Natural killer, Maladies liées a
'age, Fibrose pulmonaire



Role of immunosurveillance of senescent cells in cancer and aging

As life expectancy continues to increase, a large number of diseases associated with
aging are emerging. They are closely linked to the accumulation of senescent cells in tissues
without it being precisely known how and why this is possible. The appearance of senescent
cells plays an important physiological role in development and healing, but they can also be
associated with age-related diseases. Understanding how senescent cells are or are not
eliminated in tissues is therefore a major challenge in order to establish new therapeutic
strategies against age-related diseases. The positive influence of their experimental
elimination on lifespan and age-related diseases has been demonstrated very recently in
mouse models where the immune system seems to play a major role. However, the
mechanisms that control the fate of senescent cells, collectively referred to as "senescent cell
immunosurveillance", are still very poorly understood. During my thesis, | focused on
understanding the interaction between immune cells and senescent cells and the
impact of these interactions during aging.

The progressive shortening of telomeric DNA at each cell cycle plays a key role in
aging. Proteasome degradation of the telomeric protein TRF2 promotes the activation of DNA
repair pathways leading to senescence. The situation is reversed in cancer cells where TRF2
is very often overexpressed. | have shown that the overexpression of TRF2 observed in tumors
inhibits Natural Killer (NK) mediated immunosurveillance by blocking their recruitment and
activity. This inhibition is mediated by Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSCSs), recruited
and activated in the tumor microenvironment by a set of glycocalyx-linked genes whose
expression is positively modulated by TRF2. Since TRF2 regulates tumor cell
immunosurveillance by remodeling glycocalyx and TRF2 is naturally degraded at senescence,
| hypothesized that the glycocalyx of the senescent cell may have immunoregulatory
functions.

| identified a very high expression of a ganglioside and its synthetic enzyme at
replicative senescence. This over-expression is also observed in senescence induced by
irradiation, DNA damage and matrix remodeling with the exception of senescence induced by
the Ras oncogene (OIS). Consistent with the strong immunomodulatory capacities of
gangliosides, particularly on NK cells, | observed a strong immunosuppressive function of
senescent cells with an ability to functionally inhibit NK cells in vivo and in vitro, except in the
case of OIS. This inhibition of functionality is strictly dependent on the expression of this
ganglioside since by disabling its expression the cytotoxic activity of NK cells is restored, by
shARN, by eliminating its surface expression by enzymatic treatment or by blocking its
interaction with its receptor by a monoclonal antibody. In a mouse model of pulmonary fibrosis
in which, as in humans, senescent cells play a role in the etiology of the disease, | have also
shown that senescent cells also express this ganglioside and that its presence locally promotes
the inhibition of NK cells, rendering them non-functional ex vivo against tumor cells.

Overall, my results show that human and mouse senescent cells can be
immunosuppressive through overexpression of this ganglioside, suggesting a cellular
escape program to the immune system that may promote their accumulation and the
development of pulmonary fibrosis.

Key words: Immunosurveillance, TRF2, Cancer, Ganglioside, Natural killer, Age-related
diseases, Pulmonary fibrosis
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1. La sénescence cellulaire

1.1. Définition
Historiquement, la sénescence a été décrite il y a plus de cinquante ans par Hayflick et
Moorhard (Hayflick & Moorhead 1961) comme étant un phénomene physiologique limitant la
prolifération cellulaire de fibroblastes humains normaux en culture.
Le terme de sénescence a été décrit plus nettement quelques années plus tard par Hayflick
(Hayflick 1965) en supposant que les cellules somatiques sont régies par, selon lui, une
« horloge mitotique ». Lorsque le nombre maximal de divisions cellulaires est atteint, des
signaux vont alors bloquer la prolifération cellulaire.
Contrairement, a la quiescence (un arrét réversible du cycle cellulaire), la sénescence induit
donc un arrét irréversible du cycle cellulaire qui va étre associé¢ a d’importants changements
phénotypiques de la cellule.
Jusqu’a la sénescence, la croissance des cellules somatiques comporte trois phases. La premiére
(i) correspondant a une période de faible prolifération avant le premier passage pendant laquelle
la culture s'établit. La deuxieme phase (ii) caractérisée par une prolifération cellulaire rapide.
La troisieme phase (iii), pendant laquelle la prolifération s'arréte progressivement, phénomeéne
communément appelé « limite de Hayflick ».
Commentant les causes possibles du passage a la phase (iii), Hayflick a émis I'hypothese que "
la durée de vie finie des souches de cellules diploides in vitro peut étre une expression du
vieillissement ou de la sénescence au niveau cellulaire *.
Cette forme stable d’arrét du cycle cellulaire peut étre déclenchée dans de nombreux types de
cellules en réponse a diverses formes de dommages ou de stress cellulaires, notamment le
raccourcissement des télomeéres, les dommages a I’ADN, I’activation d’oncogénes, le stress
oxydatif ou bien I’administration de médicaments chimiothérapeutiques (Campisi & d'Adda di
Fagagna 2007; Collado et al. 2007).
Ce processus est, a I’heure actuelle, plus largement connu en raison de ses nombreuses
fonctions biologiques (Campisi 2013).
En effet, la limite de la prolifération cellulaire qu’impose la sénescence a été supposée €tre une
barriere a ’initiation du cancer, faisant d’elle un puissant mécanisme suppresseur de tumeur
(Collado et al. 2007 ; Hanahan & Weinberg 2011). La sénescence a egalement des roles
physiologiques au cours du développement normal (Mufioz-Espin & Serrano 2014; Storer et al.

2013) agissant de concert avec 1’apoptose pour faciliter la morphogénése embryonnaire.
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Dans les tissus adultes, la senescence est declenchée principalement en réponse a des
dommages, permettant la suppression des cellules potentiellement dysfonctionnelles,
transformeées ou ageées.

Cependant, I’accumulation aberrante de cellules sénescentes avec 1’age entraine de potentiels
effets néfastes. La sénescence, bien qu’elle soit un processus biologiquement nécessaire, elle
peut avoir un codt. Les premiéres recherches de Hayflick laissaient entrevoir une relation entre
la sénescence et le vieillissement mais la découverte qui en a résulté, a savoir que les cellules
sénescentes s’accumulent dans les tissus vieillis, a étayé I’hypothése selon laquelle la

sénescence elle-méme peut étre le moteur du vieillissement.

1.2. Sénescence cellulaire : moteur du vieillissement ?
Le vieillissement se caractérise par un déclin fonctionnel progressif, se produisant de maniere
hétérogene dans de multiples systémes d’organes. Ce déclin va aboutir a une détérioration
progressive entrainant un dysfonctionnement des tissus (L6pez-Otin et al. 2013).
Il est donc le résultat de processus stochastiques résultant d’une accumulation de dommages au
fil du temps alors que la sénescence cellulaire est un changement programmé de 1’état des
cellules associé a une inhibition de la croissance en réponse a des différents dommages. Les
cellules dites agées conservent leur fonction normale, bien qu’elles aient des capacités réduites,
tandis que les cellules sénescentes acquiérent de nouvelles fonctions.
Ces deux processus sont étroitement liés puisqu’une des principales caractéristiques des
organismes vieillissants est I’accumulation de la sénescence cellulaire (Mufioz-Espin & Serrano
2014).
Une accumulation excessive et aberrante de cellules sénescentes dans les tissus peut affecter de
fagon négative les capacités de régénération des tissus en créant un milieu pro-inflammatoire
favorable a I’apparition et la progression de diverses maladies liées a I’age y compris le cancer
(Lecot et al. 2016).
Le vieillissement est donc au centre des préoccupations des chercheurs depuis de nombreuses
années en tentant de réponse a deux questions fondamentales : pourquoi 1’étre humain vieillit-
il ? et comment les organismes vieillissent-ils ?
Face aux nombreuses découvertes qui ont découlées de 1’étude de la sénescence cellulaire au
cours du vieillissement et notamment a 1’impact de celle-ci sur les maladies li¢es a 1’age et sur
la durée de vie (van Deursen 2014), les stratégies anti-sénescence sont devenues un véritable
domaine dans lequel, 1a découverte d’un marqueur unique et spécifique de la cellule sénescente

est un véritable challenge.
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1.3. Mécanismes a I’origine de la sénescence cellulaire

1.3.1. Raccourcissement télomérique
Conformément a la proposition de Hayflick sur la présence d’une horloge mitotique, nous
savons maintenant grace a la culture de cellules humaines que les téelomeres raccourcissent de
fagon progressive jusqu’a atteindre « la limite de Hayflick » faisant de la longueur télomérique,
un indicateur précis de la capacité de réplication des cellules (Harley et al. 1990).
Les télomeéres sont les structures nucléoprotéiques les plus distales de nos chromosomes dont
la fonction principale est de protéger l'extrémité de I’ADN contre les fusions chromosomiques
de bout en bout et la perte de chromosome.
IIs sont composeés d'une séquence d'’ADN spécifique (répétitions TTAGGG chez les vertébreés)
et d'un complexe de six protéines appelé le Complexe Shelterin (TRF1, TRF2, TIN2, POT1,
RAP1 et TPP1). Chaque cycle cellulaire s’accompagne de la perte d’une partie de cette
structure, attribuable au probleme de réplication finale.
En revanche, le raccourcissement des télomeéres peut étre compenseé par la synthése de I’ADN
en 5’ par une enzyme spécifique, la télomérase, présente dans les cellules germinales (Figure
1).

Complexe Shelterin

/ TPP1
TIN2 g
RA; POT1
R0 B, TN
TRF1 TRF2 % c
ancer
2 Télomy
> > ¢ ; %(f’ 4 Apoptose
— & Sasye. APoP
- Vieillissement
Divisions cellulaires DNA Damage ™ Mécani .
canisme oncosuppressif
Response
Q Sénescence

Figure 1 : Raccourcissement télomérique a I'origine de la sénescence cellulaire

A chaque division cellulaire, une attrition des télomeres se fait, amenant, a terme, une cellule
instable génétiquement, a la sénescence ou a [’apoptose. Ces deux phénomeénes sont une
barriere oncosuppressive mais participent également d’une part au vieillissement des tissus.

Une cellule tumorale quant a elle, pour échapper a ce mécanisme doit inévitablement
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surexprimée la télomérase, enzyme capable d’allonger les télomeéres afin de permettre a

nouveau, sa prolifération.

Cependant, due a la perte somatique de la télomérase et a I’incapacité pour la machinerie de
réplication de dupliquer complétement I’intégralité des télomeres, le maintien de la longueur
télomérique n’est pas assurée. Ainsi a chaque division cellulaire, un raccourcissement des
télomeéres est observé, conduisant inexorablement la cellule vers la sénescence dite replicative
ou I’apoptose (Figure 1).

La fixation du complexe Shelterin est possible grace a la fixation des homodimeres des
protéines TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat-Binding Factor 1 and 2). L’ensemble des
homodimeres constituant le complexe Shelterin va permettre ensuite le réarrangement spatial
des telomeéres en forme de T-loop et les protéger ainsi de I’extrémité 3’ sortante (Gilson & Géli
2007)(Figure 1).

De plus, a la fin de la durée de vie des cellules réplicatives, la perte de TRF2, protéine majeure
chez les mammiféres empéchant initialement les cellules d’entrer en sénescence, par
dégradation protéasomique médiée par I’augmentation de Siahl (ubiquitine ligase E3 inductible
par p53) déclenche la voie de réponse aux dommages de I’ADN dépendant de la kinase ATM
(Figure 2) et conduit les cellules a la sénescence (Figure 1). Ce processus lie ainsi la protection
télomérique a la sénescence médiée par Siahl puisque la modulation de cette ubiquitine in vitro
module I’entrée en sénescence des cellules (Fujita et al. 2010).

La sénescence réplicative permet donc d'éviter a une cellule aux télomeres trop courts (donc
potentiellement propices aux réarrangements chromosomiques) de continuer a proliférer en
accroissant son instabilité génomique. Ce phénomeéne constitue donc une Véritable barriere
intrinseque a la tumorigénese et est systématiquement détournée par les cellules tumorales pour
pouvoir croitre indéfiniment, essentiellement en réexprimant la télomerase mais également en

surexprimant TRF2 (Biroccio et al. 2013).
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1.3.2. Dommages de ’ADN
Hormis le raccourcissement des télomeéres, les dommages nucléaires a long terme de I’ADN,
en particulier les cassures double brin, entrainent un signal chronique de réponse a la voie DDR.
Ce signal chronique est caractérisé par ’activation d’un nombre conséquent de protéines
appartenant a cette voie dont p53 menant a la sénescence (Rodier & Campisi 2011).
La présence d’extrémité libre d’ADN induit une cascade de réponses des dommages a I’ADN.
L’activation des kinases ATM (Ataxie-télangiectasie mutée) et ATR (ataxie-télangiectasie et
liee a Rad3) va phosphoryler et activer le variant d’histone H2AX (g-H2AX).
La présence de ce variant d’histone phosphorylé va ensuite étre responsable du recrutement de
nombreuses protéines permettant d’ouvrir la chromatine, de propager et d’amplifier le signal
de dommage a I’ADN. Notamment, la phosphorylation de p53 au niveau de multiples résidus
de sérine, va augmenter sa capacité a induire la transcription de nombreux genes.
Les différents médiateurs vont ensuite interagir avec les protéines kinases « checkpoint » du
cycle cellulaire notamment avec la protéine p16'™N¥A* afin d’induire I’arrét des cellules dans le

cycle cellulaire et éviter ainsi la prolifération de cellules ayant une instabilité génomique.

Capteurs des
dommages a I'ADN

Kinases en amont

Médiateurs de la
DDR

Kinases en aval

Effecteurs

Arrét temporaire du

cycle cellulaire Apoptose

Figure 2 : Réponse aux dommages de I'’ADN

Les dommages a I’ADN sont détectés par une série de capteurs tels que la protéine de
réplication A (RPA), le facteur de réplication (RFC) qui vont recruter le complexe 911 (RAD9-
HUS1-RAD1) ou bien ils sont détectés par le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1). La
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détection des dommages a I’ADN conduit a [’activation de kinases en amont nommées ATM et
ATR qui vont déclencher notamment la phosphorylation du variant d’histone H2AX. Gréce a
["action des médiateurs, le signal de dommages a [’ADN est médié jusqu’au recrutement des
kinases en aval qui propagent le signal de dommages aux molécules effectrices SMC1, CDC25
et le suppresseur de tumeur p53. Les molécules effectrices stoppent la progression du cycle
cellulaire de facon transitoire ou permanente par la sénescence ou déclenchent la mort des

cellules par apoptose. Figure adaptée de [’article (Campisi & d'Adda di Fagagna 2007).

L’induction de la phosphorylation du variant d’histone H2AX ou 1’apparition de foyers
nucléaires de p53 sont couramment utilisés comme marqueurs associés a la sénescence.
Cependant, il est a noter que la voie des dommages a I’ADN peut étre activée par une variété
de stimuli qui endommagent I’ADN mais qui ne conduira pas forcément les cellules a un état

sénescent.

1.3.3. Altérations épigénétiques
L’altération épigénétique, distincte des télomeres, est un autre mécanisme induisant la
sénescence cellulaire. En effet, les seules différences entre les cellules germinales immortelles
et les cellules somatiques mortelles résident dans les changements d’expression de génes, plutot
que des changements dans les séquences géniques elles-mémes. Un ensemble d’études ont donc
définie la sénescence et la jeunesse comme étant des états épigénétiques (Rando & H. Y. Chang
2012).
Un changement dans I’épigénome, notamment au niveau de I’acétylation des histones par des
composes tels que la trichostatine A ou le Butyrate de Sodium conduisent un stress
chromatinien aigiie et se caractérise par 1’apparition d’un phénotype sénescent.
Dans des fibroblastes humains, la sénescence s’accompagne d’une hypométhylation simultanée
de ’ADN a I’échelle du génome dans les régions chromosomiques a réplication tardive et
pauvres en genes ainsi que d’une hyperméthylation de faible niveau aux sites CpG des genes
qui déclenchent les voies d’induction de cancer (Cruickshanks et al. 2013).
De plus, il a été montré que le profil de méthylation de ’ADN aux Tlots CpG dans les
promoteurs des genes autosomiques sont majoritairement hyperméthylés en fonction de I’age
chez la souris (Maegawa et al. 2010).
Ces modifications épigénétiques en plus d’étre un facteur d’induction de la sénescence, sont

¢galement visibles au microscope, sous forme de foci d’hétérochromatine fortement condensé
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appelé SAHF, faisant une caractéristique par laquelle on peut statuer de 1’état de sénescence

des cellules (Figure 5).

1.3.4. Stress oxydatif — Dysfonctionnement mitochondrial — Autophagie
Il a été trés clairement démontré que I’augmentation des espéces réactives de 1’oxygene
(Reactive Oxygen Species ou ROS) est corrélée a 1’apparition de la sénescence et que la
diminution du processus d’autophagie diminue avec le vieillissement (Chen et al. 1995).
L’insuffisance fonctionnelle de 1’autophagie joue un réle essentiel dans 1’accumulation de
composants cellulaires déléteres puisque ce défaut ameéne les cellules sénescentes a agréger les
protéines oxydees et les protéines carbonyles avec les produits de peroxydation des lipides et
de glycation des protéines. Cet événement aboutit a un fort dysfonctionnement mitochondrial,
qui va, a son tour, favoriser la sénescence cellulaire.
Comme les mitochondries sont les principaux organites responsables de la libération
intrinséque de ROS par les réactions de la chaine respiratoire et qu’une mitophagie (autophagie
sélective des mitochondries) insuffisante va entrainer 1’accumulation de mitochondries
endommagées accompagnée d’une augmentation de la production de ROS. Ce phénoméne de
dysfonctionnement de la mitochondrie associé a la sénescence porte le nom de MiDAS en
anglais (Mitochondrial dysfunction-associated senescence).
En outre, il est connu que I’activation des voies p53/p21 WAF1/Cip1 favorise une augmentation
constante de ROS favorisant ainsi le phénotype sénescent (Mufioz-Espin & Serrano 2014)
En effet, les niveaux élevés de ROS peuvent étre également a 1’origine de 1’activation de p53
qui va induire D’inhibition de I’autophagie, constat décrit grace a 1’ajout de peroxyde
d’hydrogene dans les cultures cellulaires.
Enfin, le réle pertinent du stress oxydatif médié par 1’augmentation des ROS sur la sénescence
a été démontré par le fait que le traitement par antioxydants retarde voire méme prévient la
sénescence.
Ainsi, le stress oxydatif médié par le dysfonctionnement et I’accumulation des mitochondries

est a I’origine, dans certains cas, de la sénescence.

1.3.5. Sénescence induite par un oncogéne
La signalisation mitogene chronique est une réponse antiproliférative robuste et soutenue
provoquée par ’activation d'une mutation d'un oncogene ou de l'inactivation d'un géne

suppresseur de tumeur.
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Les premiéres études sur I’oncogéne mutant hRas"*?

ont permis de découvrir qu’en plus de son
role de transformation de lignées cellulaires, il est capable d’induire un arrét du cycle cellulaire
s’il est introduit seul dans des cellules primaires (Serrano et al. 1997). Serrano et al ont noté la
forte ressemblance phénotypique entre ces cellules non prolifératives et celles en sénescence
réplicative.

De ce fait, ce phénoméne est nommé Oncogene-Induced Senescence (OIS). Cependant,
contrairement a la senescence réplicative, 1’OIS ne peut étre contournée par 1’expression de la
télomérase montrant ainsi que ce phénomeéne est indépendant de 1attrition des téloméres (Weli

& Sedivy 1999). Une des caractéristiqgues communes aux cellules en sénescence réplicative et

aI’OIS est I’implication des voies p53 et p16NK4A,

Dommage de Altérations ROS Activation d’un oncogéne ou

Déclencheurs I'ADN / Attrition épigénétiques inhibition suppresseur de
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Figure 3 : Voies de signalisation aboutissant a la sénescence cellulaire

Les déclencheurs activent des voies de signalisation qui convergent vers [’activation des
inhibiteurs du cycle cellulaire et du suppresseur de tumeur Rb. Les dommages a I’ADN et
[attrition des télomeéres activent la réponse aux dommages de I’ADN (DDR/Figure 2) en
activant directement p53 et sa cible transcriptionnelle en aval p21. Les autres inducteurs de
senescence tels que [’activation oncogénique ou [’altérations de [’épigénome conduisent a la

dérépression épigénétique du locus inhibiteur de kinases dépendant de la cycline 2A (CDK2A).
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Les especes réactives de l’oxygene (ROS) activent p16 et p53 par [’intermédiaire des kinases

MKK3/6 et leur effecteur en aval p38. Figure adaptée de (Mufioz-Espin & Serrano 2014).

Dans les cellules murines, 1’inactivation fonctionnelle de p53 ou de son régulateur direct en
amont, p19°RF est suffisante pour contourner la sénescence induite par Ras"!? (Serrano et al.
1997). Tandis que dans les cellules humaines, p16'"N%*Asemble jouer un réle plus important que
p53 puisque certaines cellules OIS ne dépendent uniquement que de p16'™K*A (Ben-Porath &
Weinberg 2005).

Tout comme la mutation d’un oncogéne ou sa surexpression, la perte d’un suppresseur de
tumeur peut également déclencher la sénescence des cellules.

Cela a été illustré la premiere fois pour PTEN et NF1 (neurofibromin 1) puisque dans des MEF
totalement déficientes pour ces deux suppresseurs de tumeurs, une sénescence est induite
accompagnée par I’induction de p53. Par exemple, NF1 code pour une protéine activant un
régulateur négatif de D’activité de Ras. Par conséquent, ’absence de NFI1 entraine une
signalisation Ras hyperactivité et en résulte la formation de Iésions néoplasiques exprimant des
marqueurs de la sénescence (Courtois-Cox et al. 2006).

Par la suite, il a ét¢ démontré que d’autres membres de la voie de signalisation de RAS (Raf,
MEK, MOS et BRAF) ainsi que des protéines nucléaires pro-prolifératives (E2F-1) provoquent
la sénescence alors qu’ils sont surexprimés ou sous forme mutée (Campisi & d'Adda di Fagagna
2007)

Cependant, les mécanismes de I’OIS ne semblent pas étre universel a travers les types de
cellules et les contextes géniques. En effet la sénescence induite dans les mélanomes par
I’expression de B-RAFV%E ne peut étre contournée par I’inactivation fonctionnelle de p16'™N<4A
ou encore par I’inactivation de la voie pl14ARF et en résulte par une transformation néoplasique
des navi (Michaloglou et al. 2005).
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1.4. Caractéristiques des cellules senescentes
Il est difficile de définir une liste commune de caractéristiques des cellules sénescentes tant leur
induction peut étre différente. De la méme facon, qu’il est difficile de caractériser véritablement
une cellule sénescente tant ses caractéristiques peuvent varier (Figure 10).

1.4.1. Changements morphologiques

L’augmentation in vitro du corps cellulaire d’une cellule sénescence est une caractéristique
importante.
Le réarrangement du cytosquelette, notamment des filaments de vimentine, contribue a la
modification de la forme des cellules sénescentes (Nishio & Inoue 2005).
De plus, I’activation de 1a voie de signalisation ATF6a appartenant au mécanisme nommé UPR
(unfolded protein response), est capable de contrdler la taille du réticulum endoplasmique ce
qui a pour conséquence la modification de la forme des cellules sénescentes (Cormenier et al.
2018).
La protéine caveolin-1 (voir paragraphe 1.4.8) intervient également dans la morphologie des
cellules sénescentes en régulant I’activité kinase d’adhésion focale et de la formation des fibres
de stress d’actine (Cho et al. 2004).

Fibroblastes jeunes Fibroblastes sénescents

- -

Figure 4 : Changement morphologique des fibroblastes primaires humains au cours du temps

Schématisation du changement de la morphologie des fibroblastes au cours des divisions
cellulaires jusqu'a la sénescence réplicative. Une cellule sénescente est caractérisée par une
taille beaucoup plus importante de son corps cellulaire. Image modifiée de [’article de Schmid
etal, 2019

1.4.2. Reéorganisation de la chromatine

Les foyers d’hétérochromatine appelés SAHF (Senescence Associated Heterochromatine Foci)

font partie des marqueurs associes a la sénescence.
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Ces foyers nucléaires intenses sont formés par un repositionnement tridimensionnel de la
chromatine enrichis en marques épigénétiques telles que la triméthylation de 1’histone H3 sur
sa lysine 9 (H3K9me3) ou bien sur la lysine 27 et 36 (H3K27me3/H3K36me3) permettant ainsi
I’inhibition de génes pro-prolifératifs au sein de ces foyers (Narita et al. 2003). Selon 1’étude
menée par Rodier et al, I’apparition de DNA-SCARS (Segments d’ADN présentant des
altérations de la chromatine renforgant la senescence) lié aux PML bodies sont fortement
retrouves dans les cellules senescentes de facon dépendante ou indépendante de 1’attrition des
télomeres.

D’autre part, il a été¢ récemment découvert que I’induction de la sénescence en présence de
dommages a ’ADN a pour conséquence 1I’accumulation d’un variant d’histone spécifique
H2A.J. La présence de ce variant d’histone semble étre liée a ’expression des geénes créant une
inflammation chronique aboutissant au développement de pathologies associées a 1’age
(Contrepois et al. 2017).

A

Figure 5 : Détection de foci d'héterochromatine associés a la sénescence

Images de noyaux cellulaires de fibroblastes humains jeunes (A) et en sénescence replicative

(B) marqués a ['aide du DAPI. Agrandissement permettant de voir plus précisément les SAHF

(©).

1.4.3. Changement nucléaire
Une marque commune des cellules sénescentes est la perte de la lamin B1, une protéine de
structure de la lame nucléaire (Freund et al. 2012). La déstabilisation de 1’intégrité nucléaire
causée par cette diminution entraine d’autres modifications nucléaires telles que la perte de la
condensation de 1’hétérochromatine constitutive avec apparition de fragments de chromatine
cytoplasmique appelés CFF. Ces CFF sont enrichis en marques épigénétiques associées a des
I1ésions de I’ADN et peuvent €tre sécrétées par les cellules sénescentes dans 1’environnement

extracellulaire via les exoxomes et ainsi promouvoir la sénescence.
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IIs induisent ce phénoméne par ’activation de la voie CGAS-STING qui est basée sur la
reconnaissance de ces fragments de chromatines et qui va, elle, réguler la sécrétion de molécules
appartement au phénotype pro-inflammatoire des cellules seénescentes en permettant une
induction de la sénescence aux cellules environnantes (lvanov et al. 2013 ; Gliick et al. 2017 ;
Yang et al. 2017).

1.4.4. Arrét de la prolifération cellulaire
La caractéristique majeure de la sénescence cellulaire est ’incapacité des cellules a progresser
dans le cycle cellulaire. Les cellules sénescentes arrétent donc leur croissance avec une teneur
en ADN typique de la phase G1 tout en restant métaboliquement active.
Une fois arrétées, elles ne parviennent pas a amorcer la réplication de I’ADN malgré de bonnes
conditions de croissance. Cet échec de la réplication est principalement causé par 1I’expression
des inhibiteurs du cycle cellulaire appelés les kinases inhibitrices dépendantes des cyclines ou
Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor pour 1’abréviation utilisée ci-aprés CDK:is.
Les principaux moteurs de I’arrét du cycle cellulaire a la sénescence sont les CDKis codées
dans les loci CDKN2A pour la protéine p16INKA4a, CDKN2B pour la protéine p15INK4b et
CDKN1A pour p21CIP.
La protéine p16 va interagir et inhiber directement les CDK4 et 6.
Les CDK 4 et 6 ont pour role de phosphoryler et par conséquent d’inhiber la protéine Rb
(Retinoblastoma protein) afin de permettre la libération des facteurs de transcription E2F qui
permettent I’expression des geénes nécessaires pour la transition G1/2 et pour la progression des
cellules de la phase S (Figure 3).
La protéine pl16 est, par conséquent, utilisée fréquemment comme marqueur spécifique de la
sénescence par immunohistochimie tandis que la mesure de 1’expression de son activation
transcriptionnelle est largement utilisée pour signaler la présence de cellules sénescentes in
vivo. L’analyse de la prolifération cellulaire a 1’aide du marquage Ki67 et/ou avec le marquage
d’un analogue de la thymidine (EdU) constitue une analyse de choix dans le domaine de la

sénescence.

1.4.5. Résistance a I’apoptose
L’apoptose est un mécanisme de destruction controlée des constituants cellulaires en réponse a
un signal spécifique. Comme la sénescence, 1’apoptose est donc une réponse extréme face au

stress cellulaire et constitue alors un important mécanisme de suppresseur de tumeurs. Les
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cellules sénescentes, quant a elles, présentent une résistance a I’apoptose en activant plusieurs
facteurs favorisant leur survie cellulaire.

Le facteur de transcription FOXO4 (Forkhead box protein O4) est surexprimé dans les cellules
sénescentes au niveau de I’ARNm mais également au niveau protéique permettant la prévention
de la mort cellulaire par apoptose grace a la séquestration de p53 par FOXO4 (Baar, Brandt,
Putavet, Klein, Derks, Bourgeois, Stryeck, Rijksen, van Willigenburg, Feijtel, van der Pluijm,
Essers, van Cappellen, van lJcken, Houtsmuller, Pothof, de Bruin, Madl, Hoeijmakers, Campisi
& de Keizer 2017a).

La famille des protéines BCL-2, protéines anti-apoptotiques, qui comprend les protéines
suivantes Bcl-2, Bcl-W, Bcl-XL et Mcl-1, se retrouve régulée a la hausse dans les cellules
sénescentes (Yosef et al. 2016)

De plus, le gene pro-apoptotique Bax est enrichi, a la sénescence, par une triméthylation de
I’histone 4 en sa Lysine 20 (H4K20me3) empéchant donc sa fonction (Sanders et al. 2013).

La résistance a 1’apoptose pourrait expliquer en partie la stabilité des cellules sénescentes en
culture et pourrait étre également liée au nombre exponentiel de cellules sénescences retrouvées

a mesure que 1’age augmente.

1.4.6. Modification du compartiment lysosomal

Une des premiéres caractéristiques découverte a la sénescence est I’augmentation de 1’activité
de la Senescence Associated-f-Galactosidase (SA- B-Galactosidase) qui refléte 1’augmentation
de la masse lysosomale a la sénescence (Dimri et al. 1995). La SA- B-Galactosidase est codée
par le géne GLB1 appartenant a la voie de synthese des gangliosides mais étrangement, les
mécanismes régissant sa surexpression a la sénescence sont encore inexplorés (Lee et al. 2006).
Seule, une possible régulation par la voie NOTCH1 au niveau transcriptionnel a été démontrée
réecemment (Hoare et al. 2016) sans que la piste ne soit totalement explorée.

La coloration de la SA-B-Galactosidase est sans doute le marqueur le plus utilisé pour la
caractérisation de la sénescence cependant, il est également exprimé par des cellules en
quiescence et est présent dans le processus de maturation des macrophages (Bursuker et al.
1982; Holt & Grainger 2012; Hall et al. 2016).

Ce marqueur est utilisé depuis plus de deux decennies mais ne peut étre utilisé seul pour définir

I’état de sénescence d’une cellule (Gorgoulis et al. 2019).
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Figure 6 : Augmentation de /’activité de la SA-S-Galactosidase a la sénescence

Visualisation en lumiere blanche du marquage bleu représentant [’activité de la SA-f5-
Galactosidase dans des fibroblastes humains en sénescence réplicative (B) comparé a des
fibroblastes humains jeunes dans lesquelles [’activite de |’enzyme n’est pas (A) barre d’échelle

50um

L’augmentation du contenu lysosomal au cours de la sénescence pourrait étre le résultat de
I’accumulation d’anciens lysosomes ou d’une biogénése lysosomale accrue. Les corps résiduels
appelés les lipofuscines favorisent ’accumulation lysosomale et leur marquage grace au Noir
de Sudan B (SBB) est une possibilité de localisation des cellules sénescentes in vitro et in vivo

(Georgakopoulou et al. 2013).
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Figure 7 : Visualisation de I'accumulation de lipofuscine in vitro par marquage au Noir de

Sudan B a la sénescence

Images extraites de [ ’article de Georgakopoulou et al, 2013, figure 1 illustrant des fibroblastes
humains jeunes (A) et en senescence réplicative (B). Le marquage du noyau a été réalisé par
coloration au NFR (Nuclear Fast Red) et I’accumulation de la lipofuscine a la sénescence est

visible grace au marquage au SBB.
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De facon intéressante, la présence de la lipofuscine en quantité massive est a ’origine de
I’autofluorescence des cellules sénescentes rendant cette autofluorescence, un marqueur

supplémentaire associé a la sénescence cellulaire (Rattan et al. 1982 ; Bertolo et al. 2019).

Figure 8 : Visualisation de I'autofluorescence de fibroblastes pulmonaires humains (MRC5) en

sénescence réplicative par microscopie.

Marquage du noyau des fibroblastes humains jeunes (A) et en senescence réplicative (B) a

[’aide du DAPI. Visualisation de [’autofluorescence uniquement en (B)

1.4.7. Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence
Les cellules sénescentes mettent en ceuvre une réponse inflammatoire complexe connue sous le
nom de phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP - Senescence-Associated Secretory
Phenotype).
Ce programme comprend la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (interleukine-6 (I1L-6) ;
IL-8), des chimiokines (protéines chimioattractantes de monocytes (MCP) et protéines
inflammatoires de macrophages (MIP)), des facteurs de croissance (facteur de croissance
transformant - B (TGFp) et facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages
(GM-CSF)) et de protéases comme les Métalloprotéases 1, 3 et 9 (MMP1 ; MMP3 ; MMP9)
(Acosta et al. 2008; Coppé et al. 2008).
Les diverses activités biochimiques induites par les composants du SASP suggerent qu’il
constitue un mécanisme permettant de communiquer avec d’autres cellules et de moduler le
microenvironnement local. Face a cela, une classification de ces molécules secrétées par le
SASP peut étre faite.

1. Les facteurs se liant a un récepteur : ce groupe comprend les molécules de signalisation
soluble telles que les cytokines (IL-6, IL-8 et IL-1a), chimiokines GRO-a, GRO-j,
CCL-2/5/16/20 et CCL-26) et les facteurs de croissance tels que HFG, FGF, TGFp et

GM-CSF. Ces facteurs peuvent influencer les cellules du microenvironnement en
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interagissant avec les recepteurs de surface correspondant sur leurs membranes et
déclenchant chez elles divers cas de signalisation intracellulaire.

2. Les facteurs agissant directement: ce groupe comprend les métalloprotéases
matricielles et les sérines protéases tels que I’activateur tissulaire du plasminogene. Ces
facteurs sont capables de cliver les protéines membranaires, de détruire les molécules
de signalisation et de remodeler la matrice extracellulaire permettant ainsi aux cellules
sénescentes de modifier leur microenvironnement.

3. Les facteurs de régulation: ce groupe comprend les inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéases appelé TIMP et I’inhibiteur de ’activateur du plasminogéne qui vont
avoir pour rdle, lorsqu’ils vont se lier aux facteurs du (i) et du (ii) groupe de réguler leur
expression. Par exemple la TIMP est capable d’inhiber la majeure partie des

métalloprotéases.

1.4.7.1. Regulation du SASP
Le SASP est un programme transcriptionnel médié essentiellement par le facteur de
transcription pro-inflammatoire NF-kB et la protéine de liaison CCAAT/enhancer (C/EBP).
Le principal déclencheur de cette voie est le dommage a I’ADN mais plus récemment la voie
CGAS/STING a été également mise en cause (Yang et al. 2017).
Le complexe cGAS/STING permet le déclenchement de la réponse inflammatoire via la
stimulation des genes interférons (Glick et al. 2017)
Au niveau post-transcriptionnel, la protéine mTOR est capable de réguler le SASP par deux
mécanismes. Le premier (i) qui est par I’activation de la traduction de I’TL-1a qui va & son tour
activée NF-kB et C/EBPp et le deuxiéme (ii) qui est I’inhibition indirecte de la protéine de
liaison a ’ARN appelée ZFP36L1, ’empéchant ainsi de dégrader ’ARNm codant pour des
facteurs du SASP.
Certains facteurs du SASP une fois synthétisés subissent des modifications post-
traductionnelles. C’est le cas, par exemple, du complexe protéique formé par la caspase 1
notamment appelé « I’inflammasome » qui est impliqué dans I’activation de la voie de

signalisation et de I’expression de I’IL-1 (Acosta et al. 2013).
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1.4.7.2. Réle du SASP
Le SASP est responsable de nombreuses fonctions positives ou négatives attribuées aux cellules
sénescentes (Figure 9). L’une des fonctions du SASP est de recruter le systtme immunitaire
afin d’éliminer les cellules sénescentes. Il sert de médiateur pour 1’activation et le recrutement
de cellules immunitaires autant innées qu’adaptatives. Par exemple, au cours de I’initiation de
la tumeur, le recrutement de cellules immunitaires médié par le SASP va agir comme un
mécanisme extrinseque de suppresseur de tumeur (Xue et al. 2007).
De plus, dans des phénoménes de réparation tissulaire a la suite de blessure, I’importance de la
sécretion du SASP est primordiale (Demaria et al. 2014).
En revanche, I’exposition prolongée des cellules a ce cocktail de molécules du SASP va
permettre de renforcer la sénescence dans les cellules notamment grace a I’'IL-6, IL-8 et GROa
dans un phénoméne nommé la sénescence autocrine (Acosta et al. 2008 ; Kuilman & Peeper
2009).
Au-dela de la cellule sénescente, 1’augmentation de la sécrétion du SASP va étre responsable
de I’induction de la sénescence dans les cellules environnantes, phénomeéne nommé la
sénescence paracrine (Acosta et al. 2013). Ce renforcement de la sénescence par voie
paracrine pourrait expliquer certains effets néfastes de 1’accumulation aberrante de cellules
sénescentes au cours du vieillissement considérant donc que le SASP serait en partie
responsable de I’inflammation chronique persistante contribuant aux multiples phénotypes liés
al’age.
En plus d’exercer ces phénomeénes paracrines et autocrines qui peuvent amener a renforcer la
sénescence, la composition du SASP différe en fonction du type de sénescence et peut avoir un
role soit délétere soit bénéfique. Par exemple, dans le cas de 1’ostéosarcome, provoqué dans
cette étude par des dommages a I’ADN induit par radiation chez la souris, la sécrétion de
I’interleukine IL-6 par les cellules sénescentes a eu un effet anti-tumorigéne puisqu’elle a
permis leur élimination en recrutant des cellules immunitaires (Faget et al. 2019).
A I’inverse, dans le cancer de la thyroide ou la sénescence a été induite par OIS dans des cellules
épithéliales, par la sécrétion de CXCL2 les cellules sénescentes ont un réle pro-tumorigéne
puisqu’elles soutiennent I’invasion tissulaire et la résistance a la mort cellulaire (Y. H. Kim et
al. 2017).
Face a cette grande hétérogéneité des facteurs présents dans le SASP et a leur différence
d’expression suivant le type cellulaire et le type d’induction de la sénescence, ceux-ci ne les

rendent pas marqueurs spécifiques uniques de la sénescence cellulaire.
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Figure 9 : Implication bénéfique ou délétére du SASP

Le phénotype sécrétoire associé a la sénescence est capable de constituer un véritable
environnement propice aux interactions cellulaires. D’une part, parce que les cellules
sénescentes sont capables de renforcer leur propre sénescence par une sénescence dite
autocrine mais également parce qu’elles sont capables d’induire la sénescence aux cellules
voisines par la sénescence paracrine ce qui peut avoir des effets déléteres. D ‘un autre coté, le
SASP permet la bonne réparation tissulaire et le recrutement de cellules immunitaires capables
d’éliminer les cellules sénescentes trop nombreuses dans le tissu. Figure adaptée de (McHugh
& Gil 2017)

1.4.8. Modifications de la membrane plasmique

A la sénescence, un compartiment est fortement modifié mais 1’étendue des modifications
restent pourtant relativement inexplorées : la membrane plasmique.

C’est un compartiment extrémement important puisqu’il sépare ’intérieur de la cellule du
milieu extérieur. Par consequent, il a un role central dans la communication avec les cellules
avoisinantes ainsi qu’avec ’espace extracellulaire.

Le changement le plus connu est la régulation a la hausse de la cavéoline 1 (CAV-1), un
composant important des invaginations de la membrane plasmique enrichis en cholestérol

appelé cavéoles.
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Il semblerait que la cavéoline-1 interagisse de facon positive avec la voie de signalisation des
MAP kinase au cours de I’induction de la sénescence. Grace a sa boucle de rétroaction positive,
la voie MAPK p38 semble réguler a la hausse de facon transcriptionnelle la cavéoline-1 en
induisant Sp1, un facteur de transcription (Dasari et al. 2006).

Cette regulation va avoir une influence sur la morphologie et I’adhérence des cellules
sénescentes (Inomata et al. 2006).

L’analyse par spectrométrie de masse faite par Kim et al sur des fibroblastes humains en
sénescence réplicative a mis en évidence la régulation a la hausse de la protéine DPP4
(Dipeptidyl peptidase 4 ou CD26). L’augmentation de cette protéine DDP4 chez des
fibroblastes jeunes permet I’induction de la sénescence et I’augmentation de différents
marqueurs associés a la sénescence tels que la SA-B-Galactosidase. Cependant, les mécanismes
a ’origine de cette augmentation dans les cellules sénescentes n’ont pas été encore découvert
mais cela semble prometteur puisque [I’utilisation d’un anticorps anti-DPP4 permet
I’élimination des cellules sénescentes par la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC en anglais), faisant de cette protéine, une cible de choix (K. M. Kim et al.
2017).

Toujours dans le méme objectif que Kim et al, Frescas et al, par criblage d’anticorps
reconnaissant les antigenes de surface cellulaire apres I’immunisation de souris BALB/c avec
des fibroblastes sénescents de poumons, ont identifi€¢ un mécanisme d’exposition et de sécrétion
d’une forme oxydée de vimentine spécifiquement exprimée au niveau de la membrane
plasmique des cellules sénescentes mettant en ceuvre le systéme immunitaire (Frescas et al.
2017).

Malgré ces différents résultats, d’autres études mécanistiques sont nécessaires pour pouvoir
explorer pleinement le r6le fonctionnel de la membrane plasmique dans la sénescence.

En effet, I’étude d’un composant essentiel dans I’intéraction avec I’environnement extérieur

manque a I’appel. Il s’agit du glycocalyx.

1.4.8.1. Le glycocalyx : grand oublié de la recherche sur la sénescence ?
Le glycocalyx est une couche de glycolipides et de glycoprotéines a la surface des cellules, qui
fonctionne dans la reconnaissance, la communication et 1’adhésion entre les cellules.
Il a été démontré que les composants du glycocalyx sont capables de fagonner la membrane
plasmique (Shurer et al. 2019).
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Au cours de la tumorigénése, la malignité est associée a une altération de 1’expression des
glycoprotéines permettant, par la voie des intégrines, une augmentation de I’adhésion des
cellules tumorales (Paszek et al. 2014).

De plus, il a été démontré que I’augmentation de I’expression de TRF2 au cours de la
tumorigénése permet la régulation a la hausse du gene HS3ST4 impliqué dans la sulfation des
héparanes sulfates, composant majeur du glycocalyx. Cette augmentation permet I’inactivation
d’un compartiment du systéme immunitaire inné et en résulte 1’augmentation du volume
tumoral (Biroccio et al. 2013).

Récemment, 1’étude du glycocalyx des cellules endothéliales sénescentes soupgonnées d’étre a
I’origine de I’athérogénése et de maladies vasculaires liées a 1’age, a permis de mettre en
évidence une différence de force de traction exercée par ces mémes cellules. Il semblerait que
les cellules sénescentes est un glycocalyx modifié associé a une altération de la localisation de
’actine, leur conférant des propriétés physiques bien différentes de celles découvertes chez des
cellules jeunes (Cheung et al. 2015).

De plus, en montrant que la surexpression de TRF2 dans les cellules tumorales est capable de
modifier la rigidité et la taille du glycocalyx (Cherfils-Vicini et al. 2019) et sachant que TRF2
diminue naturellement a la sénescence, quel pourrait étre 1’impact de cette diminution sur le
glycocalyx ?

A T’heure actuelle, I’étude de Chang et al est la seule mentionnant une différence dans la
composition du glycocalyx a la sénescence.

Ensemble, ces résultats nous poussent a se demander si le glycocalyx est modifié dans tous les
types cellulaires étudiés a la sénescence et si son remodelage pourrait avoir un lien avec leur

accumulation au cours du temps.

1.4.9. Marqueurs de la sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est donc définie par une grande diversité de marqueurs (Figure 10).
Malgré les recherches effectuées, aucun marqueur spécifique et unique de la sénescence
cellulaire n’a été découvert jusqu’a ce jour.

En effet, chacun des marqueurs énuméres ci-dessus fait I’objet de diverses critiques et 1’état de
sénescence doit obligatoirement se justifier par I’addition de plusieurs de ces marqueurs.
Cependant, la sénescence doit forcément étre caractérisée par 1’arrét de la prolifération
cellulaire avec I’augmentation des marqueurs p16, p53 et de p21 bien que suivant les inducteurs

de sénescence, I’activation des voies est différentielle.
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Le changement morphologique des cellules sénescentes accompagné de 1’augmentation de
I’activité de la SA-B-Galactosidase est grandement apprécié malgré le fait que cette enzyme ne

soit pas non seulement exprimée quand les cellules sont sénescentes (Gorgoulis et al. 2019).
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Figure 10 : Marqueurs de la sénescence

[llustration adaptée de la revue de (Calcinotto et al. 2019) représentant les marqueurs
essentiels de la sénescence cellulaire. La sénescence cellulaire est caractérisée par la sortie de
la cellule du cycle cellulaire et en |’accumulation de marqueurs associés a la sénescence tels
que l’augmentation de I’activité de la SA-B-galactosidase, I’augmentation de p16™**, de p53
et de p21©'™tainsi que toute une diversité de marqueurs différents (accumulation de ROS,

accumulation de mitochondries altérées, SAHF, diminution de lamin B1)
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2. Senescence et Physiopathologie

Malgré le fait qu’aucun marqueur unique et spécifique de la sénescence n’ait été découvert
jusqu'a présent, I'utilisation des multiples caractéristiques phénotypiques de la sénescence
cellulaire décrite ci-dessus a permis 1’étude in vivo de la sénescence (Figure 10). Ces études ont
donc permis de découvrir les implications autant physiologiques que physiopathologiques de

Ce processus.

2.1. Implication des cellules sénescentes dans I’embryogénese
La découverte de cellules sénescentes au cours du développement a été une découverte
fondamentale qui a soulevé de nombreuses questions quant son implication in vivo.
Ces découvertes ont été basées sur 1’identification de cellules sénescentes dans des embryons
de souris notamment a E9,5 et E15,5 (Storer et al. 2013 ; Mufioz-Espin & Serrano 2014). La
coloration a la SA-B-Galactosidase a permis de détecter la présence de cellules sénescentes dans
de nombreux tissus (créte ectodermique apicale, le tube neural ou encore les arcs pharyngés).
Il est intéressant de noter que la plupart des cellules sénescentes ont été retrouvées dans des
zones importantes, des centres de signalisation contribuant au devenir des cellules.
De plus, des cellules sénescentes ont été décrites dans les tissus extra-embryonnaires du
placenta chez la souris et ’homme, ou la fusion cellulaire entre les cellules maternelles et
feetales entraine la sénescence des cellules faisant parti d’un compartiment tissulaire du placenta
appelées les syncytiotrophoblastes. La sénescence induite par cette fusion pourrait étre
nécessaire au bon fonctionnement des syncytiotrophoblastes pendant le développement
embryonnaire (Chuprin et al. 2013).
En revanche, il a été rapporté que le sénescence placentaire aberrante est impliquée dans un
pourcentage élevé de complications a la naissance ainsi que dans les déces néonatals (Cox &
Redman 2017).
Les cellules senescentes présentes lors du processus d’embryogénése, au niveau du tube neural
entre autres, ont pu étre détectées grace au marquage de la SA-B-Galactosidase mais également
par I’absence du marqueur associé a la prolifération (Ki67), 1’augmentation des marques
épigenétiques répressives telles que H3K9me3 avec une augmentation des inhibiteurs du cycle
cellulaire (p16, p15 et p21). Cependant, les cellules sénescentes se sont révélées negatives pour
les autres marqueurs de la sénescence représentatifs des dommages a I’ADN ainsi que pour
p53, p19 suggérant que la sénescence dans I’embryon pourrait étre différente de celle que nous

rencontrons dans d’autres processus physiologiques décrits ci-dessous.
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Dans I’ensemble, la sénescence apparait comme un programme controlé puisqu’elles se
développent selon des schémas précis dans le temps et I’espace avant d’étre éliminées par le
systeme immunitaire, notamment les macrophages.

Il convient de souligner que cela se produit de maniére identique dans chaque embryon sans la
présence de marqueurs de dommages de ’ADN démontrant ainsi qu'il ne s'agit pas d'une
réponse stochastique de dommages activée pour éliminer certaines cellules endommageées, mais
plutdt qu'il s'agit d'un processus de développement programmé normal, sous le contrdle de

processus d'instruction hautement organisés.

2.2. Implication des cellules sénescentes dans la réparation tissulaire
Le rble bénefique de la présence des cellules senescentes a été decrit dans diverses conditions
de réparation tissulaire au niveau de lésions.
Aprés une blessure, le dép6t de matrice extracellulaire facilite le processus de réparation mais,
si ce dépdt est excessif, il peut entrainer une fibrose qui va nuire & une réparation tissulaire
correcte.
Il a été montré que la sénescence est impliquée dans le processus de réparation des plaies et
dans la réponse fibrotique chez un certain nombre de tissus notamment le foie (Krizhanovsky
et al. 2008), la peau (Jun & Lau 2010) et les poumons (Schafer et al. 2017).
Dans un modeéle murin de lésions hépatiques et de fibrose, les cellules hépatiques sénescentes
en étoile ont été identifiées dans les lésions fibrotiques (Krizhanovsky et al. 2008).
Lorsque la lésion a été effectuée chez des souris déficientes dans les voies p53/p21 et
p16™NKA4pRDb cela entraine une augmentation de la fibrose suggérant donc que la sénescence
est un processus permettant de limiter la taille de la fibrose.
Dans ce sens, il a été démontré que les cellules sénescentes sécrétent des facteurs du SASP qui
favorisent le recrutement de cellules immunitaires éliminant par la suite les cellules sénescentes
et réduisant donc la fibrose.
Cependant, en 1’absence d’une élimination appropriée, une accumulation de tissus sénescents
et fibrotiques se produit. La contribution des cellules sénescentes dans ce phénoméne semble
dépendre d’une part, de leur durée et d’autre part, de leur niveau d’activation.
En effet, dans le foie, une réponse cordonnée limite la cicatrice fibrotique et contribue au
processus de cicatrisation des plaies. Afin d’étudier ce phénomeéne de fagon plus approfondie,
Demaria et al ont créé un modele murin nommé p16-3MR permettant d’identifier, d’isoler et

d’¢éliminer spécifiquement les cellules sénescentes grace d’une part, a la cassette 3MR
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(contenant notamment de la protéine LUC afin de suivre par luminescence la présence des
cellules sénescentes) et d’autre part, ils ont choisi comme promoteur le locus suppresseur de

tumeur exprimé par les cellules sénescentes p16'™N*A*afin de les cibler spécifiquement.

HSV-TK

p16 initiating Met p19 frame stop/ p19 STOP p16 STOP
# = ' L
| |
(1) L
Bl p16 exon 1 M6 exon3

[[] p16/p19 exon 2 ll p19exon3

Figure 11 : Modéle murin pl6-3MR permettant /’élimination des cellules sénescentes

exprimant p16'NK** par apoptose

La LUC permet de détecter les cellules exprimant la cassette 3MR par luminescence, la mRFP
permet de trier les cellules des tissus et la cassette HSV-TK permet de les tuer par le ganciclovir
(GCV) qui est un analogue nucléotidique ayant une forte affinité pour la HSV-TK mais qui a
une faible affinité pour la TK cellulaire. La HSV-TK convertit donc le ganciclovir, qui va aller
fragmenter I’ADN mitochondrial provoquant la mort des cellules par apoptose. Figure
(Demaria et al. 2014)

IIs ont démontré, grace a ce modéle, que les fibroblastes et les cellules endothéliales senescentes
apparaissent tres tot en réponse a une blessure cutanée. Ces cellules vont accélérer la fermeture
de la blessure en induisant la différenciation des myofibroblastes par la sécrétion du facteur
dérivé des plaguettes AA nommé PDGF-AA (Figure 9).

De fagon étonnante, 1’élimination prématurée de ces cellules sénescentes a 1’aide du ganciclovir
entraine une mauvaise cicatrisation des plaies accompagnée d’une absence de différenciation
des myofibroblastes prouvant ainsi que les cellules sénescentes et leur SASP sont nécessaires
pour une cicatrisation optimale (Demaria et al. 2014).

A nouveau dans un modeéle de blessure cutanée faite par une fine incision dans la chair, il a été
découvert que I’induction de la sénescence dans les fibroblastes résidents a été induite par une
cascade de signalisation initiée par la liaison de la protéine matricellulaire CCN1 ou CYR61 a
son récepteur, I’intégrine a6P1 et aux protéoglycanes de sulfate d’héparane des cellules cibles
(Figure 9).
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CCNI1 va induire des voies de réponse aux dommages de ’ADN et va activer p53 tout en
générant des ROS par I’activation du complexe RAC1/NOXI1. Cette cascade va donc induire la
sénescence et I’expression concomitante de genes antifibrotiques. Cependant, a la suite d’une
blessure dans des souris ou CCN1 n’est pas exprimé, la sénescence est défectueuse entrainant
une fibrose exacerbée. Ainsi, la sénescence des fibroblastes est une réponse de cicatrisation des
plaies dépendant de la protéine CCN1 ayant pour conseéquence la diminution de la fibrose (Jun
& Lau 2010).

L’induction transitoire de cellules sénescentes n’a pas été seulement observée dans des modeles
murins a la suite de 1ésions mais également a la suite d’une amputation d’un membre chez la
salamandre (Yun et al. 2015). Dans ce contexte, 1’élimination des cellules sénescentes est
médiée par les macrophages, cellule immunitaire identifiée comme étant le facteur essentiel
dans le mécanisme de clairance des cellules sénescentes.

L’élimination des macrophages in vivo est possible grace a 1’utilisation de sphéres préparées
artificiellement appelées liposomes contenant une substance hydrophile de faible durée de vie
et toxique pour les macrophages nommée clodronate de sodium. Ces clodrosomes vont étre
internalisés par les macrophages et vont provoquer la mort cellulaire par apoptose.
L’élimination des macrophages par les clodrosomes entraine une sénescence persistante et une
régénération altérée, ce qui confirme 1’idée que 1’élimination des cellules sénescentes en temps

utile est nécessaire pour la réparation et la régénération des tissus (Figure 9).

R =
Régénération Réparation
tissulaire
Yun etal, 2015 Jun et al, 2010
Macrophages N— Demaria et al, 2014

PDGF-AA —4
\J CCN1 RS e e R e e i

’ MMPs
Diminution de la i

fibrose

Krizhanovsky et al, 2008

Figure 12 : Implication positive de la sénescence cellulaire
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Illustration adaptée de la revue (Calcinotto et al. 2019) imageant les implications bénéfiques
de la sénescence cellulaire dans I’embryogénese, la réparation ainsi que la diminution de la

fibrose grdce a [’action du SASP.

2.3. Implication des cellules sénescentes dans 1’étiologie des maladies liées a I’age
L’accumulation des cellules sénescentes est suspectée comme €tant le moteur du vieillissement
aboutissant a I’émergence de nombreux phénotypes dégénératifs associés a 1’age tant normaux
que pathologiques (Mufioz-Espin & Serrano 2014; Childs et al. 2015).

Deux outils ont marqué I’histoire dans cette discipline et ont permis de répondre a cette
question.

Le premier est la mise en place d’un modéle murin exprimant de faibles niveaux de la protéine
de contréle mitotique BubR1 qui est a I’origine d’un vieillissement prématuré associé au
syndrome progéroide (Baker et al. 2004).

Les résultats qui en découlent montrent que I’insuffisance de la protéine BubR1 provoque des
signaux qui conduisent les cellules a un état sénescent associé a des phénotypes liés au

vieillissement précoce.
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Figure 13 : Modele murin BubR1 de vieillissement prématuré
Image illustrant le phénotype de vieillissement visible chez la souris BubR1™"" exprimant de
faible niveau de la protéine BubR1(B) comparée a une souris WT (A). Le pourcentage de survie

des souris BubR1™" est nettement diminué comparé aux souris WT (C). Figure adaptée de
[’article de Baker et al, 2004.
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Il a été montré que les cellules progénitrices musculaires et adipeuses sont sujettes a la
sénescence cellulaire dans ce modéle entrainant ainsi une perte de masse du tissu adipeux ainsi
qu’une sarcopénie profonde, caractéristiques d’un vieillissement prématuré accompagné d’une
réduction de la survie.

En effet, I’analyse de I’expression de BubR1 dans des souris WT a permis de découvrir sa
diminution au fur et a mesure du temps suggérant que cette protéine pourrait étre un régulateur
clé du vieillissement normal.

Le deuxieme modele de souris transgénique qui a marqué 1’histoire de cette discipline, a été
mis au point en permettant 1’élimination des cellules sénescentes grice a un traitement
médicamenteux (Baker et al. 2011).

Des souris p16-3MR (Figure 11) ont été croisées avec une souris progéroide (BubR1) causant
un vieillissement accompagné d’une mort prématurée principalement en raison d’une
insuffisance cardiaque.

Bien que les souris BubR1/INK-ATTAC traitées avec AP20187 n’aient pas vécu plus
longtemps, elles ont été remarquablement protégées contre plusieurs autres pathologies liées a
I’age, notamment la cataracte, la sarcopénie et la perte de graisse sous-cutanée.

Cette étude a donc fourni la premiere preuve directe que les cellules sénescentes peuvent, du
moins dans un modele de souris vieillissant prématurément, étre a 1’origine d’une pathologie

dégénérative liée a I’age (Baker et al. 2011)

Gréace a ses preuves de la présence de cellules sénescentes dans le processus de vieillissement
prématuré et au bénéfice visible de leur élimination, la contribution des cellules sénescentes a
été étudiée dans de nombreuses pathologies liées a 1’age (Figure 14) / (Tableau 1).

Par exemple, dans le cas de I’arthrose, maladie dans laquelle le cartilage articulaire se dégrade
progressivement et se caractérise par des « saillies » osseuses accompagnée d’une inflammation
locale, 1’¢limination des cellules sénescentes a permis de prévenir la perte osseuse au cours du
temps (Farr et al. 2017).

Au cours de la dégénérescence dans la maladie d’Alzheimer, 1’élimination des progéniteurs
oligodendrocytaires sénescents a permis de diminuer la neuroinflammation au niveau des
plaques neuritiques et de prévenir les déficits cognitifs normalement engendrés par la maladie
(P. Zhang et al. 2019).

De plus, face a la degénérescence progressive des cellules ganglionnaires de la rétine visible
dans la maladie du glaucome a angle ouvert, I’élimination des cellules sénescentes a permis de

preserver les capacités visuelles (Rocha et al. 2019).
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Figure 14 : Implication de I'accumulation des cellules sénescentes dans les maladies liées a

I'age

Les preuves de la contribution délétere de I’accumulation des cellules sénescentes dans des
maladies liées a l’dge s ‘accumulent (Tableau 1) notamment au niveau du systéme nerveux dans
la maladie d’Alzheimer et de Parkinson, au niveau du systeme respiratoire dans la Fibrose
Idiopathique Pulmonaire (IPF) ou dans la Broncho Pneumopathie Obstructive Chronique
(BPCQ)). Leur implication a été également mis en exergue dans [’ostéoporose, |’ostéoarthrite,

la sarcopénie, I’athérosclérose et le glaucome (Figure créée grace aux images de Servier
Medical Art).
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Pathologie Modéle d’étude Type cellulaire Observations Implication des Conséquences Références
cellules
sénescentes
Ldlr" Cellules musculaires Différenciation des Délétere Déstabilisation de la  (Childs, Baker, et al. 2016)
lisses endothéliales et macrophages, plaque
vasculaires Augmentation des d’athérosclérose
sénescentes MMP 12, 13
LdIr" x p16-3MR Cellules musculaires Réduction au stade Délétére Réduction de la (Childs, Baker, et al. 2016)
Régime athérogéne lisses endothéliales et précoce de la maladie Elimination des charge en
Athérosclérose vasculaires de ’accumulation de  cellules lipoprotéines de la
sénescentes graisse sénescentes charge
bénéfique d’athérosclérose

170 donneurs

Etude d’associations a
I’échelle du génome

SNPs sur le
chromosome 9p21

Modification de
la sénescence

Lien entre SNP sur
le locus INK4/ARF

(Y. Liu et al. 2009)

(GWAS) prés du locus cellulaire = et le risque accru

INK4/ARF délétére d’athérosclérose
Transplantation de Fibroblastes Augmentation des Délétére Apparition des (Xu etal. 2017)
fibroblastes sénescents  sénescents saillies osseuses et de symptdmes de
du cartilage de I’oreille Iésions du cartilage I’arthrose
dans I’articulation du
genou
pl6-3MR Ostéocytes sénescents  Accumulation Délétere Cartilage (Farr et al. 2017)
Arthrose post d’ostéocytes Elimination des endommagé

Arthrose traumatique sénescents dans la cellules Perte osseuse

synovie, sénescentes

augmentation du bénéfique

SASP
Injection CSM  Cellules souches/ Dégradation du Délétére Cartilage (Malaise et al. 2019)
provenant d’un modéle stromales cartilage endommagé
de vieillissement meésenchymateuses
prématuré  (SAMP8 (CSM) sénescentes

mouse)




p16-3MR Cellules Augmentation de la  Délétéere Lien entre (Skowronska Krawczyk et al.
ganglionnaires régulation de expression de SIX6, 2015)
sénescentes de la I’homeodomaine p16 et augmentation
rétine SIX6 de la pression intra
Induction de la auriculaire
Glaucome sénescence
Augmentation 1L-6
p16-3MR Cellules Apparition des Délétere Diminution des (Rocha et al. 2019)
ganglionnaires cellules sénescentes  Elimination des capacités visuelles
sénescentes de la en début de maladie  cellules restaurées par
rétine sénescentes I’élimination des
bénéfique cellules sénescentes
Vieillissement normal  Cellules souches Augmentation de Délétére Perte du potentiel (Du etal. 2014)
chez la souris C57 (24  musculaires I’expression de p16 de régénération
a 32 mois) sénescentes médié par CCN1
Sarcopénie
Modeéle progéroide Cellules souches Augmentation de Délétere Perte du potentiel (Baker et al. 2011)
BuleH/H; INK- musculaires I’expression de p16 Elimination des de régénération
ATTAC sénescentes cellules
sénescentes
bénéfique
Patients maladie Astrocytes sénescents  Augmentation du Délétére Augmentation de la  (Salminen et al. 2011; Chinta et
d’Alzheimer et de SASP neuroinflammation al. 2015; Baker & Petersen
Parkinson et dela 2018)
Maladies dégénérescence
neuronale
Patients et modele Cellules progénitrices  Augmentation du Délétere Augmentation de (P. Zhang et al. 2019)

murin maladie
neurodégénératives d’Alzheimer

oligodendrocytaires
sénescents

phénotype sénescent
p16, p21

Elimination des
cellules
sénescentes par
molécule
sénolytique
bénéfique

I’agrégation des
plagues neuritiques
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Ostéoporose pl6-3MR

Ostéocytes sénescents  Augmentation dela  Deélétére
survie des
progéniteurs des
ostéoclastes
Augmentation du
SASP

Réduction de la (Farretal. 2017)
densité osseuse

Désequilibre du

renouvellement des

0s

Tableau 1 : Contribution de la sénescence dans les maladies liées a l’dge

Ensemble de données permettant d’avoir une vision d’ensemble de l'implication délétéere que peut avoir la sénescence cellulaire dans certaines

maladies liées a [’dge.
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2.3.1. Le modele des maladies pulmonaires

La sénescence cellulaire est mise en cause dans la pathogénése de la Broncho Pneumopathie
Chronique Obstructive (BPCO).

Le principal facteur de risque de la BPCO est le tabagisme mais le vieillissement est également
un facteur important, de méme que les infections respiratoires et les antécédents d’asthme. Cette
maladie est caractérisée par une obstruction progressive de la circulation de 1’air, une
hypertension pulmonaire et un emphyséme dd a la destruction du parenchyme pulmonaire.
L’inflammation chronique est la caracteristique de la BPCO qui favorise le développement de
comorbidités, incluant le cancer et qui fait de cette maladie la troisieme cause de déces dans le
monde (Figure 15).

La fibrose pulmonaire idiopathique (IPF) quant a elle, est une maladie pulmonaire dévastatrice
qui se caractérise par une perte progressive de la fonction pulmonaire dont I’incidence
augmente avec 1’age. Les bases cellulaires de cette maladie sont complexes et impliquent la

perte de cellules alvéolaires, 1’expansion des fibroblastes interstitiels et I’apparition de masses

fibrotiques.
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Figure 15 : La sénescence cellulaire est au centre de la Broncho Pneumopathie Chronique

Obstructive et de la Fibrose Pulmonaire Idiopathique

Les prédispositions génétiques comme la mutation de la télomérase, la dysfonction de TRF2 ou
encore le stress réplicatif associé au vieillissement et a différents facteurs environnementaux
tels que la fumée de cigarette, favorisent [ 'apparition de la sénescence dans les poumons. Cette
sénescence cellulaire est a [’origine de deux maladies pulmonaires, la Broncho Pneumopathie
Obstructive (BPCO) et la Fibrose Pulmonaire Idiopathique (IPF). Ces deux maladies qui ne
bénéficient pour [’heure d’aucun traitement curatif, peuvent étre a [’origine, de par
l’inflammation chronique soutenue par la sénescence, de la progression en cancer du poumon.

Figure adaptée de (Meiners et al. 2015)

Les mécanismes de destruction du tissu pulmonaire dans le cas de ces deux maladies sont
encore mal connus, c¢’est pourquoi il n’existe pas de traitement curatif mais I’accumulation des
cellules sénescentes au cours du temps semble étre un facteur déterminant (Figure 15)

En effet, les preuves de I’implication de la sénescence dans le processus de pathogénése
s’accumulent. D’une part puisque l’activité de la SA- B-Galactosidase a été retrouvée
augmentée dans les poumons IPF ainsi que I’augmentation de p16 dans les fibroblastes présents
au niveau des lésions fibrotiques et dans les cellules épithéliales sous-jacentes (Mufioz-Espin
& Serrano 2014)

D’autre part, dans 1’étude faite par Schafer et al a partir d’un modéle murin de fibrose
pulmonaire idiopathique induite par le traitement a la bléomycine par instillation intra-
trachéale, qui mime de fagon identique la physiopathologie de I’'IPF chez I’Homme, il est
observé une accumulation des cellules sénescentes qui est a I’origine de la fibrose puisque leur
élimination par un cocktail de sénolytiques (Dasatinib et Quercetin/ Tableau 2), améliore 1’état
des souris en diminuant la fibrose (Schafer et al. 2017).

L’apparition d’un emphyséme au cours de la BPCO semble étre provoquée par un déséquilibre
entre le processus d’apoptose des cellules alvéolaires ou endothéliales et la capacité de ces
cellules a proliférer pour induire la réparation tissulaire.

Lorsque les cellules sénescentes s’accumulent, la prolifération des cellules qui doivent
remplacer celles éliminées par apoptose ne se fait pas, ce qui a pour consequence la destruction
pulmonaire, caractéristique de I’emphyséme. C’est ce que 1’¢tude faite dans un modéle murin
d’induction d’emphyséme par la fumée de cigarette chez des souris déficientes en télomérase a
démontrée (Alder et al. 2011). De méme que les souris présentent une résistance a la sénescence

sont protégées de I’emphyséme induit par la fumée de la cigarette (Tuder et al. 2008).
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De plus, la sénescence des cellules musculaires lisses des arteres pulmonaires a provoqué la
prolifération et la migration des cellules musculaires lisses voisines principalement en raison
de la sécrétion des interleukines 6 et 8. Les auteurs suggérent que cette sénescence paracrine
cause ou contribue a 1’épaississement d’un compartiment des vaisseaux sanguins appelé
I’intima et a ’hypertrophie des artéres pulmonaires ayant pour conséquence une hypertension
pulmonaire. En effet, cette étude sur 124 patients atteints de BPCO a donc montré que la
sénescence participe au processus de remodelage des vaisseaux pulmonaires qui sous-tend
I’hypertension pulmonaire (Noureddine et al. 2011).

Plus récemment, 1’¢tude des cellules pulmonaires issues d’une cohorte de 30 patients atteints
de BPCO a démontre que la sénescence cellulaire retrouvée dans cette maladie est liée a
’activation de la voie mTOR qui soutient le SASP et que I’inhibition de 1’activation de cette
voie par la rapamycine (paragraphe 2.5.2.4) aboutit a un ralentissement de la sénescence
cellulaire. L’activation de la voie mTOR est donc un facteur pathogéne causal puisqu’elle est
suffisante pour induire la sénescence des cellules pulmonaires et imiter les altérations
pulmonaires de la BPCO avec comme symptomes, le développement rapide de I’emphyséme,

I’hypertension et I’inflammation pulmonaire dans un modele murin (Houssaini et al. 2018).

Tous ensemble, ces résultats nous montrent I’implication majeure que présente I’accumulation
des cellules sénescentes dans la physiopathologie de I’'TPF et de la BPCO mais également bien
au-dela de ces deux pathologies (Tableau 1).

Trouver un marqueur unique et spécifique de la sénescence permettant de développer des
thérapies diminuant I’incidence grandissante de ces pathologies liées a 1’age et d’éviter, a terme,
le développement de cancer représente donc un enjeu majeur de la recherche.

En effet, I’apparition de cancer augmente en fonction de I’age.

A premiére vue, le cancer et le vieillissement peuvent sembler étre des processus opposés mais
le cancer est la conséquence d’un gain aberrant de la capacité cellulaire alors que le
vieillissement est caractérisé par une perte de cette capacite.

Au niveau moléculaire, le cancer et le vieillissement ont des origines communes
I’accumulation de dommages cellulaires en fonction du temps.

Comprendre I’implication des cellules sénescentes dans le cancer semble donc primordiale.
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2.4. Implication des cellules sénescentes au cours de la tumorigénese

2.4.1. Implication pro-tumorale de la sénescence
Il devient de plus en plus évident qu’en plus de leur implication dans les pathologies
dégénératives liées a 1’age (Figure 14), les cellules sénescentes peuvent également provoquer
une pathologie hyperplasique aboutissant a I’émergence d’un cancer, notamment par le SASP.
La présence de fibroblastes sénescents dans des cultures tridimensionnelles modélisant la
differenciation fonctionnelle et morphologique des cellules épithéliales mammaires prés malins
est capable de perturber la morphogénése alvéolaire jusqu’a limiter la production de protéines
du lait. L’effet délétere sur la morphogénése alvéolaire est en grande partie di a la sécrétion de
métalloprotéases de la matrice notamment la MMP3. Cette étude faite par Parrinnello et al,
montre que les cellules sénescentes dans ce modéle contribuent au déclin de la fonction
tissulaire en faisant perdre de facon irréversible les propriétés différenciées des cellules
¢épithéliales mammaires jusqu’a la transformation maligne complete (Parrinello et al. 2005).
De plus, il a été montré que I’injection de fibroblastes sénescents a stimulé de maniére
significative la prolifération de cellules tumorales épithéliales de souris. Cette stimulation est
due en partie aux facteurs solubles sécrétés (MMP3 notamment) par les cellules sénescentes et
au VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) qui ont permis de favoriser 1’angiogenése
tumorale (Coppé et al. 2006 ; D. Liu & Hornsby 2007).
En plus de stimuler la croissance tumorale in vivo par le SASP, les cellules sénescentes in vitro
sont capables d’induire un phénoméne important lors de I’invasion tumorale qui est la transition
épithélio-mésenchymateuse chez les cellules épithéliales pré-malignes et les cellules
cancéreuses non agressives via la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 (Coppé et al. 2008).
Le concept se dégageant de ces expériences est qu’au cours du vieillissement, 1’accumulation
des cellules sénescentes se faisant, entrainent un environnement pro-inflammatoire qui va étre

permissif pour le développement ou du moins la progression du cancer.
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2.4.2. Implication anti-tumorale de la sénescence
En revanche, la sénescence est également un mécanisme capable de s’opposer a la progression
du cancer.
D’une part parce qu’au cours des premiers stades de la tumorigénése, I’augmentation de
’activation des oncogenes est progressive jusqu’a atteindre le seuil qui va activer les principales
voies de suppression de tumeurs tels que p16 et p53.
Par cette voie, I’activation des inhibiteurs du cycle cellulaire compensent la signalisation
oncogene et les cellules entrent en sénescence ou sont éliminées par apoptose empéchant donc
I’expansion des cellules dites précancéreuses.
De ce fait, la sénescence est donc détectable au stade bénin de la tumorigénese (stade adénome).
Une thérapie pro-sénescente dans les tumeurs malignes déja établies ont permis d’avoir des
preuves de I’implication bénéfique de la sénescence cellulaire dans le cancer.
En effet, I’activation aigiie de p53 dans les carcinomes hépatocellulaires déficientes pour p53
induit la sénescence et de ce fait, une régression tumorale. Ce mécanisme est médié par une
réponse immunitaire face a I’apparition de cellules sénescentes (Xue et al. 2007).
De plus, dans un modéele de souris ou la surexpression de 1’oncogéne Ras dans les hépatocytes
a entrainé leur sénescence accompagnée d’une activation du SASP, cela a eu pour conséquence
une stimulation de la réponse immunitaire (lymphocytes T CD4+) causant 1’élimination des
hépatocytes sénescents (Kang et al. 2011).
La sécrétion de la molécule CCL2 par les cellules sénescentes au cours de la carcinogénese du
foie est bénéfique puisque la stratégie anticorps anti-CCL2 augmente le volume tumoral par
réduction du recrutement des cellules NK au sein de la tumeur (lannello et al. 2013).
Les thérapies induites par des inhibiteurs pharmacologiques des kinases inhibitrices
dépendantes des cyclines notamment pour CDK4 induisent la sénescence dans de nombreuses
cellules cancéreuses conduisant a leur élimination et de ce fait, montrent une activité
prometteuse dans les essais cliniques chez I’Homme (Mufioz-Espin & Serrano 2014).
D’autre part, la fonction de suppression de tumeurs des cellules sénescentes repose également
sur la capacité des facteurs du SASP a attirer les cellules du systéme immunitaire afin d’éliminer

les cellules sénescentes endommagées.
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2.5. Modulation des cellules sénescentes
L’¢tude des souris progéroides BubR1/INK-ATTAC a fourni la preuve de concept que la
clairance des cellules sénescentes peut retarder les pathologies dégénératives liées a 1’age.
Le ciblage des cellules sénescentes en vue de leur destruction pourrait donc constituer une
stratégie thérapeutique efficace pour le traitement des maladies liées a 1’age et/ou a
I’amélioration de la durée de vie (van Deursen 2019).
Cette elimination est médiée par I’utilisation de différents composés chimiques ou naturels qui
se nomment des « Sénolytiques ». La racine de ce mot venant du latin senex signifiant
« vieillard » associé a « lytique » signifiant provoquer la mort. Les sénolytiques forment donc
un groupe de molécules capable d’induire la mort des cellules « vieilles ».
Deux approches principales d’élimination de ces cellules sont en cours de développement :

Q) Inhibition spécifique des cellules sénescentes

(if)  Inhibition du SASP qui leur est associé

(i) Inhibition spécifique des cellules sénescentes (i) Inhibition du SASP
Dasatinib
w l ABT-737 IL-1a
‘7'[-’|'i"AL’ =) ABT-263 ==
EaE] IL-1R
5P e
l N (VU )| Ruxolitinib  Rapamycin  |— Metformin
w} Quercetin {p?gléiﬁsj | V) &
e JAK/STAT mTOR)
:
) — | ' g
PSRN AR 2+ sormp [ ey [
»E%I:;/ DDR -
FOXO4
peptide
foxoy

Figure 16 : Stratégies d’élimination des cellules sénescentes par des molécules sénolytiques

Schématisation des différentes stratégies sénolytiques utilisées ciblant d une part directement
les cellules sénescentes (i) par inhibition de la résistance a [’apoptose des cellules sénescentes
(FOXO4-DRI, ABT263/737, Quercétine et Dasatinib) et d’autre part, en ciblant le phénotype
sécrétoire de ces cellules (ii) afin de réduire les effets délétéres de la sénescence. Figure
adaptée de (Ovadya & Krizhanovsky 2018).

53



2.5.1. Elimination des cellules sénescentes par des sénolytiques

Molécule utilisée Cible cellulaire Voie ciblée Pathologie Résultats Références
Vieillissement Induction de la prolifération des (Yosef etal. 2016)
ABT-737 BCL-2, BCL-XL Apoptose (i) accéléré de cellules souches de 1’épiderme et

I’épiderme /

Poumon irradié

élimination nette des cellules
sénescentes présentes au niveau des

bronchioles

Vieillissement
prématuré
(irradiation du

corps entier)

Rajeunissement des cellules
souches hématopoiétiques et
musculaires sénescentes /
Augmentation de la qualité

physigue des souris traitées

(J. Chang et al. 2015)

ABT-263 BCL-2, BCL-XL, Apoptose (i)
(Navitoclax) BCL-W
Athérosclérose

Retarde I’apparition de la maladie
en diminuant le nombre de cellules
sénescentes au niveau de la plaque

d’athérosclérose

(Childs, Baker, et al. 2016)

Maladie de

Parkinson

Réduction de I’inflammation et de
la neurodégénérescence di a la

présence des cellules sénescentes

(Bussian et al. 2018)




Fibrose Diminution de la fibrose (Schafer et al. 2017)
pulmonaire accompagnée de la réduction de
(induite par I’expression de I’TL-6 et des
bléomycine) MMP3/12
o o Protection de la dégénération de la  (Rocha et al. 2019)
Dasatinib Inhibiteur Pan Récepteur TK .
) ) ) Glaucome rétine
Quercetin Tyrosine Apoptose (i) . ] . . .
) (Dasatinib Préservation des fonctions visuelles
kinase (TK) .
o ) uniquement)
Inhibiteur protéine
BCL-2 Réduction des déficits cognitifs au (P. Zhang et al. 2019)
Maladie cours de la maladie par diminution
d’Alzheimer de [l’inflammation associée aux
plagues neuritiques
Apoptose (i) Vieillissement Restauration des capacités (Baar, Brandt, Putavet, Klein, Derks,
FOXO4-DRI FOXO04 Libération de p53  accélérée chezla  physiques et rénales Bourgeois, Stryeck, Rijksen, van
par FOX04-DRI  souris Willigenburg, Feijtel, van der Pluijm,
XpdTTD/TTD Essers, van Cappellen, van lJcken,
Houtsmuller, Pothof, de Bruin, Madl,
Hoeijmakers, Campisi & de Keizer
2017b)
Modéle murin Réduction de la sénescence dans le  (Fuhrmann-Stroissnigg et al. 2017)
Inhibiteur HSP90  PISK/AKT Apoptose (i) progéroide rein et augmentation de la durée de
17-DMAG Erccl—/A vie des souris
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Vieillissement Augmentation de la capacité (Martin-Montalvo et al. 2013)

Metformine NF-kB SASP (i) normal (16 a 20 physique et de la durée de vie de

mois) facon dose dépendante

Vieillissement Diminution du tissu adipeux, de (Xu et al. 2015)
Inhibiteur JAK Inhibiteur SASP (i) normal chez la I’inflammation systémique et
(Ruxaolitinib) p-Jak2 souris agée de 18  augmentation de la capacité

mois physigue des souris traitées

Expériences in Réduction de I’activité pro- (Demidenko et al. 2014)

vitro et in vivo sur  tumorigene des cellules sénescentes
Rapamycine mTOR SASP (i) jeunes souris (fibroblastes) face a des cellules

cancéreuses de prostate

Tableau 2 : Utilisation de sénolytiques dans les maladies liées a I'age

Différentes molécules comme par exemple le Navitoclax ont permis de comprendre 1’impact délétére que peuvent avoir les cellules sénescentes
sur la maladie de Parkinson (Bussian et al. 2018).

En effet, les molécules pro-apoptotiques ont été largement étudiées ces dernieres années en raison de la résistance des cellules sénescentes a
I’apoptose, caractéristique favorisant potentiellement leur accumulation au cours du temps.

La famille des protéines BCL-2, qui comprend les protéines suivantes BCL-2, BCL-XL et BCL-W se retrouve régulées a la hausse dans les cellules
sénescentes. En voulant cibler cette propriété anti-apoptotique des cellules sénescentes, 1’utilisation de médicament initialement destiné aux
traitements des cellules tumorales a été étudiée. C’est le cas notamment de la Quercetin (Figurel6 (i)), inhibiteur oral de la tyrosine kinase qui va
inhiber la capacité des cellules a se dupliquer et a migrer en induisant 1’apoptose des cellules traitées. Son utilisation a permis de mettre en lumiére

I’incidence que la sénescence des progéniteurs oligodendrocytaires a sur les déficits cognitifs liés a la maladie d’ Alzheimer (P. Zhang et al. 2019).

56



Dans un autre cote, la voie NF-kB est 1’un des principaux moteurs de la sécrétion du SASP et I’inhibition de sa fonction ou la neutralisation de
certains de ses composants constitue une stratégie efficace (ii). L utilisation de la metformine empéche la translocation de NF-kB dans le noyau ou
encore 1’utilisation de la rapamycine permet la régulation en amont de cette voie en inhibant mTOR (Figure 16 (ii)) diminue I’activité pro-tumorale

des cellules sénescentes (Demidenko et al. 2014).
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2.5.2. Les sénolytiques : bonne ou mauvaise idée ?
A T’heure actuelle, dans les stratégies visant a éliminer les cellules sénescentes, les chercheurs
jouent donc principalement sur le fait que les cellules sénescentes sont résistantes au processus
d’apoptose.
En effet, par le biais de molécules pro-apoptotiques, ils cherchent a contrer ce mécanisme de
résistance mais cela n’est pas sans consequence. Les cellules non sénescentes, elles aussi, sont
sensibles a ce type de molécules. La grande majorité des senolytiques utilisés sont issus de
stratégies anti-cancer et il est connu que cette stratégie vise a éliminer toutes les cellules, pas
seulement celles qui sont a 1’origine de la pathologie.
La non-spécificité des molécules sénolytiques nous fait penser qu’avant d’utiliser un composé
synthétique pour éliminer les cellules sénescentes qui s’accumulent et celles qui ne
s’accumulent pas, n’existe-t-il pas un moyen physiologique extrinseque de les éliminer ?
C’est 1a que le systéme immunitaire entre en jeu.
En effet, la découverte au fur et @ mesure de I’activation d’une réponse immunitaire au cours
de D’accumulation des cellules sénescentes nous a suggéré la présence d’une
immunosurveillance des cellules sénescentes au cours de leur apparition dans les tissus.
Comprendre comment les cellules sénescentes sont surveillées par le systeme immunitaire est
donc primordial afin d’établir de nouvelles stratégies pour réduire I’impact néfaste de la

sénescence sur les maladies liées a I’age.



3. Immunosurveillance des cellules sénescentes

3.1. Définition

Le concept de I’immunosurveillance a été initialement découvert en exposant a des
carcinogenes des souris immunocompétentes et des souris immunodéficientes. La comparaison
de I’incidence des tumeurs a montré une nette augmentation chez les souris immunodéficientes
prouvant donc toute 1’importance de la surveillance des cellules tumorales par les cellules
immunitaires. Ce phénomene est défini comme un mécanisme par lequel le systéeme
immunitaire détecte et élimine les cellules pré-malignes réduisant ainsi le risque de développer
un cancer.

Trés récemment, un article a montré que I’accumulation de cellules sénescentes dans plusieurs
organes provoque un vieillissement accéléré, cette accumulation exacerbée est di a
I’inactivation pour un géne codant pour la perforine-1, molécule cytolytique sécrétée par les
NK et les lymphocytes T CD8+ (Ovadya et al. 2018). Cet article met en évidence de fagon
claire la conséquence de la défaillance de I’immunosurveillance des cellules sénescentes dans
le vieillissement et permet de se demander comment les cellules sénescentes sont-elles
surveillées par le systeme immunitaire.

Par la multitude d’implications aussi bien bénéfiques que déléteres de la sénescence cellulaire,

un modele unique se détache (Figure 17).

Recrutementdes cellules immunitaires

. : s Réparation tissulaire
Clairance immunitaire

R EE ol10]010 Régénération
[0 (oJo] —. [o|o[o]o
FREE \ojLe) (s) (o) Anti-cancer

I - /Sasp
oJo[olo % oo PRRE
oloJolo] — [o|t)o]o] — [oi@o]o] —= Comment les cellules sénescentes sont-elles surveillées ?
FEEE PEEE PEEE

Erosion des téloméres 4

ROS Sénescence

D al'’ADN —

Stress Oﬁggggf;e,mémboﬁque Accumulation des cellules sénescentes

Inflammation chronique

Cancer ?

Déclin fonctionnel

Maladies dégénératives

Figure 17 : Principe de I'immunosurveillance des cellules sénescentes

59



Apres induction de la sénescence par différents dommages a I’ADN, le SASP sécrété par les
cellules sénescentes va étre en mesure de recruter au niveau de la Iésion des cellules
immunitaires. A partir de la, deux phénoménes sont possibles. Le premier, les cellules
immunitaires sont en mesure d’éliminer efficacement les cellules sénescentes conduisant le
tissu 1ésé a une régénération. Dans le cas ou, malgreé le recrutement des cellules immunitaires,
des dommages persistes s ‘additionnant également au vieillissement du tissu, cela provoque une
accumulation de cellules sénescentes. Le systéme immunitaire ne va pas plus étre en mesure de
les éliminer et de par le SASP, une inflammation chronique va s’installer. Aprés la mise en
place de cette inflammation chronique, ce phénomeéne va engendrer un déclin fonctionnel qui
va aboutir a ['émergence de maladies liées a [’dge. Figure inspirée de (Mufioz-Espin & Serrano
2014)

3.2. Activation du systeme immunitaire face aux cellules sénescentes
La recherche scientifique axée sur la surveillance immunitaire des cellules sénescentes est donc
un domaine dans lequel les études fleurissent d’années en années (Tableau 2).
Il y amaintenant plus de 13 ans que les premiéres preuves d une telle réponse ont été rapportées.
Dans 1’étude faite par Xue et al par la réactivation de p53 dans des tumeurs déficientes en p53,
cette réactivation a favorisé I’induction d’un programme de sénescence cellulaire (Paragraphe
2.4.2) (Xue et al. 2007). Ce programme est associé¢ a I’activation d’une réponse immunitaire
innée a montré par I’activation des transcrits spécifiques des cellules Natural Killer, des
macrophages et des neutrophiles. Cette activation immunitaire a permis une clairance tres nette
de la tumeur suggérant donc que le programme de sénescence fonctionne afin de prévenir le
développement du cancer.
L’année suivante Krizhanosky et al, ont signalé que la clairance immunitaire des cellules
sénescentes permettrait la résolution de la fibrose hépatique suite a une Iésion.
En effet, il a été constaté que les cellules immunitaires tels que les cellules Natural Killer, les
macrophages et les neutrophiles se trouvaient a proximité des cellules sénescentes dans les foies
fibrotiques. 1l a été démontré que les cellules stellaires senescentes activées générees lors de
lesions hepatiques sont tuées de préférence par les cellules NK autant in vitro que in vivo
(Krizhanovsky et al. 2008).
La clairance immunitaire des cellules sénescentes a donc empéché 1’exces de fibrose.
Suite a ces decouvertes, le réle des cellules sénescentes a également été mis en avant dans

d’autres modeéles de fibrose telle que la fibrose pancréatique (Fitzner et al. 2012).

60



En 2012, Sagiv et al, ont étudié les mécanismes favorisant I’¢limination des cellules sénescentes
par I’intermédiaire des cellules NK.

Il a démontré que I’exocytose des granules des NK était nécessaire a leur destruction. Les souris
présentant des défauts dans 1’exocytose des granules ont accumulées des cellules sénescentes
« en étoiles » dans le foie a la suite de Iésions entrainant une augmentation de la fibrose (Sagiv
et al. 2012).

A la suite de cette étude, les mémes chercheurs ont cherché a comprendre les mécanismes par
lesquels les cellules NK reconnaissaient et ciblaient spécifiquement les cellules sénescentes.
IIs ont découvert que les ligands MICA et ULBP2 d’un récepteur des cellules NK appelé
NKG2D sont constamment régulés a la hausse aprés induction de la sénescence réplicative, de
la sénescence induite par un oncogene, de la sénescence induite par un traitement anti-
cancéreux (ectoposide) dans des fibroblastes pulmonaires humains in vitro : les IMR-90.
L’augmentation de ces ligands activateurs des cellules NK se sont révélés primordiaux pour la
clairance immunitaire des cellules sénescentes et sont strictement dépendant d’une réponse de
dommage a I’ADN, leur expression continue est régulée par la voie de signalisation ERK.

En allant chercher plus loin, dans la fibrose hépatique faite chez des souris dépourvues de
récepteur NKG2D, ils ont prouvé que cela entrainait une trés forte fibrose avec accumulation
de cellules sénescentes leur permettant ainsi de justifier une nouvelle fois, I’importance de la
clairance des cellules sénescentes médiée par les NK (Sagiv et al. 2016).

Dans un autre exemple, dans le cadre les modifications utérines nécessaires pour favoriser
I’implantation embryonnaire, les cellules stromales endométriales deviennent sénescentes. En
réponse a I’inflammation induite par ces cellules endométriales, les cellules voisines liberent
de I’'TL-15 et attirent les NK. Les NK éliminent alors les cellules stromales sénescentes grace a
la présence des récepteurs NKG2D et DNAML1 par exocytose. Ce processus permettant de

préparer le tissu endométrial pour la phase suivante de la grossesse (Brighton et al. 2017)

Cette fois ci, dans un moléle murin d’induction de la sénescence par un oncogene (Ras), Kang
et al, ont démontré que les hépatocytes sénescents pré-malins subissent une clairance par les
lymphocytes T CD4+ (Kang et al. 2011).

La découverte de la présence de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe
Il (CMHII) sur les hépatocytes sénescents semblait étre importante pour leur destruction
directe. Cependant, la destruction des hépatocytes sénescents pre-malins par les lymphocytes

nécessitait la présence de macrophages et de monocytes.
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En effet, la déplétion des macrophages par le traitement au gadolinium a fortement réduit la
surveillance immunitaire des cellules sénescentes entrainant le développement de carcinomes
hépatocellulaires.

De plus, il est suggéré que pendant 1I’OIS, les mélanocytes expriment des molécules du CMH
de classe Il pouvant activer la proliferation des cellules T in vitro (van Tuyn et al. 2017).

In vivo, les mélanocytes exprimant un oncogéne non proliférant se localisent dans les ganglions
lymphatiques qui drainent la peau, ou ils induisent la prolifération des lymphocytes T et une
signature d’expression du geéne de présentation de I’antigeéne.

Les mélanocytes sénescents formeraient alors dans des naevus mélanocytaires bénins qui
persisterait dans le temps suggérant que les mécanismes immunitaires ne sont pas actifs.
Joselow et al, suggerent que les na&evus humains bénins présentent un sous-ensemble de
mélanocytes qui ont été « sélectionnés » pour une régulation a la baisse du CMH de classe 11
leur conférant un pouvoir d’évitement de I’immuno édition a médiation CMH II expliquant leur

persistance pendant des décennies (Joselow et al. 2017).

Grace a I’ensemble de ces études, I’implication de I’activation du systéme immunitaire dans
I’élimination des cellules sénescentes ne fait plus aucun doute et agit considérablement de fagon
bénéfique a la suppression d’une part de I’accumulation des cellules sénescentes pouvant étre

a ’origine des maladies liées a I’age mais également a la diminution de la tumorigénése.

3.3. Inhibition du systéme immunitaire par les cellules sénescentes

Alors qu’un certain nombre d’études ont démontré un impact physiologique positif par lequel
les cellules sénescentes favorisent leur clairance par intéraction avec le systéme immunitaire,
d’autres études ont suggérées qu’une réponse immunitaire médiée par la sénescence peut
également étre immunosuppressive jusqu'a favoriser I’apparition de tumeurs (tableau 2).

La premiére étude faisant état d’un tel effet des cellules sénescentes a été publiée en 2016 par
Eggert et al. La sénescence induite par I’oncogéne Ras dans les hépatocytes murins ont permis
d’inhiber la fonction des cellules NK par I’accumulation de cellules myé¢loides suppressives via
la sécrétion de cytokines comme CCL2. Ce recrutement de MDSC a permis la croissance
d’hépatocarcinome chez la souris et a montré pour la premiére fois un mécanisme pro-tumoral
des cellules sénescentes (Eggert et al. 2016).

Plus tard, Kim et ses collaborateurs ont identifié la régulation a la hausse de I’expression de

DPP4, protéine membranaire présente uniquement a la surface des cellules sénescentes.
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La surexpression de DPP4 permet aux cellules sénescentes de bloquer 1’action cytotoxique des
NK. L’élimination spécifique des cellules sénescentes par les NK a donc été rendue possible
par [utilisation d’un anticorps anti-DPP4, mentionnant une possibilité thérapeutique
intéressante (K. M. Kim et al. 2017).

Plus récemment, dans des fibroblastes dermiques sénescents, I’expression de la molécule du
CMH nommé HLA-E a été identifiée. Cette molécule HLA-E interagit avec le récepteur
inhibiteur NKG2A exprimé par les cellules NK et les T CD8+. L’expression de HLA-E a la
hausse dans les fibroblastes sénescents est visible aussi bien dans des coupes de peau de
personnes agées que de coupes issues de mélanocytes. Fait remarquable, le blocage de
I’intéraction entre HLA-E et du récepteur inhibiteur NKG2A stimule les réponses immunitaires
contre les cellules sénescentes in vitro. Cette étude constate donc que I’expression accrue de
HLA-E contribue a la persistance des cellules sénescentes dans les tissus par inhibition de la
clairance immunitaire (Pereira et al. 2019).

Ces deux récentes études soulignent le fait que les cellules sénescentes bien que par 1’action du
SASP sont capables de recruter et d’activer les cellules immunitaires pour médier leur propre
¢limination, serait également capable d’induire des mécanismes d’échappement immunitaire

provoquant leur accumulation.

3.4. Etat de I’art

De par les différentes études menées au cours des derniéres années, le rble de
I’immunosurveillance des cellules sénescentes a permis d’étre mieux appréhendé (Tableau 2).
Cependant, di a la limite de nos modeles d’études, ce n’est que principalement 1’implication
du systéme immunitaire inné qui a été étudié¢ dans des modeles d’induction de la sénescence
par I’activation d’un oncogene.

A noter que ce n’est que tres récemment que 1’étude plus physiologique des cellules en
sénescence réplicative a donné des perspectives intéressantes permettant de mettre en exergue

des fonctions également immunosuppressives des cellules sénescentes
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Types de cellules Contexte Population immunitaire Voie de Effet & long terme Références
sénescentes physiologique signalisation
Hépatocytes Induction Lymphocytes T CD4+ SASP Elimination de la tumeur (Xue et al. 2007; Kang et al.
précancéreux sénescents oncogenique dans le  Macrophages HLA/CMH de 2011; Sagiv et al. 2012)

foie Neutrophiles classe Il
Ganglions lymphatiques  Lymphome Macrophages TGF-B Mécanisme suppresseur de (Reimann et al. 2010)

tumeur

Hépatocytes stellaires Fibrose du foie Natural Killer SASP Limitation de la fibrose (Krizhanovsky et al. 2008; Sagiv

sénescents essentiellement Reconnaissance etal. 2012; Sagiv &
Présence de macrophages et ligand activateur Krizhanovsky 2013)
de neutrophiles NKG2D/ exocytose
Cellules sénescentes Carcinome du foie Natural killer Sénescence Elimination de la tumeur (lannello et al. 2013; lannello &

tumorales

(Activation de p53)

paracrine / NKG2D

Raulet 2014)

Hépatocytes stellaires Tumeur dépendante  Polarisation M1 SASP Elimination de la tumeur (Lujambio et al. 2013)

sénescents de p53

Cellules sénescentes par  Régénération Macrophages Sénescence Régénération (Yun et al. 2015)

irradiation (salamandre) Monocytes paracrine ?

Fibroblastes sénescentes ~ Sénescence Natural Killer Augmentation des  Elimination bénéfique (Sagiv et al. 2016)
réplicative, OIS ligands NKG2D

Hépatocytes Induction Macrophages Sénescence Echappement de la tumeur (Eggert et al. 2016)

précancéreux sénescents oncogénique dans le  Natural Killer paracrine par

foie

CCL2-CCR2




Fibroblastes sénescents ~ Cycle menstruel Natural killer Senescence Maintien de ’homéostasie (Brighton et al. 2017)
de ’endométre autocrine/ paracrine tissulaire
/ FOXO1/IL-8
Fibroblastes sénescents ~ Tissu Post-partum Macrophages SASP ? Maintien de I’homéostasie (Egashira et al. 2017)
de I"utérus tissulaire
Fibroblastes de Immunisation par Natural killer ? Vimentine et Elimination bénéfique (Frescas et al. 2017)
poumons sénescents fibroblastes Macrophages ? MDA-Vimentine
sénescents /phagocytose ?
Fibroblastes de Sénescence Natural Killer Anticorps anti- Mécanisme d’élimination des (K. M. Kim et al. 2017)
poumons sénescents réplicative DPP4 cellules sénescentes DPP4+
par ADCC
Mélanocytes sénescents  Mélanocytes - OIS Lymphocytes T Diminution CMH Mécanisme (van Tuyn et al. 2017)
classe Il immunosuppresseur
Barriére contre la
tumorigénese
Adénocarcinome Adénocarcicome Natural Killer Sénescence Mécanisme limitant (Stokes et al. 2019)
pulmonaire p53 paracrine ?
active
Fibroblastes dermiques  Biopsie de peau de Natural Killer HLA-E/ Mécanisme (Pereira et al. 2019)
sénescents patients &gées ou NKG2A/NKG2C immunosuppresseur

mélanome

ligand inhibiteur

Tableau 3 : Implication du systéme immunitaire dans I'élimination des cellules sénescentes
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3.5. Immunoseénescence

L’Immunosénescence désigne le déclin progressif du systéme immunitaire associé¢ a I’age qui
va contribuer a I’augmentation de I’incidence des maladies infectieuses et probablement a la
forte incidence du cancer chez les personnes agées.

L’Immunosénescence semble étre différente de la sénescence cellulaire mais des similitudes
sont retrouvées notamment avec 1’augmentation des marqueurs p16'N<A4 et p21¢1°2,

Ce phénomene lié a 1’age est a prendre en considération puisqu’il pourrait accentuer le rdle
délétere que les cellules sénescentes ont sur le systéeme immunitaire et favoriser ainsi

I’incidence que peut avoir la sénescence sur 1’apparition de maladies liées a 1’age.

3.5.1. Modifications du systeme immunitaire inné au cours du temps
La définition de I'immunosénescence du systéme inné est une réduction de la capacité de
traitement et de présentation de 1’antigéne associée a une diminution de la réponse aux stimuli
mais au maintien d’un état d’activation chronique.
Le vieillissement provoque une redistribution des sous-ensembles de cellules NK caractérisee
par une augmentation des cellules CD56dim matures et avec une réduction significative du
sous-ensemble de cellules NK CD56bright plus immatures (Campos et al. 2014).
Une augmentation des cellules NK CD56-CD16+ est également observée chez les donneurs
ageés et la proportion de cellules NK CD56bright a été inversement corrélée aux niveaux de la
Protéine C-Réactive (CRP), protéine liée a I’inflammation.
Il a été décrit que 1’dge et I'infection persistante du Cytomégalovirus (CMV) contribuent
grandement aux changements phénotypiques et fonctionnels des cellules NK chez les personnes
agées (Solana et al. 2014). Le vieillissement conduit a une altération de la capacité
immunoreégulatrice des cellules NK puisque la réponse des NK aux cytokines est réduite chez
les donneurs agés par rapport aux jeunes individus. De plus, la production de 1‘1FN-g par des
cellules NK non stimulées provenant de donneurs agés est altérée mais peut étre récupérée apres
stimulation de I’IL-2. Il a été rapporté la présence de marqueurs associés a la sénescence
(p16"™NKA4/p21C1P1) chez des macrophages considérés comme sénescents. De fagon intéressante,
I’analyse de I’expression des génes des macrophages dérivés de moelle osseuse issu de souris
déficientes en p16'™KA* a montré une baisse drastique de la régulation des génes associés aux
macrophages pro-inflammatoires et une hausse de la régulation des genes associés aux
macrophages anti-inflammatoires permettant donc de penser que le phénoméne de sénescence

favorise I’inflammation chronique (Calcinotto et al. 2019).



3.5.2. Modifications du systéme immunitaire adaptatif au cours du temps
L’immunosénescence adaptative est associée a une perte de la diversité du répertoire des
récepteurs des lymphocytes T ou B et a une altération de la formation de la mémoire
immunologique.

Ce phénoméne est donc la cause d’un contrdle inefficace des infections et des 1ésions tissulaires,
ainsi que d’une immunosurveillance tumorale déficiente associée &, un risque accru de
tumorigénése chez les personnes agées. Au cours du vieillissement, les lymphocytes B et T sont
menacés par la sénescence réplicative en raison de leur capacité innée de prolifération.

Il a été décrit in vivo, que les lymphocytes T et B, apres stimulation, subissent progressivement
une série de divisions cellulaires aboutissant a des caractéristiques de la sénescence (Hu et al.
1997; Chebel et al. 2009).

Les lymphocytes aux télomeres courts ne peuvent donc plus proliférer méme en présence de
molécules costimulatrices, sont résistants a [’apoptose. Cependant, ils ne sont pas
métaboliquement actifs alors qu’a contrario, les lymphocytes sénescents sont métaboliquement
actifs et expriment des niveaux élevés de marqueurs de la sénescence (Appay & Sauce 2008).
A savoir, que malgré le fait que les lymphocytes sénescents soient complétement anergiques,
ils sont encore actifs et produisent abondamment des cytokines pro-inflammatoires et des
médiateurs actifs pour les cellules NK.

Les lymphocytes T sénescents exprimant pl16 et p21 de fagcon importante, ont un sécrétome
spécifique caractérisé par la production d’IL-6, 8, 10, d’IFN-g et du TNF-a. lls peuvent par ce
biais, activer la sénescence des lymphocytes T de maniere paracrine en créant un environnement

inflammatoire complétement dérégulé.
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3.6. L immunothérapie des cellules sénescentes
Les stratégies immunothérapeutiques déja en cours de développement pour lutter contre le
cancer pourraient étre un jour réorientées afin de cibler spécifiquement les cellules sénescentes
et ainsi diminuer I’incidence des maladies liées a I’age.
L’identification de modifications de surface spécifiques des cellules sénescentes est alors
primordiale. Pour rappel, I’élimination des cellules sénescentes par des composés sénolytiques
n’étant pas réellement spécifique, seule 1’identification d’ un marqueur de surface spécifique ou
bien un marqueur intracellulaire permettrait une telle avancée en matiére de traitements.
L’étude qui a mis en évidence 1’augmentation de la protéine DPP4 a la sénescence réplicative
en est un bon exemple. Cette étude a évalué 1’utilisation potentielle de la DPP4 comme cible
membranaire afin de favoriser I’ADCC contre les cellules sénescentes (K. M. Kim et al. 2017).
Ils ont démontré que le criblage de DPP4 par un anticorps sensibilisait les cellules sénescentes
in vitro et provoquait leur élimination par 1’action cytotoxique des NK médié par le phénomene
d’ADCC. Cependant, des études supplémentaires seront nécessaires afin de découvrir si cette
élimination a un réel bénéfice sur une maladie liée a 1’dge. En effet, une difficulté
supplémentaire apparait. La protéine DPP4 est augmentée a la sénescence réplicative ce qui
pourrait témoigner de la découverte d’'un mécanisme physiologique permettant 1’accumulation
des cellules sénescentes dans les tissus mais est ce que cette augmentation est visible dans toutes

les senescences ? Est que cette augmentation est visible dans le cas par exemple de la BPCO ?

D’autre part, ’'un des mécanismes découvert rapidement et par lesquels les cellules NK
reconnaissent, tuent spécifiquement les cellules sénescentes est I’expression de surface des
ligands NKG2D (Sagiv et al. 2016). Cependant, les cellules sénescentes ne sont pas les seules
a les exprimer, c’est aussi le cas des cellules cancéreuses suggérant que le criblage de ces
ligands pourrait étre aussi bien bénéfique dans un contexte de cancer et d’accumulation de
cellules sénescentes au cours de maladies liées a 1’age (Spear et al. 2013).

Le developpement des Chimeric Antigen Receptor T cells (CAR-T cells) dans le traitement des
cancers a été une avancée majeure. Le principe est de modifier génétiqguement les lymphocytes
T pour leur permettre de reconnaitre des cellules cancéreuses afin de les éliminer. Serait-il
possible a terme d’utiliser des CAR NKG2D T cells dans les maladies liées a I’age comme I’ont

fait Deng et ses collaborateurs dans le cancer colorectal ? (Deng et al. 2019)

A terme, si de nouveaux marqueurs des cellules sénescentes sont découverts, puissions un jour

utiliser ce type de stratégie afin d’éviter leur accumulation ?
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Problématique
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Le vieillissement est caractérisé par un déclin progressif des fonctions physiologiques et de
I'homéostasie tissulaire (Lopez-Otin et al. 2013). Au niveau cellulaire, I'accumulation de
cellules sénescentes dans les tissus apparait comme un facteur clé du vieillissement et favorise
les maladies liées a I'age y compris le cancer (Tableau 1) (Mufioz-Espin & Serrano 2014; Childs
et al. 2015).

En effet, la sénescence de par la sécrétion des facteurs du SASP peut avoir des effets pro-
inflammatoires aboutissant a une inflammation chronique et a I’émergence autant de maladies
liées a I’age que du processus aboutissant a la cancérogénése (Campisi 2013).

Par conséquent, la lutte contre I'accumulation de cellules sénescentes dans nos tissus est une
stratégie thérapeutique étudiée afin de prévenir ou de retarder ses pathologies (van Deursen
2019). L'élimination de ces cellules sénescentes par des molécules sénolytiques ou a I’aide de
modeles génétiques murins a montré un réel bénéfice sur la durée de vie des souris en diminuant
les impacts néfastes liés a leur accumulation dans 1’étiologie des maladies liées a 1’age et
retardant ainsi le vieillissement (Tableau 2) (Baker et al. 2011; Demaria et al. 2014; Xu et al.
2018).

Cependant, la sénescence, bien qu’elle soit a ’origine de maladies liées a I’age, peut étre
bénéfique pour I'noméostasie des tissus. En effet, elle intervient dans les processus du
développement, dans le remodelage des tissus et la cicatrisation des blessures (Figure 12) tout
en étant rapidement éliminée faisant place a la restauration rapide de ’homéostasie du tissu 1ésé
(Krizhanovsky et al. 2008; Demaria et al. 2014; Yun et al. 2015).

La sénescence cellulaire est donc considérée comme une arme a double tranchant puisqu’elle
est capable d’une part de promouvoir des phénomenes bénéfiques en étant éliminée rapidement
mais d’autre part, semble avoir une place prépondérante dans le déséquilibre de I’homéostasie
tissulaire au cours du temps en s’accumulant.

Face a ces constats, une question principale se dégage : comment les cellules sénescentes
s’accumulent au cours du temps ?

L’hypothese émise est que ce phénomene peut résulter soit d’une augmentation de leur taux
d’apparition, soit d’une diminution de leur taux d’élimination ou peut étre le résultat d’une
synergie de ces deux processus. L’augmentation de leur taux d’apparition est envisageable
puisque nous savons que 1’accumulation progressive des altérations cellulaires est la cause du
vieillissement. Cette accumulation peut étre également renforcée par les cellules elles-mémes
de par leur capacité autocrine et paracrine médiee par les composants du SASP.

En revanche, I’élimination des cellules sénescentes est moins évidente.
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De par sa plasticité et sa participation a la maintenance dans 1’intégrité tissulaire de fagon
extrinséque, le systéme immunitaire est impliqué dans le processus d'‘élimination par un
phénomene appelé immunosurveillance.

Elle est suggérée pour étre impliqué dans la résilience des tissus et des cellules au cours du
vieillissement (Figure 17).

L’hypothése est que I’accumulation de cellules sénescentes semble modifier la communication
intercellulaire avec les composants du systéme immunitaire qui a leur tour peuvent interférer
sur la plasticité immunitaire et I'noméostasie des cellules, des organes et des organismes en
créant des maladies liées a I’age.

Il est intéressant de constater que 1’étude de I’immunosurveillance des cellules sénescentes au
cours des derniéres années a permis de mettre en exergue des mécanismes immunomodulateurs
majoritairement présents face a des cellules sénescentes induites par un oncogéne (Tableau 3).
En effet, le systéme immunitaire est capable d’¢éliminer les cellules sénescentes pour contrer,
par exemple la tumorigénese dans le cas de carcinome du foie ou intervenir dans les processus
de réparation tissulaire pour limiter le phénomeéne délétére de la fibrose (Xue et al. 2007,
Krizhanovsky et al. 2008).

En revanche, I’accumulation des cellules sénescentes et leur effet délétére sur le vieillissement
est exacerbé quand le systéme immunitaire est défaillant (Ovadya et al. 2018).

Savoir comment certaines cellules sénescentes persistent au cours du temps alors que d’autres
sont éliminées par le systeme immunitaire demeure donc une question fondamentale a laquelle
nous n’avons toujours pas de réponse claire.

Une problématique principale ressort de I’ensemble de ces questionnements sans réponse et

demeure ainsi la problématique majeure de mon travail de thése :

Comment les cellules sénescentes et cancéreuses

sont-elles surveillées par le systeme immunitaire ?

Au niveau moléculaire, deux événements jouent un role clef dans I’induction de la sénescence
au cours du vieillissement : le raccourcissement progressif de I'ADN télomérique due a
I’absence de la télomérase dans les cellules somatiques et la dégradation par le protéasome de
TRF2 via I’ubiquitinylation par Siahl qui favorise 1’activation des voies DDR conduisant
également a la sénescence. La situation est inverse dans les cellules cancéreuses ou TRF2 est

tres souvent surexprimé empéchant ainsi I’entrée en sénescence (Figure 1). Comprendre
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comment le systéme immunitaire peut interagir dans ces deux situations est donc capital.
Récemment, il a été démontré que la surexpression de TRF2 dans les cellules tumorales diminue
leur capacité a recruter et a activer les cellules Natural Killer (NK), cellules de I’'immunité innée
jouant un rdle capital dans 1’élimination des cellules tumorales, conduisant ainsi a une
augmentation de la croissance tumorale et a une diminution de la survie globale chez la souris
(Biroccio et al. 2013; Cherfils-Vicini et al. 2014; Cherfils-Vicini et al. 2019).

Comment les cellules tumorales Les cellules sénescentes réplicatives induisent-elles
échappent a 'immunosurveillance ? une réponse immunitaire ?
_ o L l & Télomérase, “Télomérase l
Inhibition du systéme immunitaire <+—— 7 TRF2 £ “ TRE2 — Immunosurveillance des cellules

sénescentes ?

Modification du
glycocalyx ?

] \ Quelle est 'implication du

Comment TRF2 régule %
les génes du glycocalyx ? glycocalyx dans

Cancer # TRF2 Sénescence Réplicative |'immunomodulation des cellules

\ sénescentes ?

A HS3ST4

Comment renforcer la fonction
immunitaire naturelle pour
éliminer les cellules sénescentes?
Comment la surexpression de TRF2
induit un phénoméne
immunosuppresseur ?

(D

Inhibition de I'activité
cytotoxique des Natural Killer

Biroccio*, Cherfils-Vicini* Nature Cell Biology, 2013
Cherfils-Vicini, Oncoimmunology. 2014 A Tumorigénése A Maladies liées a 'age

Figure 18 : Schématisation des problématiques découlant des Axes | et 11.

Pour comprendre quels étaient les mécanismes mis en jeu, une étude des protéines liant
I’ADN télomérique par ChIP-Seq a démontré que TRF2, en plus de son réle aux télomeres, est
également capable de se fixer a I’extérieur des télomeéres sur des séquences télomériques
interstitielles (ITS) favorisant la régulation d’un réseau de genes (Simonet et al. 2011). L’étude
des génes cibles de TRF2 a pu mettre en évidence que I'enzyme HS3ST4 (Héparane Sulfate 3-
O-sulfotransférase 4), impliquée dans la sulfatation des glycoprotéines du glycocalyx, est
modulée positivement par la surexpression de TRF2 et inhibe le recrutement des NK via une
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relation épistatique avec TRF2 (Biroccio et al. 2013). Ces résultats sont a 1’origine de la
découverte d'une toute nouvelle voie TRF2-dépendante, extrinseque aux cellules tumorales,
contrélant I'immunité anti-tumorale par la modification du glycocalyx. Cependant, le
mécanisme contrélant I’inhibition de la fonctionnalité des cellules NK est indépendant de
I’expression de HS3ST4 suggérant donc que d’autres genes et/ou populations immunitaires sont
a I’origine de cette inhibition.

Ainsi, dans ma premiére partie de thése, j’ai voulu comprendre les mécanismes
biologiques régissant ce phénomene d’immunosuppression lorsque la protéine TRF2 est

surexprimée.
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AXE 1 : Quels sont les mécanismes biologiques modifiant le glycocalyx et régissant ainsi

I’échappement immunitaire des cellules tumorales surexprimant TRF2 ?

Puisque I’activité cytotoxique des cellules NK semble étre indépendante de 1’augmentation de

HS3ST4, nous avons adressé la question suivante : (i) linhibition de [’activité cytotoxique des

NK est-elle la conséquence du recrutement de cellules immunosuppressives au sein de la

tumeur ?

Par le biais de xénogreffes, I’analyse des différents compartiments immunitaires interagissant
avec le microenvironnement tumoral surexprimant TRF2 ou non a été possible par cytométrie
en flux. Mes expériences ont montré un fort recrutement en cellules myéloides suppressives
(MDSC) au sein de la tumeur surexprimant TRF2 expliquant ainsi le phénoméne

immunosuppresseur trouve.

En essayant de comprendre (ii) comment TRF2 est capable de moduler [’expression de ses

génes cibles porteurs d’ITS appartenant au glycocalyx, j’ai émis I’hypothése que cette

régulation serait d0 a un mécanisme épigénétique permettant la transcription de ses géenes.
J’ail pu répondre a cette hypothése grace aux données disponibles sur ENCODE et a des

expériences de ChIP-gPCR faites sur des cellules surexprimant ou non TRF2.

Dans leur ensemble, grace a mon travail effectué dans le cadre de 1’axe I de ma thése, j’ai mis
en évidence un nouveau mécanisme d’immunosuppression des cellules tumorales médié par les
MDSC reliant la surexpression de la protéine TRF2 au remodelage du glycocalyx et ayant pour
conséquence I’augmentation de la tumorigénése (Cherfils-Vicini et al. 2019). Ce résultat lie
pour la premicre fois les télomeres, le glycocalyx et I’immunosuppression médié par TRF2 sous

couvert d’un mécanisme €épigénétique.

Afin de comprendre le mécanisme a 1’origine de 1’accumulation des cellules sénescentes au
cours du vieillissement, j’ai voulu savoir, dans un contexte ou TRF2 est naturellement diminué,
lors de la sénescence réplicative, si I’impact de cette diminution pouvait modifier également la
réponse immunitaire. A la lumiere des résultats obtenu dans 1’axe I, j’ai donc émis 1’hypothése
que le glycocalyx de la cellule en sénescence réplicative pouvait avoir des fonctions

immunoregulatrices.
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AXE 11 : Quelle est la contribution du glycocalyx dans ’immunosurveillance des cellules

sénescentes ?

TRF2 étant a I'origine d’un mécanisme immunosuppresseur meédié par le remodelage du
glycocalyx des cellules tumorales le surexprimant (Biroccio et al. 2013) et diminuant au cours
de la sénescence réplicative, j’ai voulu comprendre dans cette situation, quelle était I’impact du
glycocalyx sur I'immunosurveillance des cellules sénescentes.

Les données de la littérature ne sont basées uniquement que sur I’intéraction du systéme
immunitaire face a des cellules en sénescence induite par un oncogéne, savoir si (i) les cellules

en sénescence réplicative sont capables d’induire une réponse immunitaire est un point majeur.

Pour cela, grace a des xénogreffes de fibroblastes pulmonaires humains en sénescence
réplicative (MRCS), j’ai pu répondre a cette question.

Les fibroblastes en sénescence réplicative induisent un recrutement des cellules NK mais de
facon inattendue, leur fonctionnalité est diminuée. Ce phénoméne n’a pas été reproduit quand
les xénogreffes ont été faites aussi bien avec le surnageant de fibroblastes jeunes que de ceux
en sénescence réeplicative.

Ce résultat suggere donc la présence a la surface des fibroblastes sénescents est requise pour
moduler leur immunosurveillance.

De par les résultats liant surexpression de TRF2 et modulation du glycocalyx dans les cellules
cancéreuses, j’ai voulu savoir, dans le contexte de la sénescence réplicative ou TRF2 diminue

naturellement (ii) guelle est 'implication du glycocalyx dans ['immunomodulation des cellules

sénescentes ?

Gréace a une analyse de spectrométrie de masse faite en collaboration avec le Pr Allain Fabrice
a Lille, la différence dans la composition du glycocalyx des cellules en sénescence réplicative
face a des cellules jeunes a pu étre mise en évidence.

L’augmentation du ganglioside GD3 et de son enzyme de synthése ont été identifiée a la
sénescence réplicative mais également dans différentes sénescences induites par différents
stress (stress oxydatif, cassures de I’ADN, CCN1).

En revanche, I’augmentation de I’expression de GD3 et de son enzyme de synthése n’est pas
visible chez les cellules ou la sénescence a été induite par 1’activation d’un oncogene (OIS)
suggeérant donc un mécanisme bien distinct de celui étudié au cours de la sénescence réplicative
ou induite par stress genotoxique/oxydatif. En effet, ces cellules ne présentent pas de

phénoméne immunosuppresseur mais immunoactivateur suggérant la présence de deux
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sénescences distinctes ’'une médié par la présence de GD3 et 1’autre par son absence a la surface
des cellules sénescentes.

L’¢étude de I'impact de 1’augmentation de la régulation de GD3 a la surface des cellules
sénescentes sur la réponse immunitaire a été fait grace a des cocultures in vitro.

Pour déterminer si I’'immunomodulation médiée par les cellules sénescentes était bien GD3
dépendante, j’ai modulé I’expression de I’enzyme de synthése par shARN ou j’ai utilisé une
stratégie de dégradation des molécules immunogénes de GD3 (les acides sialiques) par
traitement enzymatique.

Enfin, il est apparu primordial de (iii) savoir si cette modification du glycocalyx pouvait étre

contourner afin de renforcer la fonction immunitaire naturelle pour éliminer les cellules

sénescentes ?

Cela a été rendu possible grace a I’utilisation d’un anticorps anti-GD3 au cours d’expériences
in vitro de coculture.

Afin de comprendre par quel mécanisme les cellules sénescentes sont capables de s’accumuler

au cours du temps, j’ai cherché a (iiii) savoir si ’augmentation du ganglioside GD3 dans les

cellules sénescentes pouvait étre a l’origine de ['apparition de maladies liées a [ 'dge.

Le modeéle de fibrose pulmonaire idiopathique a été choisi puisque chez la souris comme chez
I’Homme, I’accumulation des cellules sénescentes est le phénomene a 1’origine de la maladie
(Figure 15). La capacité immunomodulatrice de GD3 a été analyséee par coculture ex vivo des

cellules immunitaires provenant des poumons fibrotiques face a des cellules tumorales murines.

Ainsi, dans son ensemble, mon travail de these a permis de mettre en évidence deux
mécanismes distincts.

Le premier (Axe 1) par lequel les cellules cancéreuses surexprimant TRF2 échappent a
I’immunosurveillance tumorale. Plus précisément, la surexpression de TRF2 va induire
I’activation d’un réseau de geénes impliqués dans la biosynthése des composants du glycocalyx
par un mecanisme épigénétique. Cette régulation dépendante de TRF2 va induire un
recrutement des MDSC au sein de la tumeur et va conduire a I’inhibition de la cytotoxicité des
NK favorisant ainsi la tumorigénése jusqu’a la métastase des tumeurs (Cherfils-Vicini et al.
2019). Les questions posées au cours de 1’axe II m’ont permis de mettre en évidence un
phénomene par lequel les cellules sénescentes humaines et murines peuvent étre
immunosuppressives grace a la surexpression du ganglioside GD3 a leur surface, suggérant un
programme cellulaire d’échappement au systéme immunitaire pouvant favoriser leur

accumulation et leur maintien au cours de la fibrose pulmonaire (lltis et al, en préparation).
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Résultats
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« Lorsque les sciences dévoilent les secrets de la nature, ce que celle-ci perd de mystérieux,
elle le gagne en merveilleux. »

Paul Carvel — Mots de téte
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AXE 1 : Quels sont les mécanismes biologiques modifiant le glycocalyx et régissant ainsi

I’échappement immunitaire des cellules tumorales surexprimant TRF2 ?

Pour répondre a cette problématique, j’ai donc étudié d’une part le réle de la surexpression de
TRF2 dans I’immunosurveillance des cancers et d’autre part, j’ai essayé de comprendre
comment TRF2 est capable de moduler I’expression de génes cibles appartenant au glycocalyx.
J’ai ainsi participé a la mise en évidence que la surexpression de TRF2 induit I’échappement
de la tumeur par le recrutement et I’activation des MDSC via un mécanisme épigénétique
(Cherfils-Vicini et al. 2019). Le travail que j’ai fourni au cours de cette étude m’a permis de

publier en tant que deuxiéme auteure dans le journal EMBO ci-joint apres.

Cherfils-Vicini J, lltis C, Cervera L, Pisano S, Croce O, Sadouni N, Gyérffy B, Collet R,
Renault VM, Rey-Millet M, Leonetti C, Zizza P, Allain F, Ghiringhelli F, Soubeiran N, Shkreli
M, Vivier E, Biroccio A & Gilson E (2019) Cancer cells induce immune escape via
glycocalyx changes controlled by the telomeric protein TRF2. The EMBO Journal 38

En effet, j’ai montré que la surexpression de TRF2 induit le recrutement et I’activation des
PMN-MDSC, cellules disposant de capacités immunosuppressives permettant a la tumeur
d’échapper aux cellules immunitaires notamment aux cellules Natural Killer en bloguant leur
activation (Cherfils-Vicini et al. 2014). L’étude des génes cibles de TRF2 ayant déja mis en
évidence la modulation positive de I’enzyme HS3ST4 (Biroccio et al. 2013) par la capacité de
TRF2 a se fixer a ’extérieur des télomeéres (ITS) (Simonet et al. 2011), m’a permis de mettre
également en évidence la modulation positive de génes impliqués dans le glycocalyx tels que
Glypican 6, Versican et Lipocaline 2.

En essayant de comprendre comment TRF2 module 1’expression de ses genes cibles porteurs
d’ITS, j’ai émis I’hypothése que cette régulation serait di a un mécanisme éepigénetique
permettant la transcription de ses génes. En effet, par ’analyse des données de ChIP-Seq pour
les marques épigénétiques disponibles dans ENCODE et en réalisant des expériences de ChIP-
qPCR a I’aide de cellules surexprimant ou non TRF2, j’ai pu mettre en évidence un fort
enrichissement de 1’acétylation de la lysine 27 de I’Histone H3 au niveau des ITS des genes
cibles de TRF2. La présence de cette marque activatrice de la transcription a permis de
découvrir une toute nouvelle voie épigénétique contr6lée par TRF2 sur la régulation de
I’expression de geénes impliqués dans le glycocalyx et I’immunosuppression des cellules

cancéreuses.
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Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) are immature myeloid
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growth. In this study, we describe a mechanism by which cancer
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recruitment of MDSCs, their activation via the TLR2/MyD88/IL-6/
STAT3 pathway leading to the inhibition of natural killer recruit-
ment and cytotoxicity, and ultimately tumor progression and
metastasis. The clinical relevance of these findings is supported by
our analysis of cancer cohorts, which showed a correlation
between high TRF2 expression and MDSC infiltration, which was
inversely correlated with overall patient survival.
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Introduction

Telomeres are key features of linear chromosomes that preserve
genome stability and function. Variations in the telomere state are
critical for cell senescence, stem cell biology, and cancer develop-
ment (Blackburn et al, 2015). Human telomeres are composed of
repeated TTAGGG DNA sequences and require the enzyme telom-
erase for full replication (Gilson & Géli, 2007). To prevent unwanted
activation of the DNA Damage Response (DDR), telomeric DNA is
associated with shelterin, a protein complex composed of six
different subunits (TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1, and POTI
(Giraud-Panis et al, 2013). During oncogenesis, telomere shortening
is associated with apparent antagonistic outcomes; it both favors
cancer initiation through mechanisms involving genome instability
(Artandi et al, 2000) and prevents cancer progression by activating
the DNA Damage Response (DDR) checkpoint to behave as a cell-
intrinsic proliferation barrier (Gonzalez-Sudrez et al, 2000). Conse-
quently, telomerase reactivation is crucial for cancer progression and
nearly 90% of human cancers exhibit upregulation of telomerase
(Kim et al, 1994). Therefore, telomeres are considered potential anti-
cancer targets; to date, most studies of telomeres have focused on
cell-intrinsic proliferation barriers initiated by telomerase inhibition
(Jafri et al, 2016) and more recently TRF1 inhibition (Bejarano et al,
2017). A disadvantage of these therapeutic approaches is the pro-
aging effects of telomere deprotection in normal tissues.

The expression of the key shelterin subunit TRF2 is regulated by
several cancer-associated signaling molecules including p53 (Fujita
et al, 2010), Wnt/p-catenin (Diala et al, 2013), and WT1 (Wagner
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et al, 2014) and has been reported to be upregulated in a large panel of
human cancers, in association with poor prognosis (Nakanishi et al,
2003; Diehl et al, 2011; Biroccio et al, 2013; Benhamou et al, 2016). In
various mouse models, TRF2 inhibition has been shown to impair
tumorigenesis independently of its functions in telomere protection
and maintenance, but via cell extrinsic effects on immunosurveillance
and angiogenesis, suggesting TRF2 to be a potential target in anti-
cancer therapies without pro-aging telomere deprotective effects
(Biroccio et al, 2013; El Mai et al, 2014; Zizza et al, 2019). However,
the mechanisms by which TRF2 exerts these multiple oncogenic func-
tions, as well as their impact on overall survival (OS), tumor relapse,
metastasis, or treatment response remain largely unknown.

An efficient antitumor immune response is of paramount impor-
tance to restrain cancer progression and metastasis, as well as for
successful chemotherapy or immunotherapy (Fridman et al, 2017).
Because cancer cells possess a variety of sophisticated mechanisms
to bypass their recognition and elimination by the immune system
(Vesely et al, 2011), targeting these pathways represents an
unprecedented opportunity for cancer treatment (Galluzzi et al,
2015; Restifo et al, 2016). Among the immunosuppressive proper-
ties of tumors, the recruitment and activation of myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) facilitate cancer progression (Veglia et al,
2018). Although the role of systemic and cancer-associated inflam-
mation in this process has been established (Ostrand-Rosenberg &
Fenselau, 2018), little is known about the specific pathways by
which cancer cells control the immunosuppressive functions of
MDSCs and how the cell-surface molecules of cancer cells can trig-
ger MDSC activation; in particular, the impact of the extracellular
matrix and glycocalyx in cancer tissues on MDSC remains elusive.

Previously, we revealed the role of TRF2 in the regulation of the
HS35T4 gene, which encodes an enzyme involved in the sulfation of
the heparin sulfate moiety of proteoglycans, preventing the recruit-
ment of natural killer (NK) cells (Biroccio et al, 2013). However, we
were unable to decipher the mechanism by which HS35T4 expres-
sion and possibly heparin sulfate proteoglycan (HSPG) biosynthesis
keep NK cell activation in check. In this study, we analyzed the
tumor immune microenvironment of TRF2 overexpressing tumors
in innate immunity competent nude mice xenografted with human
transformed fibroblasts (Hahn et al, 1999; Hahn & Weinberg, 2002)
and in fully immunocompetent mice grafted with mouse melanoma
cells (B16F10) (Cheli et al, 2012). We found that cancer cells
recruited and directly activated MDSCs in a TRF2-dependent man-
ner, dampening NK and CD8" T cell cytotoxicity. Moreover, we
showed that this MDSC function of TRF2 was associated with its
ability to control the glycocalyx structure by acting as a master regu-
lator of the transcription of three genes involved in HSPG biosynthe-
sis. Overall, our results reveal an immunosuppressive mechanism
linking the telomeric factor TRF2 to the glycocalyx and MDSCs,
which suggests that targeting TRF2 can counteract the immune
escape of cancer cells without inducing telomere deprotection.

Results
TRF2 triggers an immunosuppressive tumor microenvironment

Using the B16F10 melanoma mouse model, we analyzed the effects
of TRF2 on intratumoral immune cell infiltration (Fig 1A). Ten days
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after tumor injection, TRF2 overexpression (conversely, TERF2
knockdown) did not affect global immune cell infiltration (CD45")
or global CD4"*, CD3", or CD8" T cell infiltration (Fig EV1A). How-
ever, intratumoral MDSC infiltration (CD11b™ GR1™ expressing
cells) was strongly dependent on the level of TRF2; its upregulation
increased MDSC infiltration by approximately 2.5-fold, whereas its
downregulation decreased infiltration (Fig 1A). Notably, the intratu-
moral ratio between the two MDSC subpopulations (polymorpho-
nuclear MDSCs [PMN-MDSCs] and monocytic MDSCs [M-MDSCs])
was consistent with the findings of a previous report (Fig EV2E and
F; Kumar et al, 2016b). Upon TRF2 upregulation, this ratio shifted
toward more PMN-MDSCs (Fig EV2E and F). In addition to MDSC
infiltration, TRF2 upregulation (or downregulation) increased (or
decreased), respectively, CD25" Foxp3 " regulatory T cell (Treg) infil-
tration and decreased (or increased), respectively, activated CD25*
Foxp3-T cell infiltration (Fig EVIB and C) and NK cell recruitment
(Fig EV1D). Similarly, xenografted tumors derived from immortalized
RasV12 human skin fibroblasts (named BJcl2; Biroccio et al, 2013)
injected into nude mice, which are immunodeficient for T cells
compartment but still have an active innate immunity including NK
cells, exhibited increased or decreased infiltration of MDSCs upon
TRF2 overexpression or knockdown, respectively (Fig EV1E).

We used a Matrigel plug assay to analyze the early immune
responses triggered by cancer cells with various TRF2 expression
levels (Fig 1B). As observed in tumors, overexpression (knock-
down) of TRF2 increased (or decreased) MDSC recruitment, respec-
tively (Figs 1C and EV1F). In addition, using phosphorylated STAT3
(pSTAT3) as a marker for MDSC activation and known regulator of
the immunosuppressive functions of MDSC (Marvel & Gabrilovich,
2015), we observed that the TRF2 level was correlated with MDSC
activation (Figs 1D and F, and EV1F). The proportion of IFN-y* NK
cells was negatively correlated (R? = 0.5117, P = 0.0003) with the
pSTAT3 level in MDSCs and with TRF2 expression in cancer cells
(Fig 1F), indicating that TRF2-dependent MDSC recruitment in vivo
is associated with inhibition of NK cell cytotoxicity. In the same
Matrigel plug assay, we observed that the expression of three
immunosuppressive molecules, arginase 1 (Arg-1), IL-10, and TGF-f
(Ostrand-Rosenberg & Fenselau, 2018), which are expressed by
MDSCs to trigger NK and T cell suppression (Gabrilovich & Nagaraj,
2009; Nagaraj & Gabrilovich, 2012; Sceneay et al, 2012), is upregu-
lated when TRF2 is overexpressed (Fig EV1G) and is correlated with
the level of pSTAT3 in infiltrating MDSCs (Fig 1G-; r* = 0.7077,
P < 0.0001 for arg-1; * = 0.3669, P = 0.0046 for tgf-f; r* = 0.7418,
P < 0.0001 for il-10). Overall, these results show, using a tumor
growth experiment or Matrigel plug assay with B16F10 mouse mela-
noma cells implanted into immunocompetent mice and human
BJel2 cells xenografted in Nude mice that a high level of TRF2 in
cancer cells induces a strong immunosuppressive tumor microenvi-
ronment by promoting MDSC and Treg cell infiltration and inhibit-
ing NK cell recruitment and degranulation.

TRF2 promotes tumorigenesis and metastasis in an MDSC-
dependent manner

Next, we determined whether the pro-tumorigenic and immunosup-
pressive effects of TRF2 overexpression are dependent on MDSCs.

MDSCs were selectively depleted in mice by repeated injection of
anti-GR-1 antibodies (Kumar et al, 2016a; Svoronos et al, 2017).
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Figure 1. TRF2 overexpression triggers an immunosuppressive tumor microenvironment.

A B16F10 melanoma cells with either mTRF2 overexpression or knockdown were inoculated into the backs of immunocompetent mice. The percentages of
intratumoral CD11bHi GR1HI MDSCs (n = 10 mice), CD25* Foxp3* regulatory T cells (Tregs), or CD25* Foxp3-activated T cells (n = 5 mice per group) among CD45%
cells were analyzed by fluorescence-activated cell sorting (FACS) and represented as box plots

B-E Schematic representation of the experiment (B). TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown B|cl2 cells were inoculated into the backs of immunodeficient mice in the
presence of Matrigel. Five days later, the percentage of immune cells infiltrating the Matrigel plugs of CD11bHi GR1Hi MDSCs (C), the intranuclear staining of
PSTAT3 (D), and CD3~ NKp46* and IFN-y* among CD3~ NKp46™ NK cells (E) were determined by FACS (n = 5 mice per group).

F-I Linear correlation plot of the percentage of IFN- v* NK cells, the mean of fluorescence intensity (MFI) of pSTAT3 for MDSCs, and the expression of TRF2 (r* = 0.5177;
Pearson’s correlation, P = 0.003) (F); the mRNA expression level in the Matrigel plugs of argl, pSTAT3 MFI, and TRF2 expression (* = 0.7077; Pearson’s correlation,
P < 0.0001) (G); the mRNA expression level in the Matrigel plugs of tgf, pSTAT3 MFI, and TRF2 expression (~* = 0.3669; Pearson’s correlation, P = 0.0046) (H) and
the mRNA expression level in the Matrigel plugs of il-10, pSTAT3 MFI, and TRF2 expression (* = 0.7418; Pearson's correlation, P < 0.0001) (I).

Data information: Data are presented by box plots min to max showing all points with median. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001; Mann-Whitney
test. In (F-1), Pearson correlation and P-values are indicated.

Indeed, such a treatment abolished the intratumoral infiltration of  overexpression were obliterated in these MDSC-depleted mice
MDSCs, in particular PMN-MDSCs (Figs 2G, K and M, and EV2E  (Figs 2A-F and EV2A and B). The ability of TRF2-overexpressing
and F). The pro-tumorigenic and metastatic effects of TRF2  cancer cells to metastasize was strongly reduced when MDSCs were
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depleted, either when we searched for natural diffusion of cancer
cells into the lungs (GFP* cells infiltrating lungs) from a primitive
subcutaneous tumor (Figs 2C and EV2B) or when we used the clas-
sical metastasis model by intravenous injection into the tail vein
(Fig 2D-F). In both cases, MDSC depletion was sufficient to inhibit
the increased number of GFP " cells infiltrating the lungs, the num-
ber of nodules, or the metastasis burden induced by TRF2 overex-
pression. Although MDSC depletion did not alter the infiltration of
CD45, CD3, CD4, or CD8 cells (Fig EV2C), it reversed the immuno-
suppressive tumor microenvironment created by TRF2 upregulation
(i.e., Treg cell infiltration) (Fig 2G), NK cell inhibition (Fig 2H), and
CD8" T cell inhibition (Fig 2I). This rescue by MDSC depletion of
the TRF2-dependent immunosuppressive environment was con-
firmed by a Matrigel plug assay (Figs 2J-M and EV2F-K). Overall,
these results show that TRF2-mediated regulation of MDSCs plays a
central role in the TRF2-dependent increases in tumorigenicity and
metastasis, shaping the tumor immune microenvironment.

Cancer cells directly activate MDSCs in a TRF2-dependent
manner via the TLR2/MyD88/IL-6/STAT3 pathway

The above-mentioned results suggest that the immunosuppressive
environment controlled by the level of TRF2 in cancer cells results
from MDSC recruitment and/or activation. Therefore, we explored
whether MDSCs are directly regulated by cancer cells as a function
of the TRF2 level. We co-cultured BJcl2 or B16F10 cells in the pres-
ence or absence of TRF2 overexpression, in a mouse MDSC line
(MSC2 cells; Bruchard et al, 2012) and analyzed the pSTAT3 level
in M5C2 cells (Figs 3A and B, and EV3A-C). In TRF2-overexpres-
sing cancer cells, the pSTAT3 level was significantly increased in
MSC2 cells, whereas it was decreased after TERFZ2 knockdown in
cancer cells (Figs 3B and EV3C). Interestingly, when the pSTAT3
level was assayed after co-culture with conditioned medium
(Fig EV3D), we detected no differences (Fig EV3E), suggesting that
cell contact is required. Next, we investigated whether MDSCs are
activated by TRF2-overexpressing cancer cells via the Toll-like
receptor (TLR)/MyD88 pathway (Fig 3C-E). After determining the
optimal concentration of each inhibitor (Fig EV3G and H), we co-
cultured BJcl2 cancer cells in the presence or absence of TRF2 over-
expression and MSC2 cells in the presence or absence of a TLR4
antagonist (lipopolysaccharide [LPS-RS]), an anti-mouse TLR2-
blocking antibody, or a MyD88-inhibitory peptide. The blocking of

Julien Cherfils-Vicini et al

TLR4 by LPS-RS did not affect the level of pSTAT3 in MSC2 cells;
however, treatment with the anti-TLR2 antibody or anti-MyD88 pep-
tide was sufficient to inhibit the increase of pSTAT3 in MSC2 cells
co-cultured with TRF2-overexpressing cancer cells (Figs 3D and
EV3F). Since the TLR2/MyD88 pathway does not directly trigger
STAT3 phosphorylation, we explored whether activation of the
TLR2/MyD88 pathway induces a secondary signal that leads to
STAT3 phosphorylation, specifically focusing on IL-6 (Skabytska
et al, 2014). We assessed whether a mouse-specific anti-IL-6 block-
ing antibody or JAK1/2 inhibitor (Ruxolitinib) can block the
increase of STAT3 phosphorylation induced by TRF2 overexpression
(Figs 3E and EV3G and H). Adding rat IgG2a isotypic control to the
co-culture did not affect the increased pSTAT3 level; however, inhi-
bition of mouse IL-6 or JAK1/2 completely inhibited this increase.
Taken together, these data show that overexpression of TRF2 trig-
gers the TLR2/MyD88 pathway in MDSCs, which in turn favors
STATS3 phosphorylation in an IL-6/JAK1/2-dependent manner.

The TRF2-mediated activation of MDSCs inhibits NK cell function

We assessed whether the dosage of TRF2 in cancer cells affects the
immunosuppressive capacity of MDSCs on NK cell activation using
an in vitro suppression assay (Figs 3F-H and EV3J-M). The overex-
pression or knockdown of TRF2 in BJcl2 cells (Fig 3F-H) or B16F10
cells (Fig EV3J-M) was conducted in co-culture with MSC2 cells for
18 h; MSC2 cells were then sorted by fluorescence-activated cell
sorting (FACS) (Figs 3F and EV3J and K). Simultaneously, NK cells
poly I:C-primed in vivo for 18 h were sorted by FACS (Figs 3F and
EV3J and K). Sorted MSC2 and NK cells were then co-cultured for
18 h at a 1:1 ratio and finally challenged by adding the target cells
(YAK-1 or 3T3 cells) for 4 h (Figs 3F and EV3K). NK cell degranula-
tion capacity and IFN-y production were determined by flow cytom-
etry (Figs 3G and EV3L and M), and the cytotoxicity of NK cells
toward the target was assessed using a viability assay (Fig 3H).
After co-culturing MSC2 and cancer cells, we noticed that TRF2
overexpression in cancer cells increased the number of MSC2 cells
(Fig EV3I), suggesting that TRF2 enhances MDSC proliferation.
Interestingly, this proliferative effect was not altered when IL-6 was
blocked, but was strongly reduced when JAK1/2 was inhibited, sug-
gesting that TRF2 enhances MDSC proliferation in a JAK/STAT-
dependent manner. We also observed that direct co-culture of TRF2-
overexpressing cancer cells and MSC2 cells, either with Blcl2

Figure 2. TRF2 promotes tumorigenesis and metastasis in an MDSC-dependent manner.

A-C B16F10 melanoma cells with or without mTRF2 overexpression were inoculated into the backs of immunocompetent mice and treated with anti-GR1 antibody or
isotypic control (200 pg/IP). The tumor volume was determined every 2 days using hemi-ellipsoid formula (B). On day 19 of the tumor growth experiment, the
percentages of GFP* cells infiltrating the lungs were determined by FACS and presented as the number of GFP* cells/mg lung tissue (C).

D-F B16F10 melanoma cells with or without mTRF2 overexpression were inoculated into tail vein of immunocompetent mice and treated with anti-GR1 antibody or
isatypic control (200 pg/IP) every 3 days. On day 21, lung metastasis was analyzed by counting macroscopic metastatic nodules and hematoxylin and eosin (H&E)

staining (E and F), scale bars = 500 pm.

G-l Tumar-infiltrating immune cells from tumors of the experiment shown in (A) were analyzed by FACS: MDSCs and CD25* Foxp3* Tregs (G), NK cells (H), and CD8* T

cells {I).

J-M  BJcl2 cells with or without hTRF2 overexpression were inoculated into the backs of immunodeficient nude mice and treated with anti-GR1 antibody or isotypic
control (200 pg/IP) as indicated in (J) and NK cells recruitment, degranulation, and MDSC infiltration were manitored by FACS (K-M). Density plot of CD11b™ GR1™
MDSC staining in control or anti-GR1-treated Matrigel plugs (K). Box plots of the percentages of infiltrating or activated NK cells (CD107a or CD69) (L), of CD11b"™
GR1™ MDSC or NKp46* NK cells (M) infiltrating the Matrigel plugs assay among the CD45* cells.

Data information: Data are presented by box plots min to max showing all points with median corresponding to the percentages of each cell population among CD45*
cells or the indicated parent population or the number of lung nodules. Tumor volume is presented in mm® along the time in days. All experiments are performed with

n = 8 mice per group; *P < 0.05, **F < 0.01, and ***P < 0.001; Mann-Whitney test.

4 of 20 The EMBO journal €100012 | 2019

© 2019 The Authars

87



Julien Cherfils-Vicini et al

A LP Eoc_pg."miee . B -+ B16 OE mTRF2 + Isorg\e
Isotype or anti GR-1 antibody 2000~ -©- B16 OE mTRF2+ anti GR1
I -+ B16 GFP + Isotype  »
d0  di2 di4 d16 d18 d20 3 - B16 GFP +antfGR1
] I E 1500
SC inj. B16 GFP or FACS g u "
B16 OE TRF2 GFP analysis S 1000 -
g '}
. 2 500 falns
D |.P. 200ug/mice
Isotyia or anti GR-1 antibody
Qe
W 0 5 10 15
d0 d3 d6 d9 d12 d15 d18d21 +

o i

IV inj. B16 GFP or Lung analysis

isotypic control or anti GR-1

The EMBO Journal

—_
=
ey

ns_

Metastatic GFP+
cellsimg tissue
Q
=N

o
BI6GFP + - + -
B16 OEmTRF2 GFP - + - +
Isotypic control + +
antiGR1 -~ - * ¥

B16 OE TRF2 GFP Foos; = Go 4 N —
Sk -
§ hE L 8 " Ls
204 ns o
Isotypic control anti GR-1 § s 3 E 60,
B16 GFP mTRF2GFP GFP mTRF2 GFP g 15 ns % &
= F 2 3.40— @
=]
510 b= 2
z o
5 o 14 3 20
5 [a]
2T e d
0- 0- 0fr———
BI6GFP + - + - BI6GFP+ - + - o+ -
’ B16OEmTRF2GFP - + - + B16OEmMTRF2GFP - + - + -+ - s
i 28 2 4 Isotypic control + + - - Isotypic control + + - - + o+
antiGR-1 - - + + antiGR-1 - - + + R + 1+
H NK cells | T cells
. —ns__ _ns
ek - w1 80 -
6 e NS gau- e P 2100 ——5— o 150, s
a |- 3 8 S5 NS. [\ m——
3 X 60; E 601 80 E M55 ns
&* & : S 60 g 100
3 £ 40; @40 a 8
z 8 g © 40
£ 2 g & 50
° 5 20/ S 20, e
B 2 2 O 20 ;é
S
0l—- 0 [ - o
B16GFP 4+ - . -4 - + - 4+ - o= 4 - - 4 -
B16 OE mTRF2GFP - + - + -4 -+ -+ -+ -+ + £ - 4
Isotypic control + + + 4+ + o+ - - + o+ - - o+ - -
antiGR-1 - - + + + + - + o+ - -+ - - +
J |.IP. 200pg/mice Isotypic control anti-GR1

Isotype or anti GR-1 antibody

'/(Z:A d+4 d‘-bz jo dt d+4 df

BJcl2 GFP BJcl2 OE hTRF2 GFF

BJ::I2 GFP BJcl2 OE hTRF2 GFP

£h
{ i

BJcl2 +/- hTRF2 FACS
in matrigel analysis
ns "
- =1 o ko
Lg 40 s *ex NS P 80, , =r M 40 *‘*n
s ’ s ] e Pres L2}
x x 3 ee 3
< 30 Z 60 8 50! 3
+ + Q 4
5 @ 1]
5 & b :
§20 2 40 2 820 <
3 g 2E 5
210 Q # 20 g m@ i i 2
[ 00— T 0 —
BJcl2GFP + - + - + -+ - + - 4 -
BJcl2 OE hTRF2GFP - + - + -+ - 4 £ -+
Isotypic control + + - + + - + + - =
anti GR-1 - =+ + - - + + - -+ o+

Figure 2.

© 2019 The Authors

oo+
+ +
o

+ 0 4+

The EMBO journal e100012|2019 5 of 20

88



The EMBO journal

(Fig 3G) or with B16F10 cells (Fig EV3L and M), significantly
decreased NK cell degranulation and IFN-y production. Inversely,
TRF2 knockdown in cancer cells led to significant increases in NK
cell degranulation capacity and IFN-y production (Fig EV3L and M).
Overexpression of TRF2 not only inhibited NK cell functionality but
also strongly affected NK cell cytotoxicity (Fig 3H). Since we
observed that STAT3 phosphorylation was dependent on the IL-6/
JAK1/2 pathway, we explored whether inhibition of JAK1/2 or IL-6
was sufficient to reverse the inhibitory effect on NK cell functional-
ity. Interestingly, we observed that blocking IL-6 or JAK1/2 restored
NK cell degranulation (Fig 3G) and killing capacity (Fig 3H), which
were inhibited by TRF2 overexpression. Taken together, our data
show that direct contact between TRF2-overexpressing cancer cells
and MDSCs is sufficient to trigger TLR2 signaling, which enhances
the immunosuppressive capacity of MDSCs on NK cells via an IL-6/
JAK1/2-dependent mechanism.

TRF2 regulates the expression of ITS-associated genes involved in
glycocalyx synthesis

Next, we assessed the mechanism by which TRF2 controls the ability
of cancer cells to recruit and activate MDSCs. Because TRF2 binds an
extratelomeric range of TTAGGG repeats (ITSs) (Simonet et al, 2011,
Yang et al, 2011) to regulate the expression of HS35T4 (Biroccio et al,
2013), a gene involved in HSPG biosynthesis, and as HSPGs shape
the tumor microenvironment and promote tumor growth (Knelson
et al, 2014; Hammond et al, 2014), we systematically searched the
genome for ITS-associated genes (Dataset EV1) involved in HSPG
biosynthesis using the Reactome online tool (http://reactome.org/Pa
thwayBrowser/) (Dataset EV2). This search revealed two ITS-asso-
ciated genes in addition to HS35T4: VCAN, whose product activates
the TLR2 pathway (Kim et al, 2009), and GPC6, which encodes glypi-
can 6 (Dataset EV2). The expression of GPC6 and VCAN was depen-
dent on TRF2 expression, at both the RNA and protein levels (Figs 4A
and EV4A-C). These results indicate that TRF2 behaves as a tran-
scriptional regulator of three HSPG-related genes. Therefore, we
examined whether the binding of TRF2 to ITSs induces chromatin
changes involved in transcriptional regulation. Using Encode data
(Fig 4B and C), we evaluated the specific enrichment of the activating
mark H3K27ac in a large set of TRF2-bound ITSs (Figs 4B and C, and
EV4H and Dataset EV4). This specific enrichment of ITS chromatin in
H3K27ac is conserved through evolution (Fig EV4D-H and Dataset
EV3), suggesting that it plays an important role. Interestingly, almost
all the genes for which we previously revealed an ITS by TRF2 ChIP-
seq (Simonet et al, 2011) are also identified in the H3K27ac ChIP-seq
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from ENCODE (Figs 4B and EV4H). We then tested whether the bind-
ing of TRF2 to ITSs triggers H3K27 acetylation and found that enrich-
ment of H3K27ac in ITSs associated with HS35T4, VCAN, and GPC6
was decreased (increased) upon TRF2 downregulation (overexpres-
sion) (Figs 4D and EV4I). These results suggest that binding of TRF2
to ITSs converts these sequences into positive regulatory elements
that enhance the transcription of HSPG genes.

HS3S5T4, GPC6, and VCAN are effectors of the MDSC-dependent
oncogenic properties of TRF2

Next, we evaluated the roles of HS35T4, GPC6, and VCAN in TRF2-
mediated immunosuppression (Fig SA-H and Appendix S1A-C).
We analyzed the impact of TRF2 target genes on immune infiltra-
tion (Matrigel plug assay) and observed that VCAN downregulation
decreased total immune cell infiltration, whereas downregulation of
HS35T4 or GPC6 did not alter total immune cell infiltration
(Appendix S1B and C). However, all three genes affected MDSC or
NK cell recruitment/activation (Fig 5C and Appendix Fig S1B).
Indeed, downregulation of HS35T4 and GPC6 significantly decreased
MDSC recruitment (Fig 5B), whereas only HS35T4 downregulation
increased NK cell recruitment (Fig 5C). In contrast, NK cell degran-
ulation (C107a* NK cells) was positively affected by downregula-
tion of GPCé and VCAN but not HS35T4 (Fig 5D), whereas only
GPC6 affected CD69" NK cell infiltration (Fig S5E). Thus, MDSC
recruitment was mediated by HS35T4 and GPC6, and as expected,
NK cell recruitment by HS35T4 (Biroccio et al, 2013)), whereas NK
cell degranulation and activation were dependent on GPC6 and
VCAN. The roles of these genes in MDSC activation were confirmed
using co-culture assays, in which HS35T4, GPC6, or VCAN expres-
sion was knocked down in TRF2-overexpressing or TRF2-downre-
gulated cancer cells (Fig SF-H). VCAN knockdown did not affect
STAT3 phosphorylation, whereas HS35T4 or GPC6 knockdown
decreased it. In cancer cells overexpressing TRF2, HS35T4 or GPC6
knockdown significantly reduced the level of pSTAT3 (Fig 5G). In
addition, double knockdown of TRF2 with either HS35T4 or GPC6
(Fig 5H) decreased the pSTAT3 level in a similar manner to that by
HS35T4 knockdown alone, GPC6 knockdown alone, or TRF2 knock-
down alone, suggesting epistatic regulation among TRF2, HS3ST4,
and GPC6. Thus, the TRF2-dependent regulation of HS35T4 and
GPC6 is essential for STAT3 phosphorylation in MDSCs. Finally,
since we showed that the oncogenic properties of TRF2 were depen-
dent on MDSC recruitment and immunosuppressive functions
(Figs 1-3) and that STAT3 phosphorylation is dependent on
HS3ST4 and GPC6, we evaluated the oncogenic properties of

Figure 3. Cancer cells directly activate MDSCs in a TRF2-dependent manner via the TLR2/MyD88/IL-6/STAT3 pathway that inhibit NK cell degranulation and

cytotoxicity.

A, B Analysis of STAT3 phosphorylation by MSC2 cells after 18 h co-culture with B|cl2 overexpressing or compromised for TRF2 (A). Histograms of the pSTAT3 mean

fluorescence intensity (MFI) (B).

C-E Same experiment as in (A, B) £ inhibitors: anti-MyD88 peptide inhibitor, anti-mouse TLR2 antibody, or lipopolysaccharide (LPS)-RS, an antagonist of TLR4 in (D)

and anti-mouse IL-6 or JAK1/2 inhibitor (Ruxalitinib) in (E).

F-H Schematic representation of the MDSC suppression assay (F). TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown BJcl2 cells were co-cultured with MSC2 cells for
18 h + mouse IL-6 blocking antibody or ruxolitinib. After FACS sorting, M5C2 cells were co-cultured for 18 h with primed and purified NK cells befare a 4 h
challenge with YAK-1. NK cell degranulation and IFN-y production were analyzed by FACS (G). Alternatively, a 4 h challenge with NIH3T3 cells was performed and
the ability of NK cells to kill NIH3T3 cells were determined by colorimetric analysis (AlamarBlue) (H).

Data information: Panels (G and H) show all points with mean £+ SEM corresponding to the percentages of each cell population among NK cells (G) or the percentage of
specific target lysis (H) (n = 3 independent experiments; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001; Student’s t-test).
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Figure 4. TRF2 regulates the expression of ITS-associated genes involved in glycocalyx synthesis.

A Gene expression analysis by quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) of TRF2 target genes following TRF2 overexpression or knockdown.

B, C Heatmap of H3K27ac (B) or H3K23me3 (C) peaks on the 4 kilobase (Kb) region around genomic ITSs (ENCODE data for the K562 cell line). The mean intensity of the
region is depicted in the histograms. ITSs are clustered depending of the peak mean intensity obtained from H3K27ac or H3K27me3 chromatin
immunoprecipitation sequencing (ChiP-seq) of the 4 Kb region. ITSs detected by ChiP-seq using an anti-TRF2 antibody are shown on the left.

D  Specific gPCR for HS3SH4, GPC6, and VCAN ITSs after ChIP using an anti-H3K27ac antibody in TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown Bjcl2 cells. Data represent
fold enrichment of the H3K27ac level compared with the total H3 level.

Data information: Data represent n = 3 independent experiments with mean + SEM.

HS3ST4 and GPC6 in tumor growth experiments. Their overexpres-
sion or downregulation affected neither cell proliferation nor clono-
genicity in vitro (Appendix Fig S1D and E). However, in xenograft
experiments using BJcl2 cells, downregulation of GPC6 or HS3ST4
decreased tumor weight (Fig 5I), delayed tumor occurrence
(Appendix Fig S1F), and reduced tumor growth (Appendix Fig
S1G). Conversely, overexpression of GPC6 or HS3ST4 increased
cancer tumorigenicity, accelerated tumor occurrence, and increased
tumor growth. In summary, TRF2 regulates the expression of three
HSPG genes that mediate MDSC recruitment and activation and pro-
mote tumorigenicity.
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TRF2 changes glycocalyx structure, which triggers
MDSC activation

Because the above-mentioned results suggest that TRF2 regulates
the expression of a network of HSPG genes, we directly evaluated
whether TRF2 acts as a general remodeler of glycocalyx structure.
First, we analyzed the total heparan sulfate (HS) level by FACS
using the 10E4 antibody (van den Born et al, 2005). TRF2 overex-
pression increased the level of HS staining (Fig 6A), whereas TRF2
knockdown decreased it, indicating that TRF2 enhances HS synthe-
sis. Because HS is an essential component of the glycocalyx, we

© 2019 The Authors
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Figure 5. HS35T4, GPC6, and VCAN are effectors of the MDSC-dependent oncogenic properties of TRF2.

A

B-E
F-H

Schematic representation of the Matrigel plug assay with BJcl2 cells knockdown for TRF2 target genes. Immune cell infiltration within the Matrigel plugs was
determined by FACS.

Percentage of CD11b™ GR1™ MDSCs (B), CD3- NKp46* NK cells (C), NKp46* CD107a* NK cells (D), or CDBS* NK cells (E)

Analysis of STAT3 phosphorylation by MSC2 cells after 18 h co-culture with BJcl2 overexpressing or compromised for TRF2 and the target genes (F). Histograms of
the pSTAT3 mean fluorescence intensity (MFI) of M5C2 cells when TRF2 was overexpressed and the target gene knocked down (C) and when both TRF2 and its

target gene were knocked down (H).

I Histograms of tumor weights on day 19 after implantation of subcutaneous xenografts containing BJcl2 cells overexpressing or knocked down for HS35T4 or GPC6.

Data information: In (B-E), data are presented by box plots min to max showing all points with median corresponding to the percentages of each cell population among
CD45" or NK cells (n = 8 mice per group; *P < 0.05 and ***P < 0.001; Mann-Whitney test). In (G and H), MFI of n = 3 independent experiment is normalized to controls
and represented as fold change of MFI (n = 3 independent experiments; *P < 0.05 and **P < 0.01; Student’s t-test). In (), data are represented as mean + SEM (n =8

mice per group; *P < 0.05, and **P < 0.01; Mann-Whitney test).

investigated whether TRF2 modifies the glycocalyx and/or cell stiff-
ness by atomic force microscopy. By analyzing the force curves
obtained by cell nano-indentation, we measured both cell and

© 2018 The Authors

glycocalyx stiffness simultaneously (Appendix Fig S2A). Interest-
ingly, TRF2 overexpression increased both glycocalyx and cell stiff-
ness (Fig 6B). A visual indication of this TRF2-dependent cell
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corresponding to an area of 10 pm? the AFM software automatically displays the Sneddon modulus analysis while scanning the sample. The color bar on the left of
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D Analysis of pSTAT3 levels in MDSCs after co-culture with GFP-expressing or TRF2-overexpressing cancer cells treated with or without sodium chlorate (NaClOs).
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mechanical property is provided in a heatmap of elastic cell
responses to the scanning atomic force microscopy probe (Fig 6C).
The modulus heatmap reveals that cells overexpressing TRF2
were stiffer than those expressing GFP. Analysis of the force
curves allows measurement of glycocalyx thickness, which was
significantly less for TRF2-overexpressing cells than GFP-expres-
sing cells (Fig 6B, right panel). To investigate whether these
global changes in glycocalyx structure are responsible for the
immunosuppressive role of TRF2, we globally inhibited glycoca-
lyx and HS synthesis in cancer cells using sodium chlorate
(Kang et al, 2013). As expected, treatment with sodium chlorate
was sufficient to inhibit the presence of cell-surface HS
(Appendix Fig S2B and C). We next evaluated its impact on
MDSC activation. Although sodium chlorate treatment in MSC2
cells did not alter STAT3 phosphorylation upon LPS stimula-
tion, which ruled out a direct effect of the treatment on MSC2
cells (Appendix Fig S2D), this treatment inhibited TRF2-depen-
dent STAT3 phosphorylation (Fig 6D and Appendix Fig S2E).
We conclude that TRF2-dependent changes in the glycocalyx
lead to MDSC activation.

TRF2 upregulation enhances the response to chemotherapies
targeting MDSCs

Because some conventional chemotherapeutic drugs (e.g., 5-fluor-
ouracil [5-FU], gemcitabine, and paclitaxel) can target MDSCs
(Apetoh & Vegran, 2011; Bruchard et al, 2013; Sevko et al, 2013),
TRF2 levels may modulate their efficacy. Therefore, we analyzed
the OS of patients according to TRF2 expression level and mode of
treatment. The prognoses of patients with high TRF2 expression
treated with chemotherapy, radiotherapy, or surgery were worse
than those of patients with low TRF2 expression (Figs 7A and
EVSB-E, and Dataset EV6), except for gastric cancer patients
treated with 5-FU, ovarian cancer patients treated with gemc-
itabine, and lung cancer patients treated with cisplatin, paclitaxel,
gemcitabine, or 5-FU (Fig 7A). In contrast, high TRF2 expression
seems to be associated with better survival (Figs 7A and EV5B-E).
This finding suggests that TRF2 overexpression may favor tumor
development in humans but enhance responses to chemotherapies
based on 5-FU or gemcitabine. To test this hypothesis, we
implanted B16F10 cells in the presence or absence of TRF2 over-
expression in immunocompetent mice treated with or without
5-FU (Fig 7B). As expected, TRF2 overexpression significantly
increased tumor volume (Fig 7C and D) and reduced OS (Fig 7E).
After 5-FU treatment in tumor-bearing mice, we observed that
tumor volume was reduced in both GFP control tumors and TRF2-
overexpressing tumors, with a larger effect on TRF2-overexpres-
sing tumors (Fig 7D). Following treatment, the volume of TRF2-
overexpressing tumors was comparable with that of control
tumors, suggesting that the effect of 5-FU was enhanced by TRF2
overexpression. Similarly, 5-FU treatment prolonged mouse 0S
and prevented the decrease in OS induced by TRF2 over-
expression (Fig 7E). Taken together, these data suggest that
chemotherapy-based treatments that kill MDSCs (5-FU, gemc-
itabine, and paclitaxel) (Apetoh & Vegran, 2011; Bruchard et al,
2013; Sevko et al, 2013) abolished the pro-oncogenic effect of
TRF2 overexpression.

© 2018 The Authors
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TRF2 upregulation in human malignancies is associated with
a poor prognosis, high expression of HSPG genes, and
MDSC infiltration

Finally, we investigated whether the relationships among TRF2
upregulation, HSPG gene expression, and MDSCs contribute to
patient outcome. Using public data obtained from the Cancer
Genome Atlas and KM-plotter (Szasz et al, 2016), we first con-
firmed that TRF2 is highly expressed in a large panel of human
cancers (Fig EVSF). Notably, very few TERF2 mutations were
detected in these cancers, suggesting that functional TRF2 is
required for tumorigenicity and that the tumorigenic properties of
TRF2 depend on its upregulation (Fig EVSG and Dataset EVS).
Among all histological types or pathological TNM stages of breast,
gastric, ovarian, and lung cancers (Fig 84), OS was significantly
reduced in patients with tumors exhibiting high TRF2 expression.
According to hazard ratios (HRs), TRF2 overexpression was signifi-
cantly associated with an increased rate of mortality (Fig 8A,
Appendix Fig S3 and Dataset EV6), by more than twofold, in all
stages of gastric cancer (HR = 2.29), stage 3 lung adenocarcinoma
(HR = 2.17), and stage 2 lung small cell carcinoma (SCC;
HR = 2.03). Strikingly, this increase in mortality rate associated
with high TRF2 expression was even greater among stage 1 ovar-
ian and gastric cancers (HR = 6.31 and 4.73, respectively). Taken
together, these data suggest that TRF2 is associated with poor
prognosis and an increased mortality rate.

We examined OS as a function of the expression levels of TRF2
target genes (HS3ST4, GPC6, and VCAN). Even though some
patients are missing in the VCAN gene expression analysis (n = 631
instead of 876), we found that patients with high expression of
VCAN, HS35T4, and GPC6 (collectively, HSPG genes) exhibited 0S
rates similar to those of patients with high TRF2 expression (Figs 8B
and EV5H-J). Interestingly, we noticed similar OS between patients
with high expression (Hi) of HSPG and those with TRF2 Hi HSPG Hi
(high expression for TRF2, HS535T4, GPC6, and VCAN), suggesting
epistatic relationships among these genes in human gastric tumors
(Figs 8C and EVSK). This relationship, together with the fact that
the numbers of patients were similar between the TRF2 Hi HSPG Hi
(n = 284) and HSPG Hi (n = 280) groups, indicates that most TRF2-
overexpressing tumors also exhibit upregulation of the three HSPG
genes and poor prognosis.

Next, we estimated MDSC infiltration by scoring the level of co-
expression of CD33 and CSAR as surrogate markers (Markiewski
et al, 2008; Nitta et al, 2013; Janelle et al, 2014). Most patients with
high TRF2 expression (gastric cancers) also exhibited marked MDSC
infiltration and reduced OS (Fig 8D and E). Consistent with the
epistatic relationships detected among high TRF2 levels, high HSPG
gene expression, high MDSC infiltration, and reduced OS, TRF2 Hi
MDSC Hi patients had OS rates identical to those of TRF2 Hi MDSC
Hi HSPG Hi and HSPG Hi MDSC Hi patients (Figs 8F and EVSL).
Moreover, TRF2 expression was positively correlated with high
HSPG gene expression (multiple regression, P =6.7 x 1076
Appendix Fig S4A) and MDSC infiltration (multiple regression,
P=8.4 x 1072, Appendix Fig S4B). The expression levels of the
three HSPG genes were correlated with MDSC infiltration levels
(Spearman’s correlation, 8.62 x 107%°) (Appendix Fig S4A-H).
Finally, we used chi-square analysis to compare variable
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Figure 7. TRF2 upregulation enhances the response to chemotherapies targeting MDSC.
A Kaplan-Meier curves for overall survival of chemotherapy-treated patients according to the TRF2 expression level (KM-plotter, http://kmplot.com/analysis/index.

php?p=background).

B-E Schematic representation of the mouse experiment. Immunocompetent mice were subcutaneously engrafted with B16F10 cells with or without TRF2
overexpression and treated with three intraperitoneal injections of 50 mg/kg 5-FU. The tumor volume was determined every 2 days using a caliper, and growth
curves over time (C) and tumor volume were determined on day 19 and represented using box plots min to max showing all points with median (D). Overall

survival was also determined (E).

Data information: in (A), the optimal cut-off is determined on KMplot. The P-value (log-rank test), the hazard ratio and number of patients are indicated. In (B-C), data
represent mean values + SEM (n = 8 mice per group; *P < 0.05 and **P < 0.01; Mann-Whitney test). In (D), data are represented by box plots min to max showing all
points with median (n = 8 mice per group; *P < 0.05 and **P < 0.01; Mann-Whitney test).

independence between TRF2 expression and MDSC infiltration
(Fig 8D) or TRF2 expression, MDSC infiltration, and HSPG expres-
sion (Fig 8F) and found that TRF2 expression, MDSC infiltration,
and expression of HSPG target genes (HS35T4, GPC6, and VCAN)
appear to be interdependent (Appendix Fig $41 and J).

Overall, we conclude that high TRF2 expression in a large cohort
of gastric cancer patients was associated with worse prognoses in
an epistatic relationship with the expression of the three HSPG
genes regulated by TRF2.

Discussion

In this study, we revealed a mechanism by which cancer cells
recruit and activate MDSCs via the TLR2/MyD88/IL-6/JAK1/2
pathway, based on upregulation of the telomere protein TRF2. We
also demonstrated that this TRF2-dependent regulation of MDSCs
acts as a general suppressor of the immune response by inhibiting
NK and T cell responses, establishing a direct link between
cancer-associated telomere changes and the immunosuppressive
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tumor microenvironment. Remarkably, the role of TRF2 in this
process is not to protect telomeres but to regulate the expression
of three genes involved in HSPG biosynthesis (HS35T4, GPC6, and
VCAN). In fact, this role of TRF2 in HSPG gene expression is cen-
tral to shaping the glycocalyx, because TRF2 overexpression pro-
foundly changes its overall structure, increasing its stiffness and
reducing its length. The roles of TRF2 in HSPG biosynthesis and
MDSC control may have high clinical relevance because the TRF2
upregulation observed in a large number of human cancer
patients was correlated with high HSPG expression, MDSC infiltra-
tion, and poor prognosis in an epistatic relationship. Moreover,
we provide evidence that the tumoral expression level of TRF2 is
associated with an increased mortality rate and decreased OS and
could be used as a surrogate marker for the efficacy of chemothera-
pies targeting MDSCs.

The finding that HS35T4 and GPC6 are required for MDSC
recruitment can be explained by glycocalyx changes that modify
micro-gradients of the cytokines, chemokines, and growth factors
involved in immune cell recruitment (Simon Davis and Parish,
2013; Knelson et al, 2014). The glycocalyx changes induced by
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Figure 8. TRF2 upregulation in human malignancies is associated with a poor prognosis, high expression of HSPG genes, and MDSC infiltration.

Kaplan—Meier curves for overall survival of patients at all stages of cancers (breast, gastric, ovarian, and lung cancer) depending on TRF2 expression level (KMplot,

The overall survival of gastric cancer patients (all stages) was analyzed depending on TRF2 and its target gene expression level (H535T4, GPC6, and VCAN

collectively named the HSPG genes) or with MDSC level (Lo or Hi), determined as the mean expression level of CD33 and C5AR, using KMplot, http://kmplot.com/ana

A

httpy//kmplot.com/analysis/index php?p=background).
B-D

lysisfindex.php?p=background.
E

F

Repartition of number of gastric cancer patients depending on TRF2 and MDSC classification.
Overall survival of gastric cancer patients (all stages) analyzed depending on TRF2, HSPG genes (H$35T4, GPC6, and VCAN) and MDSC level (Lo or Hi).

Data information: For all panels, the optimal cut-off is determined on KMplot. The P-value (log-rank test), the hazard ratio and number of patients are indicated.

TRF2 might have other oncogenic consequences, for example, by

favoring neoangiogenesis (Zizza et al,

The finding that VCAN upregulation controlled MDSC activation is
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consistent with a previous report showing that the proteoglycan
Versican, encoded by VCAN, acts as a TLR2 ligand (Kim et al, 2009)
and that TLR2 signaling activates the immunosuppressive function
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of MDSCs (Skabytska et al, 2014) via an IL-6 autocrine pathway
(Chalmin et al, 2010).

We showed in a previous study that TRF2 overexpression in
cancer cells enhances tumorigenicity and that NK cell inhibi-
tion, by depleting NK cells in vivo, was the main target of a
TRF2-dependent increase in tumorigenicity (Biroccio et al, 2013).
Since the oncogenic role of TRF2 was detected using both
immunocompetent and immunodeficient mouse models, and NK
cell recruitment and activation rescue were observed when
MDSCs were depleted in both models, NK cells are arguably
major target cells of MDSC activation controlled by TRF2 in
cancer cells.

The increase of STAT3 phosphorylation and immunosup-
pressive capacity of MDSCs on NK cell degranulation and cyto-
toxicity (Fig 3), which were induced by TRF2 overexpression
in cancers in a TLR2/MyD88-dependent manner, required IL-6
secretion and JAK1/2 activity. This finding suggests that changes
in HSPG expression are regulated by TRF2 signaling to induce
an immunosuppressive autocrine loop via IL-6/JAK1/2/STAT3
signaling.

We also explored the mechanism by which TRF2 controls the
expression of the three HSPG genes. These genes each contain an
ITS that serves as a binding site for TRF2. Upon binding, TRF2
induced a change in chromatin structure at the ITS, as revealed by
the enrichment of H3K27ac, an activating histone mark (Villar et al,
2015); this suggests that ITSs behave as TRF2-dependent enhancer
elements that activate the expression of neighboring genes. In agree-
ment with this model, TRF2 interacts with the histone acetyl trans-
ferase p300, which is responsible for histone acetylation at
enhancers (Her & Chung, 2013).

We provided the following evidence that this TRF2-dependent
mechanism of MDSC regulation by HSPG genes plays an important
role in human cancers: (i) immunodepletion of MDSCs by anti-
bodies was sufficient to reverse the oncogenic and pro-metastatic
properties of TRF2 in mouse models of tumor formation (Fig 2); (ii)
high TRF2 expression was observed in several human malignancies
and found to be associated with poor prognosis (Fig 8); (iii) high
expression of TRF2 effector genes (HS35T4, GPC6, and VCAN) and
MDSC infiltration was found to be associated with poor prognosis
in an epistatic relationship with high TRF2 expression (Fig 8); (iv)
the cell-surface HS (Qazi et al, 2016) or HSPG expression level
(Wang et al, 2009; Knelson et al, 2014; Dinccelik Aslan et al, 2015)
was crucial for tumor invasion and metastasis and was associated
with poor survival (Gan et al, 2010; Matas-Rico et al, 2016) (Figs 2
and 8); and (v) TRF2-dependent glycocalyx changes recruited and
activated MDSCs as well as the expression of the immunosuppres-
sive effectors il-10, tgf-b, and Arg-1, molecules responsible for
NK and T cell inhibition, in the tumor microenvironment (Fig 2)
(Platonova et al, 2011; Kodumudi et al, 2012; Fujimura et al, 2014;
Kumar et al, 2016a). Thus, TRF2 emerges as a potential target for
innovative anti-cancer therapies. In particular, specific inhibition of
TRF2 may show a synergistic effect with strategies targeting
immune checkpoints.

Another clinical implication of our results concerns the effi-
ciency of conventional chemotherapies. The negative effects of
TRF2 overexpression on OS can be reduced following 5-FU treat-
ment in gastric cancer, gemcitabine treatment in ovarian cancer,
and paclitaxel-based chemotherapy in lung cancer, three
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compounds that target MDSCs (Apetoh & Vegran, 2011; Bruchard
et al, 2013; Sevko et al, 2013), which suggests that chemotherapy
efficiency is enhanced in patients with high TRF2 expression.
Accordingly, the reduction in tumor volume and increase in OS
observed in mice bearing TRF2-overexpressing tumors observed
after treatment with 5-FU suggest that TRF2 overexpression
enhances the efficiency of 5-FU. In line with the MDSC depletion
data, the increased response to 5-FU may be linked to better
elimination of MDSCs, in turn allowing reactivation of the immune
system. Thus, the level of TRF2 expression might be an interesting
surrogate marker for chemotherapy responses.

Taken together, the results of this study identify an immunosup-
pressive pathway for MDSCs that links the telomeric protein TRF2
to glycocalyx reshuffling, suggesting novel strategies to prevent
immunosurveillance escape and enhance the efficacy of cancer
therapies (Fig EV5A).

From an evolutionary perspective, there is a striking similarity
between (i) our finding that the genes encoding glycocalyx
components involved in immunosuppression in cancer cells are
regulated by TRF2 and (ii) the antigenic variation employed by
various pathogens to bypass the host immune response, involv-
ing the regulation of genes encoding plasma membrane proteins
by TRF2 homologs (Jehi et al, 2014). This similarity suggests a
conserved mechanism that couple telomere status to cell-surface
composition, which is likely to ensure efficient coordination
between telomere changes and the interaction of cells with
their environment.

Materials and Methods

Cell culture and viral transduction

B16F10 (obtained from the ATCC, Manassas, VA), HEK293T,
NIH3T3, or the human fibroblast BJ rendered immortal and tumeori-
genic by SV40 small t and large T, hTERT overexpression and
RasV12 overexpression called Bjcl2 (Biroccio et al, 2013) were
grown in DMEM (Invitrogen) supplemented with 10% of FCS and
1% of penicillin-streptomyein at 37°C with 5% CO,. MSC2 (ob-
tained from Pr Ghiringhelli laboratory) or YAK-1 (obtained from Pr
Vivier laboratory) was cultured in RPMI medium (Thermo Fisher
Scientific) supplemented with 10% FCS and 1% of penicillin-strep-
tomycin (Invitrogen) at 37°C with 5% CO,. Mycoplasma test was
performed every 3 months, and experiments are performed only on
mycoplasma negative cells. To create lentiviruses, transient trans-
fection with 293T cells was performed as described previously
(Biroccio et al, 2013).

Target Species Number Sequence

TERF2 Human #1 CATTGCAATGATGACTCTGAA
TERF2 Human #2 CCTGGAGAGAACAATCCCAAA
HS535T4 Human #1 CCCATCAGTTTGATTCAATTA
GPCe Human #1 GCTTCCTCTTTCCTTCACCTA
VICAN Human #1 CCCGGTGAATTTCTCCGCATC
Terf2 Mouse #1 CCTTGGAATCAGCTATCAATG
Terf2 Mouse #2 CAAGGAGGCTGCTGTCATTAT
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Colony assay

200 transduced cells per well were seeded in 6-well plate. After
10 days, colonies were washed with PBS, fixed for 30 min with
acetic acid/methanol, and revealed by crystal violet staining for
30 min. Colonies were then determined by manual counting.

AlamarBlue

Cells were seeded (5 x 10° cells per well in 200 pl) in a 96-well flat-
bottom plate. 10 pl of AlamarBlue (Bio-Rad) was added 24 h later,
and the absorbance was measured at 570 and 600 nm for 36 hin a
Spectrostar Nano plate reader (BMG Labtech). In the case of NK cell
killing assay, the NK cells were added for 4 h before washing of the
wells and addition of AlamarBlue. The oxydoreduction of the col-
orant was determined 8 h after. In both experiments, the oxidation—
reduction percentage of AlamarBlue was determined as described
by the manufacturer.

Animals

Experiments are performed on 8- to 12-week-old female C57Bl6J
mice and NMRI Nude mice from Janvier Labs (France) or from 6- to
12-week-old male CD1 nu/nu from Charles River (Italy). All mouse
experiments were conducted according to local and international
institutional guidelines and were approved by either the Animal
Care Committee of the IRCAN and the regional (CIEPAL Cote
d’Azur #187 and #188) and national (French Ministry of Research
#03482.01/02482.2 and # 02973.01/02973.2) authorities.

Tumor growth, metastasis assay, and Matrigel plugs assay
experiments

Cells were injected subcutaneously in the back of mice at 10° cells/
mouse (n =8 mice per group). The tumor appearance was evalu-
ated by palpation, the tumor size was measured every 2 days in
three dimensions by caliper and tumor volume calculated using the
hemi-ellipsoid formula: n x (L x | x h)/6, where L corresponds to
the length, 1 to the width, and h to the height the tumor,

Table of antibodies
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respectively. Tumor, Matrigel plugs, or lung infiltrating cells were
collected after enzymatic dissociation by Dispase (Corning), collage-
nase A (Roche), and DNAse I (Roche) digestion for 30 min at 37°C.
After washes in PBS, cells were fixed in formaldehyde 0.5% and the
quantity of GFP" infiltrating cells (metastatic B16F10 cells) was
determined by FACS (ARIA III cytometer, DIVA6 software (BD Bio-
sciences) and FlowJo 10 (LLC)). When indicated, mice were treated
with three intraperitoneal injections of 50 mg/kg of 5-FU (days 10,
13, and 16) or with intraperitoneal injections of 200 pg in 100 pl of
rat IgG2b isotopic control or anti-GR1 antibody (BioXcell).

Cells were injected into the hind leg muscles of mice at 10° cells/
mouse or 5 x 10° cells/mouse (n = 6 mice per group). The tumor
appearance was evaluated by palpation, the tumor size was mea-
sured three times a week in two dimensions by a caliper, and tumor
weight was calculated using the following formula: a x b%/2, where
a and b are the long and short diameter of the tumor, respectively.

For Matrigel assay (Biroccio et al, 2013), 10° cells/mouse in
100 pl of PBS and complemented with 400 pl of Matrigel growth
factor reduced (Corning) were inoculated subcutaneously into the
back under isoflurane anesthesia. 5 days after, mice were sacrificed
and Matrigel plugs were harvested. Infiltrating cells were collected
after enzymatic dissociation as described earlier and stained with
directly coupled antibodies for 30 min at 4°C after saturation with
Fe-Block anti-CD16/CD32 antibodies (clone 2.4G2) for 15 min on
ice. After washes in 0.5 mM EDTA 2% FCS PBS and fixation with
0.5% FA, cells were analyzed using an ARIA III cytometer with
DIVA6 software (BD Biosciences) and FlowJo 10 (LLC).

For metastasis assay, adult C57Bl6j female mice received a single
intravenous tail vein injection of 1 x 10° B16F10 GFP or B16F10
overexpressing TRF2-GFP cells. The mice were subsequently intra-
peritoneally injected every 3 days with 200 pg in 100 pl of either
isotype (rat IgG2b) or anti-GR-1 (RB6-8C5) antibodies from BioXcell.
The mice were euthanized 21 days after intravenous injection, and
lungs were inflated and perfused through the trachea with 4%
paraformaldehyde (PFA), fixed overnight, transferred to 70%
ethanol, and subsequently embedded in paraffin. Metastasis burden
was determined for each animal by macroscopic quantification of
lung nodules (counting). Tumors histology was examined on 5-pum
tissue section stained with hematoxylin and eosin (H&E).

Specificity Company Clone Species Isotype Fluorochrome Reference
Anti-Ly6G (Grl) eBioscience RB&-8C5 rat 1gG2b, k PE 12-5931-82
Anti-CD107a FITC BD Biosciences 1048 Rat lgG2a/k FITC 553793
Anti-CD107a FITC BD Biosciences 1048 Rat IgG2a/k FITC 553793
Anti-CD107b BD Biosciences ABL-93 Rat 1gG2a/k FITC 558758
Anti-CD11b BD Biosciences M1/70 Rat 1gG2b APC-H7 550993
Anti-CD11c BD Biosciences HL3 Hamster 1gG1 FITC 557400
Anti-CD1S FITC BD Biosciences 103 Rat 1gG2a, FITC 553785
Anti-CD335 (NKp46) BD Biosciences 29414 Rat lgG2a PE 560757
Anti-CD45 BD Biosciences 30-F11 Rat lgG2b PerCP 557235
Anti-CD69 PE-Cy7 BD Biosciences H1.2F3 Hamster 1gGL/K PE-Cy7 552879
Anti-CD8a BD Biosciences 53-6.7 Rat 1gG2a,K BVB50 563152
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Specificity Company Clone Species Isotype Fluorochrome Reference
Anti-IFN-gamma BD Biosciences 45.B3 Mouse IgGL/K PE 554552
Anti-IFN-gamma BD Biosciences XMG1.2 Rat IgGL/K PE 554412
Anti-NK-1.1 BD Biosciences PK136 Mouse IgG2a/k APC 550627
Anti-NK-1.1 Biolegend PK136 Mouse 1gG2a, APC 108710
Anti-NKp46 CD335 BD Biosciences 29414 Rat lgG2a Alexa 647 560755
Anti-CD107a BD Biosciences 1048 Rat SD 1gG2a, k V450 560648
Anti-CD11b Biolegend M1/70 Rat 1gG2b, BV605 101237
Anti-CD11c Biolegend N418 Armenian Hamster IgG PE/dazzle 117347
Anti-CD19 Biolegend 605 Rat lgG2a, BV510 115545
Anti-CD19 Biolegend 605 Rat 1gG2a, BV785 115543
Anti-CD25 eBioscience PC 615 Hamster IgG1 lambda PE-Cy7 25-0251-82
Anti-CD335 (NKp46) BD HORIZON 29A1.4 Rat lgG2a, k BV510 563455
Anti-CD3e BD Biosciences 145-2C11 Hamster 1gG1, k FITC 553062
Anti-CD3e Biolegend 145-C11 Armenian Hamster IgG PerCp 100302
Anti-CD4 BD Biosciences GK1.5 Rat 1gG2b, PE 553730
Anti-CD4 Life Technologies Monoclonal Rat lgG2a PE-AF700 MCD0424
Anti-CD45 BD Biosciences 30-F11 Rat 1gG2b, AF700 560510
Anti-CD8a BD Biosciences 53-6.7 Rat LOU lgG2a, k PerCP-Cy5.5 551162
Anti-F4/80 Biolegend BM8 Rat 1gG2a, x PerCP-Cy5.5 123128
Anti-F4/80 Biolegend BM8 Rat 1gG2a, x BV510 123135
Anti-Ly6C eBiosciences HK1.4 Rat lgG2c, k APC-eFluor780 47-5932-82
Anti-Ly6C/Ly6G (Gr-1) Biolegend RB6-8C5 Rat 1gG2b, PE 108408
Anti-Ly6C/Ly6G (Gr-1) BD Biosciences RB6-8C5 Rat 1gG2b, PE 553128
Anti-Ly6C/Ly6G (Gr-1) Biolegend RB6-8C5 Rat 1gG2b, Bv421 108434
Anti-Ly6G BD Biosciences 1A8 Rat LEW lgG2a, k PE-Cy7 560601
Anti-Ly6G Biolegend 1A8 Rat lgG2a, k Bv421 127627
Anti-Ly6G (Gr-1) BD Biosciences 1A8 Rat LW lgG2a, k BV711 563979
Anti-stat3 (pY705) BD PhosphoFlow 4fp STAT3 Mouse lgG2a, x AF 647 557815
Anti-h H535T4 Biotechne #712010 Mouse lgCl Uncoupled MABG085
Anti-h GPC6 Biotechne #348701 Mouse lgCl Uncoupled MAB2845
Anti-h GPC6 Abcam Polyclonal Rabbit 1gG Uncoupled Ab170523
Anti-h VCAN Abcam EPR12277 Rabbit 1gG Uncoupled Ab170480

Stiffness determination by atomic force microscopy

The experiments were performed in Leibovitz's medium (Life Tech-
nologies) supplemented with heat-inactivated 10% fetal bovine
serum (FBS) on cells grown on 50-mm Willco glass-bottom dish.
After thermal stabilization, for each sample, a minimum of 20 cells
were analyzed using the “Point and Shoot” method, collecting at
least 100 force-distance curves at just as many discrete points (on
average five points for each cell in the perinuclear area). After deter-
mining both the deflection sensitivity of the system in the Lei-
bovitz’s medium using a clean Willco glass-bottom dish and the
spring constant of the cantilever by means of the thermal tune
method, force-distance curves were collected on samples using a
velocity of 1 um/s, in relative trigger mode and by setting the trigger
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threshold to 400 pN. The apparent Young's modulus was calculated
using the NanoScope Analysis 1.80 software (Bruker Nano Surfaces,
Santa Barbara, CA, USA) applying to the force curves, after the base-
line correction, the Hertz spherical indentation model using a Pois-
son’s ratio of 0.5. For each force curve, after finding the contact
point, the force fit boundaries to perform the fit were chosen
between 0% and the percentage corresponding to the point in which
a clear change in the slope of the curve was observed (y0 in Fig 5).
This first fit was used to obtain the apparent Young's modulus of
the glycocalyx. By interpolation, the value [x0|, corresponding to the
thickness of the cell brush, was found. The apparent Young's modu-
lus of the cell body was obtained using, on the same force curve, fit
boundaries between the percentage corresponding to y0 and 70%.
To avoid any tilt effect due to the base correction step, only the
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force curves having their maximum value at 400 pN were consid-
ered for performing the fit, and then, only the apparent Young's
modulus values corresponding to a fit with R* > 0.75 were consid-
ered. The cells mechanical proprieties were obtained by atomic
force microscopy using a Bioscope Catalyst (Bruker Nano Surfaces,
Santa Barbara, CA, USA), coupled with an inverted optical micro-
scope (Leica DMI6000B, Leica Microsystems Ltd., UK). The force-
distance curves needed to calculate the apparent Young’s modulus
were collected using a Borosilicate Glass spherical tip (5 pm of
diameter) mounted on a cantilever with a nominal spring constant
of 0.06N/m (Novascan Technologies, Ames, IA USA). The Sneddon
modulus heat maps were captured with a SNL-D probe (Bruker
Nano Surfaces, Santa Barbara, CA, USA) in Peak force tapping using
a peak force set point of 600 pN and a peak force frequency of
0.25 kHz.

ITS search and mammalian ITS comparison

ITSs motifs were searched on the hgl9 genome. We first used
BLAST* (PMID: 20003500) to find all the patterns T2AG3 repeated
at least four times and with 1 maximum mismatch per pattern
T2AG3. We then used a Python script to merge the positions of dis-
tant ITSs closed to < 400 nucleotides and create the final bed file
containing a total of 483 ITSs. Mammalian ITSs were identified
using the same criteria.

ITSs were annotated using “Bedtools window” as follows: the
closest gene (first gene), genes present in a + 50 Kb interval, and
genes present in a + 200 Kb interval. For each species, the ITS
file was compared with the refGene file. For each gene, the tran-
scription start (txStart) and end position (txEnd) were chosen. The
position of each ITS was compared with the positions of the
genes. Results were summarized using a homemade Python script
in files containing the ITS ID, ITS position, closest gene, genes
present within the 4+ 50 Kb interval, and genes present within the
+ 200 Kb interval.

Data were compared with published ChIP-seq data (H3K4me3,
H3K27ac) (ENCODE). For each species, overlapping regions were
identified between ITS and H3K27ac files, ITS and H3K4me3 files,
and ITS and H3K4me3 H3K27ac files thanks to a homemade Python
script using the Pybedtools library with “BedTool.intersect()”
method. Statistical analysis was performed using Pybed-
tools.BedTool: “randomstats”. A thousand iterations were chosen,
corresponding to a P-value of 0.001.

TCGA and overall survival analysis

Standardized TCGA data were obtained from Broad Institute TCGA
Genome Data Analysis Center (2016, https://doi.org/10.7908/
c11g0km9) The expression level and mutations of TERF2 in 30
cancer type were analyzed using the Genomic Data Commons
cBioPortal website (http://www.chioportal.org/). Data were col-
lected to be analyzed using Prism 7.0 (GraphPad).

Overall survival (OS) analysis was performed using Kaplan-
Meier plotter (KM-plotter) website (http://kmplot.com) following
recommendations of the authors (Szdsz et al, 2016) and discus-
sions with Dr Baldzs Gydrify. For each cancer type (lung, prostate,
gastric, or breast), patient OS was determined based on TERF2
expression level. The optimal cut-off and the median of survival
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were determined by KM-Plotter for each cohort. No dataset was
excluded. Down-staging analysis was performed depending on
tumor stage, treatment, or TRF2 target gene as indicated. In all
cases, P-values and hazard ratios (HR) were determined by KM-
plotter and Chi2 analysis and curves were generated using Prism
7.0 (GraphPad).

MDSC co-culture and NK cell degranulation and killing
assay in vitro

Primary NK cells (CD45", CD3-NKp46"*) were FACS sorted from
¢57Bl/6j naive splenocytes previously stimulated in vivo for 18 h
by an intraperitoneal injection of 150 pg of Poly I:.C) (Invivogen,
Toulouse, France). In parallel, a co-culture was carried out for
18 h with transduced B16F10 or BJcl2 and MSC2 cells as indi-
cated (Figs 3 and EV3). The MSC2 cells are then sorted by FACS
(Gr-1* CD11b*). Purity controls on the post-sort fractions are
performed (Fig EV3). Finally, sorted NK and MSC2 were co-
cultured for 18 h, in presence or not of mouse IL-6 blocking anti-
body or JAK1/2 inhibitor (Ruxolitinib) (see section Inhibitors).
Then, the degranulation capacity of NK cells was tested after chal-
lenge with YAK-1 (NK targets) and the killing capacity of NK cells
was analyzed using NIH3T3 as target cells. YAK-1 cells are added
to the culture for 4 h in presence of monensin and brefeldin (BD
Bioscience) at the effector/target ratio of 5:1 or 10:1. Degranula-
tion activity of the NK cells is then measured by FACS by the
anti-CD107a and IFN-y staining. Alternatively, NIH3T3 cells are
plated in 96-well plates and, after adhesion of NIH3T3 cells, the
NEK/MSC2 co-culture was added at the effector/target ratio 10:1
for 4 h. Wells were then washed, and the viability of remaining
NIH3T3 cells was assessed using AlamarBlue colorimetric method
(see section AlamarBlue).

Intranuclear phospho-STAT3 staining

MSC2 cells or cells from Matrigel plugs or mouse tumors were
harvested and fixed with PFA 4% for 30 min at room tempera-
ture. Cells were washed in perm/wash buffer (BD Biosciences)
and resuspended in buffer III (BD Biosciences) for 30 min on ice.
After washes, cells are resuspended in perm/wash buffer and
saturated with Fe-Block. Then, anti-GR1, anti-CD11b, and anti-
pSTATS3 or isotypic controls (BD Biosciences) were directly added
and incubated for 30 min. After washes, the staining is analyzed
on a FACS ARIA III (BD Biosciences). pSTAT3 of MSC-2 cells was
determined after 24 h treatment with 100 ng/ml LPS (Invivogen),
with or without NaClO3 (50 mM), after 24 h co-culture with
cancer cell or conditioned media from cancer cell overexpressing
or compromised for TRF2 and TRF2 target genes (VCAN, HS3ST4,
or GPCé).

Toll-like receptor pathway and IL-6/JAK-STAT pathway inhibitors

Using MSC2 cells pretreated with LPS (100 ng/ml during 24 h), opti-
mal doses for each inhibitor have been determined by analyzing
pSTATS3 level by FACS. Then, the optimal doses (LPS-RS 30 ng/ml,
anti-mTLR2 antibody 30 ng/ml, anti-MyD88 peptide 10 puM, anti-
mlL-6 250 ng/ml, or ruxolitinib 10 pM) were applied in MSC2/
cancer cell co-culture assay.
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Heparan sulfate analysis by flow cytometry

Cells were harvested with cold PBS-EDTA 3 mM and adjusted at
1 x 10° cells/ml. After Fc-Block saturation, 10 pg of anti-heparan
sulfate (Clone 10E4 from Amsbio) per million of cells were added
for 30 min on ice. After washes and incubation with specific APC
coupled anti-IgM secondary antibody (eBioscience), cells were
washed and analyzed with a FACS ARIA III (BD Biosciences). The
inhibition of heparan sulfate synthesis by sodium chlorate (NaClO3)
was tested by treating the cells with increasing doses of NaClO; and
analyzing the 10E4 staining as described. The optimal doses of
50 mM were determined and used for experiments.

Chip-qPCR

1 % 107 transduced BJcl2 cells are fixed with 1% formaldehyde for
10 min at room temperature. The reaction is stopped by 1M glycine.
Nuclei are extracted using nuclear extraction buffer (50 mM Tris—Cl
pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS, protease inhibitors) and then soni-
cated using Bioruptor (Diagenode] for 14 cycles alternating 30 s of
sonication 30 s without sonication. Chromatin fragmentation, previ-
ously washed using the PCR Clean-Up kit (Promega), was checked
(500 bp) by migration on a 1% agarose gel. 30 pul of the sonicated
DNA is recovered before IP called “Input.” Chromatin IP is carried
out overnight at 4°C with stirring (see antibody list below). DNA is
immunoprecipitated using magnetic beads coupled to the G protein
(Thermo Fisher Scientific) and washed. DNA-protein interaction
was broken by addition of SM NaCl overnight at 65°C. DNA extrac-
tion is carried out by phenol/chloroform method. DNA derived from
the ChIP is amplified by gPCR using different pairs of primers specif-
ically targeting the ITS region of the different genes:

HS35T4 (5'CTGGGAGACTTTGTGCGTCT3'-3'CTTGAGCTTCCATCCT
CTGGS),

VCAN (5'GCGGATCATGAGGTCAGGAG3'-3' ACTGGGACTACAGGCT

AGGGS"),
GPCé6 [)5’TCGCTAATCGATGCATAACC?-’-3'TGCTGAAGGCTG'I'I‘GA
ACTTS').
Specificity Company Species Reference
Anti-total Abcam Rabbit polyclonal 1gG abl1791
histone H3
Anti-H3K27ac Abcam Rabbit polyclonal 1gG ab4729
Anti-H3K27me3 Millipore Rabbit polyclonal 1gG 07-449

The enrichment of the ChIP was standardized with respect of his-
tone H3 amount present at the level of the ITS but also in relation to
the internal controls (input and GAPDH promoter).

RT-qPCR

1 x 10° cells are lysed to extract the RNAs using RNeasy Plus Mini
kit (Qiagen). RNAs concentration and quality are determined by
Nanodrop 2000/2000c (ThermoFisher). Reverse transcription (RT)
from 1 pg of RNA was performed using Applied Biosystems reverse
transcription kit in a T100 thermocycler (Bio-Rad). gPCRs were
made on cDNAs obtained using ROCHE’s Fast universal Sybr Green
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master (ROX) on a StepOne plus thermocycler (Applied Biosystems)
using primers described below.

Fwd Rev
h gpeé TGCAAGACAAGTTAAGCCAACAA TTCTTATCCCTGCACACAAAAGT
h hs3st4 AAACCCCAGATCCCCACCTT CAGCCCATAGATCCCTATTCG
h versican CTAACCCATCCGCTACATAAACT GOCAAACTAGGCATCGTTGAAA
h terf2 CACCTTCCAGCAGAAGATGCT GTTGGAGCATTCCCTAGCTC
m il-10 TGTACAGCTGCCGCACACA TGTACAGCTGCCGCACACA
m tgf-f GCTCTTACTGACTGGCATCAC CGCACCTCTAGGAGCATGTG
marg-1 CCAGAGAATCCAAAGTCACTGT GCAGATATGCAGGGAGTCACC
m terf2 AAGCCCAGACCTCTCAACC TCCACTTGTCTTTGGATGCTT

Statistical analysis

Reasonable sample size was chosen to ensure adequate reproducibil-
ity of results and was based on our previous studies. Mouse experi-
ments are performed on n = 8 individuals (or 5 in some cases) as
indicated in Fig legends. Mice were equally divided for treatments
and controls. A formal randomization tool was not employed. For
survival analysis, patients were separated based on optimal cut-off of
the expression value of the marker determined using KMplot. Animal
data are stopped in end point analysis (time point indicated in each
Fig legend) before to reach the ethical end point fixed in advance fol-
lowing the international ethical recommendation on mouse care (see
details in mouse experiment procedure). No data were excluded. No
outliers were excluded. Statistical tests were all performed with
GraphPad Prism 7 software including the Student’s t-test, the Mann-—
Whitney test, the log-rank test, Pearson correlation, chi-square analy-
sis, and two-way ANOVA tests. The corresponding tests and P-values
are mentioned in the legend of each Figure.

Expanded View for this article is available online.
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Expanded View Figures

Figure EV1. TRF2 overexpression in cancer cells induces a strong immunosuppressive microenvironment via the recruitment of MDSCs and regulatory T cells.

A-D  Analysis of immune cell infiltration in TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown B16F10 melanoma tumors. Box plots of total immune cell infiltration (CD45* cells),
total T cell infiltration (CD45* CD3* T cells), and CD8* or CD4* T cells among CD3* cells infiltrating (A). Representative density plot of regulatory T cells (CD25*
Foxp3™ Treg) and activated T cells (CD25" Foxp3™) (B). Box plots of infiltrating Treg (CD25" Foxp3®) and activated T cells (CD25" Foxp3~) (C) or NK cells (NKp46™
cD37) (D).

Analysis of MDSC infiltration in TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown BJcl2 tumors in Nude mice.

F,G Data used for the correlation analysis presented in Fig 1F—I. Box plots present the percentages of CD11b"™ GR1™ MDSCs among CD45* cells infiltrating the Matrigel
plug, the mean fluorescence intensity (MFI) of intranuclear pSTAT3 staining in MDSCs, the percentages of intratumoral CD3~ NKp46* NK cells among CD45* cells,
and NKp4&* IFN-v* NK cells (F). The mRNA expression level (relative quantity) in the Matrigel plugs of argl, tgff, and il-10.

Data information: In (A-D), data are presented as box plots min to max showing all points with median from n = 5 or 10 tumor-bearing mice per group (*P < 0.05,
**p < 001, and ***P < 0.001, Mann-Whitney test). In (E), data are presented as box plots min to max showing all paints with median from n = 8 tumor-bearing mice

per group. In (F-G), data are presented as box plots min to max showing all points with median from n = 8 mice per group of Matrigel plug assay (P < 0.05, **P < 0.01,
and ***P < 0,001, Mann-Whitney test).
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Figure EV2. The TRF2-dependent immunosuppression is abolished by MDSC depletion.

A B16F10 tumor volumes before (left panel) and tumor volume and weight after anti-GR1 depletion (right panel).

B B16F10 GFP* metastasis infiltrating lung from subcutaneous tumor-bearing mice (from panel A) after anti-GR1 depletion.

C  Total immune cell infiltration (CD45 cells), total T cell infiltration (CD45" CD3* T cells), and CD8* or CD4" T cells among CD3" cells in TRF2-overexpressing or TRF2-

knockdown B16F10 tumors treated with or without the anti-GR1 antibody (from panel A).

The mRNA expression level (relative quantity) in the tumors of argl, tgfp, and il-10.

PMN-MDSCs and M-MDSCs distribution among total intratumoral MDSCs in B16F10 TRF2-overexpressing tumors after anti-CR1 depletion.

F Density plot of infiltrating M-MDSCs, PMN-MDSCs, total NK cells, and CD107a* or CD69" NK cells in control or anti-GR1-treated Matrigel plugs generated with
Bcl2 cells.

G-K Matrigel plug assay using B16F10 cells in anti-GR1 treated animals (G). Total immune cell infiltration (CD45" cells) (H), total T cell infiltration (H), MDSCs (I), total
NK cells {J), and activated NK cells (K).

m o

Data information: All experiments are performed with n = 8 mice per group; *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001; Mann-Whitney test.
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Figure EV3. TRF2-mediated regulation of MDSCs via TLR2/MyD88 pathway inhibits NK cell functionality.

A Density plot of CD11b GR1 staining in MSC2 cells.

B MSC2 cells were activated with 1 pM lipopolysaccharide (LPS), and pSTAT3 levels were determined 18 h after stimulation by FACS.

C STAT3 phosphorylation by MSC2 cells after co-culture with Bjcl2 (left panel) or B16F10 cells (right panel) overexpressing or knockdown for terf2.

D, E  STAT3 phosphorylation by MSC2 cells after co-culture with conditioned media from BJcl2 (left panel) or B16F10 (right panel) overexpressing or knockdown for terf2.

F,G Dose-response analysis of pSTAT3 levels in MSC2 cells after treatment with various doses of the TLR4 antagonist LPS-RS, anti-mouse TLR2 antibody, or anti-MyD88
peptide (F) or with various doses of anti-mouse IL-6 antibody or JAK1/2 inhibitor (G).

H Histograms of the pSTAT3 MFIs depending on the concentration of the molecule.

| MSC2 cell number after 18 h of co-culture with Bjcl2 cells + anti-mouse IL-6 antibody or JAK1/2 inhibitor.

J Representative density plot to assessed purity control for MSC2 sorting from the co-culture or NK cell sorting from splenocytes.

K-M Schematic representation of the MDSC suppression assay (K). TRF2-overexpressing or TRF2-knockdown B16F10 cells were co-cultured with MSC2 cells for 18 h.
After FACS sorting, MSC2 cells were co-cultured for 18 h with primed and purified NK cells before a 4 h challenge with YAK-1 E/T ratio of 5:1. NK cell
degranulation (L) and IFN-y production (M) were analyzed by FACS.

Data information: Data are presented by showing all points with mean + SEM (n = 3 independent experiments; *P < 0.05, **P < 0,01, and ***P < 0.001; Student’s t-
test).
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Figure EV4. TRF2 regulates the expression of a set of ITS-associated genes involved in HSPG biosynthesis.

A gPCR analysis of TRF2 expression in BJcl2 cells in which TRF2 target gene expression was determined in Fig 4A and D.

FACS analysis of GPC6 and VCAN expression in BJcl2 cells overexpressing or compromised for TRF2

Western blot analysis of HS35T4, GPC6, and VCAN expression in BJcl2 cells overexpressing or compromised for TRF2

Analysis of the correlation among the genome size (y-axis), total number of ITSs (z-axis corresponding to sphere diameter), and number of ITSs containing H3K27ac

peaks (x-axis).

E-G Correlation between genome size and total number of ITSs (D), between total number of ITSs and number of ITSs containing H3K27ac peaks (F), and between total
number of ITSs and number of ITSs containing H3K4me3 peaks (C)

H  Venn diagram of genes identified by TRF2 chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq; red), genes bearing ITSs (blue), and all H3K27ac peaks (green).

| Histograms of the percentage input of total H3 or input of H3K27ac used for immunoprecipitation or the ratio of the percentage input of total H3 to that of
H3K27ac used for immunoprecipitation for the HS3ST4 ITS.

o N @

Data information: In (D-G), Pearson correlation and P-values are indicated.
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Figure EV5. TRF2 upregulation enhances glycocalyx stiffness, which activates MDSCs, enhances the response to chemotherapies targeting MDSC, and >
decreases overall survival (related to Figs 6-8).

A Graphical model arising from our main results.

B-E Kaplan-Meier curves for overall survival of chemotherapy- or surgery-treated patients with breast (B), gastric (C), ovarian (D), or lung (E) cancer according to the
TRF2 expression level (KM-plotter, http://kmplot.com/analysis/index.php?p=background).

F RNAseq analysis of TERF2 expression of 30 types of malignancies compared with normal tissues. Cases harboring mutations are depicted in the graph.

G The numbers, frequencies, and locations of mutations in the TERF2 gene among 13,490 sequenced cases.

H-J The overall survival of gastric cancer patients (all stages) was analyzed depending on the expression level of HS35T4 (H) or GPC6 (1) or VCAN (J) compared to TRF2
expression using KM-plotter.

K Table summarizing the median of survival (months), P-values, and hazard ratio depending on TRF2, HS35T4, GPC6, or VCAN expression.

L Venn diagram associated with Fig 7F showing the intersection between the three categories of patients.

Data information: The optimal cut-off is determined on KMplot. The P-value (log-rank test), the hazard ratio, and number of patients are indicated in Dataset EV6.
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Appendix S1: HS3ST4, GPC6, and VCAN are effectors of the immunosuppressive and oncogenic properties of TRF2.
Related to Fig 5

gPCR analysis of the expression of TRF2 target genes following TRF2 knockdown.

Density plot of total immune cell infilration (CD45), MDSCs, NK cell infiltration, and NK cell degranulation (CD107a) and activation (CDB9), in relation to the box plots presented in Fig 5B.
Box plots presenting total immune cell infiliration (CD45+ cells) following TRF2 target gene knockdown.

Colony assay following TRF2 target gene knockdown or overexpression.

Growth curves obtained by AlamarBlue assay with BJcl2 cells overexpressing or knock down for HS38T4 or GPCE.

Tumor growth experiment BJcl2 cells overexpressing or knock down for HS38T4 or GPC8. Histograms presenting the median of tumor appearance (F)

or the tumor weight over time after implantation (G).

Data information: data are presented as Box plot Min to Max showing all points with median or mean +/- SEM. (n = 8 mice per group; *p < 0.05, *"p < 0.01, and ***p < 0.001; Mann-Whitney test}.

moom>

n
w@

115



A B C
4007 | \ £ 10000
% | o
3001 \ £ 10000
z | @ 2
82001 \ @ 3
Wy \ £ 1000
100- oy o
Yol Y M ﬁ .
&\\ % S 100 v e * n 10E4 anti HS
0 S T T T T 1 Unstained
04,02, 0 GF 04 1@ ad 12 108 10" M BJcI2 Empty
Separation (HM’ NaclO3 (ITIM) M BJcl2 Empty + 50mM NaClO3

o
&
m

, 3 200
I T
il = 1501
a I g
£ |
3 ([l < 100+ £
S8 [l b 3
Ayl A o O .-
/ e e 50+ T /
i /
gy [ ¥
——>pSTAT3 N T pSTAT3
'
MSCZ unireated PBS + -+ - 0 GFP [] GFP + NaCIO3
MSC2 LPS LPS - + -+ i’ OE hTRF2 GFP It OE hTRF2 GFP + NaCIO3
Il MSC2LPS+NaCIO3 NaclO3 - - + o+

Appendix S2: TRF2 enhances glycocalyx stiffness, which activates MDSCs. Related to Fig 6.

A Atomic force microscopic determination of glycocalyx and cell stiffnesses and glycocalyx length.

B-C Dose-response analysis of Heparan sulfate (HS) synthesis inhibition by FACS using the 10E4 antibody. Increasing doses of NaClO3 were
applied on BJcl2 cells and the expression level of HS at cell surface were determined by FACS.

D-E Impact of HS synthesis inhibition by NaCIO3 on STAT3 phosphorylation. Histograms (D, left panels) presenting unstained cells or cells
incubated with the isotype control antibody in the FACS analysis; histograms of the mean MFIs for MSC2 cells untreated, LPS-treated (10 pM),
or LPS- and sodium chlorate (NaCIO3)-treated (D, right panel) or after co-culture with TRF2 overexpressing or compromised BJcl2 (E).
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Appendix S3: TRF2 upregulation in human malignancies is associated with a poor prognosis

A-D

Down-staging analysis of Kaplan-Meier curves for overall survival of ovarian (A), gastric (B), breast (C), and lung cancer (D) patients.

Data information: In (A-B), the cancer genome atlas (TCGA) data were analyzed via the CbioPortal website (http:/bit.ly/2tFFALK). http://bit.ly/2tfFALK).
In (C-F), the optimal cut-off is determined on KMplot. The p value (log Rank test), the Hazard Ratio and number of patients are indicated in Table 6.
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Appendix S4: TRF2 upregulation in human malignancies is associated with high expression
of glycocalyx genes and MDSC infiltration

Af

I-J

Analysis of the correlation between TRF2 expression value and the expression value of TRF2 target gene (HS3ST4 or GPC6 or VCAN)
or the mean expression level of HS35T4, GPC6 and VCAN or the mean expression level of CD33 and C5AR (MDSC signature)

or the correlation between the two means.
Representation of the expression value of the mean expression level of CD33 and C5AR (MDSC signature) or the mean expression level of
HS38T4, GPC6 and VCAN depending on TRF2 bins.
Chi2 analysis using GraphPad (Prisme).

Data informations: In (G-H), data comes from KM-plotter, http://kmplot.com/analysis/index.php?p=background.
In (K-P), multiple regression was determined to compare TRF2 expression level and the means or Pearsonn correlation to compare the two means
(impossibility to use multiple regression to compare 2 means). p values and test type are indicated.
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AXE 11 : Quelle est la contribution du glycocalyx dans I’'immunosurveillance des cellules

sénescentes ?

TRF2 étant a I'origine d’un mécanisme immunosuppresseur meédié par le remodelage du
glycocalyx des cellules tumorales le surexprimant (Biroccio et al. 2013) et diminuant au cours
de la sénescence réplicative, j’ai voulu comprendre dans cette situation, quel était I’impact du
glycocalyx sur ’immunosurveillance des cellules sénescentes.

J’ai ainsi mis en évidence dans ce deuxieme axe de ma thése un mécanisme par lequel les
cellules sénescentes sont immunosuppressives face aux cellules NK grace a I’expression
du ganglioside GD3 a leur surface leur permettant ainsi de s’accumuler dans les tissus au

cours des maladies liées a I’Age (lltis et al, en préparation).
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Par spectrométrie de masse, nous avons identifié le ganglioside GD3, fortement régulé a la
sénescence comme un signal inhibiteur fort pour I'immunosurveillance médiée par les cellules
NK. L’inhibition de GD3 qui est naturellement régulée a la baisse dans les cellules sénescentes
induites par les oncogénes, est suffisante pour rétablir complétement la cytotoxicité des cellules
NK envers les cellules sénescentes. Dans un modele de souris souffrant de fibrose pulmonaire
induite par la bléomycine, les cellules sénescentes expriment GD3 et inhibent localement la
cytotoxicité des cellules NK intra-pulmonaires, favorisant leur accumulation. Nos résultats
montrent comment les cellules sénescentes contournent la surveillance immunitaire pour
favoriser leur persistance dans les tissus par I'induction de la GD3. Ainsi, nous proposons
que le ganglioside GD3 peut étre un point de contréle immunitaire de la sénescence qui va
déterminer le devenir des cellules sénescentes par le systéme immunitaire. A terme, le criblage
de GD3 par un anticorps pourrait constituer une avancée majeure dans le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques pour lutter contre les maladies liées a I'age, y compris le

cancer.
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* gqual contribution

Senescent cells accumulate in aging tissues and their elimination improves healthy aging'-
4. Therefore, therapeutic interventions targeting cellular senescence emerge as promising
strategies for delaying or potentially reversing a vast range of age-related diseases’. Since
components of the immune system were shown to be responsible for senescent cell

elimination® !

, an anti-aging option could be to specifically activate the immune system
to induce senescent cell clearance. Strikingly, we unveil here that senescent cells, triggered
by different types of stressors apart from oncogenic activation, exhibited immune
tolerance toward Natural Killer (NK) cells that may limit the use of anti-senescence
immunotherapies. We further show by mass spectrometry that senescent cells reshuffle
their ganglioside composition by an important increase in GD3. This resulted from the
upregulation upon senescence entry of the transcription of the gene encoding the ST8SIA1
enzyme responsible of GD3 synthesis. GD3 upregulation in senescent cells leads to a strong
immunosuppressive signal for NK cells mediated immunosurveillance. Our results
demonstrate that GD3 expression determine the switch between immune clearance
toward immune tolerance of senescent cells, thus regulating their accumulation rate.

Therefore, we propose that GD3 expression behaves as an immune checkpoint of

senescent cells that limit their elimination by the immune system. Targeting GD3 by
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specific antibodies may be a major step forward in the development of efficient anti-

senescence immunotherapies.

Aging is defined as a loss of cells and tissues resilience mediated by senescent cell accumulation
without knowing precisely why and how they accumulate. Interestingly, the immune system is
more and more suspected to play a major role in senescent cells elimination (essentially OIS
cells through NK cells, Macrophages and CD4+ T cells)®"%1213 to maintain homeostasis.
Strikingly, senescent cells can also mediate immunosuppressive properties to block NK cell
functions 81, In order to determine key features of senescence immunosurveillance, we
analyzed using in vivo matrigel plug assay, the immune recruitment induced by human
replicative senescent cells (Fig.1a). We cultured the human lung primary fibroblast MRC5 in
3% O? condition until replicative senescence (SA-BGal+, EDU-; Extended Data Fig. la-c;
increase of DNA Damage and Telomere Induced Foci TIF, Extended Data Fig. 1d-e).
Consistently with previous data®°'%'3 the immune infiltrate recruited by human replicative
senescent cells is deeply affected with an increase of NK and myeloid cells infiltration (Fig. 1b,
Extended Data 2a-b). However, the degranulation of NK cells recruited in contact with
senescent cells is three-fold less (Fig.1c). We performed the same analysis using conditioned
media from the same cells and observed that the SASP of those senescent cells do not modify
the immune infiltrate neither NK cell recruitment or functionality nor myeloid cells (Extended
Data 2c-e). In in vitro co-culture experiment (Fig. 1d), we also observed that replicative
senescent cells functionally inhibit NK cells degranulation compared to young counterparts but
not IFN-y production (Fig. le; Extended Data 2f-g). Thus, human replicative senescent cells

inhibit NK cell functionality through a SASP independent mechanism.

Because SASP was not sufficient to mimic the effect on immune infiltrate and NK cell
inhibition (Extended Data 2c-e), we reasoned that a cell surface molecule of the glycocalyx is
probably implicated. We analyzed the glycocalyx composition by mass spectrometry with a
specific focus for glycolipids, N-glycans and O-glycans (Extended Data 3a). While no
significant modifications of the N-glycome (Extended Data 4a-b), disialylated O-glycane (m/z
1256, 1501 et 1705) where increased contrary to monosialylated species (m/z 895 et 1343)
(Extended Data 3b-c). More strikingly, we observed a global sialylation of glycolipids in
replicative senescent cells. While pdI30 cells are composed of neutral globosides (Gb3 and
Gb4) and gangliosides (GM3, GM2 and GM1 sialylated), replicative senescent cells consist

almost entirely of gangliosides, with a clear appearance of disialylated gangliosides (GD3) (Fig.
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2A). FACS and immunofluorescence analysis (Fig. 2b-c; Extended data 5a) confirmed this GD3
induction by senescent cells. Surprisingly, the GD3 expression is not a cumulative effect of cell
proliferation but is strongly expressed during the last divisions before senescence entry
(Extended Data 5b). By measuring ganglioside biosynthesis enzyme expression by qgPCR, only
st8sial, the enzyme producing GD3, is strongly increased by replicative senescent cells
(Extended Data 5c). Interestingly, st8sial and GD3 expression has also been found in stress
induced senescent cells (Extended Data 5e-f). On the contrary, no expression of GD3 and a
clear decrease of st8sial expression has been found in OIS system, either using HRas
overexpression in human mammary epithelial cells (HMEC) (Extended Data 6a, b and d) nor
in WI38 human pulmonary fibroblast overexpressing KRasV12. Consistently, in lungs of 2
months-old KRasG12D overexpressing mice, OIS cells defined as SA-BGalactosidase positive
cells do not express GD3 (Extended Data 6e-f). Finally, consistently with strong immunogenic
capacities of gangliosides'*!” through the triggering of the inhibitory ITIM receptor Siglec-7'
(or Siglec-E/H in mice!”), while OIS cells that do not express GD3 can increase NK cell
degranulation, all the senescent cells that express GD3 abolished NK cell degranulation (Fig2d).
Therefore, we hypothesized that GD3 expression regulate the capacity of senescent cell to
trigger NK cell activation.

To determine whether GD3 is really required for the inhibition of NK cells functionality, we
modulate GD3 dosage (Fig. 3a; Extended Data 7a-d)) by neuraminidase treatment or knock-
down of st8sial in senescent cells or by overexpressing ST8SIAL in young cells before NK
cells coculture assay. GD3 abolishment by neuraminidase or by KD of st8sial totally rescue
the capacity of senescent cells to inhibit NK cells degranulation (Fig. 3b-c) but do not favor
IFN-y production (Extended Data 7e). Similarly, the overexpression of st8sial by young
dividing cells inhibit NK cell degranulation (Fig. 3d and Extended Data 7f-g) which is abolished
by neuraminidase treatment (Fig. 3d). Even if the ST8SIAL overexpression can confer the same
immunosuppressive capacities than senescent cells, this overexpression is not sufficient to
trigger senescence in those cells, suggesting that GD3 induction at senescence onset is the
consequence of the senescence program but not the event than trigger senescence entry. Since
GDa3 is a cell surface molecule that can be targetable by antibodies, we address the question
whether NK cell degranulation can also be restored using an anti-GD3 monoclonal antibody
(Fig. 3e: Extended Data 8). The GD3 targeting by monoclonal antibody was sufficient to restore
NK cell degranulation in a dose-response manner, reaching a full rescue with 2ug of antibody

(Fig. 3e), probably by inhibiting the interaction between GD3 and the inhibitory receptor
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Siglec-E but also by favoring ADCC®. Taken together, we revealed that GD3 expression by
senescent cells determine their capacity to inhibit NK cells.

To assess the physiological impact of the innate immune surveillance bypass by GD3
expressing senescent cells, we analyzed the expression of GD3 by senescent cells in lung
fibrosis. Indeed, recent insights in pulmonary fibrosis clearly establish a link between senescent

cells accumulation and lung fibrosis®!%-*

which can be mimicked in mice by intratracheal
instillations of bleomycin?'. As expected, bleomycin instillation induces a progressive lung
fibrosis with severe lesions (Extended Data 9a) 21 days after injections that partially regress
spontaneously but are still present 120 days after injury. This fibrotic area, characterized by the
increase in collagen deposition ‘Extended Data 8a-b), contains SA-BGalactosidase positive
cells that express GD3 (Fig. 4b-c). Using Imaging flow cytometry, we observed that both
immune cells (CD45+ cells) end epithelial cells (EpCAM+ CD45- cells) can be SA-
BGalactosidase positive (Fig. 4c), with a 4.7-fold-increase in SA-BGalactosidase positive cells
frequency for EpCAM+ cells. Since senescent cells expressing GD3 are found in fibrotic area,
we assessed whether immune infiltrate is affected. By flow cytometry on fibrotic lungs, we
revealed that the global immune infiltrate is slightly altered. However, as observed for human
replicative senescent cells in matrigel plug assay (Fig. 1b-c), we observed that the presence of
senescent cells is associated with an increase in NK cell infiltration (Fig. 4d). To assess their
functionality, those NK cells where then re-challenge ex-vivo against potent NK cell target
(YAK-1 cells) (Fig. 4e). Interestingly, NK cells from fibrotic lungs are less functional against
YAK-1 cells compared to the PBS counterpart suggesting that the presence of GD3 positive
senescent cells within lung parenchyma is sufficient to block NK cell degranulation ex vivo
(Fig. 4e). Thus, it is tempting to speculate that anti-GD3 treatment will re-activate NK cells

functionality to favor senescence clearance and attenuate lung fibrosis.

In this study, we observed that human replicative senescent cells present strong
immunosuppressive function in vivo with abilities to recruit NK cells and to tune their
inactivation through a GD3 dependent pathway that probably trigger the inhibitory ITIM
receptor Siglec7/Siglec-E. This result may explain why replicative senescent cells are not
eliminated within our tissue during aging and can accumulate with age. Consequently, our
results suggest that senescent cells alter the cell surface glycolipids repertoire conferring thus
immunosuppressive capacities and thereby modifying their ability to interact with immune

cells. On the contrary, we showed that OIS in human epithelial cells, human fibroblast or mouse

125



lung epithelial cells down-regulate ST8SIA/GD3 expression, consistently with the strong
capacities to be eliminated by NK. Taken together, our data give news molecular insight on
how senescent cells can regulate their elimination by regulating NK cell mediated
immunosurveillance. The fact that we observed the expression of GD3 by human replicative,
stress-induced and in senescent cells associated with aging that inhibit NK cells (Fig. Ic, le,
2d, 4e) but not in OIS cells that activate NK cells (Fig. 4e) let us hypothesize that GD3
expression may represent a senescence immune checkpoint that determines their
immunogenicity and outcome. Therefore, the role of gangliosides in senescence
immunosurveillance is a new avenue of research that remains to be explored in depth to develop
senescence specific antibodies to force senescence clearance and to attenuates age-associated

diseases and cancer.

Methods

Induction of senescence.

Replicative senescence was induced by continuous passaging of primary human fibroblasts
MRCS5 at 5% O until they reached a plateau in their growth curve. Cumulative population
doublings level (PDL) or PD (population doubling) were calculated using the following
equation:

_logn.—logng

PDL =
log?2

where nc represents the number of cells counted after expansion and ns represents the number
of cells seeded.

Primary human fibroblasts MRC5 were induced to senesce by exposure to X-ray radiation at a
total dose of 10 Gy at a rate of 5 Gy/min, treated with Nutlin 3a at 10 uM for 24h, CCN1 2,5
pg/mL during 6 days, Bleomycin during 24h at 50 pg/mL and Aphidicolin during 24h at 2,5
pg/mL. Oncogene-Induced senescence was induced in hMEC human mammary epithelial cells
transduced with a vector expressing H-RASG12V. Cells were treated with doxycycline hyclate
(Sigma-Aldrich) at 1pg/mL to activate H-RASG12V during 5 or 12 days.

Mycoplasma test was performed every month, and experiments are performed only on

mycoplasma negative cells.
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Animals. Experiments are performed on 8- to 12-week-old female C57BI6J mice and NMRI
Nude mice from Charles River or from 6- to 12-week-old male CD1 nu/nu from Charles River.
All mouse experiments were conducted according to local and international institutional
guidelines and were approved by either the Animal Care Committee of the IRCAN and the
regional (CIEPAL Céte d’Azur) and national (French Ministry of Research) authorities.

Senescence-associated f-galactosidase staining. Cells were fixed and stained using the
Senescence-Associated p-Galactosidase Staining Kit (Abcam ab65351), following the
manufacturer's instructions. After staining, cells were incubated for 12-14h at 37 °C, then

visualised by phase-contrast microscopy.

EdU proliferation assay. To measure cell proliferation, an EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine)
proliferation assay was performed as recommended by Thermo Fisher Scientific. MRC5 and
hMEC cells were plated in 24-well plates at a density of 5x10* cells/well for 12 hours. Then
incubated in serum-free DMEM containing 10umol/L EdU (Invitrogen/ Click-IT EdU Alexa
Fluor 647 Imaging Kit) for 12hrs. Cells were fixed, then underwent DNA staining, according
to the manufacturer’s instructions to detect the number of cycling cells during the EdU
treatment. The cells were imaged using fluorescence microscopy and the number of
proliferating cells was averaged to calculate the percentage of proliferative cells.

Immunofluorescence. To analyze the presence of the ganglioside GD3 at the cell surface of
MRCS5, we seed 5.10* cells in the 24 wells plate. Cells were fixed during 10 minutes at room
temperature with the 1X PBS solution containing 4% Formaldehyde (Sigma). For the GD3
staining, we use a primary antibody anti-GD3 R24 (Abcam) at 1:1000, overnight at 4°C. A
secondary antibody against mouse whole IgG in FITC is used at 1:3000 during 1 hour at room
temperature (Jackson ImmunoResearch). The autofluorescence of senescent cells was reduced
by the utilization of Autofluorescence Eliminator Staining (Merck Millipore) staining following
the manufacturer’s instructions. The analysis was performed using fluorescence microscopy

and used the same time of laser exposure between all the conditions.

Western blotting. Cells were harvested by trypsinization, washed in PBS and lysed with radio-
immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Sigma-Aldrich) supplemented with protease and
phosphatase inhibitors (Sigma-Aldrich) for 30 min on ice. Protein concentrations were
determined using the BCA Protein Assay Kit (Interchim). Cell lysates (40 pg of the total
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protein) were diluted in SDS sample buffer with reducing agent (NuPage, Life Technologies)
and boiled for 5 min at 95 °C. Cell lysates were separated by protein electrophoresis at 150 V
for 1h using 4-20% Mini-Protean TGX pre-cast gels (BioRad) and transferred by semi-dry
technic onto Amersham Hybond-P PVDF membranes (GE Healthcare). After blocking,
membranes were probed with primary antibodies overnight at 4 °C, washed and incubated with
HRP-conjugated secondary antibodies (Vector, 1:20000) for 1h at room temperature.
Antibodies were detected using the ECL detection kit (GE Healthcare). Prior to re-probing with
different antibodies, membranes were stripped at 4°C in agitation using Antibody stripping
buffer 1X for 10 minutes (Gene Bio-Application). Protein bands were quantified using ImageJ
software. The integrated density of each band was measured using the gel analysis function of
ImageJ, normalized to alpha-tubulin. Primary antibodies were mouse monoclonal anti-

ganglioside GD3 R24 (Sigma), mouse monoclonal alpha-tubulin (Sigma).

Quantitative real-time PCR. Total RNA isolation from cells was performed using Trizol
(Sigma-Aldrich). Reverse transcription (RT) was performed with the High Capacity RNA to
DNA kit (Applied Biosystems). Quantitative real-time PCR was performed on a Step-One Plus
real-time system (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. gqPCRs were
made on cDNAs obtained using Roche’s Fast Start Universal SYBR Green. Data were analyzed
according to the Pfaffl method after calculation of primer efficiency. RPLO was used as an
endogenous control. All reactions were performed in triplicate, and at least 3 independent
experiments were performed to generate each data set. The primers were as follows: hST8SIAL
sense 5’- GGGTGAGGCAAGTTGAAAGG-3’ — antisense 3-
AGGTCCTCAGCGAATTTCCA-5"; RPLO sense 5° -AACTCTGCATTCTCGCTTCCT-3’ —
antisense 3’- ACTCGTTTGTACCCGTTGATG-5’

Coculture experiment. Splenocytes are extract from C57BI/6j naive mice previously
stimulated in vivo for 14h by an intraperitoneal injection of 150 pg of Poly I:C (Invivogen).
The MRCS5 are plated at 5x10* cells/well in 48 wells plate the day before the experiment for the
good adherence of the cells. All the coculture were performed with four different mice at each
time. Then, the killing capacity of NK cells was tested when they coculture with senescent /
young or modulated for ST8SIA1 expression MRC5.NK cells are added to the culture for 4 h
in presence of monensin and brefeldin (BD Biosciences) at the effector/target ratio of 1:1.
Degranulation activity of the NK cells is then measured by FACS by the anti-CD107a (FITC
BD Biosciences) and IFN- staining (PE BD Biosciences)
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Matrigel Plug Assay
ImagestreamX analysis
Histology

Statistical analysis. Reasonable sample size was chosen to ensure adequate reproducibility of
results and was based on our previous studies. Mouse experiments are performed on n = 4
individuals as indicated in Fig legends. Statistical tests were all performed with GraphPad Prism
7 software including the Student’s t-test, the Mann— Whitney test, the log-rank test, Pearson

correlation, chi-square analysis, and two-way ANOVA tests.
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Extended Data 1: Characterization of MRC5 replicative senescent cells. a, Growth curve
of the MRCS5 cells until replicative senescence. b, SA-BGalactosidase and EDU incorporation
assay on pdI30 or replicative senescent MRC5. c-e, Analysis of the SA-BGalactosidase assay,
DNA damage level (53BP1 staining) (c,d), telomere staining (PNA-Telo) and colocalization
(TIF for Telomere Induced Foci) (d,e) on pdI30 or replicative senescent MRC5 using
ImagestreamX and quantification of the number of total 53BP1 foci or 53BP1 foci at telomere
(TIF) (e). Data are representative of 8 different batches of replicative senescent cells correspond

to the batches used in Fig.1

Extended Data 2: Senescent cells but not their SASP affect immune infiltration and NK
cell activation. a, Quantification of immune cells infiltrating the Matrigel plugs assay in
presence of pdI30 or replicative senescent cells (corresponding to Fib. 1b). b, representative
FACS dot plot of the total immune (CD45+), NK cell (NKp46+ cells) or myeloid cells (CD11b+
GR1+) infiltration. c, representative scheme of the Matrigel plug assay with only supernatant
of MRCS5 cells. d-e, Quantification of immune cells infiltrating the Matrigel plugs assay in
presence of pdI30 or replicative senescent cells supernatant. f, positive and negative control of
degranulation (CD107a+ NK cells) or IFN-y production in in vitro co-culture experiments. g,
analysis of IFN-y production in in vitro co-culture experiments wit senescent cells. All
experiments are performed with n = 4 mice per group (a-e); *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p <
0.001; Mann-Whitney test or data represent the mean of n = 3 independent experiments; *p <
0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001; Mann—Whitney test (f-).

Extended Data 3: Mass spectrometry analysis of human replicative senescent cells for O-
glycans. a, scheme representing the analysis strategy. b-c, representative data of the O-glycan
composition of pdI30 (young) MRCS5 (b) or replicative senescent MRC5 (c).

Extended Data 4: Mass spectrometry analysis of human replicative senescent cells for
permethylated N-glycans. a-b, representative data of the N-glycan composition of pdI30
(young) MRCS5 (a) or replicative senescent MRC5 (b).

Extended Data 5: Replicative and Stress induced senescent cells reshuffled their

ganglioside composition. a, quantification of GD3 expression analysis by cytometry

(corresponding to Fig. 2b). b, growth curve of MRC5 and kinetic of st8sial expression by gPCR
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during replicative senescence. c, representative scheme of ganglioside biosynthesis pathway. d,
analysis by gqPCR of ganglioside biosynthesis enzyme in replicative senescent cells. e-f,
analysis in replicative and stress induced senescence of st8sial gene expression by qPCR (e)
and of ST8SIAL protein level by western-blot (). g, GD3 dosage by ELISA in supernatants of
proliferating or replicative senescent cells (left panel) or in serum of 3 months or 24 months-

old mice (right panel).

Extended Data 6: Human and mouse Oncogene Induced Senescent cells repress st8sial
and do not express the GD3 ganglioside. a-b, Morphology analysis and SA-BGalactosidase
staining and quantification for HMEC cells overexpressing Hras. c-d, analysis by gPCR of
st8sial expression in replicative senescent or RasV12 induced senescent WI38 cells (c) or in
HMEC overexpressing Hras senescent cells (d). e, SA-pGalactosidase assay and GD3
immunofluorescence staining on paraffin embedded lung section from control or 2 months-
induced KrasG12D overexpression mice. f, Analysis of GD3 expression in lungs of KrasG12D

overexpression mice overtime.

Extended Data 7: The expression of a sialylated GD3 is strictly required for inhibition of
NK cell degranulation. a, Cytometry analysis of the binding of soluble recombinant Siglec-7-
Fc proteins by pdI30 or replicative senescent MRC5 cells. b, analysis by gPCR of st8sial
expression in replicative senescent after lentiviral infection for shRNA targeting st8sial. c-d,
cytometry analysis (c) and quantification (d) of GD3 expression in replicative senescent after
lentiviral infection for sShRNA targeting st8sial. d, IFN-y production in in vitro co-culture
experiments with pdI30 or replicative senescent MRCS5 cells treated or not with neuraminidase.
f, cytometry analysis (c) and quantification (d) of GD3 expression in pdli30 MRC5
overexpressing ST8SIAL. g, degranulation (CD107a+ NK cells) or IFN-y production in in vitro
co-culture experiments using pdl30 MRCS5 overexpressing ST8SIAL. Data represent the mean
of n = 3 independent experiments; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001; Mann-Whitney
test.

Extended Data 8: Monoclonal antibody against GD3 is sufficient to bypass
immunosuppressive effect of senescent cell on NK cell degranulation. a, IFN-y production
in in vitro co-culture experiments using anti-GD3 monoclonal antibody (corresponding to Fig.

3e). b-c, degranulation (CD107a+ NK cells) or IFN-y production in in vitro co-culture
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experiments using isotypic mouse IgG3 antibody as control as same concentration than anti-
GD3 mabs. Data represent the mean of n = 3 independent experiments; *p < 0.05, **p < 0.01,
and ***p < 0.001; Mann-Whitney test.

Extended Data 9: GD3 positive senescent cells accumulates within experimental
Bleomycin induced lung fibrosis and inhibit NK cell functionality. a, Histology analysis and
GD3 expression analysis in bleomycin induced lung fibrosis. b, quantification of collagen
deposit and GD3 expression quantification in lung sections. ¢, Histology analysis of fibrotic
lungs used in Fig. 4c-e. d, quantification of GD3 expression by EPCAM positive and SA-
BGalactosidase positive cells or CD45 positive and SA-BGalactosidase positive cells. e, ex vivo
co-culture experiment using splenocytes from control or bleomycin instilled mice against the
oncogenic NK cell target YAK-1 cells. All experiments are performed with n = 8 mice per
group; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001; Mann-Whitney test.
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Figure 1: Human replicative senescent cells recruit NK cells in vivo but inhibit their
degranulation. a, scheme of the Matrigel plug assay. b, quantification of the immune cell
infiltration induced by human replicative senescent cells. ¢, Quantification of the NK cell
degranulation within the Matrigel plug assay. d, representative scheme of the in vitro coculture
assay of human replicative senescent cells and mouse splenocytes. e, quantification of NK cell
degranulation after in vitro coculture experiments. All experiments are performed with n = 4
mice per group; *p <0.05, **p <0.01, and ***p < 0.001; Mann-Whitney test (1a-c) or represent
the mean of n = 3 independent experiments; *p < 0.05, **p <0.01, and ***p < 0.001; Student’s

t-test (1d-e).
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Brevet en cours de dép6t

pour le projet d’article de ’axe I

La découverte de la surexpression de ST8SIA1 et de GD3 a la sénescence fait I’objet d’une

demande de brevet avec Inserm Transfert dont voici les revendications
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CLAIMS :

. A method for identifying whether a cell is in senescence process comprising the steps
of: i) measuring the co-expression level of ST8Sial (GD3) with a senescence marker in
a biological sample; ii) comparing the co-expression level measured at step i) with its
predetermined reference value, and iii) concluding that the cell is in senescence process
when the co-expression level of GD3 with a senescence marker is higher than its
predetermined reference value or concluding that cell is not in senescence process when
the co-expression level of GD3 with a senescence marker is lower or similar than its

predetermined reference value.

The method according to claim 1, wherein the cell is selected from the following group
but not limited to eukaryotic cell, mammary epithelial cells, keratinocytes, cardiac
myocytes, chondrocytes, endothelial cells (large vessels), endothelial cells
(microvascular), epithelial cells, fibroblasts, follicle dermal papilla cells, hepatocytes,
melanocytes, osteoblasts, preadipocytes, cells of the immune system, skeletal muscle
cells, smooth muscle cells, adipocytes, neurons, glial cells, contractile cells, exocrine
secretory epithelial cells, extracellular matrix cells, hormone secreting cells,
keratinizing epithelial cells, islet cells, lens cells, mesenchymal stem cells, pancreatic
acinar cells, Paneth cells of the small intestine, cells of hemopoietic linage, cells of the
nervous system, sense organ and peripheral neuron supporting cells and wet stratified

barrier epithelial cells.

The method according to claim 1 wherein the co-expression of GD3 with a senescence

marker is suitable to use as a radiotracer.

The method according claim 1, wherein the senescence marker is selected from the
group consisting of but not limited to: SA-b-gal, p16'Nk4¢ Lamin B1, SASP, Telomere-
associated foci (TAFs) or p21.

A method for diagnosing senescent cells accumulation related disease in a subject
comprising i) detecting the co-expression of ST8Sial (GD3) with a senescence marker
in a biological sample obtained from a subject and ii) and concluding that the subject
suffers from a senescent cells accumulation related disease when the co-expression of

GD3 with senescence marker is detected in the biological sample.
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6. The method according to claims 1 to 5 wherein the biological sample is a blood sample,

a lymph sample, or a biopsy.

7. The method according to claim 5, wherein the senescent cells accumulation related
disease is selected from the following group but not limited to: aging or chronic age-
related pathology (e.g arthritis or osteoarthritis and atherosclerosis); dysplastic or
preneoplastic lesions, benign prostatic hyperplasia; normal and/or tumor tissues
following DNA-damaging therapy; Alzheimer's disease, Parkinson's disease, cataracts,
macular degeneration, glaucoma, atherosclerosis, acute coronary syndrome, myocardial
infarction, stroke, hypertension, pulmonary fibrosis, kidney fibrosis, idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF), chronic obstructive pulmonary disease (COPD),
osteoarthritis, type 2 diabetes, obesity, fat dysfunction, coronary artery disease,
cerebrovascular disease, periodontal disease; cancer treatment-related disability
(e.g.atrophy and fibrosis in various tissues), brain and heart injury, and therapy-related
myelodysplastic syndromes; Hutchinson-Gilford progeria syndrome, Werner
syndrome, Cockayne syndrome, exroderma pigmentosum, ataxia telangiectasia,
Fanconi anemia, dyskeratosis congenital, aplastic anemia, idiopathic pulmonary
fibrosis; cardiovascular diseases such as angina, aortic aneurysm, arrhythmia, brain
aneurysm, cardiac diastolic dysfunction, cardiac fibrosis, cardiac stress resistance,
cardiomyopathy, carotid artery disease, coronary thrombosis, endocarditis,
hypercholesterolemia, hyperlipidemia, mitral valve prolapsed, and peripheral vascular
disease; inflammatory or autoimmune diseases such as herniated intervertebral disc,
inflammatory bowel disease, kyphosis, oral mucositis, lupus, interstital cystitis,
scleroderma, and alopecia; neurodegenerative diseases such as dementia, Huntington's
disease, motor neuron dysfunction, age-related memory decline, and depression/mood
disorders; metabolic diseases such as diabetic ulcer and metabolic syndrome;
pulmonary diseases such as age-related loss of pulmonary function, asthma,
bronchiectasis, cystic fibrosis, emphysema, and age-associated sleep apnea;
gastrointestinal diseases such as Barrett's esophagus; age-related disorders such as liver
fibrosis, muscle fatigue, oral submucosa fibrosis, pancreatic fibrosis, benign prostatic
hyperplasia (BPH), and age-related sleep disorders; reproductive disorders such as
menopause (male and female), egg supply (female), sperm viability (male), fertility
(male and female), sex drive, and erectile function and arousal (male and female);

dermatological diseases such as atopic dermatitis, cutaneous lupus, cutaneous
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10.

11.

lymphomas, dysesthesia, eczema, eczematous eruptions, eosinophilic dermatosis,
fibrohistocytic proliferations of skin, hyperpigmentation, immunobullous dermatosis,
nevi, pemphigoid, pemphigus, pruritis, psoriasis, rashes, reactive neutrophilic
dermatosis, rhytides, and urticarial; and other diseases such as diabetic wound healing,

post-transplant kidney fibrosis, and carotid thrombosis.

The method according to claim 5, wherein the senescent cells accumulation related
disease is: pulmonary fibrosis; kidney fibrosis; arthritis; or chronic obstructive

pulmonary disease (COPD).

A method for treating senescent cells accumulation related disease in a subject in need
thereof, comprising administering to said subject a therapeutically effective amount of
a GD3 inhibitor.

The method according to claim 8, wherein the GD3 inhibitor is selected from the group
consisting of small organic molecule, polypeptide, aptamer, antibody, oligonucleotide

and ribozyme.

The method according to claim 8, wherein the GD3 inhibitor is a monoclonal antibody.
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Discussion & Perspectives
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Role de Pimmunosurveillance

des cellules sénescentes et cancéreuses

J’ai, au cours de ma thése, mis en évidence deux mécanismes distincts. L’un, qui par la
surexpression de la protéine télomérique TRF2, est a lorigine d’un mécanisme
immunosuppresseur médi¢ par la modulation de I’expression du glycocalyx de par son rdle
extratélomérique dans la tumorigénese (Cherfils-Vicini et al. 2019).

Et I’autre, qui a mis en exergue un phénomene par lequel les cellules sénescentes humaines et
murines peuvent étre immunosuppressives grace a la surexpression du ganglioside GD3 a leur
surface, suggérant un programme cellulaire d’échappement au systéme immunitaire pouvant
favoriser leur accumulation et leur maintien au cours de la fibrose pulmonaire (lltis et al, en

préparation).

Les deux axes de mon travail de these seront donc traités séparément au cours de ma discussion.
Vous trouverez ci-dessous, les mécanismes découverts au cours de ma thése de facon

schématisée.

AXE 1 AXE 2

A Télomérase &g ™« Télomérase

A TRF2  TRF2
HS3S8T4
—{(orce
= n‘r.s. B/E %!.:!.‘! & ATRF2
—
H3K27ac

Cancer

A HS3ST4
? GPC6 2 GD3

AHS3ST4 A ST8SIA1

§-

Recrutement
et activation
des PMN-MDSC

) Inhibition de
V) Pactivité cytotoxique

? pSTAT3/TLR2

par VCAN et 4 des cellules NK
HS38T4 |nhibition de Pactivité GD3 dépendant
Biroccio*, Cherfls-Vicini* Nature Cell Biology, 2013 cytotoxiquedes NK
Cherfils-Vicini, Oncoimmunology. 2014 ? Accumulation
Cherfils-Vicini, litis et al The EMBO Joural, 2019 ? Tumorigénése des cellules sénescentes liis et al en préparation, 2020

Figure 19 : Schématisation des mécanismes découverts au cours de ce travail
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AXE | : Quels sont les mécanismes biologiques modifiant le glycocalyx et régissant ainsi

I’échappement immunitaire des cellules tumorales surexprimant TRF2 ?

Les résultats issus de mon axe | m’ont permis de montrer I’importance de 1’expression de TRF2
pour les cellules tumorales sur le recrutement et I’activation des MDSC via la voie
VCAN/GPC6/TLR2/MyD88/1L-6/JAK1/2. Cette régulation des MDSC dépendante de TRF2
agit comme un suppresseur genéral de la réponse immunitaire en inhibant les réponses des
cellules NK, établissant ainsi un lien direct entre les changements télomériques associés au
cancer et a la réponse immunosuppressive dans le microenvironnement tumoral.
De plus, j’ai montré un r6le extratélomérique de TRF2 par un mécanisme épigénétique impliqué
dans la régulation de I’expression de trois geénes impliqués dans la biosynthése des héparan-
sulfates protéoglycans du glycocalyx (HS3ST4, GPC6 et VCAN). La surexpression de TRF2
modifie profondément la structure globale du glycocalyx des cellules cancéreuses en
augmentant sa rigidité et en réduisant sa longueur favorisant un phénoméne
d’immunosuppression par I’expression régulée a la hausse de ces trois génes.

De fagon similaire a 1’étude publiée précédemment par I’équipe, la surexpression de
TRF2 induit une augmentation du volume tumoral tout en inhibant le recrutement et ’activité
cytotoxique des cellules NK (Biroccio et al. 2013).
L’utilisation des modéles murins immunocompétents et immunodéficients ont permis de mettre
en évidence un fort recrutement des MDSC dépendant de TRF2, faisant des NK les principales
cellules cibles de I’activation des MDSC. En effet, une corrélation négative peut étre faite entre
’activation des cellules NK et celles des MDSC en fonction de 1’expression de TRF2 dans les
deux modeles murins.
L’augmentation du volume tumoral est dépendante des MDSC puisqu’en les déplétant in vivo,
la croissance tumorale est restaurée a un niveau similaire a celle obtenue avec un niveau
endogene de TRF2. En plus de son rdle dans la cancérogenese, j’ai montré que TRF2 pouvait
également renforcer le potentiel métastatique de la cellule tumorale (B16 intra-pulmonaires),
suggérant donc une plus forte agressivité des cellules tumorales surexprimant TRF2. Etant
donné que le niveau d’expression de TRF2 n’affecte pas les capacités prolifératives de la cellule
tumorale in vitro (Biroccio et al. 2013) et que 1’augmentation de la rigidité des cellules est
associee a un phénomene pro-invasif, il serait intéressant d’étudier la capacité de migration des
cellules tumorales in vitro et in vivo en fonction de la modulation de 1’expression de TRF2.

En plus d’induire une diminution significative du volume tumoral, la déplétion des

MDSC diminue la présence de cellules métastatiques dans les poumons. Par ailleurs, la
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déplétion en MDSC, qui diminue tres fortement leur infiltration intra-tumorale, induit une
inversion du ratio M-MDSC/PMN-MDSC sur les MDSC résiduelles, avec une disparition quasi
compléte des PMN-MDSC (Figure EV2F). La déplétion des MDSC permet d’inverser leur
différenciation vers les M-MDSC, aux capacités immunosuppressives moindres que les PMN-
MDSC (Condamine et al. 2015). De plus, Haverkamp et al, ont démontré que la délétion de
I’expression d’une molécule anti-apoptotique (MCL-1) nécessaire pour le développement des
PMN-MDSC in vivo fait basculer la balance de la différenciation des MDSC vers les M-MDSC
en augmentant considérablement leur présence dans la tumeur induite par un lymphome
(Haverkamp et al. 2014). Bien que Pactivité des sous types de MDSC n’est pas clairement
établie (Kumar et al. 2016) les résultats de la déplétion des MDSC par I’anticorps anti-Grl
touchent essentiellement les PMN-MDSC montrant leur role prépondérant dans I’augmentation
de la tumorigénicité induite par la surexpression de TRF2.

En adéquation avec la déplétion en PMN-MDSC, on observe également que les cellules
NK sont d’autant plus recrutées et activées dés que les MDSC sont éliminées dans les tumeurs
surexprimant TRF2. Elles peuvent donc jouer leur r6le au sein du microenvironnement tumoral
permettant ainsi une meilleure réponse immunitaire anti-tumorale. TRF2 contréle donc
I’échappement au systéme immunitaire, plus particuliérement en inhibant les cellules NK,
en controlant Pinfiltration intra-tumorale en PMN-MDSC.

De plus, P’activation des MDSC est également plus importante quand TRF2 est
surexprimé, suggérant une augmentation des fonctions immunosuppressives au sein de la
tumeur. Les expeériences de cocultures successives de MDSC avec les cellules tumorales puis
avec les cellules NK et remise en competition des cellules NK avec une cible (YAC) révélent
que cette augmentation de I’activation des MDSC dépendante de I’expression de TRF2
réprime la capacité des cellules NK a dégranuler des vésicules cytotoxiques et a produire
de ’TFN-y, permettant ainsi a la tumeur d’échapper a ’immunosurveillance médiee par
les NK. L’augmentation de la phosphorylation de STAT3 et de la capacité immunosuppressive
des MDSC sur la dégranulation des cellules NK médiée par la surexpression de TRF2 est
dépendante a la voie TLR2/MyD88 et nécessite la sécrétion d’IL-6 et ’activité de JAK1/2
suggerant la présence d’un phénoméne d’induction d’une boucle autocrine immunosuppressive
via la signalisation IL-6/JAK-1/2/STATS3.

Afin de comprendre le mécanisme impliqué dans le recrutement et I’activation des
MDSC, de fagon similaire a I’équipe (Biroccio et al. 2013), j’ai montré que TRF2 peut moduler
I’expression de certains génes impliqués dans le glycocalyx (HS3ST4, GPC6, VCAN), eux-
mémes impliqués dans le recrutement (HS3ST4, GPC6) et ’activation des MDSC (HS3ST4,
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VCAN). En effet, en invalidant ces génes cibles de TRF2 dans des cellules tumorales, le
recrutement des MDSC est significativement diminué (HS3ST4, GPC6). De facon similaire,
I’expérience de sauvetage moléculaire par ShARN révele que VCAN et HS3ST4 sont impliqués
dans le mécanisme d’activation des MDSC contrairement 8 GPC6. De méme que 1’expérience
de double invalidation de TRF2 et de ses cibles révele un mécanisme épistatique pour TRF2,
VCAN et HS3ST4 mais pas pour GPC6. Ces différences d’activation des MDSC démontrent
donc un réle d’HS3ST4 et de VCAN dans leur activation tandis que GPC6 participe plutdt au
recrutement des MDSC. Il semble donc y avoir une séparation de fonction et de genes pour le
recrutement et I’activation des MDSC. Cependant, le sauvetage moléculaire par ’invalidation
de GPC6 ou HS3ST4 n’est pas complet, suggérant I’implication d’au moins ces deux genes
pour une activation compléte des MDSC. Il serait donc intéressant d’analyser ’effet de la
double invalidation de GPC6 et HS3ST4 dans des cellules surexprimant TRF2.

De plus, ces différentes glycoprotéines membranaires ou clivées a la surface (GPC6,
VCAN) ont été retrouvé modulées dans de nombreuses pathologies: GPC6 est surexprimé dans
différents cancers (Karapetsas et al. 2015) et VCAN favorise les métastases (S. Kim et al. 2008)
suggérant ainsi une réelle implication de ses génes dans la tumorigénese. La modulation de
ces genes du glycocalyx par TRF2 pourrait également agir sur les propriétés physico-
chimiques du glycocalyx du microenvironnement tumoral qui en retour, va promouvoir
I’augmentation de la croissance tumorale dépendante de TRF2.

Plusieurs études vont dans le sens de ce propos en liant I'immunosuppression des cellules
tumorale au glycocalyx. D’une part puisque le glycocalyx est impliqué dans la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) indispensable au pouvoir métastatique des cellules
tumorales appartement & un cancer du sein de haut grade. Ces cellules tumorales de par
I’expression ¢élevée de la molécule du glycocalyx SPARC sont capables de créer un
environnement immunosuppresseur notamment en recrutant les MDSC. La diminution de
I’expression de SPARC entraine une réversion du phénomeéne de 'EMT qui restaure la
sensibilitée des cellules tumorales a la chimiothérapie et diminue le recrutement des MDSC au
sein de la tumeur (Sangaletti et al. 2016).

Cependant, bien que le phénomeéne liant glycocalyx et immunosuppression soit déja observe,
nous apportons la preuve que les fonctions extratélomériques de TRF2 permettent d’orchestrer
la régulation du glycocalyx, le rendant immunosuppresseur favorisant la tumorigénicité.

A la lumiére du réle du glycocalyx dans I’oncogenése, comprendre comment TRF2
module I’expression de ses génes cibles est apparu primordial. D’aprés les données de ChIP-
Seq, de ChIP-gPCR et de Western Blot, la fixation de TRF2 sur des ITS serait capable de
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moduler ’expression de génes impliqués dans le glycocalyx tel que HS3ST4 (Simonet et al.
2011 ; Biroccio et al. 2013). En s’appuyant sur les données ENCODE existantes, il a été
intéressant de s’apercevoir de la présence récurrente d’ une marque épigénétique activatrice de
la transcription (H3K27ac) exactement positionné¢ au niveau de I'ITS d’HS3ST4. Ceci
permettant d’émettre 1’hypothése que TRF2 modifie le statut épigénétique local des ITS,
entrainant une modification de la régulation des genes cibles.

Par ChIP-qPCR sur des cellules cancéreuses surexprimant ou non TRF2, il a été retrouvé

une modification de la quantité totale d’histone H3 sur I’ITS des génes cibles en fonction de
I’expression de TRF2 : plus TRF2 est exprimé, moins il y a d’histone H3 et plus les histones
H3 résiduelles sont acétylées sur la lysine 27 et inversement si TRF2 diminue (Figure 4D). Ce
résultat nous indique donc la présence d’une compétition entre TRF2 et I’Histone H3. Mon
observation est en cohérence avec une étude précédemment publiée par I’équipe, qui montre,
cette fois ci au niveau des télomeres, une diminution induite par TRF2 de la quantité totale
d’Histone H3 et une modification chromatinienne dans des cellules tumorales cervicales (Galati
et al. 2012).
I1 a également été publié que 1’acétylation de H3K27 permet I’activation de la transcription du
gene. Cette signature épigénétique a été associée de nombreuses fois a des enhancer dans le
cancer, la liant avec I’activité de I’histone acétylase p300, elle-méme connue pour interagir
directement avec TRF2 (B. Zhang et al. 2013 ; Lovén et al. 2013 ; Feinberg et al. 2016).

Mon hypothese est que TRF2 pourrait alors agir comme un enhancer en

compétition avec ’histone H3 sur les ITS et ainsi réguler I’expression des génes impliqués
dans la tumorigénese. Le mode¢le envisagé est donc que TRF2 se fixe sur I'ITS, exclut les
histones pour ouvrir la chromatine, permet le recrutement de p300 qui induit I’acétylation de la
lysine 27 et favorise I’expression du geéne. Pour tester notre modele, il serait intéressant
d’invalider p300 ou de bloquer sa fonction et déterminer si le niveau d’expression de TRF2
affecte toujours I’expression d’HS3ST4.
Pour savoir si cette fixation de TRF2 sur ’ITS d’HS3ST4 est nécessaire a 1’expression de ses
génes cibles, enlever I’'ITS d’HS3ST4 par Crispr/Cas9 constitue une stratégie de choix. En effet,
seule cette expérience nous permettra de savoir si la perte de I’'ITS d’HS3ST4 induit toujours
la modulation de 1’expression d’HS3ST4.

D’un point de vue thérapeutique, les effets négatifs de la surexpression de TRF2 sur la survie
globale des patients atteints de cancer gastrique peuvent étre réduits par traitement au 5-FU

ciblant spécifiquement les MDSC. De fagon similaire a I’augmentation de la survie globale
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chez les patients, il en est de méme avec I’analyse du volume tumoral chez la souris apres
traitement suggérant donc que la surexpression de TRF2 améliore I’efficacité du traitement au
5-FU.

En effet, ’augmentation de la réponse visible au cours du traitement au 5-FU peut étre liée a
une meilleure élimination des MDSC, permettant a son tour une réactivation du systeme
immunitaire.

Cette étude souleve donc la pertinence clinique que peut avoir TRF2, puisque sa surexpression
est associée a une expression élevée des héparan-sulfates protéoglycans, a I’infiltrat des MDSC,
le tout corrélé a un mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer.

En ciblant spécifiquement les MDSC a I’aide de molécules chimiothérapeutiques, la réduction
de la tumeur et ’augmentation de la survie a été observée suggérant donc que la surexpression
de TRF2 améliore I’efficacité des traitements ciblant les MDSC.

TRF2 pourrait donc étre un marqueur de mauvais pronostic en I’absence de traitement

mais également un marqueur prédictif de réponse a la chimiothérapie.
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Figure 20 : Modeéle d'immunoéchappement des cellules tumorales surexprimant TRF2

Pris ensemble, cette étude identifie une voie d’immunosuppression médiée par les MSDC
dépendante de ’expression de la protéine TRF2 et de la modification du glycocalyx par
un mécanisme épigénétique, suggérant de nouvelles stratégies pour empécher

I’échappement a Pimmunosurveillance et améliorer les thérapies anti-cancéreuses.
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AXE 11 : Quelle est la contribution du glycocalyx dans 'immunosurveillance

des cellules sénescentes ?

L’augmentation de la protéine TRF2 dans les cellules tumorales est associée a une diminution
de la réponse immunitaire anti-tumorale in vivo en réprimant le recrutement des cellules NK
(Biroccio et al. 2013 ; Cherfils-Vicini et al. 2014) conduisant a une augmentation de la
tumorigénicité.

Elle contrble également, grace a son role extratélomérique, 1’expression de génes du glycocalyx
en le modifiant, aboutissant a un phénoméne d’immunosuppression médié par les MDSC
(Cherfils-Vicini et al. 2019). La conservation de ce mécanisme au cours de 1’évolution suggere
donc qu’il a une fonction biologique importante, couplant ainsi 1’état des télomeres a la
composition de la surface cellulaire et a la régulation de I’immunosurveillance. Cette similitude
retrouvée a travers les espéces pourrait étre le reflet d’'un mécanisme physiologique plus
général. L hypothése formulée dans la deuxiéme partie de ma thése est donc que la diminution
de I’expression de TRF2 observée a la sénescence (Fujita et al. 2010) induit des voies de
signalisation analogues a celles induites dans les cellules tumorales par sa surexpression afin
de moduler I'immunogénicité des cellules sénescentes. De cette hypothese émerge la question :
comment les cellules sénescentes s’accumulent au cours du vieillissement ? Et plus
particuliérement, quelle est la contribution du glycocalyx dans 1I’immunosurveillance des

cellules sénescentes ?

L’¢tude menée dans ce deuxieme axe a permis d’identifier un mécanisme d’évasion
immunitaire des cellules sénescentes qui pourrait contribuer a leur persistance dans les tissus.
Sur le plan fonctionnel, la surexpression de ST8SIAL, enzyme synthétisant le ganglioside GD3
appartenant a la famille des glycosphingolipides composant le glycocalyx permet aux cellules
sénescentes de bloquer ’activité cytotoxique des cellules NK par le biais de leur récepteur
inhibiteur Siglec-7 de fagon GD3-dépendante. Ce phénoméne est induit dés 1’entrée en
sénescence des cellules suggérant 1’activation de voies de signalisation dépendantes de la
sénescence.

L’inhibition de I’expression de ST8SIA1 par shARN, la dégradation des acides sialiques qui
compose GD3 par la neuraminidase ou le blocage de I’intéraction GD3-Siglec7 par un anticorps
anti-GD3 a permis de stimuler la réponse des cellules NK in vitro et de favoriser ainsi

I’élimination des cellules sénescentes.
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De plus, la présence de cellules sénescentes exprimant GD3 a leur surface dans un modeéle
murin de fibrose pulmonaire a permis de mettre en exergue son potentiel immunosuppresseur
a I’échelle d’un organe et permettrait d’expliquer le phénoméne d’accumulation de celles-ci au
cours des maladies liées a 1’age. En effet, le re-challenge ex vivo des cellules NK issues de
poumons fibrotiques a montré une diminution de leur potentiel cytotoxique face a des cellules
cibles tumorales (YAC).

D’un point de vue thérapeutique, les interventions bloquant I’intéraction entre GD3 et le
récepteur inhibiteur Siglec -7 peuvent représenter des stratégies prometteuses afin d’améliorer
la clairance immunitaire des cellules sénescentes aboutissant a la diminution de I’impact néfaste

de celles-ci dans les maladies liées a 1’age (Figure 4) (lltis et al, en préparation).

De facon similaire aux études précédemment menées, 1’analyse de 1’effet sur le systéme
immunitaire inné de I’implantation des cellules sénescentes a permis de mettre en évidence un
fort recrutement de cellules NK comparé aux cellules jeunes.

En revanche, c’est avec étonnement que 1’observation de la diminution de 1’activité cytotoxique
des cellules NK a été décelée suggérant que les cellules sénescentes sont capables d’inhiber la
cytotoxicité des cellules NK et de facon indépendante du SASP.

Au cours de ma thése, une étude a démontré un pouvoir immunosuppresseur des fibroblastes
dermiques sénescents face aux cellules NK gréce a la découverte a leur surface d’une molécule
appartement au CMH de classe Ib, HLA-E (Pereira et al. 2019). En dépit de la présence de
ligand pour les récepteurs activateurs des cellules NK (NKG2D), ligand exprimé par les cellules
sénescentes et impliqué dans ’activation des cellules NK(Sagiv et al. 2016), I’inhibition des
cellules NK est pleinement exercée (ligand des récepteurs NKG2A/NKG2C).

L’ élimination des cellules sénescentes dans le derme pourrait étre possible par stratégie
anticorps anti HLA-E et représenterait une voie supplémentaire a la bonne compréhension de
la persistance des mélanocytes au cours du temps ? Il serait intéressant de regarder au niveau
des MRCS5 sénescents si la présence de cette molécule du CMH de classe Ib est présente a leur

surface ou est-ce que 1’expression du HLA-E est tissu spécifique ?

L’injection du surnageant des MRCS5 sénescentes n’a eu aucun effet sur le recrutement et
I’activation des cellules NK suggérant donc que I’effet d’inhibition découvert est médié€ par une
molécule a la surface des cellules sénescentes et pas liée au SASP. Ceci représente une vraie
différence par rapport aux études publiées ou le SASP a toujours été impliqué comme

responsable de [Dinfiltrat immunitaire. De par les propriétés immunorégulatrices des
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composants du glycocalyx (Cherfils-Vicini et al. 2019), I’analyse par spectrométric de masse
du glycocalyx a été faite et celle des MRC5 sénescentes a révelé une différence de la
composition en glycolipides comparée aux MRCS5 jeunes.

L’augmentation du ganglioside GD3, appartenant a la famille des glycosphingolipides, n’a été
retrouvé qu’a la sénescence. Il s’agit d’ailleurs d’une induction car il n’a pas été détecté ou tres
faiblement chez les cellules jeunes. L’analyse de leur voie de synthése a révélé une
augmentation massive (200 fois plus) du gene ST8SIAL codant pour I’enzyme synthétisant
GD3 comparé¢ aux cellules jeunes. Son augmentation, strictement dépendante de 1’induction de
la sénescence souleve la question de la régulation de ce géne. Jusqu’a présent, c’est une
question qui demeure en suspens. Bien que la découverte d’une séquence ITS présente dans le
premier intron de la séquence de ce gene ait étayé 1I’hypothése d’une régulation médiée par le
réle extratélomérique de TRF2, les résultats des expériences sur des fibroblastes surexprimant
TRF2 ou non n’a pas validé cette hypothese (résultats non publiés). La diminution de
I’expression de TRF2 (0,5 fois moins) augmente I’expression de ST8SIA1 d’une fois et demi
plus. Comparativement a 1’induction de 1’expression de ST8SIA1 a la sénescence qui est de 200
fois plus, cela suggere qu’au-dela d’une possible régulation par TRF2, d’autres mécanismes
sont a l’origine cette impressionnante augmentation de ST8SIA1 a la sénescence. Cette
augmentation n’est pas médiée par le SASP puisque 1’ajout du surnageant de MRCS5 en
sénescence réplicative dans la culture de MRCS5 jeunes, n’a pas induit I’expression de ST8SIAL.
L’inhibition de la voie des MAP Kinase n’a pas eu d’effet non plus sur I’expression de ST8SIA1
et la présence de GD3 a la surface des cellules sénescentes (données non publiées). En revanche,
il a été démontré dans un contexte de cancer du sein, que NF-kB est impliqué dans 1’activation
transcriptionnelle de ST8SIA1. En effet, ’estradiol empéche NF-kB de se lier au promoteur
central de ST8SIAL dans les cellules de cancer du sein exprimant le récepteur a 1’estradiol
suggérant donc un mécanisme de répression de géne par une hormone féminine (Bobowski et
al. 2013). Bien que nous travaillions avec des fibroblastes issus d’un homme et par conséquent
la régulation par I’estradiol n’est pas envisageable dans ce modele, il serait tout de méme
nécessaire d’étudier la voie NF-kB. Des expériences préliminaires d’inhibition
pharmacologique de la voie NF-kB ont conduit a la mort des cellules sénescentes empéchant
I’analyse de I’expression de GD3. L’inhibition de NF-kB non létale est & mettre au point.
Cependant, I’augmentation de 1’expression de ST8SIA1 et de GD3 a la surface des cellules
sénescentes ne permet pas aux cellules d’acquérir le phénotype sénescent suggérant donc que
d’autres mécanismes sont nécessaires a cette induction (données non montrées). Par

conséquent, I’augmentation de I’expression de ST8SIA1 et de GD3 a la surface des cellules
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sénescentes peuvent étre assimilés a de nouveaux marqueurs associés a la sénescence et non

pas considéré comme des inducteurs.

De par le fort remodelage de la chromatine au cours de la sénescence, I’hypothéese a étudier et
qui me permettrait d’expliquer cette induction majeure de 1’expression de ST8SIA1 est que cela
serait le reflet d’un phénomene de déméthylation majeure permettant sa transcription. C’est une
hypothése appuyée par le fait que le vieillissement et la sénescence chez les mammiféres sont
associés a la fois a I’hypo et a ’hyperméthylation permettant ainsi I’expression a la sénescence
de génes qui n’étaient pas exprimé jusqu’alors (Sidler et al. 2014 ; Marttila et al. 2015).

Récemment, la déméthylation de I’ADN induite par la 5-Aza-dC a permis d’induire la
sénescence dans des cellules immortalisées issues d’une espéce de poisson (Futami et al.
2019)et le méme phénomene est induit grace a la déméthylase de 1’histone H3K27me3 REF6
dans le modele de plantes Arabidopsis (Wang et al. 2019). Ces faits nous permettent d’imaginer
que la déméthylation de I’ADN serait un phénomeéne biologique important aboutissant a la
sénescence au-dela des mammiferes et a ’avenir, me permettent de justifier la nécessité de

I’analyse du méthylome des cellules sénescentes.

Les glycosphingolipides sont des composés essentiels de la membrane plasmique ou ils
exposent leur compose glycan au milieu extracellulaire. GD3 est composé, entre autres, de deux
acides sialiques (Figure # voie de synthése) qui jouent un réle important dans la reconnaissance,
I’adhésion et les interactions cellulaires d’une part et dans la réponse a des agents extérieurs
comme les virus et des hormones d’autre part. GD3 peut étre reconnu par différentes cellules
immunitaires telles que les invariant Natural Killer T (iNKT), sous-population de cellules T qui
utilisent leur TCR invariant pour la reconnaissance des lipides présentés par le CD1d, molécule
de la famille MHC de classe | (Speak et al. 2008 ; Brennan et al. 2013). L’expression de la
molécule du CD1d par les MRCS5 sénescentes en cytométrie en flux n’a pas été observée. Des
expériences de cocultures entre les cellules sénescentes et les cellules NKT n’ont pas révélé
d’effet majeur (données non publiées). Ceci suggérant qu’une autre voie est a 1’origine de
I’inhibition des cellules NK En effet, GD3 peut étre également reconnu par les cellules NK via
le récepteur inhibiteur Siglec-7 et la reconnaissance des acides sialiques. Il a été montré que la
reconnaissance de GD3 exprimé par les cellules tumorales par le récepteur Siglec-7 des cellules
NK induit une inhibition de la cytotoxicité des cellules NK (Hudak et al. 2013). Nous avons
donc confirmé in vitro que les cellules sénescentes présentes une forte intéraction avec la

protéine recombinante Siglec-7, cette intéraction est perdue quand la dégradation des acides
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sialiques composant GD3 est exercée par I’enzyme neuraminidase. De méme que le pouvoir
immunosuppresseur des cellules sénescentes face aux cellules NK est fortement réduit quand
le méme traitement est exercé confirmant donc que GD3 de par son intéraction avec le récepteur
inhibiteur des cellules NK Siglec-7 exerce sa fonction immunosuppressive.

Bien que la découverte du mécanisme par lequel GD3 a la sénescence inhibe la cytotoxicité des
cellules NK ait été mise en lumiére dans cette étude, il serait également intéressant de compléter
I’analyse de I’immunosuppression des MRC5 sénescentes par 1’analyse approfondie des ligands
activateurs et inhibiteurs des cellules NK a I’image de 1’étude fournie par (Sagiv et al. 2016;
Pereira et al. 2019).

De plus, une modification de 1’acétylation des acides sialiques en 9-O médiée par I’enzyme
CASD1 dans les cellules de leucémie lymphoblastique aigué est reconnue pour avoir une
incidence dans leur réponse face au systeme immunitaire (Baumann et al. 2015). Dans notre
étude, aucune modification de GD3, ni aucune expression augmentée de la CASD1 n’a été

détecté. Nous avons donc travaillé avec la forme totale et non acétylée de ce ganglioside.

L’inhibition de la cytotoxicité des cellules NK est strictement dépendante de la présence de la
forme non acétylée de GD3 a la surface des cellules sénescentes puisque son invalidation par
shARN, permet, par une expérience de coculture in vitro, de restaurer I’activité cytotoxique des
cellules NK. Cette immunosuppression dépendante de GD3 est également appuyée par
I’expérience de surexpression de ST8SIAL dans des fibroblastes MRC5 jeunes, puisque la
régulation a la hausse de ST8SIAL a permis la diminution de la cytotoxicité des NK suivie par
le marquage CD107a+ et induit la restauration de I’activité cytotoxique des cellules NK apres
traitement a la neuraminidase.

Récemment, la mise en évidence de la présence d’une protéine DPP4 a la surface des cellules
sénescentes a permis de montrer, par stratégie anticorps anti-DDP4, que le phénoméne
d’élimination par ADCC était possible. De plus, en induisant son expression dans des cellules
non sénescentes, cela a conduit a I’induction de la sénescence par augmentation des marqueurs
qui lui sont associés (K. M. Kim et al. 2017). Cette étude a donc découvert, une molécule qui
peut servir de cible afin de médier I’immunosuppression des cellules sénescentes alors que
I’expression de GD3 a la surface des cellules sénescentes est ligand inhibiteur naturel. Dans ce
contexte ou la surexpression de ST8SIA1 n’induit pas la sénescence mais qu’elle est capable
d’induire un phénoméne d’immunosuppression, il serait intéressant de savoir si les cellules
sénescentes surexprimant ST8SIAL1 expriment également a leur surface cet inducteur de
sénescence, DPPA4.
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De fagon intéressante, la régulation a la hausse de I’expression de ST8SIA1 n’est pas
uniquement visible a la sénescence réplicative. Elle est également visible lorsque des
dommages a I’ADN sont induits par la bléomycine, par la Nutlin 3a, par irradiation, au cours
d’un stress réplicatif induit par 1’Aphidocolin ou induite par un composant de la matrice
extracellulaire connu pour induire la sénescence CCN1 (Jun & Lau 2010). Le mécanisme
d’immunosuppression médié par la surexpression de GD3 est donc plus large que le phénomene
d’induction de la sénescence réplicative suggérant que ce mécanisme peut étre non seulement
observé dans des tissus ages naturellement mais également dans un certain nombre de
pathologies ou les stress génotoxiques ont une place prépondeérante dans leur étiologie.

En revanche, en étudiant I’expression de ST8SIA1 dans des cellules rendues sénescentes par
surexpression de 1’oncogéne Rasv12, celle-ci n’a pas été retrouvée régulée a la hausse mais a
la baisse. En effet, dans un mode¢le d’induction de Ras par la doxycycline dans des cellules
épithéliales mammaires (hMEC), aprés cinq jours d’induction, son expression est diminuée
permettant donc aux cellules NK de les éliminer. De fagon intéressante, en continuant
I’induction de I’expression de Ras au cours du temps jusqu’a 12 jours, le phénomene est inverseé,
les cellules en OIS expriment ST8SIAL et ont des capacités immunosuppressives face aux
cellules NK.

En parallele, I’analyse de GD3 dans un modéle murin d’induction de I’expression de KRas par
traitement avec un adénovirus permettant I’expression de la cre recombinase a permis de mettre
en lumiére une expression graduelle au cours des stades de la carcinogénése. L’augmentation
graduelle de I’expression de ST8SIAI au fur et & mesure de la diminution de 1’expression de
Ras révélée par qPCR a permis de se rendre compte du pouvoir immunosuppresseur acquis par
les cellules en OIS aprés 12 jours d’induction grace a des expériences de coculture effectuées
in vitro. Cette augmentation de I’expression de ST8SIAI, observée au-deld de la cinétique
classiquement étudiée dans 1’OIS (J5), est retrouvée également dans le modele murin
d’induction de KRas. GD3 est retrouvé au stade tardif de ’adénome et de 1’adénocarcinome
suggérant donc que I’induction prolongé de KRas peut également a un stade plus tardif que les
autres types de sénescence induire 1’expression a la hausse de GD3. Cela suggere donc que la
sénescence précoce (Jour 5) induite par I’expression de Ras semble étre une sénescence
différente de celle induite par le raccourcissement télomérique ou induite par des stress
génotoxiques d’un point de vue immunologique puisque 1’expression de ST8SIA1 et
I’immunosuppression n’y est pas observée. L’expression de GD3 joue donc un role pivot dans
I’immunoactivation ou I’immunosuppression des cellules sénescentes me permettant de

suggérer son rdle potentiel d’immune checkpoint spécifique de la sénescence.
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Afin d’étayer cette idée, I’étude des mécanismes d’immunosuppression sont a étudier dans le
modele murin d’adénocarcinome : est-ce que 1’induction de 1’expression de GD3 au cours de
la carcinogénese peut étre un facteur déterminant pour [’accumulation des cellules
endommagées et permettant de la promouvoir ? Une stratégie anticorps anti-GD3 pourrait nous
permettre de répondre a cette question. Est-ce que cela pourrait ralentir le phénomeéne de

carcinogénese ? ou bien I’inhiberait totalement ?

Au cours des expériences de modulation de I’expression de ST8SIA1, la manipulation en
culture cellulaire des cellules m’a permis de constater une caractéristique attrayante quand
I’invalidation de ST8SIAL1 est faite dans les MRCS5 sénescents. Les cellules deviennent plus
faciles a décoller me suggeérant que la modification de I’expression de ST8SIAI1, a I’image de
I’étude faite dans mon Axe I (Figure 6 EMBO), est capable de changer de changer les propriétés
du glycocalyx et de 1’adhésion des cellules sénescentes.

Est-ce que par modulation de ce geéne, nous sommes capables d’engendrer le remodelage
profond du glycocalyx de la cellule sénescence ayant pour conséquence une modification de
I’intéraction des cellules sénescentes avec le systéme immunitaire ? Est-ce que ce remodelage
peut avoir une conséquence notamment avec les voies des intégrines et ainsi augmenter
I’adhérence des cellules sénescentes ? A I’image de 1’étude prouvant une augmentation du
pouvoir métastatique des cellules tumorales ayant subi une modification de leur
glycocalyx (Paszek et al. 2014) mais également celle qui, chez le rat taupe nu, démontre
I’importance de la masse moléculaire de I’acide hyaluronique dans le phénomene d’inhibition
de contact exercant un role anti-tumoral (Tian et al. 2013).

Seront-elles moins enclines & s’accumuler dans les tissus ? Ou bien au contraire seront-elles
capables de par leur modification du glycocalyx de promouvoir des mécanismes pro-
tumoraux ? Le glycocalyx et ses modifications sont-ils a 1’origine du rdle pro-tumoral ou anti-
tumoral des cellules sénescentes ?

La modification du glycocalyx est plus & méme de favoriser le recrutement des MDSC dans un
contexte tumoral (Cherfils-Vicini et al. 2019 ; Sangaletti et al. 2016). Jouent-elles un réle dans
I’immunosuppression des cellules sénescentes ? L’implication des MDSC est a étudier plus
profondément puisque leur recrutement est augmenté quand I’injection de MRC5 sénescents

est faite dans un modele de xénogreffes.

Bien que cette partie de mon projet ait soulevé de nombreuses questions qui demeurent encore

sans réponse, I’augmentation de GD3 découverte au cours de la fibrose pulmonaire induite par

168



labléomycine permet d’émettre I’hypothése que le phénoméne immunosuppresseur étudié
in vitro pourrait étre également présent a 1’échelle d’un organe et ainsi favoriser les
maladies liées a I’Age y compris le cancer.

En effet, ’analyse histologique de poumons fibrotiques et I’apparition graduelle de GD3 qui en
résulte au cours de la fibrose et dans le mod¢le murin d’adénocarcinome étaye cette hypothese.
De plus, I’expérience de coculture ex vivo de cellules NK issues de poumons fibrotiques versus
de poumons non fibrotiques nous le confirme puisque les cellules NK issus de poumons traités
avec de la bléomycine ont perdu leur capacite a éliminer les cellules cibles avec lesquelles elles
ont été remises en culture (YAC-1).

L’ analyse de la cytotoxicité des cellules NK provenant de la rate des mémes souris montrent
une activité similaire entre les deux conditions (Bléomycine/PBS) nous faisant conclure sur le
fait que le phénomeéne d’immunosuppression visible dans le poumon est tissu dépendant et
certainement GD3 dépendant. En effet, seule une stratégie utilisant I’anticorps anti-GD3 utilisé
dans les expériences in vitro nous permettra de répondre a cette question. Est-ce que la
diminution de I’immunosuppression de GD3 par le biais de cet anticorps va permettre une
meilleure réparation tissulaire ou bien va-t-elle, au contraire en favorisant 1’élimination des
cellules sénescentes, créer encore plus de zones fibrotiques? Au vu du phénoméne
d’accumulation graduelle de GD3 au niveau des cellules épithéliales pulmonaires et a la
persistance de celles-ci dans le tissu fibrotique malgré une résorption partielle de la fibrose au
cours du temps, plusieurs stratégies doivent étre étudiées.

La premicre (i) qui vise a traiter par I’anticorps dés le début de la fibrose bien avant que
I’accumulation des cellules sénescentes GD3+ ne se fasse ce qui aboutirait a un traitement
prophylactique ou bien, par traitement thérapeutique, une fois la fibrose installée (ii).

L’étude faite par Karhadkar et al sur la fibrose idiopathique pulmonaire, utilisant le méme
modeéle murin de fibrose pulmonaire a montré une augmentation des acides sialiques des
gangliosides au cours de la fibrose. L’inhibition des enzymes qui permettent leur sialyliation
permet la diminution de la fibrose suggérant donc un réle prépondérant des especes sialylées
comme le ganglioside GD3 dans 1’étiologie de la fibrose pulmonaire (Karhadkar et al. 2017).
Ce qui est consistant avec 1’étude montrant le réle important des cellules sénescentes dans

I’étiologie de maladies pulmonaires liées a 1’age (Boyer et al. 2015).

Pour étudier I’hypothése que la surexpression de ST8SIAT et I’expression a la surface des

cellules sénescentes de GD3 joue un role prépondérant dans les maladies liées a 1’age, 1’étude
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de leur expression est actuellement en cours dans un autre modéle murin, celui de la fibrose
rénale induite par ’adriamycine (molécule utilisée dans les traitements anti-cancéreux).

En effet, il a été constaté que I’augmentation de la fibrose rénale notamment au niveau des
glomérules montrent une augmentation de 1’expression de GD3 dans les cellules pl16+. Ce
nouveau résultat permet d’imaginer un modele par lequel GD3 permet I’immunosuppression
des cellules NK, la persistance des cellules endommagées et I’induction de la déstabilisation de
I’homéostasie tissulaire rénale.

L’analyse, au niveau des poumons, du vieillissement prématuré induit dans les souris
télomérase KO a permis de montrer une augmentation de la présence de cellules GD3+,
I’accumulation de ses cellules GD3+ jouent-t-elles un rdle dans la fibrose naturellement
observée au fil des générations ?

De la méme maniere que 1’utilisation du modéle murin ST8SIA1 KO a permis de mettre en
évidence une diminution de la perte osseuse au cours du vieillissement (Yo et al. 2019) nous
suggérant donc que GD3 peut également avoir un réle dans le phénomene de I’ostéoporose. En
effet, la détection du ganglioside GD3 a été faite dans les pré-ostéoclastes, 1’hypothése est donc
que la non-élimination de ces pré-ostéoclastes GD3+ sénescents par le systéme immunitaire va
favoriser le deséquilibre du taux de renouvellement des os par le biais d’une accumulation des
ostéoclastes par rapport aux ostéoblastes résultant ainsi d’une perte osseuse considérable au
cours du temps.

De plus, dans I’athérosclérose, 1’¢limination des cellules sénescentes par le biais des modeles
murins p16-3MR et p16-INKA4 a permis de diminuer la plaque athérome (Childs, Durik, et al.
2016).

De fagon étonnante, le gene GLBL1 est utilisé comme marqueur associée a 1’athérosclérose. Ce
geéne fait partie de la voie de synthése des gangliosides et est connu sous un autre nom, SA-f-
Galactosidase. De plus, 1’étude des cellules endothéliales sénescentes soupgonnées d’étre a
I’origine de 1’athérogénése a permis de révéler une modification de leur glycocalyx leur
permettant d’avoir des propriétés physiques notamment une force de traction plus importante
que des cellules endothéliales non sénescentes (Cheung et al. 2015). L’étude de GD3 dans cette
pathologie liée a 1’age est en cours et par des résultats préliminaires, I’augmentation de GD3
dans les plaques d’athérome nous fait penser que la modification du glycocalyx engendré par
la sénescence permet aux cellules de par I’expression massive de ST8SIA1 et de la modulation
de GD3 a leur surface, d’étre non seulement immunosuppressives mais participerait activement
au processus physiopathologique de nombreuses maladies liées a 1’Age mais également dans le

cadre du cancer.
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En effet, I’identification de GD3 dans le cancer de I’ovaire a également permis de mettre en
évidence son réle immunosuppresseur de la réponse immunitaire innée par le biais du CD1d et
agissant sur I’activité des cellules NKT (Webb et al. 2012). Le ciblage de ST8SIAL par miARN
dans le cancer colorectal a permis de diminuer sa progression (Shan et al. 2017).

De plus, il parait primordial dans ce contexte de maladies liées a 1’age et de tumorigénése
augmentée par 1’age, d’étudier également I’impact de I’'immunosénescence sur I’accumulation
des cellules sénescentes exprimant GD3. En effet, ce phénomeéne est a prendre en considération
puisqu’il pourrait accentuer le role immunosuppresseur des cellules sénescentes.

De par le potentiel thérapeutique que représente GD3 en étant assimilé a un marqueur général
de la sénescence, les stratégies anticorps anti-GD3 doivent prendre en compte le probléme de
I’immunosénescence chez les personnes agées traitées. Ainsi, une stratégie d’immunothérapie
par CAR-NK cells permettrait d’éviter, en ciblant GD3, de s’affranchir du probléme
d’immunosénescence afin de traiter de fagon efficace sans dommages collatéraux les personnes
agées atteintes de maladies liées a I’age.

Recrutement des
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Figure 21 : Modéle d'immunosuppression médié par I'augmentation de GD3 a la surface des
cellules sénescentes et les perspectives associées a cette découverte. Figure adaptée de (Mufioz-
Espin & Serrano 2014)
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Collectivement, nos conclusions soutiennent donc un modéle de persistance des cellules
sénescentes ou I’augmentation de I’expression de ST8SIA1 et la présence de GD3 a la
surface des cellules sénescentes est requise pour leur accumulation.

De par le réle potentiel que joue GD3 comme immune checkpoint potentiel en favorisant
I’immunosuppression quand il est présent ou I'immunoactivation quand il est absent, la
caractérisation de son expression autant dans une maladie liée a I’Age que dans la
tumorigénese pourrait nous permettre d’appréhender de facon plus concise ’implication
délétére ou bénéfique de la sénescence.

La caractérisation de la sénescence par D’expression de GD3 présente au cours du
développement embryonnaire et dans la réparation tissulaire lors de la fibrose pourrait
étayer cette hypothése. Les cellules sénescentes rapidement éliminées au cours de ces
processus physiologiques expriment-elles GD3 a leur surface ?

D’un point de vue thérapeutique, les interventions bloquant I’intéraction entre GD3 et le
récepteur inhibiteur Siglec-7 des cellules NK peuvent représenter des stratégies
prometteuses afin d’améliorer la clairance immunitaire des cellules sénescentes en
contribuant a la diminution de I’impact néfaste de celles-ci dans les maladies liées a I’age

y compris le cancer.
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