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Résumé : Role de la sénescence dans l'initiation des sarcomes secondaires
survenant en territoire irradié

La radiothérapie est une technique majeure dans le traitement contre le cancer. Elle a pour but
d’induire la mort des cellules tumorales, principalement en générant des cassures double-brin (DSB)
et simple-brin de I'’ADN (SSB). Paradoxalement, la radiothérapie est associée dans de rares cas a la
survenue de cancers secondaires. Les données de la littérature montrent que ces seconds cancers
sont majoritairement des sarcomes et surviennent préférentiellement en marge du volume-cible
planifié (PTV). Cette marge, composée de cellules non-tumorales, est caractérisée par une faible dose
d’irradiation et un décalage du spectre d’énergie des particules ionisantes en faveur des énergies les
plus faibles. Le premier objectif de ma thése a été de caractériser les cassures de I’ADN induites dans
des fibroblastes normaux de derme humain (NHDF) irradiés dans cette marge. Pour cela, I'équipe a
mis en place un systéme expérimental permettant d’irradier des cellules positionnées en marge du
PTV. En utilisant ce systéme expérimental, nous avons observé qu’un protocole de radiothérapie
fractionnée induit une accumulation de SSB en marge du PTV, sans induire de DSB. Cette accumulation
de SSB est associée a un défaut de réparation des SSB, corrélé a une baisse d’activité de la PARP, une
enzyme essentielle de la voie de réparation des SSB.

Le second objectif a été d’étudier les conséquences de cette accumulation de SSB sur les NHDF. Pour
cela, nous avons suivi la croissance des cellules irradiées en marge. Nos résultats montrent que
Iirradiation en marge induit un arrét de croissance. Nous avons évalué la mort cellulaire et montré
que les cellules irradiées en marge du PTV ne meurent pas. Nous avons alors testé I’hypothése d’une
induction de sénescence en marge du PTV. La sénescence cellulaire est un état d’arrét du cycle
cellulaire associé a une survie a long terme. Par l'utilisation de différents marqueurs, nous avons
montré qu’une partie de la population des NHDF irradiés en marge entrait en sénescence.

La population des cellules irradiées étant hétérogene du point de vue de la survenue de sénescence,
nous avons trié les cellules présentant des marqueurs de sénescence tres marqués et les avons suivis
sur le long terme. Nous avons observé que certaines d’entre-elles étaient capables d’échapper de
I'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence pour donner naissance a des cellules filles
proliférantes, invasives et mutées. Néanmoins, la xénogreffe de ces cellules dans des souris SCID n’a
pas permis de développement tumoral, ce qui suggere que ces cellules sont seulement pré-
cancéreuses.

En combinant un traitement au peroxyde d’hydrogéne combiné a un inhibiteur de PARP (le Véliparib),
nous avons démontré que l'induction de SSB est suffisante pour induire la sénescence de NHDF et
I’échappement de I'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence.

In vivo, nous avons confirmé une partie de ces résultats en mettant en évidence I'induction de foyers
XRCC1 (marqueurs de SSB) dans le derme de souris irradiées en marge du PTV. De méme, nos
premieres expériences, qui restent a reproduire, utilisant des souris p16-LUC mettent en évidence une
induction de sénescence in vivo en marge du PTV.

Ainsi, ces différents résultats montrent que des fibroblastes normaux placés en marge d’'un PTV irradié
par un protocole mimant une thérapie standard accumulent des SSB et entrent en sénescence
prématurée. Certaines cellules sénescentes sont capables d’échapper de I'arrét du cycle cellulaire
pour donner naissance a des cellules filles pré-transformées.



Abstract: Role of senescence in the initiation of second sarcoma occurring in
irradiated field

Radiotherapy is a major technique used in cancer treatment. It aims to cause the death of cancer cells,
mainly through the induction of DNA Double-Strand Breaks (DSBs) and Single-Strand Breaks (SSBs).
Paradoxically, radiotherapy is associated in rare cases with the occurrence of second cancers. Data
from the literature show that these second cancers are mostly sarcoma which develop preferentially
in the margin of the Planning Target Volume (PTV). This margin is composed of non-tumoral cells and
is characterized by a low dose irradiation with a photon energy spectrum shifted towards lower
energies. The first objective of my thesis project was to characterize the DNA damages encountered
by Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDFs) irradiated in the margin of the PTV. For that purpose,
the team developed an experimental setting allowing the irradiation of NHDFs positioned in the
margin of the PTV. By using this system, we observed that a fractionated irradiation protocol
mimicking those commonly applied to patients induces an accumulation of SSBs in the margin,
without inducing DSBs. This accumulation of SSBs was associated with a repair defect correlated with
a decrease of PARP activity, an essential enzyme for SSB repair.

The second objective was to study the effect of this SSB accumulation on NHDF outcome. For this
purpose, we followed the growth of NHDFs irradiated in the margin. Our results show that cells
positioned in the margin of an irradiated PTV underwent growth arrest. We measured their cell death
level and showed that NHDF irradiated in the margin of the PTV did not die. Then, we made the
hypothesis of a senescence induction. Cell senescence is a cell cycle arrest state associated with a
long-term survival. By using different markers, we have shown that the NHDFs irradiated in the margin
enter in premature senescence.

The population of cells irradiated in the margin being heterogenous regarding the occurrence of
senescence, we sorted fully senescent cells harbouring marked senescent markers and monitored
them up for long time. We observed that a few of them were able to escape from the cell cycle arrest
to give rise to proliferating daughter cells, harbouring mutations and invasive capacities. However, the
xenografting of these cells in SCID mice did not induce tumoral development, suggesting that these
emerging cells are only pre-cancerous.

By combining a hydrogen peroxide treatment with a PARP inhibitor (Veliparib), we have demonstrated
that an SSB induction is sufficient to induce NHDF senescence and escape from cell cycle arrest
associated to senescence.

In vivo, we have confirmed part of these results. We have evidenced that SSBs are generated in the
dermal cells of mice positioned in close contact with an irradiated phantom. Moreover, by performing
preliminary experiments with the p16-LUC mice model, we have some data, that have to be
confirmed, that senescence would be induced in mice positioned in close contact with a phantom
irradiated with a protocol mimicking those commonly applied to patients.

To conclude, these different results show that SSBs are induced in normal fibroblasts positioned at
the margin of a PTV and, consequently, that the cells enter in premature senescence. We have also
showed that a few of senescent cells can escape from the cell cycle arrest to give a rise to pre-
cancerous daughter cells. We thus suggest that SSBs and senescence could play a role in the
development of second sarcoma occurring in irradiated field.



Liste des abréviations

um Micrometre

3D-CRT Radiothérapie conformationnelle tridimentionnelle
4EBP1 4E-binding protein 1

53BP1 Tumor suppressor p53-binding protein 1
8-o0x0G 8-Oxoguanine

ACD Adrenocortical dysplasia homolog
ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adenosine diphosphate

AKT Ak strain transforming/Protein kinase B
ALT Alternative Lengthening of Telomeres
AMP Adenosine monophosphate

AMPK 5' AMP-activated protein kinase
APAF1 Apoptotic protease activating factor 1
APE1 Apurinic/apyrimidinic endonuclease
ARHs ADP-ribose hydrolases

ARIH1 Protein ariadne-1 homolog

ARN Acide ribonucléique

ARNm Acide ribonucléique messager

ARNt Acide ribonucléique de transfert
ASMase Acid sphingomyelinase

ATF6a Activating Transcription Factor 6
ATG5 Autophagy Related 5

ATG7 Autophagy Related 7

ATM Ataxia-telangiectasia mutated

ATP Adenosine triphosphate

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related
ATRIP ATR-interacting protein

BAD BCL-2 associated agonist of cell death
BAK BCL-2 homologous antagonist/killer
BAX BCL-2 Associated X

BCL-2 B-cell ymphoma 2

BER Base Excision Repair

BID BH3 interacting-domain death agonist
BIR Break-induced replication

BOK BCL-2 related ovarian killer

C12FDG 5-Dodecanoylaminofluorescein Di-B-D-Galactopyranoside
CAF Cancer Associated Fibroblast

CCL2 Chemokine ligand 2

CCla Chemokine (C-C motif) ligands 4
CDC25A Cell division cycle 25 homolog A
CDC25C Cell division cycle 25 homolog C

CDK1 Cyclin-dependent kinase 1

CDK2 Cyclin-dependent kinase 2

CDKN1 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1



CDKN2A
CHK1
CHK2
CIITA
CK2
CKI

cm
CMA
CNV
CoDE-seq
CREB
CSAD
CTV
CXCR2
DAMP
DcR1
DcR2
DDR
DKC1
DMSO
DNA-PK
DNMT1
DNP
dNTP
Dr

DR4
DR5
E2F
E2F1
EGF
elF4E
ERAD
Exp. G
F1IMC1
F26FC
F6MC1
FACS
FADD
FAS-L
FASST
FGF
FIS1
FSC
GLB1
GNG12
GSTM5

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A

Checkpoint kinase 1

Checkpoint kinase 2

Class Il, major histocompatibility complex

Casein Kinase

CDK inhibitor

Centimetre

Chaperone-mediated autophagy

Copy Number Variant

Copy number variation Detection and Exome sequencing
cAMP response element-binding protein

Cysteine sulfinic acid decarboxylase

Clinical Target Volume

C-X-C chemokine receptor type 2

Danger-Associated Molecular Patterns

Decoy receptorl

Decoy receptor2

DNA Damage response

Dyskerin 1

Dimethyl sulfoxide

DNA-dependent protein kinase

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1

Double nucleotide polymorphism

Nucleoside triphosphate

Docteur

Decoy receptor 4

Decoy receptor 5

Eukaryotic transciption factor

Eukaryotic transciption factor 1

Epidermal growth factor

Eukaryotic translation initiation factor

ER-associated protein degradation

Exponential growth

Fibroblaste issu d'un donneur de 1 an male caucasien
Fibroblaste issu d'une donneuse de 26 ans femelle caucasienne
Fibroblaste issu d'un donneur de 6 ans male caucasien
Fluorescence-activated cell sorting

FAS-associated death domain

FAS-Ligand

Fibroblasts Accelerate Stromal-Supported Tumorigenesis
Fibroblast growth factors

Mitochondrial fission 1 protein

Forward Scatter

Beta-galactosidase

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-12

Glutathion S-transférase cytosolique



Gy Gray

h Heure

H;0, Peroxyde d’hydrogene

H3K9me3 Lysine 9 de I'histone 3 triméthylée

HDAC Histone désacétylase

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2
HGF Hepatocyte Growth Factor

HIFla Hypoxia-inducible factor 1-alpha

hOGG1 8-oxoguanine DNA glycosylase humaine 1

HP1 Heterochromatin protein 1

HPRT Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransférase
HRK Harakiri, BCL-2 Interacting Protein

hrs Hours

HSC70 Heat shock cognate 71 kDa protein

HSP Heat Shock Proteins

HUVEC Primary Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IFNy Interferon gamma

IGFBP5 Insulin-like Growth Factor Binding Protein 5
IL-1a Interleukine 1 alpha

IL-6 Interleukine 6

IL-6Ra Interleukine 6 receptor alpha

IL-8 Interleukine 8 receptor alpha

IMRT Radiothérapie a intensité modulée

Indel Insertion et délétion

IRES Internal ribosome entry site

ITv Internal Target Volume

KO Knock Out

LAMP-2A Lysosome-associated membrane protein 2

LR Lipid raft

Max Maximum

MCL-1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 1
MDC-1 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
MDM2 Mouse double minute 2 homolog

MHC-1 Major histocompatibility complex class 1

Min Minimum

MLKL Mixed Lineage Kinase Like

mm Millimétre

MMP Matrix metalloproteinases

MnSOD Manganese superoxide dismutase

MPTP Pores de transition de perméabilité mitochondriale
MRE11 Meiotic recombination 11 protein

MRN MRE11, RAD50, NBS1/NBN

MRS2 Magnesium transporter MRS2 homolog

mTOR Mechanistic target of rapamycin

mTORC1 Mechanistic target of rapamycin complex 1
mTORC2 Mechanistic target of rapamycin complex 2



mTORC3 Mechanistic target of rapamycin complex 3

MV MégaVolt

NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide
NADPH-oxidase Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase
NBS1 Nijmegen Breakage Syndrome 1

NDUFAF2 NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Complex Assembly Factor 2
NDUFS8 NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S8
NF1 Neurofibromin 1

NF-kB Nuclear Factor Kappa B

NGS Séquengage nouvelle génération

NHDF Normal Human Dermal Fibroblast

NHEJ Non-homologous end joining

nM Nanomolaire

NONO Non-POU domain-containing octamer-binding protein
NOX1 NADPH Oxidase 1

NOX4 NADPH Oxidase 4

NS Non significatif

oIS Oncogene-Induced Senescence

OLA1 Obg-like ATPase

p38MAPK p38 mitogen-activated protein kinases

PanIN Pancreatic intraepithelial neoplasia

PAR Poly(ADP-ribose)

PARG (Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase

PARP1 Poly(ADP-Ribose) Polymérase 1

PARP2 Poly(ADP-Ribose) Polymérase 2

PD Population Doubling

PDGFRB Platelet Derived Growth Factor Receptor Beta
PG Population générale

PGE2 Prostaglandin E;

pH Potentiel hydrogéne

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PNKP Polynucleotide Kinase 3'-Phosphatase

POLD3 DNA polymerase delta subunit 3

POT1 Protection of telomere protein 1

PP1 Protein phosphatase 1

PP2A Protein phosphatase 2A

Pr Professeur

PSNE Post-senescence Neoplasic Escape

PTEN Phosphatase and tensin homolog

PTV Planning Target Volume

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis
RAD50 DNA repair protein RAD50

RAD51 DNA repair protein RAD51

Rb Retinoblastoma protein

RE Réticulum endoplasmique

RIP1 Receptor Interacting Protein kinase

10



ROS Reactive oxygen species

RPA Replication protein A

RR Risque relatif

RT-qPCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
RUNX1 RUNX Family Transcription Factor 1

SAHF Senescence-associated heterochromatin foci
SASP Senescence-associated secretory phenotype
SCID Severe combined immunodeficient mice

SD Standard deviation

SDH Succinate deshydrogenase

SMS Senescence-messaging secretome

SNP Single nucleotide polymorphism

SNV Single nucleotide Variant

SREBP1 Sterol regulatory element-binding transcription factor 1
SSB Single-strand break

SSBR Single-strand break repair

SSC Side Scatter

TEM Transition épithélio-mésenchymateuse
TERT Telomerase reverse transcriptase

TGF-B Transforming growth factor beta

TIN2 Interacting nuclear factor 2

TIS Therapy-Induced Senescence

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1

TNF-a Tumor necrosis factor

TP53 Tumor protein P53

TPP1 Telomere protection protein 1

TRADD TRAIL associated death domain

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
transporteur ABC  Transporteur ATP binding cassette

TRF1 Telomere repeat factor 1

TRIP11 Thyroid Hormone Receptor Interactor 11
UPR Unfolded Protein Response

uv Ultraviolet

VEGF Vascular endothelial growth factor

WBI Whole Body Irradiation

WES Whole-Exome Sequencing

XRCC1 X-ray repair cross-complementing protein 1
YB-1 Y-box binding protein 1

YH2AX H2A histone family member X, phosphorylée sur la sérine 139

11



12



Table des matieres

Résumé : Réle de la sénescence dans l'initiation des sarcomes secondaires survenant en territoire irradié...........ccccocuenuennen. 5
Abstract: Role of senescence in the initiation of second sarcoma occurring in irradiated field........c.cccoeveevvevierciecceceee. 6
LISTE S @DIEVIATIONS ......eieiieeeeeeet ettt b et e bt e he e b e e at e b e s b e e b e e a e e bt eheea b e e ae e bt e he et e e a b e benheenbe e bt e nbenheenbeenean 7
TaDlE AES MATIEIES ...ttt et b e b e bbbt s s bt e bt e b e s b e s b e et e bt s b e sh e e bt e e b e s b e sh e e b bt b nreen 13
Chapitre 1 : Sénescence cellulaire : définition et role dans €S CANCErsS............cccvviiiiiiiiiiiii e e 18
. Changements phénotypiques caractéristiques de I'état SENeSCEeNt .............cccceeviieiiiriiesie e 18
A. F A g = e E Y I LR ol L=l ol | U] < S 18
B. (@ F-Ta={=T 0= o) €3 ol o] aTe] [o = e [ 1= PSP UUPPPPP 18
C. ACTIVITE SA-B-BalaCtOSIUASE . .uviiiiiiii ittt ettt ettt ettt e e te e e e sba e e e sbaeeesatae e e sbeeesasbeeeasteaeasbeeesbaeesansaeannsres 19
D. Altérations mitochondriales, stress oxydant et changements métaboliques associés a la sénescence.................... 19
E. Augmentation de I'actiVité aULOPNAGIGUE ......cueerieeceiecie ettt e s e e e saa e et e e s naeeteessteennaeenseenneen 21
F. Stress réticulaire et activation de 12 VOI€ UPR ......ccccociiiiiiiiiiiiiiicience e et 22
G. ChangemMeENTs EPIZENETIGUES ......veieiiuiieeiiieeeiie e e et ee et e e esbee e s bt eeesttaeeeabeeesabaeeeaateeeassseeesabeeesastaeaassseesasbseessbaeaansneanns 23
H. Sécrétome assocCié au PhENOtYPE SENESCENCE (SASP) ...vicviiiieeciieeieecte et e st eeteeeeve et e e eteesteeesbeessseestaesabeesseessbeesseens 24

I Ty R = ol TN =T o Lo T e 1Y < S 25
1. Principaux mécanismes inducteurs de SENESCENCE.............cccueecuieriiereeeieesee et e e eee e st e e e e seeeesseessseesseessseenseesnees 26
A Dommages a I’ADN associés a la sénescence et voies de signalisation ...........cccceevviiiiiiiieiiiieecciee e 28
Dommages a FADN induisant 12 VOIE DDR .........ciiiiiiiiiiiieiiiiiesiieeesiieeestee e eeitee s esiaeeesibaeessaseeestseessabaeesesseessnssnaeas 28

Cassures simple brin et activation de 12 VOI& SSBR .......cc.eeiieriieiiieeere ettt e et seee e sseeesseesnneesneeenns 32

SSB, DSB et fourches de réplication bloquées non réparées : de puissants inducteurs de sénescence............... 33

B. Nt ol =T Lol I =T o [ Tor= 1Y TP PPRPRP 33
C. Sénescence prématurée induite Par 1€ Stress OXYAANT ......ccviiiiiiiiiiiiecee e e ste e e e b e s seba e e sabaeeeeaeas 35
D. Sénescence induite par activation ONCOZENIGUE .....c.eecveeriieriiectieeee e eseese et e s teesteeesteeseeeesseesseeessaesseeesseesnseesseean 36
E. Sénescence induite par les therapies QNti-CANCEIEUSES. ..........cuueivueeeeesieerieeieeeeeeseesseesseeesteessaeeeseessseesseesseesseeenses 37
F. Cas particulier du Senescence-Messaging Secretome : induction de la sénescence par le SASP.........cccceevvveeeinenn. 38
1. Principaux marqueurs de 13 SENESCENCE. .............ccoiiiiiiiiie ettt e et e e ettt e e ete e e ste e e e s beeesabbeeestbeesssaeessbasessneeeanes 39
V. SENESCENCE BT CANCEN ...ttt ettt ettt et e bt eat e s bt e aeesbeeas et e eae e bt eaeesbeea e e beeheeabeeaeeebeehe e e e emtenbesaeeeeeneebesbeenseenean 41
A. Le role antitumoral intrinSEQUE de 12 SENESCENCE ...cc.vvecuiieieecee et et e ee e et e e e s teesseesteesseesnseenseeenees 41
B. Le role ambigu du SASP dans la patholOgie CANCEIEUSE .......ccvueeciieeiieee et se e te et eeaeenneeenes 42
C. La sénescence et la résistance aux thérapies antitUmMOorales ..........ccccviiiiiiiiiiiieece e e 43
D. Réle de la sénescence dans I'initiation tUMOrale.........ocvuiiiiiiiiiiiniiiii e 44
V. Elimination des cellules SENeSCeNntes et CONSEQUENCES..................ccovrerereireeeeeeeiiesssiessesesesesesesssssesssssessesesssssssssens 45
Chapitre 2 : Sénescence cellulaire : Réles en radiothérapie externe anticanCéreuse ..............cccccevovvecieeieeneeeceesee e 47
l. Principe de la radiothérapie externe conformationnelle 3D par faisceaux de rayons X.............cccccceeeviieeeeineennnns a7
A Rappel de qUEIQUES PriNCIPES PRYSIGUES ......viiiiiiieiiiiieeiee ettt et e et e e ete e s s b e e e abae e sbaeaestaeesssbeeesnbeeessssaaennne 47
B. Caractéristiques des accélérateurs utilisés en radiothérapie conformationnelle 3D ........ccceevvveveercieeneesceenee s 49
R0 1 o= PO PP PRSP 49

(O] o =T RO U S ROSR 50

C. DOSIMBEIIE ..ottt sttt st b e s b sb e bt bt s hs e bbb e bt s b e E e b bt e ab e bbbt e n e s r e b bt e b e nreens 52
D. EFfETS 8 DOIU ...ttt bttt a bt ae e bt a e e b e et e s bt e st e e bt e ae e sheeat e bt e anenbeeteeheenenreene 54
. Effets biologiques induits par la radiothérapie externe conformationnelle 3D par faisceaux de rayons X .......... 54

13



A. Origine des doMMAZES CEIIUIAINES .......uieuiieieeie ettt e e et e e et e st e e s e e teesseeeseesnseeseesnseenneeeseenseenn 55

Effets induits dans les cellules présentes dans 1€ PTV .......ccciiiieecieiieereeseesee s see et see e s e e sveesneeesaeesnseesneeenees 56
1. ENdOmMmMAgEMENT A8 FADN .....oiiiiiiiiiiieeitte ettt eet e e ettt e et e e e ettt e e e tb e e e st bbeeebtaeeassbeeessbaeesessaeeassseeessbeeesnssaeeasseeann 56
2. Endommagement des MItOCHONAIIES. .....cc.uiiiiiiie ittt e st e e et e e e s bbe e sbaaeestbeeesabeeessabaeassssaeans 57
Endommagement de |a membrane plasmiqUe.........ccoceeeiieeiieies e e e te e eeneennne s 57
C. MOrt CEllUIRIre radiO-INAUITE ....oeeiuiiiieieie ettt b e b e bt s bt et e bt et e sbe et e s bt et e sbeenbesneeabenbeens 58
1. JAY e To] o] (o 11 =IO PO PP SPRTPPPPPRRRt 59
2. Y [o ) a o T L 10 o) o] - V= USSP RTORRTPP 60
3. [N Lol o Ty < A g =Tl e o] o 11 TSRS 60
4, (@71 1 A e o] o TIN 1'0V1 o o {3 <SPSt 61
D. SENESCENCE FATIO-INUUITE ...oviiiiiiiiiiii bbb s sb et b e s b e st e b sbae b ebe s 61
. 21 =T 3V =1 Lo (= PSSP PP 64
V. Effets biologiques induits par la dose déposée hors champ..............ccccoiiiiiiiiiii e 65
Chapitre 3 : Cancers secondaires PoStradiothErapie............ccccuveviiiiiiiiiiciicce e e e e ae e sraeenneeenes 66
L DEFINTEION ...ttt ettt s h et bt e b e s bt e sb e e h e e sb e she et e e st e bt eaeenbeeh e e besheesbeene e b e nanene e et enes 66
1. Risque relatif et facteurs de risque de développer un cancer secondaire postradiothérapie................cccoccne. 67
. Types de cancers secondaires post-radiothérapie : focus sur les sarcomes...............cccceevviiieiiiiiecniieecciee e 68
V. Localisation des cancers secondaires par rapport au territoire traité...............cccoeveereeeiiecce e 70
V. Génétique et transcriptomique des sarcomes postradiothérapie versus sarcomes sporadiques......................... 71
Chapitre 4 : ProJEt d@ thESe..........ccooiuiiiiiiiieciie ettt ettt e et e s bt e e e e bb e e e sabaeesbtaeaaataeaesabaeesasbaeesssbeeesabeeesastaeaasreeas 73
I HYPOTRESE U PIOJEL ... ..ottt ettt e e e st e e e e s abe e e s abeeaaatbeeesabeeesabbeesastaeeensbeeesabeaesastaeaensseens 73
L. Les objectifs du Projet de thESe..............ooiiii e e e et s ae e te e raennneenn 73
(o T T T 1L U] - 1 £ SRR 76
I Dispositif expérimental d’irradiation de CellUIES .................oooiiiiiiiii i e 76
1. L’irradiation induit des cassures simple brin dans les cellules positionnées en marge du PTV............cccccvvvenneen. 77
A. L'irradiation induit des foyers XRCC1 €N Marge du PTV ....cccciiieieiiiie e se et see et e see e st e e see e saeesnneesneeeneas 77
B. L’irradiation induit des SSB dans des NHDF positionnés en marge du PTV .......cccceevieecierieenee e eseesee e 80
C. Une continuité de la matiére depuis le PTV est requise pour la formation de SSB dans les cellules positionnées en
marge 86
. Les SSB formées dans les cellules positionnées en marge du PTV s’accumulent au cours d’irradiations
FrACTIONNEGES........oiiiiiiiiit bbbt b e bbb bbbt s h e b et b e s a et b e s b e bbb s sa e 88
A. Un protocole de radiothérapie fractionnée induit des SSB dans les NHDF positionnés en marge du PTV.........ccccceeune.e. 88
B. L'irradiation fractionnée altere les capacités de réparation des SSB des NHDF positionnés en marge du PTV................ 90
C. Le défaut de réparation des SSB est corrélé a une diminution de I'activité de PARylation..........cccecvevvercveervnsneenns 94
Iv. L’accumulation de SSB est corrélée avec une induction de SENEeSCENCE .............ccceeruiriinirienienienie e 95
V. Certaines cellules sénescentes peuvent s’échapper de I'arrét du cycle cellulaire pour donner des cellules filles
BFANSTOIIMEBES ...ttt ettt st e bt sh e e b e e bt e s b e s bt ea bt e he e bt sh e e e e e a e et e sb e e b e ebe e besbeeneeebeenbesbeenbesneennenee 108
A. e aTaTelT oI [V I P USSP 108
B. Certaines cellules sénescentes issues de la marge sont capables d’échapper de I'arrét du cycle cellulaire associé a
la sénescence et acquiérent des CapaCites NEOPIASIGUES. ....vuiiiiiiieiiiiieiiiee ettt e erree e eetre e e eire e s rabe e e sebeeeestaeeesabeeesesbeessnsaeaaas 110
1. Les CellUIES PSNE SONT INVASIVES ...ccueeuiiriieieiiieienteeste et et st et sae et st e b s st e besb e b e ebeesbesheenb e e st esesheebesmeebesbeeneeenean 110
2. LeS CEIlUIES PSINE SONT MUELEES ......eiuieiirieeiietieie sttt ettt et sttt be et b et e s bt et eae et e sb e e b e e bt e besbeenbeenee b e saeeneeenean 110

14



3. Le séquencgage du génome des cellules PSNE démontre un profil de mutation particulier.........ccccceeevvennnee. 114

a. Principe du SEQUENGAZE CODE-SEQ . ..vieiveeereeeierreesteeesteesteeteesteesteesseesseeanseesseesseesseeenseesssesssesssseessessssesssessnses 114
b. Analyse de I'ontologie des GENES MULES .........eiiiiiiiiiiiie ettt ettt et e e e ste e e e sbe e e sabeeesataeeesabeeesesbeesasseeens 114
[ Comparaison de la liste de genes mutées avec la base donnée COSMIC .......ccueiiiviieiiiieeeiiiie e e eeiee e 120
d. Analyse du Profil d& MULATIONS .....eceieeieeiece et see et e e st e et e e te e s saeeaseesnaeenseesneeeseeeseennnenn 120
4. les cellules PSNE ne sont pas suffisamment transformées pour former une tumeur in Vivo........cccoccvveveevcieeseesceeennnnn. 124
VI. L’accumulation de SSB est suffisante pour induire un état de sénescence duquel certaines cellules peuvent
Tl F: T o] o 1] OSSPSR UPTURUPPRPINE 125
A. Mise au point d’un protocole permettant d’induire spécifiquement des SSB.........ccccveveerieeneeneeree e 125
B. L’accumulation de foyers XRCC1 anormaux est corrélée avec la survenue d’un plateau de sénescence.......... 132
C. Certaines cellules ont la capacité de sortir de cet état de sénescence et génerent des cellules filles mutées.. 136
VII. In vivo, I'irradiation induit des SSB dans les cellules de la peau localisées en marge du PTV ...........ccccceveennen. 137
A. Dispositif expérimental d’irradiation de souris €n Marge du PTV.......cccieviieieenieeiee e eeeeeeesee e see e e e sne e 137
B. In vivo, Iirradiation induit des SSB dans les cellules de la peau localisées en marge du PTV.......ccceeceveveevvencnnnns 140
Viil. Une irradiation fractionnée induit-elle de la sénescence dans des souris positionnées en marge du PTV ? ...... 142
IX. Expériences préliminaires d’utilisation des SEnolytiques ..............ccccviiiiiiiiiiiiicce e 144
A. Le Navitoclax (ABT-263) permet I’élimination spécifique des fibroblastes sénescents radio-induits................ 144
B. La combinaison Dasatinib et Quercetin ne permet pas |’élimination spécifique des fibroblastes sénescents
FAATO-TNAUITS 1.ttt st b e s bbbt e b e b e et e bt e b e s beesb e ae e b e sb e e b e e bt e b e sbe e bt e bt e b sbnebesae s 145
CRAPILIE 6 : DISCUSSTON ......oiiiiiiiiiiiiiicitie e eitee ettt e et e e et e e e ette e e s tbeeeetbteeebteeeastseeesabeeesabaeaassseeeasbeeeesbaeeansaeeasbseesssaaaantaeansans 146
. Mécanismes d’entrée en sénescence des cellules irradiées @n Marge...........cccoeceerieeciecceesceesce e 147
L. Mécanismes de I’échappement de I'arrét du cycle associé a la SENeSCENCE.............cceecveeeieeieesiieecie e 148
A Role de la multinucléation des cellules sénescentes dans I'émergence post-SENESCENCE ?.....cccveeerrveeerveeeneneenn. 148
B. Altération des voies d’arrét dans le Cycle CEllUIAIE 2 .......coouiiiiiiiiiiiie et e eve e e aae e 148
C. Les SSB : un déterminant important de '€MErZENCE .. ..cciieieicieie e te et e e e e steesae e e teeseeeeneenes 149
1. Les SSB a I'origine des mutations des CellUIES PSNE ?.........cocuiecieeiierieeseestee et seeeeseeeseeeesneesnee e seesnaeenneeenes 149
2. DSB versus SSB non réparées : le déterminant de la stabilité de I'arrétducycle ? .......ccocovveviiiiiccieecciic e, 150
1. Activité de PARylation et risque de SECONA CANCET ............cccuiiiiiiiiiiiiieecieee ettt e sr e e s be e e s eteeeseaeaeas 152
A. Causes de la baisse d’activité de PARYIGLION .....c.eecvieieeiiicciece ettt ste e s e te e sae et e s e e etaesnseenneeenenenneenn 152
B. L'utilisation d’inhibiteurs de PARP pour induire la |étalité synthétique : un risque d’induire des cancers
SECONTAINES P.eutiiiiiitiiteittett ettt ettt b et eeb e sab e st e e st e bt s b s e s b e bt e e bt s as e h e e Rt e bt e R b e e h e R b e bt e ab e sh et e bt e b sh e e e b e s b nbeen 153
V. Les nouvelles techniques de radiothérapie et le risque de cancer secondaire ..............cccccvvevviieeniieeciieeeccineenn, 153
A. Radiothérapie par modulation d'INTENSITE..........ccceeiciieie et e e e sre e aeeeteeseeeeneenns 153
B. [ 210 [ 0 aT=T = Yo SRR 156
=11 T LT T T o 11 { OSSP UPRPRP 158
ANNEXES ..ottt ettt ettt e e bt e e s et e st bt e e bt e e e b e e e e b bt e e e b b e e e a b et e s be et e e b bt e e e be e e s e abe e e e abbe e e eabe e e s nbeeeenareeeas 186

15



16



Figure 1 : Schéma résumant les principales modifications associées a I'arrét du cycle cellulaire lors de

la sénescence
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Chapitre 1 : Sénescence cellulaire : définition et role dans les cancers

La sénescence cellulaire est définie comme un arrét du cycle cellulaire associé a un état de
réponse au stress. Il est important de ne pas considérer cet état comme un état de mort cellulaire. En

effet, la cellule sénescente est une cellule vivante, métaboliquement active.

Changements phénotypiques caractéristiques de I'état sénescent

Les cellules sénescentes présentent différentes caractéristiques (Figure 1) qui permettent de
définir cet état. Cependant, ces caractéristiques peuvent partiellement différer en fonction du type
cellulaire et/ou de I'inducteur de sénescence. Le temps est aussi un facteur a prendre en compte dans
la caractérisation du phénotype sénescent?. En effet, la sénescence est un état dynamique dont les
différentes caractéristiques peuvent s’établir avec une cinétique propre qui peut varier, la aussi, en
fonction du type cellulaire ou de I'inducteur de sénescence. Dans cette premiére partie, nous allons
décrire les principaux changements phénotypiques qui définissent la sénescence, dont certains sont

couramment utilisés comme marqueurs de sénescence (voir aussi chapitre Il1).

A. Arrét dans le cycle cellulaire

Les cellules sénescentes sont arrétées dans le cycle cellulaire majoritairement en phase G1 et
dans une moindre mesure en phase G22. La cellule sénescente acquiert de ce fait des marqueurs
d’arrét du cycle. Parmi ces marqueurs, on trouve les inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines
(CKI) pl6'N*A (CDKN2A) et p21WAFYOPL (CDKN1) dont les expressions sont augmentées
transcriptionnellement 3 la sénescence. P16 inhibe les complexes cycline D/CDK6 et cycline
D/CDK4 qui sont responsables de la transition G1/S. P21WAFY/CPLinhibe également ces deux complexes,
mais aussi les complexes cycline A/CDK1 et cycline A/CDK2, ainsi que le complexe cycline B/CDK1
associé a la transition G2/M>%, Ces inhibitions conduisent & une hypophosphorylation de Rb, ce qui va
autoriser sa fonction inhibitrice d’E2F, un facteur de transcription dont I'activité est essentielle a la
transition G1/S. L'une des conséquences de cet arrét en phase G1 est I"accumulation de la cycline

D1%8,

B. Changements morphologiques
Il est bien connu que les cellules sénescentes subissent des changements morphologiques. Elles

s’étalent plus sur leur support de culture, ont une taille plus importante associée a une augmentation
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du volume du noyau et du cytoplasme, et présentent éventuellement un changement de forme (les

fibroblastes par exemple passent d’une forme en fuseau a une forme étoilée).

Il a été montré que, dans les cellules épithéliales, I'augmentation du volume cellulaire était due
a I'activation de la voie mTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin). mTOR est une sérine/thréonine
kinase ayant de tres nombreuses cibles lui permettant de réguler divers phénomenes tels que les
synthéses protéique, nucléotidique et lipidique, I'autophagie, la survie et la prolifération. mTOR agit
en complexes appelés mTORC1 et mTORC2. mTORC1, en inhibant 4EBP1 (elF4E Binding Protein 1),
permet la libération de elFAE (eukaryotic translation Initiation Factor 4E) qui, associé a elF4G, permet

I'initiation de la traduction et donc I'augmentation de la production totale de protéines’™>.

L'étalement et les changements de forme des cellules sénescentes sont associés a un
réarrangement du cytosquelette, avec notamment une augmentation de I’expression de la vimentine

et une réorganisation des protéines d’adhérence telles que la vinculine et la paxilline’-°.

C. Activité SA-B-galactosidase

L'une des caractéristiques les plus connues de la sénescence est I'augmentation de I’expression
et de I'activité de la B-galactosidase, appelée Senescence Associated-beta-Galactosidase (SA-B-Gal).
L'activité de cette enzyme lysosomale codée par le géne GLB1 est un marqueur fréquemment utilisé
pour détecter la sénescence’. L’activité SA-B-Gal est mesurée a pH 6 in vitro et in vivo. Ce pH n’est
pas le pH optimal pour I'activité de cette enzyme, mais la charge importante de cette enzyme dans les
cellules sénescentes permet la détection de leur activité a ce pH suboptimal de facon différentielle
par rapport a des cellules proliférantes!!. Néanmoins, cette activité est également détectable en

quiescence induite par la privation de sérum ou la confluence cellulaire®?.

D. Altérations mitochondriales, stress oxydant et changements métaboliques associés a

la sénescence

La cellule sénescente est métaboliquement active, mais son métabolisme est modifié par
rapport a une cellule en croissance exponentielle. De plus, elle présente un niveau de stress oxydant

élevé.

Au niveau mitochondrial, il a été démontré un défaut dans la chaine respiratoire. Ainsi, une
diminution de I’activité du complexe Il de la chaine respiratoire, qui entraine une baisse du potentiel
membranaire et une augmentation de la formation d’especes réactives de I'oxygene, a été observée

dans de la sénescence induite par irradiation®®. De plus, la dynamique mitochondriale est également
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affectée. Il a été démontré une baisse de I'expression de FIS1® conduisant a une diminution de la
fission des mitochondries dans les cellules sénescentes et ainsi a la formation de mitochondries
géantes et allongées. Ceci pourrait impacter le contréle qualité des mitochondries en empéchant leur
autophagie3. Cette altération morphologique des mitochondries est accompagnée d’une

augmentation de leur masse au sein de la cellule sénescente®.

Notre équipe a montré que la sénescence des kératinocytes épidermiques humains était
associée a une augmentation d’expression et d’activité du facteur de transcription NF-kB. Ceci conduit
a une augmentation de I'expression de la MnSOD (Manganese Superoxide Dismutase). Cette enzyme
mitochondriale convertit I'anion superoxyde 02 en peroxyde d’hydrogene. En I'absence d’une
augmentation coordonnée de I'expression de la catalase ou de la glutathion peroxydase pouvant
éliminer le peroxyde d’hydrogéne, la concentration de celui-ci augmente dans les cellules!>1®. Ce
stress oxydant est responsable de dommages oxydants tels que des cassures simple brin de I'ADN, des
bases oxydées, la formation de lipofuscine ainsi qu’une augmentation de la mitophagie'®!’. De plus,
ce stress oxydant, via les cassures simple brin de '’ADN induites, a été montré comme responsable de

la survenue de la sénescence des kératinocytes’-8,

La sénescence est également accompagnée d’une augmentation des rapports AMP : ATP et
ADP : ATP. L’augmentation du rapport AMP : ATP induit I'activation de I’AMPK (AMP-activated Protein
Kinase). LAMPK est impliquée dans la phosphorylation de p53. Elle est aussi responsable de
I"augmentation de I'expression de p21 et p27 consécutive a la phosphorylation de p53 et de la
répression de genes favorisant la prolifération comme la cycline A. Ceci a été montré dans les cellules
endothéliales®. Néanmoins, il est & noter que de nombreuses études montrent au contraire une

diminution de I'activité de ’AMPK lors de la sénescence, notamment dans les fibroblastes°.

La sénescence est aussi associée a une diminution de la concentration en NAD+ qui sert de
substrat pour I'activité de nombreuses enzymes. C’'est le cas de la Sirtuine 1, une enzyme qui, en

présence de NAD+, désacétyle p53 afin de prévenir son activation* 3.

Le métabolisme des glucides est aussi modifié dans les cellules sénescentes, avec une

augmentation de la glycogenése.?4%,

On observe également une modification du métabolisme des lipides avec une augmentation de
surface des membranes associée a I'augmentation de la taille de la cellule et du nombre de ses

organites. Cette lipogenése est dirigée par le facteur de transcription SREBP1%,
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E. Augmentation de I'activité autophagique

L'autophagie, qui signifie « se manger soi-méme », décrit le phénomene par lequel la cellule
dégrade ses propres composants par un mécanisme impliquant les lysosomes. Il existe trois types
d’autophagie : la microautophagie, la macroautophagie et I'autophagie médiée par les chaperonnes.
La microautophagie consiste en la captation directe de composants a dégrader par invagination des
membranes lysosomales. La macroautophagie met en jeu une étape d’englobement des composants
a dégrader par une double membrane créant ainsi un autophagosome. Cet autophagosome fusionne
ensuite avec un lysosome, afin de dégrader les composants séquestrés. L'autophagie médiée par les
chaperonnes (ou CMA, Chaperone Mediated Autophagy) nécessite une séquence KFERQ dans les
protéines a dégrader. Cette séquence est reconnue par la chaperonne HSC70 qui améne la protéine
cible jusqu’au lysosome au niveau du récepteur LAMP2A. L’'oligomérisation de ce récepteur permet
alors de faire rentrer la protéine a l'intérieur de la lumiere du lysosome dans laquelle elle sera
dégradée?.

La sénescence est accompagnée d’une augmentation de la macroautophagie?®=° (désignée
simplement « autophagie » dans la plupart des études), ce qui pourrait expliquer I'augmentation de
la charge lysosomale et 'augmentation de I'activité SA-B-Gal. Il est a noter que cette augmentation
de I'autophagie n’est pas intuitive, car la sénescence est parfois associée a I'activation de la voie mTOR

253132 | ’activité autophagique pourrait &tre non ciblée (in bulk) ou ciblée. Par

qui inhibe I'autophagie
exemple, la lamine B1 est dégradée lors de la sénescence par autophagie. Cette dégradation peut
s’accompagner d’une dégradation d’une partie de la chromatine par autophagie?®?33. On observe a
I'inverse une baisse de la mitophagie (autophagie des mitochondries) lors de la sénescence. Cette

derniére serait due a I'augmentation du volume des mitochondries lors de la sénescence?.

Une étude de I'équipe de Narita suggére que I'autophagie serait un phénomeéne prosénescent.
En effet, dans des fibroblastes IMR90, I'inhibition de I'autophagie retarde la venue du plateau de
sénescence induit par la surexpression d’oncogéne sans toutefois I’abolir3*. Cette étude suggére aussi
que I'autophagie aurait un réle dans la synthese des composants du sécrétome associé a la sénescence
(voir paragraphe H), notamment de I'lL-6 et I'IL-8. En effet, |'autophagie permettrait d’augmenter la
quantité d’acides aminés libres qui, a leur tour, permettraient d’activer mTOR et serviraient dans la

synthése massive des protéines sécrétées?>34,

Un autre lien de causalité entre autophagie et sénescence serait la dégradation par autophagie
de A133p530, une isoforme de p53 qui a la propriété d’inhiber les fonctions de p53 en partie par
dominant négatif*>. Ainsi, 'autophagie participerait a la stabilisation de p53, un acteur majeur de la

sénescence®.
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Al'inverse, certaines études suggérent que I'autophagie serait un phénomeéne antisénescence.
En effet, en assurant I'homéostasie cellulaire par la dégradation des molécules et organites
défectueux comme les mitochondries ayant subi une chute de potentiel membranaire, I'autophagie
diminuerait le stress oxydant qui participe a I'induction du phénotype sénescent. Ceci a été démontré
par l'inhibition d’ATG7 et ATG5 (génes impliqués dans I'autophagie) dans des fibroblastes primaires.

Cette inhibition a permis d’induire la sénescence?.

D’un point de vue général, des études suggerent donc que I'autophagie pourrait étre un frein a
I’établissement de la sénescence par le maintien de I'homéostasie et la réduction des stress
responsables de la sénescence comme le stress oxydant. A I'inverse, une fois la sénescence établie,
I"'autophagie maintiendrait la cellule dans cet état en assurant le recyclage des acides aminés résultant
de la dégradation des protéines altérées pour la néosynthése des protéines du sécrétome et agirait
dans certaines voies prosénescentes comme p53. Ceci suggere que, selon sa sélectivité, I'autophagie
jouerait un réle pro ou antisénescence. Par ailleurs, notre équipe a montré que, dans les kératinocytes
épidermiques humains, le niveau de macroautophagie dicte le devenir de la cellule sénescente vers la
mort ou la survie®®. De plus, il a aussi été montré que l'inhibition de I'autophagie diminuait la
proportion de cellules entrant en sénescence suite a une radiothérapie, mais augmentait la proportion
de cellules entrant en apoptose3®. Ces deux études suggérent que le niveau d’autophagie peut
augmenter a la sénescence, mais que cette augmentation doit étre hautement régulée pour ne pas

entrafner la mort de la cellule.

Les études citées précédemment se sont intéressées principalement a la macroautophagie. Les
études s’intéressant au réle de la CMA dans la sénescence montrent que ce type d’autophagie
diminue avec I'age in vivo chez le rat et in vitro avec la sénescence (pour les fibroblastes humains IMR-
90). Cette diminution de CMA serait due a une baisse de la localisation lysosomale de LAMP2A
nécessaire a l'internalisation des protéines a dégrader®®**°. A ma connaissance, I'impact de cette

diminution de la CMA dans la sénescence n’est, a ce jour, pas connu.

F. Stress réticulaire et activation de la voie UPR

La sénescence est également associée a un stress du réticulum endoplasmique (RE). Ce stress
résulte probablement d’une demande importante de synthese protéique, notamment pour la
production des protéines sécrétées, dépassant les capacités du RE*. Ceci conduirait a I'accumulation
de protéines mal conformées dans la lumiére du RE. La cellule répond a ce stress par deux voies : la
voie ERAD (ER-Associated protein Degradation), qui assure le transfert des protéines mal conformées

vers le protéasome, et la voie UPR (Unfolded Protein Response) qui entraine de nombreuses
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conséquences dont celle d’inhiber la synthése protéique afin de restaurer la protéostasie. Les travaux
de notre équipe montrent que I'inhibition de la voie UPR, en particulier de la voie ATF6a., agit sur les
modifications morphologiques associées a la sénescence, sur I'activité SA-B-Gal et sur la synthése des

protéines du sécrétome*42,

G. Changements épigénétiques

Les cellules sénescentes présentent de nombreux changements épigénétiques. Parmi ceux-ci,
on compte un remodelage de la chromatine avec, par exemple, la formation de foyers
d’hétérochromatine (SAHF, Senescence-Associated Heterochromatin Foci) qui sont d’anciennes zones
d’euchromatine qui se sont condensées a la sénescence. Ces zones regroupent des séquences de
geénes nécessaires a la prolifération, comme celui de la cycline A. Dans les SAHF, on retrouve des
marques épigénétiques telles que l'augmentation de la présence de variants d’histones, des
changements dans les modifications post-traductionnelles des histones, ou des modifications dans la
présence de protéines non-histones comme HP1%, On note par exemple I"Taugmentation du variant
H3.3 et de sa forme clivée en N-terminal dont l'incorporation dans la chromatine est indépendante de
la réplication, contrairement au variant H3.1. On note aussi la présence de macroH2A (un variant de
I’histone H2A)*. La fonction de ce variant n’est pas claire. Au début de la sénescence, il est retrouvé
dans les promoteurs des génes codant les protéines spécifiques du sécrétome sénescent et promeut
leur activité. Lors de la sénescence, ce variant migre vers les SAHF et participe au maintien de
I’hétérochromatine344%5, On observe aussi un changement dans la méthylation des histones avec la
tri-méthylation de H3 sur les lysines 4, 9, 27 et 36 ainsi que des modifications dans leur acétylation
(on note une augmentation de "acétylation H4K16Ac et une diminution de H3K56Ac)*.

On observe également des changements dans la méthylation de I'’ADN avec une
hypométhylation des sites CpG. Cette hypométhylation est due en partie a la baisse d’expression de

la DNA méthyltransférase DNMT1436,
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H. Sécrétome associé au phénotype sénescence (SASP)

La sénescence est associée a un sécrétome particulier appelé Senescence Associated Secretory
Phenotype (SASP). Parmi les facteurs sur-sécrétés, on trouve des cytokines pro-inflammatoires telles
que les interleukines IL-6, IL-8 et I'IFNy, des facteurs de croissance dont le FGF, 'HGF et I'EGF, des
facteurs proangiogéniques tels que le VEGF et I'angiogénine, et des facteurs de remodelage de la
matrice extracellulaire tels que les MMP-1, -3, -10, -12, -13 et -14. Les fibroblastes sénescents
sécretent également des composants structuraux de la matrice dans des proportions différentes de
celles sécrétées par des fibroblastes jeunes. Par exemple, les fibroblastes sénescents sécretent plus

de fibronectine que les fibroblastes non sénescents®’.

Le SASP résulte principalement de I’activation des facteurs de transcription de la famille NF-xB,
notamment par la voie DDR ou par la voie p38MAPK, qui elle-méme est activée suite au stress oxydant
chronique*®*, De maniére intéressante, la production du SASP entraine un stress du RE qui provoque
lui-méme un stress oxydant pouvant endommager I’ADN et/ou activer la voie p38MAPK et entrainer
ainsi une boucle de rétroaction positive®!. ATM, qui est un activateur de NF-kB et donc du SASP, inhibe
la production du SASP via le recrutement de macroH2A. En effet, macroH2A est une marque
épigénétique répressive de la transcription. ATM recrute macroH2A au niveau des promoteurs des
génes du SASP, inhibant ainsi leur transcription®. De plus, la voie NOTCH, dont I'activation est
dynamique lors de la sénescence, est un inhibiteur du SASP, ce qui conduit a des fluctuations dans la

production du SASP au cours de la sénescence®%>?,
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|.Résistance a I'apoptose

De maniére contre-intuitive, la cellule sénescente est résistante a I'apoptose. Cette résistance
concerne notamment la voie intrinséque de I'apoptose mettant en jeu les mitochondries. Suite a un
signal proapoptotique, BAX et BAK forment un canal qui perméabilise la membrane externe des
mitochondries permettant le relargage du cytochrome C. Celui-ci s’associe alors a APAF-1 pour former
I'apoptosome qui active la procaspase 9 en caspase 9, laquelle active a son tour les caspases
effectrices de I'apoptose, a savoir les caspases 3 et 7. Dans les cellules sénescentes, on observe une
surexpression des protéines antiapoptotiques de la famille BCL-2 qui, par hétérodimérisation, inhibent
BAX et BAK. Dans les cellules sénescentes, on compte parmi les protéines antiapoptotiques
surexprimées BCL-2, BCL-XL, BCL-w et MCL-13%°%5%53_ |’qugmentation d’expression de BCL-2 est due
a I'activation du facteur de transcription CREB (cAMP Response Element-Binding protein)>*. BCL-XL a
quant a elle une traduction augmentée grace & un motif IRES®®. BCL-w, pour sa part, est up-régulée de

maniére transcriptionnelle®. De plus, la transcription de BAX est inhibée de maniére épigénétique®.

Concernant la voie extrinseque de I'apoptose mettant en jeu des récepteurs a domaine de mort,
une résistance peut étre observée en raison de I'augmentation d’expression des Decoy receptors DcR1
et DcR2. Ces récepteurs possedent une partie extracellulaire semblable aux récepteurs de mort, qui
leur permet de lier les ligands inducteurs comme TRAIL, mais sont dépourvus de la partie
intracellulaire permettant la multimérisation et I’activation de la caspase 8. Une étude a montré que
I'inhibition de DcR2 dans des fibroblastes sénescents augmente leur sensibilité a la mort induite par
TRAIL*. Une autre étude montre que des hépatocytes induits en sénescence par la chimiokine CCL4
ont une expression de DcR2 augmentée. Cette augmentation est en partie responsable de la
résistance a la mort induite par les cellules Natural Killer*®. Ceci pourrait suggérer que les cellules
sénescentes seraient capables d’échapper en partie a la clairance par le systéme immunitaire.
Néanmoins, cette résistance a I'apoptose induite par DcR2 serait spécifique du type cellulaire. Par
exemple, les cellules endothéliales sénescentes sont plus sensibles a la mort induite par FAS-L et TNF-
a que les cellules endothéliales en croissance exponentielle®. Concernant DcR1, malgré son
augmentation d’expression dans les cellules sénescentes, a ma connaissance aucune étude n’a encore

montré son role dans la résistance a I'apoptose des cellules sénescentes.
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Il. Principaux mécanismes inducteurs de sénescence

La sénescence peut étre définie comme un état d’arrét dans le cycle cellulaire associé a de
nombreux changements qui, globalement, refletent un état d’adaptation au stress. La sénescence
peut étre induite par différents types de stress, qu’ils soient physiologiques, associés au vieillissement,
ou survenant dans différents contextes agressifs. Ces différents stress définissent quatre sous-types
principaux de sénescence qui partagent la plupart des caractéristiques décrites dans le paragraphe
précédent : la sénescence réplicative, la sénescence prématurée induite par le stress (le plus souvent
oxydant), la sénescence induite par les thérapies (anticancéreuses) et la sénescence induite par
I'activation oncogénique. Ces stress induisent la sénescence principalement par leur effet
génotoxique, générateur de dommages a I’ADN : altération des télomeéres, cassures de I’ADN et
blocage des fourches de réplication. L'induction du phénotype sénescent implique que ces dommages
subis par 'ADN demeurent non réparés et signalisés en permanence. Dans ce chapitre, nous allons
donc d’abord décrire les voies de signalisation des dommages a I’ADN associés a la sénescence, puis

nous présenterons les différents stress pouvant étre a I'origine de I'état de sénescence.
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Figure 2 : Schéma simplifié de la voie DDR en réponse a une cassure double brin de I’ADN. La cassure
est détectée par le complexe MRN responsable, entre autres, du recrutement de la kinase ATM. Cette
derniere va phosphoryler de nombreuses cibles dont yH2AX. yH2AX sert au signalement de la cassure
et au recrutement de MDC-1 qui permet d’amplifier I'activation d’ATM. ATM va activer CHK2 et p53.
CHK2 est une kinase qui a de nombreuses cibles dont p53. p53, gardien du génome, va provoquer
I’arrét du cycle, notamment par I'activation transcriptionnelle de p21, une CKI®,
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A. Dommages a I’ADN associés a la sénescence et voies de signalisation

Il existe deux types de dommages a I’ADN inducteurs de sénescence : ceux dont la signalisation
est réalisée par la voie de réponse au dommage de 'ADN (voie DDR) (Figure 2) et ceux dont la
signalisation ne dépend pas de la voie DDR et est réalisée par la voie de réparation des cassures simple

brin de I’ADN (voie SSBR) (Figure 3).

1. Dommages a I’ADN induisant la voie DDR
La voie DDR est activée par des cassures double brin de I’ADN (DSB pour double-strand break),
définies comme la rupture du squelette sucre-phosphate sur les deux brins de ’ADN a une distance
inférieure a 10 pb, des télomeres déprotégés assimilables a une cassure double brin dite one-ended

et des fourches de réplication bloquées.

Il existe deux sous-voies DDR, I'une impliquant la kinase ATM, I'autre la kinase ATR. La branche
ATM est activée par les DSB franches, y compris les one-ended. La cassure est initialement reconnue
par le complexe MRN composé de MRE11, RAD50 et NBS1. Ce complexe a une activité d’exonucléase
qui conduit a une résection des extrémités d’ADN et il a également comme fonction de recruter ATM.
Celle-ci est une kinase capable de phosphoryler environ 700 cibles. Parmi celles-ci, on trouve le variant
de I'histone H2A : H2AX dont la forme phosphorylée se note yH2AX. yH2AX sert de plateforme pour
le recrutement des facteurs de signalisation et de réparation. Elle permet notamment de recruter
MDC-1 qui posseéde un site de liaison avec yH2AX et ATM. Leur interaction va favoriser
I"autophosphorylation d’ATM, ce qui va entrainer une boucle d’intensification du signal. ATM, quant
a elle, recrute et phosphoryle CHK2. Cette derniere phosphoryle CDC25A pour la rendre inactive.
CDC25A, en complexe avec CDC25C, a une activité phosphatase qui maintient CDK2 et CDK1 sous
forme déphosphorylée. CDK2 est nécessaire a la progression de la phase S et au début de la phase G2,
alors que CDK1 permet la transition de G2 vers M. Ainsi CHK2, via la phosphorylation de CDC25A,
empéche les transitions G1/S et G2/M. ATM et CHK2 peuvent aussi activer p53 en la phosphorylant
sur la Ser15 pour ATM et la Ser20 pour CHK2. Ainsi activé, p53 induit I'expression de p21 qui est un
inhibiteur des CDK2 et CDK4, ce qui conduit a I'arrét du cycle cellulaire en phase G1. ATM recrute
également des adaptateurs tels que 53BP1 qui permet d’orienter la réparation vers la NHEJ (Non

Homologous End-Junction) en inhibant I'initiation de la recombinaison homologue® (Figure 2).
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La branche ATR de la voie DDR est mise en jeu par des DSB comportant une extrémité simple
brin sortant longue, ainsi que par les fourches de réplication bloquées. Dans les deux cas, la portion
d’ADN simple brin est reconnue, recouverte et ainsi protégée par la fixation de la protéine RPA. RPA,
en interaction avec ATRIP, recrute ATR, une kinase apparentée a ATM. ATR active alors CHK1, une
kinase apparentée a CHK2, dont les cibles sont en partie similaires a celles de CHK2. La suite de la voie

est donc commune avec celle décrite précédemment et conduit in fine a un arrét du cycle cellulaire®.

En ce qui concerne la réparation des DSB, celle-ci peut se faire par deux voies : la recombinaison
homologue ou la NHEJ. Brievement, lors de la recombinaison homologue, les extrémités de la cassure
subissent une résection par le complexe MRN qui intervient au début de la voie DDR. Les portions
d’ADN simple brin ainsi créées vont étre recouvertes par RPA. Puis RPA va étre remplacée par RAD51
qui a pour réle de « trouver » le brin homologue. Celui-ci va servir de matrice pour la synthéese des
séquences manquantes. Cette réparation peut induire un crossover entre les deux chromosomes
homologues®®. En ce qui concerne la NHEJ, le processus est initié par la fixation de Ku70 et Ku80 sur
les extrémités de la cassure, afin de permettre le recrutement de DNA-PK. DNA-PK est une kinase qui
permet d’activer de nombreux substrats dont ATM. Cette derniere va recruter et phosphoryler
I’endonucléase ARTEMIS qui va permettre de rendre les extrémités acceptables pour une ligation.
Dans certains cas, I'endonucléase ARTEMIS peut étre remplacée par PNKP pour rétablir les bonnes
extrémités. La polymérase A va synthétiser la séquence manqguante et la ligase 4 assure la ligation
finale. La voie décrite ici est la NHEJ dite canonique. Il existe des voies de réparation par NHEJ

alternative que nous ne détaillerons pas ici®*.

La résolution des fourches de réplication bloquées peut se faire via différentes voies. La
premiere est la résolution du probléme a I'origine du blocage de la fourche. Pour les fourches bloquées
a cause d’'un manque de dNTP, I'ajout de dNTP permet de redémarrer la réplication, a condition que
la déprivation soit de courte durée (2 h d’aprés I'étude de Petermann et al.)®2. Pour des blocages dus
a des dommages a I'ADN, il existe des mécanismes qui permettent de passer le dommage afin de

636465  Néanmoins, si ces différents

poursuivre la réplication que nous ne détaillerons pas ici
mécanismes échouent a restaurer une fourche de réplication fonctionnelle, celle-ci peut conduire a la

formation de cassures double brin qui seront réparées par recombinaison homologue ou NHEJ%66768,
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E 1-génération de la SSB 4-recrutement et phosphorylation de XRCC1
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Figure 3 : A. Schéma simplifié de la voie SSBR. Lors d’un stress oxydant par exemple, une cassure
simple brin peut étre générée (1). La PARP1 la détecte (2), puis s’active et synthétise des PAR (3). Cette
activité permet le recrutement puis la phosphorylation de XRCC1 (4). XRCC1 sert ensuite de
plateforme pour le recrutement et I'activation des protéines de réparation (5). Cela va permettre la
réparation de la cassure qui s’ensuit du départ de XRCC1, de la PARP1 et de la dégradation des PAR.
B. Cas de la signalisation SSBR dans les cellules épithéliales sénescentes. Cette sénescence est
associée a une augmentation du stress oxydant générateur de cassures simple brin (1). La PARP1, dont
I’expression est diminuée en situation de stress oxydant, la détecte (2), puis s’active et synthétise de
courtes chaines de PAR (3). Cette activité va tout de méme permettre le recrutement de XRCC1, mais
pas sa phosphorylation. Ce défaut conduit a I'accumulation de XRCC1, ce qui permet d’activer la
p38MAPK et d’aboutir ainsi a I'activation de la voie p16/Rb (4). L’accumulation de XRCC1 non
phosphorylé ne permet pas de recruter les autres protéines nécessaires a la réparation de la cassure
(5). Ainsi, la cassure va rester non réparée. Schéma établi d’apres Nassour, J. et al. Defective DNA
single-strand break repair is responsible for senescence and neoplastic escape of epithelial cells.
Nature Communications 7, 10399 (2016)*8.
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2. Cassures simple brin et activation de la voie SSBR

La voie SSBR est, comme son nom l'indique, activée a la suite d’'une cassure simple brin de
I’ADN (SSB pour single-strand break) que I'on peut définir comme une discontinuité du squelette
sucre-phosphate sur un seul brin d’ADN, souvent associée a la perte d'un nucléotide. Cette cassure
est détectée préférentiellement par la poly(ADP-Ribose) Polymérase 1 (PARP1) ou, dans une moindre
mesure, par la PARP2. Ces deux enzymes ont des fonctions redondantes. Elles font partie d’une famille
de 17 membres possédant un domaine NAD+ permettant la PARylation. La PARP1 assure 80 % de
I'activité de PARylation au niveau cellulaire en réponse aux dommages a I’ADN®. Lorsqu’elle se fixe a
I’ADN, son activité de PARylation augmente de 10 a 500 fois. Elle synthétise alors des chaines de
poly(ADP-ribose) (PAR). Ces chaines comprennent des répétitions de 200 ADP-riboses. Elles sont
synthétisées soit sous forme libre, soit fixées covalement a un accepteur qui peut étre la PARP1 ou 2,
les histones (H2A, H2B, H3 et H4), XRCC1 ou la ligase 3. La PARylation des histones a pour fonction de
détendre la chromatine afin de permettre I'acces des protéines de signalisation et de réparation.
L’agrégation de PAR au niveau du site de cassure permet le recrutement de XRCC1. XRCC1 ainsi recruté
a la cassure sert de plateforme pour le recrutement des autres protéines de réparation et permet
d’augmenter leur activité. Les foyers de PAR permettent également de recruter la kinase CK2 dont le
role est de phosphoryler XRCC1. Cette phosphorylation est nécessaire au recrutement des autres
protéines de réparation ainsi qu’a la dissociation finale du complexe de réparation. De plus,
I’autoPARylation de PARP1 permet son expulsion de I’ADN par répulsion des charges négatives, ce qui
contribue aussi a la résolution du foyer de réparation’ (Figure 3). La premiére étape de réparation
proprement dite est le rétablissement des extrémités 3’hydroxyle et 5'phosphate. La réalisation de
cette étape dépend bien slir du type d’extrémité anormale générée lors de la cassure. Parmi les
enzymes engagées dans cette étape, on note I'implication de PNKP, d’APE1 et de I’ADN polymérase
B. Ensuite, I’ADN polymérase B intervient dans la synthése des nucléotides manquants, c’est ce que
I’on appelle la voie short patch. Il existe également une voie dite long patch lors de laquelle les ADN
polymérases & et € servent a remplacer une dizaine de nucléotides. La réparation est finalisée par

I’action de la ligase 3 pour le short patch et de la ligase 1 pour le long patch™.
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3. SSB, DSB et fourches de réplication bloquées non réparées: de puissants

inducteurs de sénescence
Hormis quelques exceptions, la sénescence est associée a des dommages a I’ADN qui
demeurent non réparés, ce qui active en permanence les voies d’arrét dans le cycle cellulaire’. Les
raisons de ces non-réparations des dommages dans les cellules sénescentes ne sont pas tres claires et
dépendent certainement de plusieurs facteurs qui varient selon les inducteurs de sénescence

présentés ci-apres.

B. Sénescence réplicative

On doit la découverte de la sénescence a Leonard Hayflick. Il a déterminé in vitro que des
fibroblastes primaires diploides ne pouvaient subir qu’un nombre limité de passages en culture’?. Ce
nombre limité de passages est dii au raccourcissement des téloméres’. Les téloméres sont les
extrémités des chromosomes. Ils sont composés d’une séquence répétée « TTAGGG ». lls présentent
une extrémité 3’ sortante simple brin qui, si elle est suffisamment longue, forme une structure en
boucle, appelée T-loop, en s’insérant dans I’ADN double brin. Lors de la réplication, ’ADN polymérase
n‘a pas la possibilité de répliquer cette terminaison 3’ simple brin, ce qui va conduire au
raccourcissement des télomeres de 100 a 200 paires de bases a chaque réplication. Lorsque le
raccourcissement est devenu trop important, I'extrémité 3’ sortante ne peut plus former la T-loop.
L'extrémité télomérique ainsi dévoilée est reconnue comme une cassure double brin de I’ADN, ce qui
entraine |’activation de la voie DDR. Cette voie DDR va aboutir a I'activation de p53/p21 responsable

de I'arrét du cycle”7>,

Il faut noter que la conformation en T-loop est stabilisée par les protéines shelterines : TPP1
(telomere protection protein 1), ACD (adrenocortical dysplasia homolog), TRF1 (telomere repeat
factor), TRF2, TIN2 (Interacting nuclear factor), POT1 (protection of telomere protein). Une étude
s'intéressant a la sénescence induite par le tabagisme dans les cellules épithéliales et fibroblastes
pulmonaires montre que la dégradation de TPP1 est responsable d’'une augmentation de I'attrition

des téloméres activant la voie DDR et, par conséquent, de I'induction d’un phénotype sénescent’®,

Kim et al. se sont intéressés a la dynamique de la sénescence réplicative”’. Pour cela, ils ont
étudié des fibroblastes primaires de derme humain qu’ils ont cultivés jusqu’a atteindre la sénescence
réplicative. lls ont tout d’abord constaté que les cellules présentaient une augmentation du stress
oxydant sans que celui-ci ne semble affecter la prolifération. Puis, aprés de nombreux passages, ils
ont observé une augmentation de la taille des cellules et de leur granularité, associée a un

ralentissement de croissance. Enfin, aprés un certain délai, ils ont noté une augmentation de l'activité
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SA-B-Gal. De maniere étonnante, ils ont observé deux phases dans I'activité SA-B-Gal : une premiere
phase ou les cellules présentaient une légere augmentation de cette activité et une deuxieme phase
ou les cellules avaient une plus forte activité. En complément de ces mesures, ils ont effectué un

RNAseq qui a permis de discerner quatre phases :

- Une phase précoce durant laquelle les cellules continuent a proliférer.
- Une phase intermédiaire associée a des changements métaboliques ainsi qu’a des
changements dans la synthese des ARNt.

- Une phase avancée durant laquelle les cellules expriment les régulateurs du cycle

cellulaire et arrétent de proliférer. Cette phase est associée a |'expression des cytokines
pro-inflammatoires du SASP.
- Une phase trés avancée durant laquelle les cellules expriment des génes associés a la mort

cellulaire et a la régulation de la croissance cellulaire.

De maniere intéressante, I'expression des facteurs du SASP change au cours de ces différentes

phases’’.

La sénescence réplicative est une limite de prolifération a laquelle chaque type cellulaire est
théoriquement confronté. Néanmoins, il existe I'exception des cellules souches et tumorales
exprimant la télomérase permettant I'élongation de I'extrémité 3’ du chromosome. La télomérase est
un complexe ribonucléoprotéique composé d’'un ARN de séquence complémentaire a la séquence
télomérique, d’une protéine TERT (telomerase reverse transcriptase) et de DKC1 (Dyskerin 1) assurant
la formation et la stabilité du complexe télomérase. La télomérase allonge I'extrémité 3’
chromosomique en utilisant son ARN interne comme matrice, puis ’ADN polymérase alpha synthétise

t’®7°. D’autres mécanismes de conservation des télomeéres

le brin complémentaire manquan
indépendants de la télomérase existent. C'est le cas du mécanisme Alternative Lengthening of
Telomeres (ALT). Le mécanisme exact est sujet a controverse, ce serait une recombinaison homologue

qui utiliserait un autre télomére comme matrice8%%1,

Les téloméres raccourcis pourraient étre réparés de fagon aberrante par fusion
interchromatidienne ou interchromosomique. Ceci peut s’observer dans le contexte des cellules
cancéreuses, mais n’est pas observé dans le contexte des cellules en sénescence réplicative. Cela

pourrait tre d( 3 la présence des shelterines qui inhibent la réparation®8,

Ainsi, la sénescence réplicative est un arrét du cycle cellulaire di au raccourcissement des

téloméres avec un phénotype dynamique au cours du temps. Chaque cellule somatique adulte
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normale y est théoriquement confrontée. D’ailleurs, toute sénescence n’étant pas due a I’attrition des

télomeéres peut étre considérée comme prématurée et dénommée ainsi.

C. Sénescence prématurée induite par le stress oxydant

Avant d’atteindre la limite de Hayflick, une cellule soumise a un stress oxydant peut entrer en
sénescence dite prématurée (ou SIPS pour Stress-Induced Premature Senescence). Le stress oxydant
peut étre endogéne et associé au vieillissement. Dans ce cas, il est modéré et chronique. Il peut aussi
étre exogene, intense et aigu, induit par différents agents comme les radiations ionisantes ou les
radiations UV, qui en plus d’induire du stress oxydant induisent des dommages directs a ’ADN tels
que des DSB ou des cross-linking points bloquant les fourches de réplication. Dans ce paragraphe,

nous ne traiterons que de la sénescence induite par un stress oxydant chronique modéré.

Il est admis que I'augmentation de ROS associée au vieillissement est principalement due a
divers dysfonctionnements mitochondriaux!”?13%8 || est § noter qu’il existe d’autres voies de
production de ROS indépendantes des mitochondries comme I'activation de la NADPH-oxydase
membranaire®®. Normalement, la production et I'élimination des ROS dits primaires (comme le
peroxyde d’hydrogéne H,0,) sont bien régulées par la cellule. Néanmoins, du fait de I'augmentation
de leur production et/ou de la diminution des défenses antioxydantes de la cellule, la concentration
de ces ROS primaires peut augmenter et ils peuvent évoluer en ROS secondaires, notamment en
radicaux hydroxyles (¢OH). Contrairement aux ROS primaires, ces ROS secondaires sont considérés
comme tres réactifs d’'un point de vue catalytique et incontrdlés par la cellule. lls sont la source
majeure de dommages oxydants observés a la sénescence?. Ils vont par exemple induire des
dommages a I’ADN tels que des bases oxydées, des liaisons intra- et inter-brins et des cassures simple
brin de ’ADN?!. Les ROS peuvent aussi induire une accélération du raccourcissement télomérique et
I'induction de dommages activant la voie DDR. En effet, les téloméres semblent spécialement
sensibles aux dommages oxydants, avec une accumulation de SSB plus importante dans les séquences

télomériques que dans le reste du génome®768587.88,

Notre équipe a démontré que les cellules épithéliales sénescentes (kératinocytes de peau et
cellules épithéliales mammaires) présentaient une augmentation du stress oxydant et une
accumulation de SSB. L’accumulation de SSB résulte d’une augmentation de la concentration en ROS
et d’'un défaut de réparation di a la diminution d’expression et d’activité de la PARP1. L’activité de
PARylation résiduelle autorise tout de méme le recrutement de XRCC1 aux foyers des cassures, mais

elle est insuffisante pour permettre sa phosphorylation par CK2. Ce défaut conduit a I'accumulation
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de XRCC1 non phosphorylé aux foyers des cassures, ce qui bloque la réparation et conduit a la

phosphorylation de la p38MAPK qui, a terme, active p16* (Figure 3).

D. Sénescence induite par activation oncogénique

Un stress endogéne pouvant induire de la sénescence est celui induit par la surexpression et/ou
la mutation de certains oncogénes. C’est le cas des oncogénes RASY128%, BRAFE0090 AKT! E2F1%2 et
de la cycline E®3. On parle dans ce cas d’OIS (Oncogene-Induced Senescence). A l'inverse, la sénescence
peut étre induite suite a I'inactivation des suppresseurs de tumeur PTEN%* et NF1%, Le point commun
entre ces différentes voies est que I'activation des oncogénes ou l'inhibition des suppresseurs de
tumeur va induire une phase d’hyper-réplication. Celle-ci va entrainer une augmentation du nombre
des réplicons et un blocage des fourches de réplication di a un épuisement des nucléotides

conduisant a I'activation de la voie DDR®®%,

Il a été montré que si I'OIS ne dépend pas directement de I'attrition des téloméres, elle est
quand méme associée a un dysfonctionnement des télomeres. A I'appui de ce fait, une forte activité
de la télomérase diminue la stabilité de I’arrét du cycle cellulaire associé a I'0OIS®8. De plus, I'OIS est

associée a une présence importante de dommages a I’ADN au niveau des télomeéres®,

L'OIS est également associée a une augmentation du stress oxydant due a une perte du
potentiel mitochondrial et a I'augmentation de I'activité des NADPH oxydases membranaires NOX1 et
NOX4. Le KO de NOX4 permet de diminuer le stress oxydant et d’empécher la sénescence induite par

RASE6%,

La p38MAPK est une kinase induite par différents stimuli tels que le dommage a I'ADN et le
stress oxydant. La p38MAPK peut phosphoryler de trés nombreux substrats qui jouent un réle dans la
prolifération, le cycle cellulaire et I'inflammation. Des expériences de KO dans des cellules induites en
OIS par RAS ou RAF indiquent que I'absence de cette kinase abolit I'OIS, ce qui démontre le réle
important de cette kinase. Cette MAPK existe sous quatre isoformes : p38a, p38pB, p38y et p384. Ces
différentes isoformes ne jouent pas le méme role dans I'OIS. Les KO individuels des isoformes p38a,
p38y et p386 suffisent a abolir la sénescence induite par RAS. En parallele, il a été montré que leur
surexpression est suffisante pour induire la sénescence. Ces isoformes vont directement ou

indirectement induire I’activation de p53 et/ou la transcription de p1610-102,

De maniere étonnante, I'activation de tous les oncogéenes n’est pas capable d’induire de la
sénescence. En effet, I'inactivation de certains oncogénes comme MYC peut, a l'inverse, dans des

cellules tumorales, induire une sénescence prématuréel®®. On parle alors d’Oncogene Inactivation
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Induced Senescence (OIlIS). Le mécanisme exact est inconnu. Néanmoins, il a été montré dans une
lignée cellulaire de cancer du poumon non a petite cellule déficiente pour TP53 et RB1 que I'inhibition
de MYC induit un état de sénescence via I'activation de p21 et p731%. Dans une autre étude sur des
souris transgéniques surexprimant MYC présentant un phénotype d’induction spontanée de
leucémies 3 cellules T, la diminution d’expression de MYC induit la sénescence via pl19AFF
(correspondant au p142*F humain). p19”*F stabilise indirectement p53 en inhibant MDM2 qui est une
E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation de p53. De maniére étonnante, dans cette étude,
la sénescence est dépendante de p19”%F, mais elle est indépendante de p53. Les auteurs supposent

9ARF

que dans ce cas, pl agirait indépendamment de p53 en régulant d’autres génes associés a la

sénescence comme E2F1 et NF-kB'®.

Ainsi, I'activation d’oncogenes ou, dans certains cas, leur inactivation ou I'inactivation d’un géene
suppresseur de tumeur va induire de la sénescence, via un stress réplicatif induisant I'arrét du cycle,

du stress oxydant, un dysfonctionnement des téloméres et/ou une activation de la voie p38MAPK.

E. Sénescence induite par les thérapies anti-cancéreuses
Les thérapies anticancéreuses -radiothérapie et certaines chimiothérapies- peuvent induire de

la sénescence prématurée. On parle de Therapy-Induced Senescence (TIS).

La radiothérapie a comme effet, entre autres, d’induire des dommages a I’ADN. Ces dommages
vont induire soit de la mort cellulaire, soit de la sénescence. Les mécanismes exacts conduisant a
'endommagement de I’ADN et a la sénescence seront discutés ultérieurement (Chapitre 2/Ill.

Sénescence radio-induite).

En ce qui concerne les chimiothérapies, ce sont principalement les agents
chimiothérapeutiques conventionnels qui endommagent I’ADN qui peuvent induire de la sénescence.
C’est le cas par exemple de la doxorubicine, de I'aphidicoline ou du cisplatinel®. Ces molécules
induisent des dommages a I’ADN par des mécanismes complexes. Par exemple, le cisplatine induit des
adduits a 'ADN bloquant la réplication induisant a terme des dommages a I’ADN, une induction
d’apoptose ou de sénescencel®®%7, Récemment, il a été montré que le cisplatine pouvait induire la
formation d’espéces réactives de I'oxygéne associée a une dépolarisation mitochondriale. Le co-
traitement cisplatine avec un antioxydant permet de diminuer la proportion de cellules sénescentes

in vitro et in vivo'”. Ainsi, 'induction de sénescence par le cisplatine passerait par une induction

directe et indirecte via des ROS de dommages a I’ADN.
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Les inhibiteurs de topoisomérases peuvent aussi, via I'induction de cassures de I’ADN, induire

une sénescence prématurée!®,

Certaines thérapies ciblées peuvent également étre inductrices de sénescence. Par exemple, un
inhibiteur de récepteur tyrosine-kinase comme le Lapatinib, un inhibiteur de HER2, peut induire de la
sénescence dans les cellules cancéreuses mammaires surexprimant HER2 et déficientes pour p53.
Cette sénescence est dépendante de pl5 et p27, mais indépendante de pl16 et p21. De plus, la
réexpression de p53 sauvage induit I'apoptose des cellules traitées par Lapatinib'®. Un autre exemple
concerne le traitement des cancers du col de I'utérus induits par le papilloma virus. Dans ces cancers,
les protéines virales inhibent p53 et Rb. Le traitement avec un inhibiteur des protéines virales conduit

a une réexpression de p53 et a une entrée en sénescencel’,

Les études sur la TIS se concentrent principalement sur I'induction de sénescence dans les
cellules cancéreuses, mais il est probable que les cellules normales puissent aussi entrer en TIS sous
I'effet du traitement. Il a notamment été montré que les agents chimiothérapeutiques
endommageant I’ADN ainsi que les radiations entrainent la sénescence des cellules stromales comme

les fibroblastes associés au cancer (CAF)>11112,

F. Cas particulier du Senescence-Messaging Secretome : induction de la sénescence par
le SASP
Le SASP est I'un des phénotypes de la sénescence, mais il peut aussi en étre un inducteur. Cet

effet est appelé effet SMS (Senescence-messaging secretome).

Parmi les facteurs composant le SASP, les interleukines 6, 8 et 1a, ainsi que I'IFNy ont la capacité
de renforcer le phénotype sénescent par effet autocrine ou d’induire la sénescence par effet
paracrine!®3, Concernant I'IL-8, il a été montré que celle-ci agissait via le récepteur CXCR2 qui permet
d’induire la sénescence de maniére dépendante de p53'**. IL-6, quant a elle, activerait, via son
récepteur IL-6Ra, la voie JAK/STAT3 conduisant a I'activation d’IGFBP5 (Insuline-like Growth Factor
Binding Protein 5)%°. Cette derniére peut, indépendamment de son action sur I'lGF, induire du stress
oxydant. Ce stress oxydant va a son tour induire la sénescencel’®, De maniére plus générale, les
protéines de la famille IGFBP, notamment IGFBP -3, -4, -5 et -7, semblent jouer un réle majeur dans la

p116-118 | e TGF-B semble aussi pouvoir activer les CKI p15 et p21 pour

sénescence induite par le SAS
induire la sénescence. Cette activation est corrélée a une augmentation du stress oxydant. Le

traitement avec des antioxydants permet d’empécher I'activation de p21 et p15 et par conséquent la
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sénescencel®. Ces différents exemples de sénescence induite par le SASP pointent un rdle majeur des

ROS dans cette induction de sénescence.

En plus des cytokines, les cellules sénescentes sécretent des vésicules extracellulaires
contenant des fragments de chromatine issus de la perte de l'intégrité nucléaire. Ces fragments
d’ADN, une fois captés par les cellules avoisinantes, vont entrainer I’activation de la voie DDR dans ces

cellules et leur sénescence?®',

Il Principaux margueurs de la sénescence

La sénescence est un état dynamique et complexe en termes d’acteurs moléculaires.
Malheureusement, aucun de ces acteurs moléculaires n’est entierement spécifique de la sénescence.
Il n"existe donc pas, a ma connaissance, de marqueurs spécifiques de la sénescence. Il est donc
nécessaire, pour définir un état cellulaire comme étant de la sénescence, de recourir a la

caractérisation de plusieurs marqueurs moléculaires et phénotypiques.

In vitro, les cellules sénescentes sont facilement identifiables grace a leurs changements
morphologiques, notamment I'augmentation de taille observable en microscopie ou par cytométrie
en flux (parameétre FSC). L'augmentation de I'activité SA-B-Gal est mesurable grace a divers tests
utilisant des substrats de la B-galactosidase, principalement le X-gal dont la métabolisation par

I’enzyme produit un précipité bleu®? ou le C12FDG, un substrat fluorigéne utilisable en cytométrie!?2,

Les cellules sénescentes ont aussi un noyau et un nucléole plus grands!?*!24, Elles peuvent pour
certaines d’entre elles étre polynucléées®'®, ’enveloppe nucléaire change également, avec une
diminution de I'expression de la lamine B1 pouvant perturber I'intégrité de I'enveloppe nucléaire?,

En effet, on peut trouver des fragments de chromatine dans le cytoplasme des cellules sénescentes!?’.

L’activation de la voie DDR est souvent utilisée comme marqueur de sénescence, notamment
la présence de foyers yH2AX ou 53BP1'%, || est important de noter que la phosphorylation de H2AX
peut étre observée dans les cellules sénescentes indépendamment de dommages a I’ADN. Ainsi, dans
une étude utilisant le butyrate de sodium, un inhibiteur de HDAC, il a été montré que celui-ci induisait
un phénotype sénescent associé a une augmentation de yH2AX et a une activation de p21, en absence
de dommages a 'ADN. A I'inverse, dans cette méme étude, lorsque la sénescence est induite par
irradiation, les cellules présentent des dommages a ’ADN générant des foyers 53BP1 et des foyers
YH2AX. Ainsi, yH2AX est un marqueur de sénescence dépendant ou indépendant de la présence de

dommages a I’ADN, alors que 53BP1 est un marqueur de sénescence lié a I'activation de la voie DDR
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et a la présence de dommages a I’ADN. La phosphorylation de p53 sur la sérine 15, qui résulte de

I’activation de la voie DDR, sert également fréquemment de marqueur de sénescence!®,

L'induction de p16 et I'hypophosphorylation de Rb servent également de marqueurs de

sénescence>8%130-133,

3 134

Des changements épigénétiques comme la marque H3K9me sont souvent utilisés pour

caractériser les populations de cellules sénescentes.

A cause de I"'augmentation du stress oxydant a la sénescence, on peut observer dans les cellules
sénescentes des agrégats de macromolécules oxydées. C’'est le cas de la lipofuscine, composée de
protéines oxydées et dégradées, de lipides, de carbohydrates, de vitamines et d’ions (fer et cuivre)
qui s’agrégent. Les agrégats de lipofuscine peuvent étre autophagocytés. Néanmoins, les enzymes
lysosomales n’ont pas la capacité de dégrader la lipofuscine ; celle-ci s"accumule alors dans les
lysosomes. Ainsi, I'accumulation de lipofuscine dans les lysosomes ou le cytoplasme est considérée

comme un marqueur de sénescence®3%13,

Les cellules sénescentes présentent également un plus grand nombre de vésicules
cytoplasmiques visibles en microscopie ou par cytométrie en flux (parameétre SSC). Cette vésiculation
reflete 'augmentation de la charge lysosomale, de I'autophagie et/ou du trafic de sécrétion lié a la

production du SASP.

In vivo, il existe assez peu de marqueurs disponibles. Il est possible de mesurer I'activité
SA-B-Gal sur coupe cryogénisée. Les agrégats de lipofuscine peuvent étre mis en évidence sur tout
type de coupes par une coloration au noir soudan B (Sudan black B)'%. L’expression transcriptionnelle
et protéique de p16 est souvent utilisée comme marqueur de sénescence in vivo. En effet, il a été
démontré que, lors du vieillissement, la CKI la plus exprimée dans les tissus vieillissants est p16. Ainsi,
chez la souris dgée par rapport a une souris jeune, la quantité d’ARNm de p16 est augmentée d’un
facteur 10, contre un facteur 1,4 pour p21'¥. Cette constatation a conduit au développement d’un
systeme rapporteur de I'expression de p16, les souris p16-LUC utilisées dans cette these, comme
systeme permettant de visualiser les cellules sénescentes sur animal vivant par mesure de
bioluminescence!32. Dans ces souris, ’ADN complémentaire de la luciférase, suivi du signal de
polyadénylation de SV40, a été inséré dans le site d’initiation de la traduction (I’'exon 1a) d’un des
alléles du locus p16 endogéne. Ceci a pour conséquence une expression de luciférase sous contréle

du promoteur de p1632,

La quiescence est un arrét de prolifération qui, a I'inverse de la sénescence, est réversible. La

quiescence s’installe en réponse a une déprivation en facteurs de croissance ou nutriments, ou
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alternativement par inhibition de contact. Des que les conditions de croissance sont de nouveau
réunies, la cellule quiescente ré-entre dans le cycle, a I'inverse de la cellule sénescente. D’un point de
vue moléculaire, la cellule quiescente est arrétée en phase dite GO correspondant a une quantité
d’ADN de 2N semblable a des cellules en phase G1. Les cellules quiescentes partagent des marqueurs
avec les cellules sénescentes, tels que "activation des CKI p21 et p27*38, Dans certains cas, on observe
une diminution d’expression de la lamine B1 dans les cellules quiescentes comme dans les cellules
sénescentes®. De méme, 'augmentation de I'activité de la B-galactosidase est retrouvée dans des

cellules quiescentes. Néanmoins, cette activité est plus faible que dans les cellules sénescentes®,

Ainsi, les cellules sénescentes peuvent partager des marqueurs communs avec les cellules
quiescentes. Il est donc important d’utiliser plusieurs marqueurs pour caractériser les cellules

sénescentes3138,

V. Sénescence et cancer

Plusieurs des thématiques de ce paragraphe ont été développées dans une revue (Article n°1
en annexe pl79) que j'ai coécrit: Goy, E. & Abbadie, C. Sénescence et cancer : Double jeu.
médecine/sciences 34, 223-230 (2018).

La mise en place de |'état sénescent et le développement cancéreux sont deux évenements qui
semblent intriquement liés. L’élément le plus marquant appuyant cette idée provient des données
épidémiologiques qui montrent que le nombre de cancers augmente avec I’age!*®**! alors que dans
le méme temps, d’aprés plusieurs études réalisées chez 'homme et la souris, les cellules sénescentes
s’accumulent®143, De plus, des cellules sénescentes sont retrouvées au niveau des tumeurs bénignes
comme les naevi, mais pas quand ces tumeurs progressent en tumeurs malignes®®44145, Par ailleurs,
quatre-vingt-dix pour cent des tumeurs expriment la télomérase, ce qui leur permet d’éviter la
sénescence réplicative*®. Néanmoins, le lien entre sénescence et initiation ou progression tumorale

est loin d’étre simple. Dans ce chapitre, nous discuterons de la nature de ce lien, pro ou antitumoral.

A. Le réle antitumoral intrinseque de la sénescence

La sénescence, définie comme un arrét de prolifération trés stable, voire irréversible, di a
I'activation persistante de la voie DDR et la non-réparation des dommages a I’ADN qui I'induisent, a
d’abord été considérée comme un processus antitumoral. A 'appui de cette idée, la présence de
cellules sénescentes induites en OIS dans les naevi, mais pas dans les mélanomes, a conduit a
considérer la sénescence comme une barriére a I’évolution maligne des lésions pré-néoplasiques’**.

La présence de cellules sénescentes dans des Iésions pré-néoplasiques n’est pas limitée aux naevi. On
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en trouve aussi par exemple dans les lésions pré-néoplasiques intra-épithéliales du Pancréas

148

(PanIN)'¥, les adénomes pulmonaires'*® ou les hyperplasies bénignes de la glande pituitaire!®.

De plus, la sénescence est une réponse possible et considérée comme souhaitable des cellules
cancéreuses aux chimiothérapies conventionnelles et a la radiothérapie car, de par son état d’arrét
du cycle cellulaire stable, elle contribuerait a arréter la croissance tumorale. Il a été montré que
certaines tumeurs comme les glioblastomes ou certains cancers du poumon entrent plus
favorablement en sénescence qu’en apoptose aprés ces thérapies anticancéreuses#. Néanmoins, les
cellules cancéreuses sénescentes étant toujours vivantes et résistantes a |'apoptose, elles pourraient
représenter une forme de dormance et de résistance de la tumeur aux thérapies. Cependant, du fait
du développement récent des sénolytiques visant a éliminer spécifiquement les cellules sénescentes
(voir chapitre V), l'induction de sénescence devient un objectif souhaitable des thérapies

anticancéreuses®>%*>!,

B. Le role ambigu du SASP dans la pathologie cancéreuse
Au sein d’une tumeur, deux grandes catégories de cellules peuvent étre en sénescence et
sécréter un SASP : les cellules stromales et les cellules cancéreuses elles-mémes qui peuvent étre

entrées en OIS ou en TIS suite a un traitement.

Le sécrétome des cellules sénescentes stromales peut, en fonction du contexte, avoir un effet
protumoral ou antitumoral. L’effet protumoral du SASP est relayé par plusieurs mécanismes. Le SASP
comprend des cytokines et des facteurs de croissance (lI-6, IL-8, CXCL-1, HGF, EGF) pouvant augmenter
la prolifération des cellules tumorales’. Le SASP permet également de modifier le
microenvironnement, afin de le rendre favorable a la progression tumorale. Il comporte des
métalloprotéases (notamment les MMP-2 et MMP-3) permettant de remodeler la matrice et il est
appauvri en collagéne par rapport a celui des fibroblastes non sénescents. Ce remodelage de la
matrice, associé a la sécrétion de chimioattractants comme I’"HGF et le bFGF, va favoriser I'invasion.
Le SASP favorise également I'angiogenése et la néoangiogenése via des facteurs proangiogéniques
comme le VEGF, IL-1, IL-8, PGE2 et la laminine. De plus, les cellules recrutées par I'inflammation
induite par le SASP vont a leur tour produire des facteurs angiogéniques comme le VEGF'*3, Le SASP
favorise également la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM est définie comme
I"acquisition d’un phénotype mésenchymateux par des cellules épithéliales. Le SASP des fibroblastes
sénescents, via I'lL-6, I'lIL-8, I'HGF et les métalloprotéases dont les MMP-1 et MMP-2, peut induire une
dédifférenciation des cellules épithéliales, une rupture des liaisons cellule-cellule et I'acquisition d’une

morphologie fibroblastoide au lieu de la morphologie cuboidale d’origine. Ceci a été montré par notre
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équipe sur des kératinocytes précancéreux, ainsi que par d’autres équipes sur des cellules

cancéreuses’>* 1%,

Le SASP des cellules stromales et/ou cancéreuses a également des conséquences sur 'immunité
antitumorale. De maniere générale, le SASP contient des cytokines pro-inflammatoires,
chimioattractantes pour différents types de cellules immunitaires. Néanmoins, ses effets sur la
réponse immunitaire antitumorale ne sont pas clairs car il peut aussi favoriser I'immunotolérance de
la tumeur®>3*57, Par exemple, dans un modéle de TIS induite par des faibles doses de chimiothérapie
appliquées a des cellules de myélome multiple, le SASP des cellules tumorales sénescentes, en
particulier la chimiokine CCL2, induit la clairance des cellules tumorales sénescentes!®®. Dans une
autre étude utilisant le modéle de souris FASST ou I'expression de p27%P! est inductible par le
tamoxifene dans les cellules mésenchymateuses, ce qui les induit en sénescence, le SASP de ces
fibroblastes stromaux sénescents permet d’établir un microenvironnement immunosuppressif par le
recrutement de granulocytes immatures inhibant I'activité des lymphocytes T CD8+. Des essais de
tumorigenése ont révélé que le traitement au tamoxiféne, donc l'induction de la sénescence des
fibroblastes, augmente |"agressivité des tumeurs par rapport aux souris non traitées au tamoxiféne®.
Ces études suggerent donc un réle dual du SASP, soit stimulant soit inhibant de systéeme immunitaire

en fonction du contexte.

Ainsi, d’'une part, le SASP peut contenir des facteurs favorisant la prolifération des cellules
tumorales et permettant de modifier le microenvironnement pour favoriser I'angiogenése tumorale
et la transition épithélio-mésenchymateuse. D’autre part, le role du SASP concernant la réponse
immunitaire antitumorale est duale: il peut favoriser I'immunosurveillance aussi bien que

I'immunotolérance.

C. La sénescence et la résistance aux thérapies antitumorales
La sénescence des cellules stromales et des cellules tumorales peut étre la source de résistance

aux thérapies antitumorales par plusieurs mécanismes.

Tout d’abord, comme vu précédemment, le SASP des cellules sénescentes stromales peut
favoriser la résistance des cellules tumorales aux thérapies par le détournement du systéme
immunitaire®%, De méme, la TEM induite par le SASP pourrait étre source de résistance aux
thérapies antitumorales®®®. De plus, Le SASP a la capacité d’induire un phénotype de cellules souches
cancéreuses®®, ’acquisition de ce phénotype souche est associée a une augmentation de

I’'hétérogénéité tumorale susceptible de donner lieu a I'apparition de clones résistants. En outre, ces
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cellules souches cancéreuses induites par le SASP présentent une diminution de leur vitesse de

prolifération, ce qui les rend plus résistantes aux thérapie antitumorales génotoxiques?®?.

De plus, les cellules cancéreuses une fois induites en TIS acquiérent une résistance aux thérapies
classiques de par leur résistance a l'apoptose et leur absence de prolifération. Elles pourraient
persister dans cet état sénescent et pourraient ainsi étre a l'origine de récurrence!®®. Par exemple,
une étude sur une lignée de cellules cancéreuses H1299 induites en sénescence par plusieurs
chimiothérapies montre gu’environ 1 cellule sénescente sur 1 million est capable de s’échapper de

I'arrét du cycle cellulaire pour donner des cellules filles pouvant entrainer une récurrence de la

maladie cancéreuse. Les mécanismes d’échappement de I'arrét sont assez mal compris®®4.

Ainsi, les cellules normales et tumorales sénescentes peuvent, par le SASP, favoriser la
résistance aux thérapies antitumorales. De plus, les cellules tumorales sénescentes, par leur
résistance intrinséque a I'apoptose et leur absence de prolifération, pourraient représenter une forme

de résistance aux thérapies anticancéreuses et participer aux mécanismes de récurrence.

D. Role de la sénescence dans l'initiation tumorale

La sénescence pourrait étre, intrinséquement, une étape vers l'initiation tumorale.

Plusieurs équipes, dont la nbétre, ont démontré que, dans les cellules épithéliales,
I"accumulation de cassures simple brin de I’ADN entraine une sénescence prématurée. Il a été montré
gu’environ une de ces cellules sénescentes sur 10 000 acquiert la possibilité d’échapper a I'arrét du
cycle cellulaire pour donner, suite a une mitose atypique par bourgeonnement, des cellules filles
proliférantes, mutées et pouvant former des carcinomes apres xénogreffe en souris
immunodéprimées. Ces cellules présentent un profil transcriptomique proche de celui de cellules

cancéreuses provenant de cancers épithéliaux de peau, de sein ou colorectaux®16>166,

De méme, les cellules entrées en OIS pourraient étre précurseurs de cellules cancéreuses. C'est
ce qui pourrait se produire lors de I'évolution maligne de lésions prénéoplasiques. Les navi par
exemple sont formés de mélanocytes surexprimant ou suractivant B-RAF ou N-RAS. Cette activation
oncogénique entraine une premiére phase d’hyperprolifération, puis les mélanocytes entrent en OIS,
ce qui stabilise le naevus. Malheureusement, les naevi peuvent parfois évoluer en mélanome. Cette
évolution suppose un échappement de la sénescence. Des études indiquent que cet échappement
serait di a I'activation de la voie PI3K/AKT, résultant elle-méme de la diminution d’expression de
PTEN, un inhibiteur de cette voie!®’. Un autre mécanisme d’échappement, dans le cas de la

sénescence induite par B-RAF, est la délétion du gene CDKN2A qui code pour pl6. En effet, dans ce
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cas, la sénescence est dépendante de pl6 et la délétion de ce géne est retrouvée dans les

168170 Ajnsi, la survenue de I’OIS peut-&tre vue a la fois comme une barriére anti-tumorale

mélanomes
qui stabilise les lésions prénéoplasiques, mais aussi comme une étape qui prépare a I'émergence de

cellules malignes.

V. Elimination des cellules sénescentes et conséquences

Au vu de l'effet négatif qu’a I'accumulation de cellules sénescentes dans la survenue de
nombreuses pathologies, il a été proposé de développer des méthodes pour en diminuer les effets.
Deux approches ont été identifiées: inhiber tout ou partie du SASP ou éliminer les cellules

sénescentes.

L’élimination spécifique des cellules sénescentes se fait avec des molécules dites sénolytiques.
L'une des pistes en développement est le ciblage de leur résistance a I'apoptose. En effet, nous avons
vu que les cellules sénescentes étaient résistantes a 'apoptose grace a la surexpression de protéines
antiapoptotiques de la famille BCL-2. La stratégie est donc d’inhiber ces protéines grace a des BH3
mimétiques. De telles molécules existent déja. Elles sont utilisées en clinique pour le traitement de la
leucémie lymphoide chronique, du lymphome non Hodgkinien et des myélomes multiples’®. Par
exemple, il a été développé le Navitoclax (ABT-737), un inhibiteur de BCL-2, BCL-XL, BCL-w. Celui-ci a
montré une bonne activité sénolytique, ce qui semble indiquer que I'élimination des cellules
sénescentes requiert une inhibition de plusieurs protéines antiapoptotiques de la famille BCL-2°%%3,
Malheureusement, le Navitoclax induit des thrombopénies, ce qui limite son utilisation en clinique'’2.
Cette thrombopénie est due a l'inhibition de BCL-XL, essentielle pour la survie des plaquettes.
Actuellement, de nouveaux BH3 mimétiques sont développés pour ne pas cibler BCL-XL. C’est le cas
du Vénétoclax. Celui-ci n’induit pas de thrombopénie et est efficace contre les cancers a lymphocytes
B comme la leucémie lymphoide chronique’. Une étude montre qu’il est efficace pour I'élimination

des cellules Béta sénescentes des flots de Langerhans issues de souris atteintes de diabete de type

1173

En comparant la transcriptomique d’adipocytes induits ou pas en sénescence par irradiation,
une étude a mis en évidence une augmentation d’expression de genes anti-apoptotiques et pro-survie
dans les cellules sénescentes. Les auteurs de I'étude ont testé une banque de 46 agents pouvant cibler
ces geénes. Parmi les agents testés, ils ont retenu la Quercétine (polyphénol d’origine naturelle ayant
de nombreuses actions dont celle d’inhiber la voie PI3K qui est activée a la sénescence) et le Dasatinib
(inhibiteur de kinases a spectre large). En utilisation combinée, ces deux molécules montrent une

bonne sensibilité et spécificité envers les cellules sénescentes, notamment des HUVEC et des
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préadipocytes induits en sénescence par une irradiation a 10 Gy. Les auteurs ont aussi démontré
I'efficacité de ce traitement combiné in vivo sur des souris agées chez lesquelles ce traitement
induisait une baisse du marquage SA-B-Gal, ainsi qu’une baisse de I'expression de p16, associées a
une amélioration des fonctions cardiaques. Sur des souris irradiées sur les pattes arriere a 10 Gy, les
auteurs ont observé une accélération du rétablissement des capacités d’endurance postirradiation.
Enfin, sur un modeéle de souris Erccl-/A mimant la progéria, qui se manifeste par I'apparition de signes
de vieillissement précoce associés a une faible durée de vie, le traitement combiné a induit une
augmentation de la durée de vie associée a une diminution des pathologies liées a I’4ge>3. Néanmoins,
d’autres études réalisées sur des cellules d’hépatocarcinome induites en sénescence par un
traitement a la doxorubicine sont arrivées a des conclusions inverses. En effet, le traitement
Dasatinib+Quercetin a augmenté I'expression de p16 et le nombre de foyers yH2AX dans les cellules
cancéreuses, suggérant que le traitement a induit la sénescence. De plus, dans des expériences de
xénogreffes, le traitement Dasatinib+Quercetin associé au traitement par la doxorubicine n’a pas
montré d’efficacité augmentée par rapport au traitement a la doxorubicine seule pour ce qui est de
la diminution du volume tumoral, alors que la doxorubicine avait bien induit une augmentation du
marquage SA-B-Gal dans la tumeur par rapport au controle. De maniere surprenante, le traitement
Dasatinib+Quercetin avait au contraire augmenté ce marquage'’. Prises ensemble, ces études
suggerent que l'effet sénolytique du traitement Dasatinib+Quercetin serait restreint a certains

contextes de sénescence. Les raisons de ce champ d’action réduit ne sont pas encore connues.

L'inhibition du SASP est réalisée avec des molécules appelées sénomorphiques. Il est a noter
que la frontiere entre composés sénolytiques et sénomorphiques est fine. En effet, certains composés
sénolytiques, comme la Quercetin, affectent le SASP. Dans ce cas l'inhibition du SASP se fait par
I'inhibition de la voie NF-xB impliquée dans la synthése des facteurs du SASP”. La rapamycine, un
inhibiteur de mTOR, a aussi des effets sénomorphiques'’®. Le mécanisme par lequel la rapamycine

inhibe le SASP est a ma connaissance inconnu.
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Chapitre 2 : Sénescence cellulaire : R6les en radiothérapie externe

anticancéreuse

Le principe de la radiothérapie anticancéreuse est d’utiliser un rayonnement ionisant afin
d’induire des effets biologiques, notamment la mort des cellules tumorales ou, a minima, un arrét de

leur prolifération. Ces effets seront détaillés dans le paragraphe sur la radiobiologie (Chapitre 2 : Partie

).

De nos jours, il existe de nombreuses techniques de radiothérapie. La radiothérapie
conformationnelle 3D (3D-CRT), qui utilise des faisceaux de photons ou d’électrons, permet d’adapter
le volume irradié a la forme tridimensionnelle de la tumeur grace a un bras pouvant tourner a 360°.
La radiothérapie a intensité modulée (IMRT) est une technique permettant, comme son nom l'indique,
de moduler l'intensité des faisceaux au cours du protocole de radiothérapie. La radiothérapie
stéréotaxique est une technique de radiothérapie utilisant des faisceaux fins permettant de mieux
s’adapter aux petites tumeurs. Récemment, I’"hadronthérapie s’est développée. Cette méthode utilise
des particules chargées au lieu des photons. Elle est plus précise que la 3D-CRT et a également une
efficacité biologique relative supérieure. Il existe aussi la brachythérapie qui, contrairement aux
techniques précédentes dans lesquelles les rayons sont dirigés sur la tumeur depuis une source
externe, utilise une source radioactive scellée placée directement au contact de la tumeur. Mon projet

de thése concernait la 3D-CRT, la technique la plus fréquemment utilisée en radiothérapie.

. Principe de la radiothérapie externe conformationnelle 3D par faisceaux de rayons X
Cette partie a été rédigée a partir du livre Radiation Oncology Physics: A Handbook for Teachers

and Students*”’.

A. Rappel de quelques principes physiques
Un rayonnement est défini comme une transmission d’énergie. Celle-ci peut se faire avec ou
sans transfert de matiere. Lorsque la transmission d’énergie se fait sans transfert de matiere, on parle
de rayonnement électromagnétique. La radiothérapie a rayons X entre dans ce cadre car les photons
sont considérés comme ayant une masse nulle et ne sont donc pas considérés comme de la matiere.

Par ailleurs, les photons sont des particules non chargées, ce qui les rend hautement pénétrants, car
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ils ne subissent pas de perte d’énergie par effet électrostatique. Plus I’énergie du photon sera
importante, plus celui-ci sera pénétrant. C'est pour cela que I'on utilise les rayons X pour traiter les

tumeurs internes.

En ce qui concerne linteraction des rayonnements avec la matiére, on distingue les
rayonnements ionisants et les rayonnements non ionisants. Un rayonnement est ionisant si I’énergie
transmise est suffisante pour arracher un ou plusieurs électrons a un atome ou a une molécule de la
matiére. Pour le tissu vivant composé d’atomes de carbone, d’hydrogene, d’azote et d’oxygene,
I’énergie d’'un rayonnement doit étre supérieure ou égale a 12,4 eV (électronVolt) pour que le
rayonnement soit ionisant. Dans le spectre de la lumiére, les photons ayant cette énergie sont ceux

de longueur d’onde inférieure a 100 nm.

On distingue deux types d’ionisation :

L'ionisation directe de la matiere par la particule émise. C'est le mode d’action des

particules chargées, donc par exemple de la protonthérapie.

L'ionisation indirecte qui a lieu lorsque I'ionisation est réalisée par un électron secondaire.

C’est le mode d’action de la radiothérapie a rayons X.

Dans le cas de l'ionisation indirecte, il est important de définir la cascade électronique, c’est-a-

dire 'ensemble des événements conduisant a I'ionisation :

- La premiére étape consiste en |'interaction entre le photon et la matiére conduisant a la
production d’électrons secondaires.
- Les étapes suivantes consistent en l'ionisation ou I'excitation de la matiere par les

différents électrons secondaires.

Des rayonnements d’énergie inférieure a 12,4 eV peuvent non pas ioniser une molécule, mais
I’exciter. L’excitation consiste a déplacer un électron du cortege électronique vers un niveau d’énergie

supérieur.

Des rayonnements d‘énergie supérieure ou égale a I'énergie de liaison intramoléculaire
peuvent induire une lyse moléculaire en rompant les liaisons interatomiques. Cette énergie est
inférieure a celle nécessaire a l'ionisation d’'un atome. Par exemple, une énergie de 10 eV est

suffisante pour induire des cassures de I’ADN.
Au cours de leurs interactions avec la matiéere, les photons vont céder leur énergie par :

- Effet photoélectrique : le photon donne toute son énergie pour arracher un électron de

son orbite atomique. L’électron devient alors un photon-électron. Il s’ensuit une
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réorganisation du cortége électronique provoquant un dégagement d’énergie, soit sous
forme de photon, soit transmise aux électrons adjacents.

- Diffusion de Compton : le photon transfere partiellement son énergie a un électron. Cela
conduit a la diffusion de I’électron et du photon.

- Production de paires : le photon transfére son énergie au noyau atomique, ce qui conduit
a la production d’un électron et de son antiparticule le positon. Celui-ci, lorsqu’il va

rencontrer un électron, va s’annihiler pour créer une paire de photons.

Dans tous les cas, ces interactions vont étre responsables de la production d’électrons

secondaires ; ce sont eux qui causent le dépot d’énergie dans la matiére. Le type d’interaction est

défini, d’une part, par I'’énergie des photons et, d’autre part, par le numéro atomique (Z) des atomes
de I'élément traversé. De maniére générale, pour les tissus humains, des photons de faible énergie
interagissent par effet photoélectrique, des photons de forte énergie par production de paires et

enfin, pour des énergies intermédiaires, les photons interagissent par effet Compton. En

radiothérapie, ol I'énergie est généralement autour de 10 MeV, |'effet observé au niveau tissulaire (Z

= 7,5) est majoritairement di a I'effet Compton.

B. Caractéristiques des accélérateurs utilisés en radiothérapie conformationnelle 3D

1. Source
Les faisceaux de rayons X utilisés en 3D-CRT sont générés par un accélérateur linéaire (LINAC).
Dans ce dispositif, des électrons sont générés grace a un canon a électrons puis sont accélérés grace
a un générateur a haute tension. Ces électrons ainsi accélérés vont atteindre une cible de quelques

micrometres d’épaisseur dont la nature peut varier, mais le plus généralement il s’agit d’une cible en

tungstene. Les électrons aux abords des atomes de la cible vont étre accélérés par effet de répulsion
électrostatique. Cette accélération va générer de I'énergie sous forme de rayons X. L'énergie émise
dépend de I'énergie cinétique de I'électron avant de rencontrer la cible et de la distance entre
I’électron et I'atome qui a permis son accélération. Cette distance est variable, ce qui a pour
conséquence que les rayons X sont émis sous forme d’un spectre d’énergie. L'énergie maximum des
rayons X correspondra a la collision de I'électron avec le noyau de I'atome. Cette énergie est
proportionnelle a I'énergie cinétique maximale de I'électron qui elle-méme est dépendante de la

tension de I'accélérateur. Ainsi, la tension choisie pour accélérer les électrons détermine le spectre

d’énergie des rayons X émis.
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2. Ciblage

Le ciblage précis d’un volume en 3D est rendu possible par deux éléments de I'accélérateur : le
bras et le collimateur. En effet, 'accélérateur dispose d’un bras pouvant tourner a 360° autour du
patient, ce qui permet de délivrer des faisceaux dans différentes directions. Un collimateur est
également présent sur le parcours des faisceaux de photons. Il est composé d’'un ensemble de lamelles
épaisses de tungstene opaques aux rayons X. Ces lamelles sont motorisées de maniere autonome et
controlable par ordinateur, ce qui permet de donner la forme souhaitée au faisceau de photons. De
plus, les lamelles butent entre elles de maniéere a limiter la fuite de rayons X. Ainsi, en utilisant des
faisceaux de différentes formes grace au collimateur et provenant de différentes directions grace a la

rotation du bras, il est possible de cibler le dépot d’énergie précisément dans un volume choisi.
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Figure 4 : Schéma des différents volumes pris en compte en radiothérapie.
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C. Dosimétrie

La dosimétrie consiste a quantifier la dose déposée dans la tumeur et dans le patient et a établir
la maniere dont celle-ci sera délivrée. La détermination de cette dose et de sa distribution en 3D va
se faire en fonction des effets biologiques souhaités (élimination des cellules tumorales) et non

souhaités (atteinte du tissu sain et des organes radiosensibles).

L'effet biologique des radiations dépend de I'énergie absorbée par le milieu, autrement appelée
dose déposée. La dose déposée se mesure en Gray (Gy), sachant que 1 Gy correspond a I'énergie de
1 joule déposée dans 1 kilogramme. L'effet biologique dépend principalement de la dose déposée,
mais il peut aussi dépendre du débit de dose, qui correspond a la vitesse d’absorption de la dose par

le milieu et qui a comme unité le Gy/s.

La distribution de la dose en 3D doit prendre en compte le rendement en profondeur et le profil
latéral de dose. Le rendement en profondeur correspond a la variation de la dose déposée en fonction
de I'épaisseur du milieu traversé par I'axe du faisceau. Le profil latéral de dose correspond a la
variation de la dose sur un plan paralléle a I'axe du faisceau, a une profondeur et une taille de champ
données. En pratique, le champ est délimité par un champ lumineux. Le point central de ce champ

recoit 100 % de la dose. La limite du champ recoit 50 % de la dose.
En radiothérapie, différents volumes sont considérés (Figure 4) :

- Le volume tumoral : il correspond au volume tumoral macroscopique observable par
imagerie.

- Le Clinical Target Volume (CTV) : il s’agit du volume tumoral élargi. Il permet de prendre
en compte les risques d’invasion microscopique.

- LUInternal Target Volume (ITV) : il comprend le CTV plus une marge pour prendre en
compte les mouvements des patients comme ceux des organes, dus a la respiration par
exemple.

- Le Planning Target Volume (PTV) : il comprend I'ITV plus une marge qui prend en compte
I'imprécision de I'accélérateur et la variabilité entre les différentes séances du traitement.
En effet, en clinique, la dose est délivrée en différentes fractions espacées dans le temps.
En régle générale, le PTV correspond au CTV plus une marge de 1 cm. Le PTV est aussi
délimité en tenant compte de la présence d’organes a risques radiosensibles a proximité
de la tumeur. Si les organes a risques se situent a distance du PTV, alors ceux-ci
n’affecteront pas la délimitation du PTV, mais ils seront pris en considération pour le choix

de I'axe et de la taille des faisceaux.
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En clinique, les thérapeutes vont donc utiliser des faisceaux de différentes directions, formes et
énergies, afin de s’adapter au mieux a la profondeur et a la forme de la tumeur et de limiter la dose

regue par les organes a risque.

Relative dose (%)
120 +

Pénombre Pénombre

-10 -8 -6 4 -2 0 2 4 o6 8
Distance (cm)

Figure 5 : Exemple d’un profil latéral de dose. D’aprés Isra Israngkul-Na-Ayuthaya et al. (J Radiat
Res. 2015 Nov;56(6):919-26)
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D. Effets de bord
Il est important de prendre en considération les volumes en dehors du PTV, dans lesquels de
la dose peut étre déposée. Il est important de distinguer la dose hors champ et la dose hors volume,
La dose hors champ est déposée dans un volume localisé en dehors du PTV et du parcours des
photons. La dose hors volume est déposée dans les tissus situés sur I’axe des faisceaux mais en dehors

du PTV, typiquement les tissus qui se trouvent au-dessus ou en dessous du PTV.

Dans mon projet de these, je me suis intéressé a la dose hors champ, déposée dans un volume
que j'appellerai tout au long de ce mémoire « la marge ». La dose déposée en marge peut provenir de
fuite de rayonnements ou de la déviance des faisceaux a différents niveaux de I'accélérateur. Elle peut
aussi provenir de la diffusion de photons secondaires provenant du volume ciblé. Chofor et al. ont
démontré que ce sont principalement ces photons secondaires qui sont responsables de la dose

déposée en margel’s,
La dose déposée en marge présente plusieurs caractéristiques :

- Telle que décrite par le profil latéral de dose, elle décroit entre 80 % et 20 % de la dose du
PTV dans une zone appelée pénombre physique, puis de 20 % a moins de 5 % dans une
zone appelée ombre (Figure 5). La taille de la pénombre et de 'ombre dépendent de la
taille du champ'”. Etant donnée la taille des champs généralement utilisés en
radiothérapie, la pénombre mesure le plus souvent quelques milliméetres. En revanche, la
limite la plus externe de 'ombre est mal définie.

- Lespectre d’énergie des photons secondaires responsables de la dose déposée en marge
est décalé du coté des énergies faibles par rapport au spectre d’énergie des photons dans
le PTV. La diminution d’énergie de ces photons secondaires en marge résulte de leur

diffusion dans la matiére par effet Compton?”.

1. Effets biologiques induits par la radiothérapie externe conformationnelle 3D par faisceaux
de rayons X

Le traitement par 3D-CRT est fréqguemment utilisé en radiothérapie anti-cancéreuse.
Typiqguement, le traitement varie entre une dose totale de 45 Gy a 70 Gy, délivrée par des doses
fractionnées de 2 Gy par jour a I'exception des weekends®. Dans cette partie, nous allons décrire les

effets d’un tel traitement sur le volume irradié, le PTV mais également en dehors du PTV.
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A. Origine des dommages cellulaires

Les rayonnements ionisants générent des effets biologiques en altérant la structure des
molécules de la cellule et donc l'intégrité des composants cellulaires. Les modifications résultent
d’ionisations directes des molécules biologiques ou de leur oxydation par des espéeces réactives de
I'oxygeéne (ROS, pour Reactive Oxygen Species), elles-mémes produites par radiolyse de I'eau. Cette
derniére consiste en I'excitation ou l'ionisation de la molécule d’eau, conduisant a la formation de
molécules d’eau ionisée H,O+ ou excitée H,0* et d’électrons. Par diverses réactions physiques et
chimiques, ces especes vont former les especes HsO+ (ion hydronium), HOe (radical hydroxyle) et He
(radical hydrogene). Ces especes, en réagissant entre elles ou avec les molécules en solution a
proximité, vont former d’autres radicaux HOe, He, HO,e (radical hydroperoxyle), des ions HO- (ions
hydroxyle) et HsO+ ainsi que du H,0, (peroxyde d’hydrogene). Ces réactions produisent aussi des
molécules d’eau (H,0) et de dihydrogéne (H,)*¥12, La production de ROS est favorisée par la présence
de dioxygene. En effet, 'O, va favoriser la production de peroxyde d’hydrogene parmi toutes les
espéces réactives de I'oxygéne®?, Le peroxyde d’hydrogéne est le ROS le plus stable, donc le moins

réactif, mais qui diffuse le plus.

Ainsi, la présence d’oxygéne est un facteur déterminant dans I'efficacité de la radiothérapie. En
effet, il a été montré que les tumeurs hypoxiques sont plus radiorésistantes!®, L’effet de I’hypoxie est
reflété par I'OER (Oxygen Enhancement Ratio) qui correspond au rapport dose appliquée sous hypoxie
pour obtenir une fraction de survie X / dose appliquée sous normoxie pour obtenir une fraction de
survie Y. Par exemple, pour la radiothérapie utilisant des rayons X, I'OER est estimé a 3. Cela signifie
gue pour obtenir le méme effet en termes de survie en hypoxie qu’en normoxie, il faut multiplier la
dose par 384 De maniére paradoxale, I'irradiation induit une hypoxie aigué, due en partie a la
formation des ROS qui consomme de l'oxygéne, a I'adaptation métabolique des cellules
(augmentation de la respiration cellulaire) et a 'endommagement des petits capillaires'®*. A la suite
d’une irradiation, un délai est nécessaire pour retrouver une réoxygénation normale. La durée de ce
délai dépend de I'angiogenese, de la distance entre les cellules tumorales et les vaisseaux sanguins,
du niveau de diminution de la respiration cellulaire et du remaniement tissulaire en réponse a la
radiothérapie, notamment en réponse a la mort des cellules’®*18> Ce temps nécessaire de
réoxygénation est une des raisons pour lesquelles la radiothérapie est fractionnée. Des fractions avec
un délai interfractions trop court pour permettre une réoxygénation pourraient conduire a une baisse

de I'efficacité du traitement et pourraient conduire a une sélection de cellules radiorésistantes®*186,
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B. Effets induits dans les cellules présentes dans le PTV

1. Endommagement de ’ADN

Pour les cellules présentes dans le PTV, principalement les cellules cancéreuses ciblées, les
effets sont considérés étre principalement dus a 'endommagement de I’ADN induit par les particules
ionisantes. Cette considération est basée sur deux propriétés des molécules d’ADN dans la cellule :
leur lent turnover et leur faible nombre de copies, contrairement aux autres biomolécules présentes
dans la cellule comme les protéines et les lipides qui ont un turnover plus rapide et sont présentes en
un nombre de copies souvent tres important. La démonstration de I’ADN comme cible préférentielle
de la radiothérapie a été réalisée en 1977. Les chercheurs ont utilisé une microaiguille en polonium,
qui émet des particules alpha dont la distance d’arrét est tres courte. lls ont appliqué cette
microaiguille directement en contact avec la membrane plasmique et dans le cytoplasme, sans
entrainer d’effet sur la cellule. En revanche, la mise en contact de I'aiguille directement avec le noyau

a induit la mort des cellules®’.

L'endommagement de I’ADN peut se faire soit par ionisation directe, soit indirectement par
oxydation par les ROS produites par radiolyse de I'eau®. Les dommages principalement engendrés
sont des DSB, des SSB et des oxydations de guanine en 8-oxo-guanine'®, De maniére générale, on
considere que 1 Gy induit dans une cellule 100 000 ionisations causant a terme plus de 1000
dommages de bases, 1000 SSB et entre 20 et 40 DSB. Il est a noter qu’une base endommagée peut,
au cours de sa réparation par la voie BER (Base Excision Repair), conduire a la formation temporaire
d’une SSB. Si une autre SSB se trouve sur le brin opposé a celui portant la base endommagée, une DSB

peut étre générée’®,

Les faisceaux de rayons X peuvent aussi induire des dommages dits complexes. Les dommages
complexes sont définis comme un ensemble de dommages regroupés dans un cluster d’une dizaine
de paires de bases. Par exemple, on peut observer plusieurs SSB ou une DSB associée a une SSB. Il est
a noter que les dommages complexes mettent plus de temps a étre réparés que des dommages
simples. Ceci peut étre di a 'encombrement stérique engendré par le recrutement sur un méme site

de plusieurs complexes de signalisation et de réparation?&1%°,

Différents modeles rendent compte du lien entre dommages a I’ADN et effets cellulaires. Les
effets cellulaires dépendent du type de dommages, de la localisation dans le génome, des capacités
de réparation de la cellule en fonction du nombre de dommages (saturation), de la phase du cycle
cellulaire (qui peut fluctuer au cours des irradiations successives d’un traitement fractionné) et de la

vitesse de prolifération de la cellule®,
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2. Endommagement des mitochondries
Les mitochondries et leur ADN sont sensibles aux radiations. De maniéere intéressante, ’ADN
mitochondrial est plus sensible en termes de dommages que I’ADN nucléaire. Une délétion dite
commune, ou AmtDNA*’, est fréquemment observée en réponse a une irradiation par rayons X allant
de 0,1 3 10 Gy, Il s’agit d’'une grande délétion entre les nucléotides a la position 8470 et 13446%2,
Pour pallier a ces dommages mitochondriaux, des mécanismes conduisant a une augmentation du
nombre de copies d’ADN mitochondrial par mitochondrie ainsi que de la masse mitochondriale (elle

183 |’augmentation du nombre de copies

peut augmenter d’un facteur 3,8) peuvent se mettre en place
d’ADN mitochondrial par mitochondrie pourrait étre responsable de I'augmentation observée de la
guantité de certaines des protéines des complexes |, II, lll et V composant la chaine respiratoire aprées
une irradiation par rayons X aiglie de 10 Gy. Cette augmentation est dépendante de la dégradation de
HIF1a. Ce qui suggére qu’en cas d’hypoxie ol HIF1a est stabilisé, cette augmentation pourrait ne pas
avoir lieu%1%, De maniére contradictoire, des déficiences dans I'activité des complexes I, 1l ou lll (cela

194-1% | e complexe Il, qui est une succinate déshydrogénase

varie selon les études) ont été rapportées
(SDH), est composé de 4 sous unités, SDH-A, SDH-B, SDH-C et SDH-D. Une étude a montré que
Iirradiation induisait un défaut d’assemblage du complexe. En effet, en immunoprécipitant SDH-A, les
auteurs n’ont retrouvé que SDH-B mais pas SDH-C et SDH-D. La raison de ce défaut d’assemblage est

inconnue®. I’

activité du complexe | serait sensible aux peroxynitrites (ONO;) formés par I'oxydation
de I'oxyde nitrique (NO) dont la concentration augmente apres irradiation, suite a I’activité accrue de
la NOsynthase!®%7, Par une étude protéomique, Barjaktarovic et al. ont montré une diminution de
I'expression de certaines protéines des complexes Il et I, pouvant expliquer une déficience
d’activité'®®, Cette déficience va induire une fuite d’électrons conduisant a la production d’anions

198 3 la dépolarisation de lamembrane mitochondriale et 3 la libération de calcium. Cette

superoxydes
libération de calcium induit alors la dépolarisation des autres mitochondries, par I'ouverture des pores

de transition de perméabilité mitochondriale (MPTP) et une augmentation des ROS*°,

3. Endommagement de la membrane plasmique
Récemment, la membrane plasmique a été reconnue comme un acteur important de la réponse
aux radiations. En effet, celle-ci est directement affectée par les dommages lipidiques induits par les
radiations tels que la peroxydation ou la fragmentation. La peroxydation lipidique est la réaction
d’oxydation d’un acide gras par une espéce oxydante comme une ROS aboutissant a la formation de
peroxyde lipidique. La fragmentation touche principalement les phospholipides et consiste en leur

décomposition en acide phosphatidique et hydroxy-acétone. La peroxydation et la fragmentation
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lipidiques peuvent affecter dans les minutes suivant l'irradiation la perméabilité de la membrane et

sa fluidité?®.

Associée a ces effets directs, les radiations induisent aussi en quelques minutes I'activation
d’enzymes comme I’ASMase qui hydrolyse la sphingomyéline en céramide et conduit ainsi a une
augmentation de la concentration membranaire en céramides et a une diminution de la concentration
en sphingomyéline, affectant la encore la structure de la membrane. Suite a cet effet rapide des
radiations, une deuxiéme vague de synthése de céramides de novo survient dans les heures qui
suivent par la voie de la céramide synthase activée par ATM suite aux dommages a I’ADN2°%.202,
L'introduction des céramides dans la membrane a pour effet de modifier les radeaux lipidiques (LR
pour Lipid Raft). Ces LR sont des microdomaines de la membrane plasmique riches en cholestérol et
en sphingolipides. lls regroupent de nombreux récepteurs, canaux ioniques et protéines de voies de
signalisation, afin de faciliter I'interaction entre les différents acteurs. La production de céramides
suite a une irradiation induit la coalescence de ces LR pour en former de plus larges, ce qui facilite
I'oligomérisation activatrice des récepteurs de mort et donc conduit a la mort cellulaire par la voie

extrinséque de I'apoptose?®.

En outre, la coalescence des LR participe au regroupement des
différentes sous-unités de la NADPH oxydase. L’activité de cette enzyme ainsi augmentée produit du
stress oxydant, notamment par la formation de radicaux superoxyde. De maniére intéressante, le
stress oxydant augmente I'activité de I’ASMase, ce qui conduit a une boucle d’amplification de la
production de céramides et d’induction de stress oxydant?®. De plus, les céramides permettent
d’activer des voies de signalisation, notamment via les ceramide-activated serine/threonine
phosphatases PP2A et PP1. Ces voies influent sur Rb, BCL-2, AKT, c-JUN et PKCa, jouant ainsi un role
dans la survie, I'apoptose, la différenciation et I'arrét dans le cycle cellulaire?®*2%, De plus, par
I'activation de BID via la cathepsin D, les céramides peuvent induire la voie intrinseque de
I’'apoptose??”2%, La production de céramides peut aboutir a la sénescence via I'activation de Rb et la
production de stress oxydant, mais, dans le cadre des irradiations, les céramides sont principalement
impliquées dans la mort cellulaire. Ceci a été montré avec des souris KO pour I’ASMase spécifiquement
dans les cellules endothéliales chez lesquelles I'apoptose de I’endothélium induite par irradiation dans

différents organes est abolit?®.

C. Mort cellulaire radio-induite
Les dommages induits par la radiothérapie peuvent conduire directement a la mort cellulaire
ou a la sénescence. |l existe dans la littérature une erreur fréquente concernant la sénescence radio-

induite. Certains articles la considere comme un mécanisme de mort cellulaire, car, par leur incapacité
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a proliférer, les cellules sénescentes ne forment pas de clones en tests de clonogénicité, fréquemment
utilisés en radiobiologie pour évaluer la survie cellulaire’®*. Néanmoins, comme développé dans le
chapitre 1 de ce mémoire, la sénescence n’est pas un mécanisme de mort cellulaire. Elle correspond
au contraire a un état d’adaptation qui confere a la cellule une longue durée de vie associée a un arrét

dans le cycle cellulaire.

La mort cellulaire radio-induite proprement dite peut survenir rapidement suite a l'irradiation
ou apres plusieurs mitoses. La mort cellulaire induite rapidement est nommée mort cellulaire précoce
ou prémitotique. Elle est relativement rare, car elle ne touche que les cellules ayant un cycle cellulaire
court. Dans ce mécanisme, I'activation de la voie DDR et I'activation de p53 se font en quelques
minutes. C’est, par exemple, le devenir fréquent des lymphocytes irradiés?®®. Néanmoins, dans la
210,211.

majorité des situations, la mort cellulaire n’intervient qu’a la suite d’'une ou plusieurs mitoses

Les cellules irradiées peuvent mourir par différents mécanismes que nous détaillerons ici.

1. Apoptose
Les cellules irradiées peuvent mourir par apoptose, autrement appelée mort programmée de

type I. Les cellules en apoptose subissent un arrondissement, une perte de contact avec les cellules a
proximité, une condensation de la chromatine, une fragmentation de I’ADN et enfin la formation de
corps apoptotiques qui seront phagocytés par les cellules avoisinantes ou par des cellules
immunitaires spécialisées. Dans le cadre de la radiothérapie, le déterminant majeur conduisant a
I’'apoptose est supposé étre la présence de DSB non ou mal réparées. Dans la plupart des cas, les
cellules ne vont pas mourir immédiatement apres l'irradiation, mais apres plusieurs divisions

conduisant & une grande instabilité génétique®,
Il existe deux grandes voies d’induction de I'apoptose : la voie extrinseque et la voie intrinséque.

La voie extrinseque dépend des récepteurs de mort et de leur ligand. Parmi ces récepteurs, on
compte le TNFR1, FAS, DR4 et 5 fixant respectivement le TNF, le FAS-L et le TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand). Lorsque le ligand fixe le récepteur, celui-ci se trimérise et recrute des
protéines adaptatrices telles que FADD pour le récepteur FAS et TRADD pour le TNFR1. Ces protéines
adaptatrices vont activer des caspases régulatrices telles que la caspase 8. Les caspases sont des
protéases a cystéine qui clivent leurs substrats aprés des résidus acide aspartique. L’activation des
caspases requiert leur clivage en deux sous-unités qui s’assemblent en un tétramére actif. Les
caspases régulatrices peuvent cliver d’autres caspases dites effectrices (-3, -6, -7) qui, par leur grande

variété de cibles, vont induire la mort cellulaire?!2-214,

La voie intrinseque, appelée aussi voie mitochondriale, est régulée par les protéines de la

famille BCL-2. Tous les membres de cette famille possédent des domaines d’homologie avec BCL-2
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(domaines BH). Cette famille comprend des protéines a effet antiapoptotique possédant les domaines
BH1 a BH4 (BCL-2, BCL-XL, BCL-w, MCL-1) ainsi que des protéines a effet proapoptotique possédant
soit les domaines BH1 a BH3 (BAX, BAK, BOK) ou ne possédant que le domaine BH3, protéines
appelées alors BH3-only (BAD, BID, BIM, HRK, PUMA, NOXA). En temps normal, les protéines
antiapoptotiques inhibent les protéines proapoptotiques par hétérodimérisation. Aprés un stimulus
proapoptotique, les protéines antiapoptotiques sont déplacées par les protéines BH3-only. Ainsi
libérées, les protéines proapoptotiques telles que BAX et BAK vont créer par homodimérisation des
pores dans la membrane externe des mitochondries. Ces pores vont permettre le relargage du
cytochrome C qui, associé a APAF1, va lier la procaspase 9 pour former I'apoptosome. Au sein de
I'apoptosome, la caspase 9 va s’activer, ce qui va entrainer une cascade d’activation de caspases

effectrices®'?2%4,

Aprés irradiation, les DSB activent la voie DDR et p53, lequel induit alors |'activation
transcriptionnelle de BAX et inhibe I'expression de BCL-2, ce qui favorise la voie intrinseque de
I"apoptose. p53 peut aussi induire I'expression de TRAIL et FAS-L et conduire ainsi a une mort par la
voie extrinseque, de maniere autocrine ou paracrine. Sous irradiation, 'apoptose peut néanmoins
étre induite indépendamment de I'activation de p53. En effet, il a été montré que des cellules
hématopoiétiques humaines déficientes pour p53 conservent leur capacité a entrer en apoptose suite

a une irradiation?'%2%3,

La mort par apoptose représente environ 20 % de la mort induite par les irradiations et
intervient de maniere relativement précoce. En effet, des cellules irradiées a 10 Gy entrent en

apoptose 3 jours aprés irradiation®®.

2. Mort par autophagie
De maniére plus tardive, la mort par autophagie peut intervenir et sera prédominante au 7¢ jour

postirradiation?’>. La mort par autophagie est aussi nommée mort programmée de type I, par
analogie avec I'apoptose qui est la mort programmée de type I. Comme décrit dans le chapitre 1.L.E,
la mort par autophagie met en jeu de nombreuses vésicules autophagiques (autophagosomes et
autophagolysosomes), sans activation des caspases, sans dégradation de I'ADN et sans perte

d’intégrité de la membrane plasmique?!®2Y,

3. Nécrose et nécroptose
Les mécanismes de mort prédominants induits par les radiations ionisantes semblent étre la

mort par nécrose, qui est une forme de mort non programmeée, et par nécroptose, qui est une forme
de nécrose régulée, mais indépendante des caspases?®219, Le point commun entre nécrose et

nécroptose est qu’elles sont caractérisées par une perte d’intégrité de la membrane plasmique. Cette
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perte d’intégrité membranaire conduit au relargage dans le milieu extracellulaire de Danger-
Associated Molecular Patterns (DAMP), qui sont des molécules comme des acides nucléiques, des
cytokines, ou des Heat Shock Proteins (HSP). Ces DAMP sont de puissants inducteurs d’inflammation
susceptibles d’activer une réponse immunitaire innée ou adaptative??® 228, La nécrose est induite le
plus souvent suite a un fort endommagement membranaire. La nécroptose quant a elle est engagée
par les mémes stimuli que ceux induisant I'apoptose. Elle nécessite |’activation de RIP1 (Receptor
Interacting Protein kinase) et RIP3 qui va conduire a I'oligomérisation de MLKL et sa translocation a la
membrane plasmique. Les pores ainsi formés entrainent une perméabilisation de la membrane qui

conduit a la mort cellulaire??°.

4, Catastrophe mitotique
La catastrophe mitotique est un mécanisme de controle des cellules ne parvenant pas a finir

leur mitose. On suppose que ce processus est mis en place suite a des dommages a I’ADN mal ou pas
réparés, entrainant des aberrations chromosomiques comme des chromosomes dicentriques qui
peuvent bloquer le déroulement de la mitose. Dans le cas de la catastrophe mitotique induite par les
irradiations, méme si ce mécanisme est probable, il n’a pas été démontré??., || n’est pas clair non plus
dans les données actuelles si la catastrophe mitotique est un processus de mort en soi, ou s’il précede

et permet l'induction d’apoptose, de nécrose ou de nécroptose.

Un point a considérer est que théoriquement les cellules doivent avoir passé le checkpoint
G2/M pour pouvoir subir une catastrophe mitotique. Les cellules cancéreuses ont souvent un contrdle
du cycle cellulaire défaillant, ce qui permet ce passage en phase M, malgré la présence de dommages

a ’ADN??%,

La catastrophe mitotique n’a pas forcément lieu lors de la premiére mitose faisant suite a
Iirradiation, mais souvent apres plusieurs divisions. Ce délai est peut-étre dii au temps nécessaire

221

pour accumuler suffisamment de dommages pour induire la catastrophe mitotique**. Il expliquerait

également que le plus souvent les cellules irradiées ne meurent qu’aprés un délai assez long.

D. Sénescence radio-induite
Il ne fait aucun doute que l'induction de sénescence est I'une des conséquences de

I'irradiation>??27226, He et al. suggérent que de maniére aiglie aprés la radiothérapie, la présence de
cellules sénescentes est bénéfique car favorise la réparation du tissu sain endommagé. En revanche,
si la sénescence persiste, celle-ci peut étre associée a la pathogéneése de la fibrose pulmonaire radio-

induite??2.
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Les personnes ayant eu un cancer et/ou traitées par radiothérapie ou chimiothérapie
présentent un risque plus élevé de développer des pathologies liées a I'dge comme des maladies
cardiovasculaires, des maladies neurodégénératives ou des sarcopénies. Ces données pourraient
suggérer que la sénescence radio-induite pourrait étre a I'origine de certains des effets secondaires
de la radiothérapie??’2%8, Cette hypothése a été étayée par Soysouvanh et al. en utilisant le modéle
murin p16-LUC. Les auteurs ont montré qu’une radiothérapie stéréotaxique thoracique appliquée en
une dose de 90 Gy ou en 5 fractions de 20 Gy induisait un phénotype sénescent des 4 mois et ce
jusqu’a au moins 16 mois post-irradiation. Une analyse histologique poussée a permis de montrer que
les pneumocytes de type I, les macrophages et les cellules endothéliales présentaient une
augmentation de I'activité SA-B-Gal ainsi qu’une augmentation de I'expression de p16 et p21. De
maniere intéressante, le co-marquage de I'activité SA-B-Gal et de 'ARNm de p21 a montré que
certaines cellules étaient doublement marquées, et d’autres ne présentaient qu’un seul des deux
marqueurs, ce qui suggere une hétérogénéité de phénotype dans la population des cellules
sénescentes radio-induites. De plus, 'analyse a montré que I'induction du phénotype sénescent était
corrélée a 'endommagement du tissu pulmonaire, avec notamment une induction de fibrose??. Une
autre étude de I'’équipe de Beauséjour a montré que des souris irradiées une fois en corps entier a 8
Gy présentaient des foyers 53BP1 a partir de 12 semaines post-irradiation et une activation de p16 a
partir de 17 semaines post-irradiation dans le foie et le cerveau. La reproduction de cette expérience
dans des souris déficientes pour p53 a montré que lI'activation de pl16 était indépendante de p53,
malgré la présence de foyers 53BP1 marqueurs de la voie DDR aboutissant normalement a I'activation
de p532%, Une autre étude utilisant le systétme 3MR permettant lui aussi de suivre I'activation du
promoteur de p16 par bioluminescence démontre I'induction de sénescence suite a des irradiations,
mais dans des temps beaucoup plus longs. En effet, les auteurs rapportent une augmentation de
bioluminescence ex vivo dans le tissu adipeux viscéral, les reins et les poumons, 90 jours aprées une
irradiation corporelle totale & 7 Gy®°. Une autre étude montre une activation de p16 suite a une
irradiation stéréotaxique des poumons a 90 Gy apres 8 mois, mais de maniere non significative, puis

aprés 16 mois de maniére significative??,

Le débit de dose peut influer sur I'induction du phénotype sénescent. En effet, il a été montré
que la radiothérapie FLASH, ou le débit de dose est beaucoup plus élevé que dans la radiothérapie
conventionnelle, induisait moins de foyers 53BP1 marqueurs de DSB, diminuait la proportion de

cellules sénescentes et diminuait le phénotype de fibrose??,

Hernandez-Segura et al.> ont comparé des données de RNAseq provenant de différents types
cellulaires (fibroblastes, mélanocytes, kératinocytes et astrocytes) induits en sénescence par

activation d’un oncogéne, par limite réplicative ou par irradiation (10 jours aprés une irradiation a 10
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Gy, y-radiation par a*¥’Cs). lls ont ainsi mis en lumiére des profils d’expression différant partiellement
en fonction de linducteur. Ils ont ainsi listé 647 génes exprimés différentiellement dans les
fibroblastes induits en sénescence par les radiations. Parmi ces 647 génes, ils en ont trouvé 386 up-
régulés, dont I'ontologie indique qu’ils sont impliqués dans le métabolisme du phosphore, dans la
communication cellulaire et la transduction du signal. lls ont également trouvé 261 génes down-
régulés suite aux radiations. L'ontologie de ces génes montre une implication dans la synthese d’ARN,
I'ajout des queues polyA et le métabolisme des ARNm, ce qui semble indiquer une baisse globale de

la synthése d’ARN®.

lIs ont, par ailleurs, mis en évidence des disparités de transcriptome en fonction des types
cellulaires induits en sénescence par irradiation. Mais ils ont suggéré, sur la base d’'une analyse
ontologique, que ces différences relevaient de la différenciation cellulaire plutét que de I'état
sénescent. lls ont aussi trouvé un tronc commun de 55 genes modulés par l'irradiation quel que soit
le type cellulaire. De maniere étonnante, ce tronc commun ne contient pas les marqueurs de
sénescence communément utilisés tels que les CKI p16 et p21, la lamine B1 ou des composants du

SASP, mais une augmentation de I'expression de BCL-w ainsi que de la cycline D1 °.

Dans cette méme étude, les auteurs ont suivi la dynamique d’apparition des marqueurs de
sénescence a 4 jours, 10 jours et 20 jours apres une irradiation a 10 Gy. Comparé a la condition non-
irradiée, ils ont retrouvé des changements d’expression de 61 génes communs a tous les temps (dont
31 genes n’intervenant pas dans la quiescence) partagés par tous les types cellulaires irradiés
(kératinocytes, mélanocytes, fibroblastes). L'ontologie de ces génes indique une implication dans le
cancer et la progression dans le cycle cellulaire. D’autres genes étaient exprimés différentiellement
selon le temps post-irradiation. Au jour 4, ils ont observé une activation de génes impliqués dans la
voie DDR et la signalisation de p53. Au jour 10, ils ont trouvé des génes impliqués dans le métabolisme
et notamment dans le cycle de I'acide citrique et dans la chaine respiratoire mitochondriale. Ils ont
aussi retrouvé I'activation de p38MAPK et de ses isoformes, de p53, de p21 ainsi que I'expression de
geénes du SASP. Il est a noter que les marqueurs du SASP étaient différents selon le type cellulaire et
le temps post-irradiation. Au 20€ jour, ils ont remarqué des changements dans |’expression des genes
impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire et dans le remodelage de la chromatine, avec notamment la

diminution de I'expression de la lamine B1°.

La sénescence induite par la radiothérapie peut contribuer a I'effet curatif de la radiothérapie,
car elle stoppe la croissance des cellules tumorales. Cependant, elle peut également étre
dommageable pour le patient. En effet, les radiations peuvent induire la sénescence des cellules

saines dans ou a proximité de la tumeur. Ceci pourrait étre responsable de la baisse de la qualité de
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vie et de la survie des patients. Par exemple, il a été suggéré que la sénescence radio-induite des
cellules saines pourrait étre responsable sur le long terme de fibrose, de troubles cardiovasculaires et

d’athérosclérose?3233,

. Effet bystander

L'effet bystander peut étre défini comme I'ensemble des modifications induites dans des
cellules non irradiées présentes a proximité du volume irradié, en réponse a un signal émis par les

cellules du volume irradié.

Ces modifications induites dans les cellules du volume non irradié sont en partie de nature
épigénétique. En effet, des études rapportent une hypométhylation de I’ADN et la modification de
plusieurs microARN en marge du volume irradié. Ces changements épigénétiques sont variables selon
les tissus et le sexe?®*. On observe également une production accrue de ROS, prostaglandines et
cytokines pro-inflammatoires par les cellules irradiées dans le PTV qui peuvent affecter les cellules
environnantes®>, In vitro, on peut observer une baisse de viabilité et une induction de sénescence de
cellules soumises a I'effet bystander par une mise en contact avec des cellules irradiées?*®. A ma
connaissance, aucune étude n’a encore démontré la capacité de I'effet bystander a induire des
cancers secondaires. Néanmoins, des expériences in vitro ont montré que du sérum provenant de
personnes irradiées pouvait induire des mutations dans des cellules saines. La survenue de ces
mutations était corrélée a une dérégulation du systéme oxydant/antioxydant dans ces cellules

saines®?’.

Le signal induisant I'effet bystander est varié en composition. On compte des exosomes dont la
production et la sécrétion augmentent dans les cellules irradiées. Ces exosomes ont la capacité
d’induire une réponse inflammatoire dans le tissu sain environnant®®, En plus des exosomes, les
cytokines ont aussi la possibilité d’induire une réponse inflammatoire. Ces cytokines peuvent provenir
des cellules mortes ou mourantes dans le PTV. De maniere intéressante, le type de mort cellulaire
dans le PTV conditionne la réponse inflammatoire environnante. En effet, les cellules mourant par
nécrose vont produire entre autres du TNF-a conduisant a une réponse cytotoxique, alors que les
cellules mourant par apoptose vont relarguer des cytokines comme le TGF-B conduisant a une
immunité tolérogene. Comme vu précédemment, l'irradiation induit dans le volume irradié une
augmentation du stress oxydant conduisant a I'oxydation de I’ADN. L’ADN oxydé, s’il est libéré suite a
la lyse de la cellule irradiée, va induire un effet bystander avec notamment une production de radicaux

libres dans les cellules non irradiées. Le mécanisme exact menant a cette production de radicaux libres
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suite a I'exposition a de I’ADN oxydé n’est pas connu. Toutefois, il a été observé que I'exposition de
cellules a de 'ADN oxydé induisait une augmentation de I'expression de NOX4 (NADPH oxydase) qui

est un producteur de ROS?39:240,

On peut supposer que la sénescence induite dans le PTV pourrait intervenir dans |'effet
bystander, du fait du sécrétome des cellules sénescentes. Une premiere démonstration de ce réle a
été réalisée en 2015 dans une étude portant sur la lignée de carcinome colorectal HCT116. Les auteurs
ont utilisé des cellules HCT116 p53+/+ et p53-/- qui, respectivement, entrent en sénescence ou en
apoptose apres irradiation. Ils ont réalisé des expériences dans lesquelles des cellules non irradiées
étaient exposées aux composés sécrétés par des cellules irradiées desquelles elles étaient séparées
par un filtre laissant passer les cytokines. Ils ont observé une augmentation de |'effet bystander
produit par les cellules sauvages irradiées par rapport aux cellules p53-/-. L'effet bystander était
caractérisé par une augmentation de la proportion de cellules sénescentes dans les deux

compartiments, associée a une diminution des capacités clonogéniques 2%,

V. Effets biologiques induits par la dose déposée hors champ

Comme précisé précédemment (Chapitre 2 ; partie | ; D : effets de bord), la marge du PTV recoit
également des radiations provenant principalement de la diffusion de particules ionisantes dans la
matiére. La dose regue est bien évidemment plus faible que dans le PTV et est déposée par des
photons dont le spectre d’énergie est décalé vers les énergies faibles. Une partie des effets biologiques
et cliniques qui se développent a proximité du volume traité pourraient donc étre attribués a cette
dose hors champ. Néanmoins, a ma connaissance, aucune étude n’a jusqu’a présent investigué les
effets attribuables a la dose hors champ en excluant I'effet bystander. Le systéme expérimental que
j’ai utilisé au cours de ma thése permet d’aborder cette question, car les cellules sont placées en
bordure de champ d’irradiation, dans des puits permettant une séparation physique d’avec les cellules

irradiées dans le PTV, ce qui permet d’exclure I'effet bystander.
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Chapitre 3 : Cancers secondaires postradiothérapie

Les effets secondaires de la radiothérapie sont divisés en deux catégories: les effets

secondaires précoces ou aigus et les effets secondaires tardifs ou chroniques.

La gravité des effets secondaires dépend de la dose, de la localisation de la tumeur et de
I’historique du patient. Par exemple, le tabagisme et la consommation d’alcool augmentent le risque

d’effets secondaires*®*.

Les effets secondaires précoces sont principalement dus a une mort massive des cellules. C’'est
le cas par exemple de la leucopénie ou de I'épithéliolyse de I'épiderme et des muqueuses, notamment
buccales. On observe aussi une augmentation des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1a et TNF-

a. La combinaison radiothérapie et chimiothérapie augmente les effets secondaires précoces®.

Les effets secondaires tardifs sont, quant a eux, dus a plusieurs facteurs. Tout d’abord,
intervient I'augmentation de I'inflammation. Le contexte inflammatoire favorise la différenciation des
fibroblastes en myofibroblastes, augmentant la synthése de collagéne responsable de fibrose. Cette
différenciation est due a la sécrétion de TGF-B par de nombreux types cellulaires en réponse a
I'irradiation. On peut aussi observer une destruction des capillaires et une détérioration des vaisseaux
avec par exemple une télangiectasie et une perte des muscles lisses. Ces différents facteurs vont

induire une déficience des organes, voire des pertes de fonctions!®.

Un autre effet secondaire tardif de la radiothérapie est le développement de cancers

secondaires.

Définition
Les cancers secondaires postradiothérapie sont définis selon plusieurs criteres. lls doivent avoir
lieu dans ou a proximité du PTV, avec une latence minimale de trois ans entre I'exposition initiale aux
rayonnements et le diagnostic du cancer secondaire. lls doivent avoir une histologie clairement
différente de celle de la tumeur primaire pour laquelle la radiothérapie a été appliquée, afin de ne pas

étre confondus avec une récurrence de la tumeur primaire?*2,
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I Risque relatif et facteurs de risque de développer un cancer secondaire postradiothérapie

Le risque relatif (RR) de développer un cancer postradiothérapie est défini comme l'incidence
des cancers postirradiation divisée par I'incidence des cancers dans la population de référence, avec
une accordance en termes d’age et de genre. Dans le cadre des cancers postradiothérapie, il est
intéressant de prendre en compte deux populations de référence, la population générale (PG) n’ayant
pas eu de cancer primaire et une population qui a eu une tumeur primaire, mais qui n’a pas été traitée
par radiothérapie (noRT), dans I'idéal uniguement par une résection chirurgicale. En effet, le RR de
développer un cancer de noRT sur PG est égal a 1,12, ce qui signifie que les personnes ayant eu une
tumeur primaire sont plus susceptibles de développer un nouveau cancer que la population générale.
Le RR des patients traités par radiothérapie de développer un cancer secondaire est de 1,31 par

rapport a PG et de 1,08 seulement lorsque I’on compare a noRT?%,

Le RR de développer un cancer secondaire augmente en corrélation avec I'augmentation de la
dose du traitement initial. Néanmoins, aucune modélisation mathématique n’est parvenue a prédire
I'incidence des seconds cancers en fonction de la dose. La dose minimale a laquelle il existe un risque
de développement de cancer est encore débattue. Tucker et al. ont calculé le RR de survenue d’un
sarcome secondaire par rapport a la population générale : il est égal a 6 pour une dose comprise entre
10 et 30 Gy, 3 17 entre 30 et 40 Gy, a 21 entre 40 et 60 Gy et a 38 au-dessus de 60 Gy?**2% || est admis
que des 2 Gy, le risque de développer un second cancer n’est pas négligeable. Des expériences
d’irradiation du corps entier (WBI, pour Whole Body Irradiation) de souris ont permis de montrer que
I'incidence des leucémies myéloides augmentait dés 0,5 Gy (irradiation ®°Co, faisceau y)**®. Une autre
étude sur des chiens irradiés dans des conditions similaires a montré une légére augmentation des
cancers secondaires dés 0,16 Gy?®. Par ailleurs, différentes études ont comparé le développement
d’un second cancer chez la souris apres une seule dose ou aprés un fractionnement de cette dose. Les
résultats ne montrent pas d’effet positif ou négatif du fractionnement sur le RR de développer un

second cancer?”.

Le risque de développer un second cancer apres irradiation augmente avec I'age. Il faut savoir
que le temps de latence médian entre la survenue du cancer secondaire et le traitement initial est de
15 ans. Une étude portant sur le développement de sarcomes induits postradiothérapie chez des
femmes traitées pour un cancer du col de I'utérus a montré que le RR était de 1,4 entre 10 et 19 ans

post-traitement, de 2,6 entre 20 et 29 ans post-traitement et de 3,3 aprés 30 ans post-traitement?®.

Les lymphomes et les cancers du sein, a cause de leur fréquence et de la longévité des patients
a la suite du traitement, sont les tumeurs primaires présentant le plus haut taux de cancers

secondaires postirradiation?*2,
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Certaines études semblent montrer un effet du genre sur le risque de développer un second
cancer. C'est le cas des cancers secondaires localisés au niveau pulmonaire chez des patients traités
par radiothérapie pour une maladie de Hodgkin. En effet, le RR calculé est de 1,18 pour les hommes

contre 1,04 pour les femmes?%243,

En plus de I'adge, d’autres facteurs de risque peuvent augmenter le RR de développer un cancer
secondaire postradiothérapie. Par exemple, la présence d’un terrain génétique favorable comme le
rétinoblastome bilatéral, le syndrome de Li-Fraumeni, la maladie de Recklinghausen et I'ataxie-

télangiectasie?*2,

Un traitement initial associant radiothérapie et chimiothérapie augmente le RR de développer
un second cancer par rapport a la PG a 4,4, alors que ce RR est de 1,1 aprés chimiothérapie seule et

de 2,8 aprés radiothérapie seule?*,

Ainsi, la radiothérapie induit un risque de développer un cancer secondaire. L’age, le terrain

génétique et la combinaison radiothérapie et chimiothérapie sont des facteurs aggravant ce risque.

. Types de cancers secondaires post-radiothérapie : focus sur les sarcomes
A la suite d’une radiothérapie, des cancers secondaires de toute nature peuvent se développer.
En effet, ont été décrits des cancers du rein, du tractus digestif, du systéeme nerveux central, du sein,

de la thyroide, des mélanomes, des lymphomes, des leucémies et des sarcomes?#24°,

Un fait notable est que chez 'homme, les primates non humains, les chiens, les souris et les
rats, le cancer majoritaire postirradiation est le sarcome. Chez ’'homme, le RR de développer un
sarcome aprés une radiothérapie comparé a la PG est de 10,5. De nombreux sous-types histologiques
de sarcomes ont été décrits comme les ostéosarcomes, histiocytomes fibreux malins, fibrosarcomes,

angiosarcomes et liposarcomes?42243:248:250,

Le pronostic des seconds sarcomes est le plus souvent mauvais avec un taux de survie a cing
ans variant de 10 a 30 %. Les sarcomes sont souvent de haut grade, avec un risque de récidive locale

et un fort potentiel métastatique vers les poumons et le foie?*?,
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Figure 6 : Localisation des cancers secondaires en fonction de la distance avec I'isodose 50 (distance
0 cm). D’apres Diallo et al. 2009. Les données sont issues d’une étude rétrospective sur 115 patients
agés de 0 a 16 ans lors de la radiothérapie initiale. Parmi ces 115 patients, 108 ont été traités par
photons et 7 I'ont été par électrons.
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V. Localisation des cancers secondaires par rapport au territoire traité

Une considération importante est, qu’au cours d’une radiothérapie, le PTV recoit la plus forte
dose, mais d’autres parties du volume corporel recoivent aussi de la dose. Il s’agit d’'une part des
volumes situés dans la trajectoire des faisceaux et, d’autre part des volumes ne se trouvant pas sur la
trajectoire des faisceaux mais recevant des particules ionisantes dispersées depuis la téte de

I’accélérateur ou diffusant dans la matiére depuis le PTV'78,

Diallo et al. ont analysé la distribution spatiale des seconds cancers par rapport au PTV initial
(Figure 6). Il s’agit d’une étude rétrospective réalisée sur une cohorte de 115 personnes agées de 0 a
16 ans lors de la radiothérapie initiale effectuée dans différents centres francais et britanniques pour
un cancer solide. La majorité des 115 patients ont été traités par rayons X ; seulement 7 patients ont
été traités par électrons. Pour chaque patient, les auteurs ont recalculé la dose délivrée dans le PTV
et en marge, en prenant en compte les données calculées par les centres de radiothérapie, la dose
issue de la diffusion dans le patient, les fuites de I'accélérateur et des équipements utilisés pour limiter
ces fuites. Cette dose estimée a été modélisée dans un fantdme imitant le patient. Dans ce patient, ils
ont mesuré la distance qui sépare le centre de la tumeur secondaire avec la limite du champ
d’irradiation (correspondant a I'isodose 50) pris comme 0. Par convention, la distance a I'intérieur du
PTV ou la dose est supérieure a 50 % a été notée négativement et celle a I'extérieur positivement. Les
résultats montrent que 76 tumeurs secondaires sur 115 se sont développées a proximité de la limite
du champ d’irradiation, a des distances allant de -2,5 cm a +5 cm. La dose dans cette zone varie de
presque 0 a plus de 70 Gy en fonction des patients. De maniére intéressante, la dose moyenne qui a
permis le développement de sarcomes secondaires dans cette zone est de 25,7 Gy contre une dose
moyenne de 15 Gy pour les autres types de tumeurs hors sarcome ce qui pourrait suggérer que le

développement des sarcomes nécessite une plus forte dose?*,
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V. Génétique et transcriptomique des sarcomes postradiothérapie versus sarcomes
sporadiques

Une étude déja ancienne a montré que 88 % des sarcomes en territoire irradié présentent une
mutation inactivatrice sur I'un des alleles de p53, contre 16 % pour les sarcomes spontanés. De
maniere intéressante, le type de mutation entre les deux types de sarcomes est différent : en territoire
irradié, les sarcomes présentent environ deux fois plus de petites délétions d’approximativement 20

21252 Une autre étude de génomique

paires de bases par rapport aux sarcomes sporadiques
comparative portant sur 53 sarcomes sporadiques versus 31 sarcomes postirradiation a montré une
perte des régions portant les génes CDKN2A (codant pour les CKl p16 et p14) et CDKN2B (codant pour
la CKI p15) dans 39 % des sarcomes sporadiques et dans 71 % des sarcomes postradiothérapie.
Néanmoins, RB1, qui intervient dans la transition G1/S et qui est contrdlé par ces CKI, est délété de
maniére équivalente entre les sarcomes sporadiques et les sarcomes postradiothérapie (dans environ

75 % des sarcomes sporadiques et postradiothérapie). Au total, on retrouve une perte de RB1 ou de

CDKN2A dans 91 % des sarcomes sporadiques contre 97 % des sarcomes postradiothérapie®:.

Hadj-Hamou et al. ont réalisé une analyse transcriptomique comparant les différences
d’expression génique entre des sarcomes sporadiques et des sarcomes postradiothérapie. Ils ont
trouvé 136 genes exprimés différentiellement entre les deux conditions. La signature
transcriptomique des sarcomes postradiothérapie ainsi dégagée est robuste, car elle a permis de
classer correctement a I'aveugle 30 sarcomes sur 36 comme étant postradiothérapie ou sporadiques.
Les fonctions des protéines encodées par les génes de cette signature suggérent que les sarcomes
postradiothérapie seraient soumis a un stress oxydant chronique. Plus précisément, on compte parmi
ces genes une augmentation de NADH dehydrogenase complex 1, NDUFAF2, NDUFS8 et MRS2 qui
sont impliqués dans la chaine respiratoire mitochondriale dont I'activité induit la synthése de ROS. On
trouve aussi une augmentation d‘expression de genes codant des enzymes cytoplasmiques
responsables de la production de ROS comme OLAI qui est une Obg-like ATPase qui réprime la
réponse antioxydante. Le géne GNG12 est aussi surexprimé. Celui-ci a un role dans la production de
radicaux libres d’oxyde nitrique. On observe une diminution d’expression de génes impliqués dans la
réponse antioxydante tels que la glutathion S-transférase cytosolique (GSTM5). On note aussi une up-
régulation des genes de réponse au stress mitochondrial comme CSDA et une baisse des genes
inducteurs d’apoptose tels qu’AVEN. On observe également une augmentation d’expression des
genes EIF4E et ARIH1 impliqués dans la traduction. Cela peut étre une réponse au stress oxydant qui
induit du dommage aux biomolécules comme les protéines et donc nécessite un turn-over important.
En ligne avec cette idée, on constate aussi une dérégulation de nombreux genes impliqués dans

I"'ubiquitination et la déubiquitination et dans la dégradation des protéines par les lysosomes ou par
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autophagie. On observe de plus une augmentation des genes impliqués dans la réparation de ’ADN
oxydé, comme NONO impliqué notamment dans la réparation des DSB par NHEJ en facilitant la

formation du complexe KU70/KU80%>*,

Ainsi, les analyses transcriptomiques montrent que les sarcomes radio-induits sont caractérisés
par un niveau de stress oxydant élevé. Les analyses génomiques quant a elles révelent des altérations
dans des génes comme CDKN2A et CDKN2B, plus fréquente dans les sarcomes postradiothérapie par
rapport aux sarcomes sporadiques. Néanmoins, de maniére générale, la voie p16/Rb est altérée de

maniere équivalente dans les deux types de sarcomes.
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Chapitre 4 : Projet de these

l. Hypothése du projet
Mon travail de thése s’est inscrit dans un projet qui visait a comprendre les mécanismes

d’émergence des sarcomes postradiothérapie. Diallo et al. ont montré que ces sarcomes se
développent préférentiellement en marge du PTV?*, Cette marge est caractérisée par une dose allant
de 80 a moins de 5% de celle du PTV, déposée principalement par des photons ayant diffusé dans la
matiére avec perte d’énergiel’®. Notre hypothése était que les cellules saines présentes dans cette
marge et soumises a des irradiations de faible dose et de faible énergie (principalement autour de 500
keV) subiraient principalement des SSB et peu de DSB. Or, il avait été montré dans I'équipe dans des
études antérieures qu’une accumulation de SSB (induites par un stress oxydant modéré) résulte en
I'induction d’un état sénescent propice a I'émergence de cellules aux propriétés néoplasiques®’. Ainsi,
notre hypothese était que l'irradiation des cellules saines en marge du champ d’irradiation pourrait,
en induisant préférentiellement des SSB, induire une sénescence prématurée, qui permettrait aux
cellules de survivre a long terme. Puis, certaines cellules pourraient s’échapper de I'arrét du cycle
cellulaire associé a la sénescence pour donner naissance a des cellules filles ayant acquis des

propriétés néoplasiques et ainsi générer un sarcome secondaire.

I Les objectifs du projet de thése
Le premier objectif de mon projet de thése a donc été d’analyser les cassures de I’ADN (SSB et
DSB) induites dans des fibroblastes humains de derme positionnés en marge d’un PTV.

Le second objectif a été de caractériser le devenir de ces fibroblastes irradiés en marge du PTV

en termes de croissance, mort cellulaire et surtout sénescence.

Le troisieme objectif était de suivre le devenir des cellules sénescentes obtenues, notamment
de déterminer leur potentiel a s’échapper de I'arrét dans le cycle cellulaire et générer des cellules

filles ayant un certain potentiel tumorigéne.

Enfin, le dernier objectif était de valider ces résultats in vivo, chez la souris.
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Sup Figure 2
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Figure 7 (figure supplémentaire 2 de I’article) : Cell irradiation set-up. (A) Schematic representation
of how 96-, 12- or 6-well plates were irradiated. Plates were putted down a 2- or 4cm-thick
poly(methyl methacrylate) (PMMA) plate laid on the carbon fiber table for an irradiation at 6 or 20MV
respectively and irradiated from below. (B) Schematic representation of how well plates were
positioned in order to have at the same time wells inside the PTV and outside, in the margin. The red
line represents the limit of the light field at which the deposited dose is 50% of that in the PTV. (C)
Scanning of a 12-well plate and calculation of the dose deposited by a 20MV beam using the treatment
planning system of the Centre Oscar Lambret (Lille). The limit of the beam (isodose 50) is indicated by
the yellow line). (D) Isodose curves for a 12-well plate. Note that the bottom of the wells inside the
PTV did receive 100% of the dose. Similar results were obtained with 96- and 6-well plates.
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Chapitre 5 : Résultats

La plupart des résultats présentés dans ce chapitre font I'objet d’une publication actuellement
soumise pour publication disponible en annexe : « The out-of-field dose in radiation therapy
induces delayed tumorigenesis by senescence evasion » par Erwan GOY, Maxime TOMEZAK,
Caterina FACCHIN, Nathalie MARTIN, Emmanuel BOUCHAERT, Jérodme BENOIT, Joe NASSOUR, Laure
SAAS, Claire DRULLION, Priscille BRODIN, Alexandre VANDEPUTTE, Olivier MOLENDI-COSTE, Olivier
PLUQUET, Albin POURTIER, Fabrizio CLERI, Eric LARTIGAU, Nicolas PENEL, et Corinne ABBADIE. Les
figures de I'article utilisées dans cette partie sont inclues dans le texte avec un rappel vers I'article

dans la légende. Y sont ajoutées des figures ne figurant pas dans I'article.

l. Dispositif expérimental d’irradiation de cellules
Le dispositif d’irradiation des cellules en culture a été mis au point par Maxime Tomezak au cours de
sa thése en collaboration avec les équipes du Pr Eric Lartigau du Centre Oscar Lambret et du Pr Fabrizio

Cleri de I'Institut d'Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie.

percentage of dose

0 20 40 60 80 100 120
Depth in mm

Figure 7 (figure supplémentaire 1 de I'article): Physical parameters of the linear accelerator (Varian
Primus CLINAC®). (B) Varian Primus CLINAC®’s depth profile recorded in photon mode at 6 or 20MV.

Les irradiations ont été exclusivement réalisées en utilisant le Varian Clinac® du Centre Oscar
Lambret en mode photons, car il s’agit la du mode le plus utilisé, a 6 ou 20 MV. Les données recueillies
par Maxime Tomezak concernant le rendement profondeur du Varian Clinac® ont permis de définir
comment utiliser la machine de facon a ce que 100 % de la dose soit déposée au niveau des cellules

qui résident au fond des plaques ou boites de culture (Figure 7). Ainsi, les plaques de culture posées
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sur la table ont été irradiées par en dessous, en placant le bras a 180°. De plus, les plaques de culture
ont été surélevées de 4 cm pour les faisceaux de 20 MV et de 2 cm pour les faisceaux de 6 MV grace

a I'ajout de plaques de PMMA (Figure 7A).

Les cellules ont été cultivées en plaques 96-, 12- ou 6- puits, selon les besoins en quantité de
cellules pour chaque type d’expériences. Les plaques étaient positionnées a cheval sur la limite du
PTV, matérialisé par un champ lumineux, de telle sorte a avoir des puits dans le PTV et des puits en
marge a différentes distances de la limite du champ. La taille du PTV a toujours été fixée a 25 cm x 25

cm (Figure 7B).

L'équipe a réalisé des expériences de dosimétrie, afin d’évaluer la dose que les cellules
recoivent effectivement. Les résultats indiquent que, comme attendu, 100 % de la dose est déposée

au fond des puits placés dans le PTV. Cette dose décroit rapidement en marge (Figure 7C et D).

Avec ce dispositif, grace a la séparation des cellules dans des puits, nous nous affranchissons de
I’effet bystander. Néanmoins, tous les puits sont reliés par le plastique (polystyréne) des plaques, ce

qui permet une diffusion des particules ionisantes dans la matiere.

Le modeéle cellulaire choisi pour le projet a été le fibroblaste normal de derme humain (NHDF).
Ce choix a été fait pour deux raisons. Premiérement, les fibroblastes sont un modeéle classique d’étude
de la sénescence depuis I’'étude princeps de Hayflick et al dans les années 1960. Deuxiémement, les
fibroblastes sont des cellules mésenchymateuses suspectées a I'origine des fibrosarcomes, un sous-

type de sarcome secondaire.

Il. L'irradiation induit des cassures simple brin dans les cellules positionnées en marge du PTV
La premiere étape du travail a été d’analyser les cassures de I’ADN (SSB et DSB) induites dans

des NHDF positionnés en marge d’un PTV.

A. L'irradiation induit des foyers XRCC1 en marge du PTV
Cette étape a été réalisée par Maxime Tomezak, en collaboration avec I'équipe de Priscille

Brodin.

En utilisant le systéme expérimental décrit précédemment, Maxime Tomezak a irradié des
NHDF cultivés dans des plaques 96 puits. Il a tout d’abord irradié ces cellules une seule fois a 2 Gy, en

mode photons a 20 MV. Trente minutes a 2h apreés irradiation, il a analysé les dommages a I’ADN par
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immunofluorescence anti-XRCC1 pour les SSB et anti-53BP1 pour les DSB. L’analyse a été faite en

utilisant un microscope haut débit (Operetta High-Content Imaging System).

Les résultats montrent que l'irradiation induit des foyers XRCC1 et 53BP1 dans les cellules
positionnées dans le PTV. En revanche, de maniére intéressante, les cellules positionnées en marge
n’ont présenté que peu ou pas de foyers 53BP1 par comparaison aux cellules non irradiées, mais elles
ont présenté des foyers XRCC1, sur une distance allant jusqu’a 5 cm de la limite du champ (Figure 8).
Ces résultats suggeérent que l'irradiation induit des SSB et DSB dans le PTV, comme attendu, mais

uniquement des SSB en marge.
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Figure 8 (Figure 3 de I’article): SSBs and DSBs generated in NHDFs positioned at the margin or inside
a PTV having received 2Gy. (A) Proliferating NHDFs (donor FIMC1, PD=32) positioned straddling the
PTV and the margin were irradiated once at 2Gy. Cells were fixed 20min or 2hrs later for the
immunodetection of XRCC1 and 53BP1 respectively. XRCC1 and 53BP1 foci were quantified by high
content microscopy. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per cell in 100 cells of
all wells of a column. An ANOVA test with a Bonferroni correction was performed for each counting
in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs

L'irradiation étant réalisée chez les patients avec des énergies de 6 et/ou 20 MV, Maxime
Tomezak a ensuite comparé les dommages générés par une irradiation a 2 Gy réalisée a 6 ou 20 MV.
Il n"a pas observé de différences significatives dans I'induction de dommages entre ces deux énergies

de faisceau (Figure 9). Dans la suite de I'étude, I’équipe a utilisé I’énergie de 20 MV, car la courbe de
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rendement en profondeur montre que la plage de profondeur a laquelle 100 % de la dose est déposée

est plus large (Figure 7), ce qui améliore la reproductibilité des expériences.
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Figure 9 (figure supplémentaire 9 de I'article): 53BP1 and XRCC1 foci after an irradiation with 6 and
20 MV photon beams. Proliferating NHDFs (donor FIMC1, PD=39) cultured in 96-well plates were
irradiated as in Figure 4 at 2Gy by a photon beam of 6 or 20MV. XRCC1 and 53BP1 foci were detected
and analyzed as in Figure 4A. An ANOVA with a Bonferroni correction was performed for each
condition in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs. A T-test was performed to
compare for each distance the number of XRCC1 or 53BP1 foci between 20MV and 6MV.
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B. L'irradiation induit des SSB dans des NHDF positionnés en marge du PTV

Le résultat des analyses par immunofluorescence réalisées par Maxime Tomezak étant assez
étonnant, a savoir que les NHDF placés en marge ne subissent que des SSB avec peu décroissance de
leur quantité sur 5 cm, la premiere étape de mon travail a été de vérifier ces résultats en utilisant une

technique totalement différente, I'essai comeéte.

L'essai comete est une technique d’électrophorése sur cellules uniques permettant de
quantifier les DSB, les SSB et les dommages dits alcali-labiles. La premiére étape consiste a mettre les
cellules en suspension dans un gel d’agarose. Les cellules sont ensuite lysées grace a un tampon a pH
10 contenant une forte concentration en chlorure de sodium et du détergent. Cette lyse ne laisse que
le nucléoide, c’est-a-dire une structure comprenant I'ADN génomique et la matrice nucléaire

composée de protéines d’échafaudage et d’ARN.

Ces nucléoides figés grace a I'agarose sont placés dans un champ électrophorétique forgant la
migration des fragments d’ADN issus de cassures vers I'anode de la cuve d’électrophorése. Apres
migration, le marquage de I’ADN grace a un intercalant de ’ADN comme l'iodure de propidium ou le
SYBRGreen permet de discerner des cometes composées de deux parties : une téte correspondant au
nucléoide et une queue formée par les fragments d’ADN ayant migré. Lorsque le tampon
d’électrophorése utilisé est a pH 8, I’ADN reste sous sa structure native de double hélice. Dans cette
situation, seuls les fragments issus de DSB vont migrer hors du nucléoide. En revanche, I'utilisation
d’un tampon alcalin a pH 12,3 permettra, grace a la dénaturation de la double hélice d’ADN, la
migration de fragments issus a la fois de DSB et de SSB. Ainsi, en réalisant des électrophoreses a pH8

et a pH12.3 en paralléle, on peut évaluer les quantités de SSB et de DSB.

De plus, il est a noter I'existence de dommages a I’ADN dits sites alcali-labiles. Comme leur nom
I'indique, ce sont des dommages qui, soumis a un pH alcalin, vont former une cassure. La nature de
ces sites est assez méconnue. lls correspondraient a la fois a des sites abasiques®>®, des alkylations de
bases ou de phosphates avec la formation d’alkylphosphotriesters®®. Ils sont détectés au pH trés
alcalin de 13. L'utilisation d’un pH plus faible comme le pH 12,3 permet de détecter spécifiquement

les SSB et les DSB sans détecter les sites alkali-labiles®’.

Les essais comete permettent de quantifier directement les cassures de 'ADN. En effet, la
proportion d’ADN dans la queue, reflétée par le ratio de fluorescence entre la queue et la téte, ainsi
gue la taille de la queue sont proportionnelles a la quantité de cassures dont sont issus les fragments.
Une étude montre que le tail moment, qui est le produit entre le pourcentage d’ADN dans la queue
et la longueur de la queue, est la quantification qui offre la meilleure linéarité entre la quantité de

dommages estimés et la valeur du tail moment?>%2%°,
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En utilisant le méme systeme expérimental que précédemment, j'ai irradié des NHDF
positionnés dans le PTV ou en marge une fois, a 2 Gy. La réparation des cassures a été bloquée en
placant les cellules aprés irradiation a 10°C, pendant le trajet entre le Centre Oscart Lambret et le
laboratoire (une dizaine de minutes). J'ai vérifié |'efficacité de ce blocage en comparant, par essai
comete a pH 8, les dommages induits dans des NHDF irradiés une fois a 2 Gy dans le PTV, transportés
a 10°C ou a température ambiante. Les résultats montrent que seul unretour a 10 °C permet d’obtenir

des cométes (Figure 10).

Non-irradiated

Room temperature

10°C

Figure 10 : Comparaison de I’analyse des DSB radio-induites par essai comeéete a pH 8 suite a un
transport entre le Centre Oscar Lambret et le laboratoire, a température ambiante ou a 10 °C. La
barre d’échelle correspond a 100 um.
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Ce protocole étant établi, j'ai quantifié les SSB et DSB dans les NHDF placés dans le PTV ou en
marge apres une irradiation a 2 Gy. Les résultats des essais comete a pH8 montrent que les cellules
irradiées dans le PTV ont un plus grand tail moment que les cellules non irradiées, ce qui indique une
augmentation du nombre de DSB. En revanche, nous n’observons pas d’augmentation du tail moment

en marge, ce qui indique gu’il ne se forme pas de DSB en marge (Figure 11).

Les essais comete a pH 12,3 mettent en évidence une augmentation du tail moment dans les
cellules placées dans le PTV par rapport aux cellules non irradiées, ainsi que dans les cellules placées
en marge (Figure 12). Etant donné que les cellules placées en marge ne présentent pas de DSB, cette
augmentation du tail moment a pH12.3 reflete uniquement la présence de SSB. Ainsi, comme dans les
résultats d’immunofluorescence anti-XRCC1, nous observons de maniére étonnante une
augmentation des SSB jusqu’a 5cm de distance de la limite des faisceaux, zone ou la dose

théoriquement regue est tres faible.

Cette analyse a été répétée sur trois donneurs de fibroblastes différents, a savoir des FIMC
(donneur male de type caucasien agé de 1 an au moment du don), FEMC (donneur male de type
caucasien agé de 6 ans au moment du don) et F26FC (donneuse femelle de type caucasien agée de 26

ans au moment du don). Les trois donneurs donnent des résultats similaires (Figure 12).

L’ensemble des résultats indiquent donc qu’une irradiation a 2 Gy n’induit que peu ou pas de

DSB dans les cellules positionnées en marge du PTV, mais induit des SSB.
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Figure 11 (figure 3 de l'article): SSBs and DSBs generated in NHDFs positioned at the margin or
inside a PTV having received 2Gy. (B) Proliferating NHDFs (F6MC1, PD=20.53) were irradiated as in A,
immediately put at 10°C for 30min and then processed for comet assays. Each dot in the scatter plots
represents the value of the tail moment of one cell. The columns regroup all the values for each
condition and give the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni

correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated exponentially growing
NHDFs.
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Sup Figure 8
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Figure 12 (figure supplémentaire 8 de I'article): SSBs and DSBs generated in NHDFs derived from
different donors positioned at the margin or inside a PTV receiving 2Gy. Proliferating NHDFs
(F26MC1, PD=6.2; FIMC1, PD=24.3) cultured in 12-well plates were irradiated at 2Gy and then
processed for comet assays as in Figure 4B. Each dot in the scatter plots represents the value of the
tail moment of one cell. The columns regroup all the values for each condition and give the mean +/-
SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni correction was performed for each
counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.
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Sup Figure 10
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Figure 13 (figure supplémentaire 10 de I'article): A propagation of ionizing particles in the material
is necessary for SSB induction at distance from the PTV. (A) Schematic representation of how the
12-well plates were aligned, sealed or not together with an ultrasound gel (250820, Asept Inmed), in
order to have wells inside the PTV and wells in the margin, in continuity or not with the PTV. The red
line represents the limit of the light field at which the deposited dose is 50% of that in the PTV. (B)
Immunodetection of XRCC1 and 53BP1 foci in NHDFs (F6EMC1, PD: 27.93) irradiated at 2Gy as
represented in A. Cells were fixed 20min or 2hrs after the irradiation for the immunodetection of
XRCC1 or 53BP1 respectively. Each dot in the scatter plots represents the number of foci in a focal
plane of one nucleus. The columns regroup all the values for each condition and give the mean +/- SD
of foci number of 50 cells. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni correction was performed for each
counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.
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C. Une continuité de la matiere depuis le PTV est requise pour la formation de SSB dans

les cellules positionnées en marge

Comme décrit dans le chapitre 2. I. D (effet de bord), la dose déposée en marge est
majoritairement issue de photons qui ont diffusé dans la matiere et non a des photons déviés par des
éléments de I'accélérateur’®. Nous avons donc supposé que de telles particules diffusant dans la
matiere seraient responsables des SSB générées en marge. Afin de vérifier cette hypothese, nous
avons réitéré I'expérience précédente, mais en ajoutant une plaque de culture dans la continuité de
la précédente. Une continuité de la matiére entre les plaques a été assurée ou non par ajout d’un gel
d’échographie. Les plaques ont été irradiées, puis nous avons analysé les DSB et SSB respectivement

par immunofluorescence anti-53BP1 et anti-XRCC1.

Comme précédemment, nous n’avons observé des foyers 53BP1 que dans les NHDF positionnés
dans le PTV et dans la marge la plus proximale. En ce qui concerne les foyers XRCC1, nous en avons
observé dans les NHDF des puits de la premiere plaque, jusqu’a 60 mm de distance de la limite du
PTV. Dans la deuxiéme plaque juste accolée a la premiére mais sans ajout de gel d’échographie, nous
n’avons observé aucune augmentation du nombre de foyers XRCC1 par rapport a la condition non
irradiée. En revanche, dans la deuxiéme plaque mise en étroit contact avec la premiere par le gel
d’échographie, nous avons observé une augmentation significative du nombre de foyers XRCC1 par
rapport aux cellules non irradiées, et ce jusqu’a 187 mm de distance du PTV (Figure 13). Ces résultats
indiquent que les tissus en marge du PTV pourraient subir des SSB jusqu’a 18,7 cm de la bordure du
champ d’irradiation. La nécessité d’une continuité dans la matiére, assurée par un gel d’échographie
dans notre expérience, montre que ces effets en marge sont dus a la diffusion dans la matiere de

particules ionisantes.
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Figure 14 (figure supplémentaire 12 de I'article): SSBs accumulate with successive irradiations in
NHDFs positioned at the margin of a PTV receiving 2Gy/day. Proliferating NHDFs (donor FEMC1,
PD=22.67) cultured in 12-well plates were irradiated or not only one time at 2Gy or during 5 days at
2Gy daily. Just after the last irradiation, cells were put at 10°C for 30min and then processed for comet
assays. Each dot in the scatter plots represents the value of the tail moments of one cell. The columns
regroup all the values for each condition and give the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-
Wallis test with a Bonferroni correction was performed for each counting in comparison to non-
irradiated exponentially growing NHDFs or between cells irradiated one or five times.
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[l Les SSB formées dans les cellules positionnées en marge du PTV s’accumulent au cours

d’irradiations fractionnées

A. Un protocole de radiothérapie fractionnée induit des SSB dans les NHDF positionnés en marge

du PTV

En clinique, la radiothérapie se réalise, la majorité du temps, de maniéere fractionnée a 2 Gy par
jour a I'exception des weekends. Nous avons donc analysé par essai cométe les dommages a I’ADN
induits par un protocole de radiothérapie fractionnée. Nous avons comparé la quantité de DSB et SSB
générés dans des NHDF positionnés dans le PTV et en marge apres une unique irradiation (notée 1 x
2 Gy) ou apres 5 jours d’irradiation (notés 5 x 2 Gy). L’objectif était de déterminer si I'un des types de

cassures s’accumulait avec des irradiations successives.

En ce qui concerne les DSB, mesurés a pH 8, nous en avons observé uniquement dans les NHDF
positionnés dans le PTV comme précédemment. Les tail-moments étaient similaires aprés 1 x 2 Gy ou

5 x 2 Gy (Figure 14), suggérant que ces cassures ne s’accumulent pas.

Dans les essais comeéte a pH 12,3, nous avons observé a nouveau une formation de SSB dans les
NHDF positionnés en marge du PTV irradié a 1 x 2 Gy. Les tail-moments obtenus apres 5 irradiations
quotidiennes étaient plus grands que ceux obtenus apres 1 x 2 Gy (Figure 14), ce qui suggere que les
SSB s’accumulent dans les cellules positionnées a la marge du PTV au fur et a mesure des irradiations

successives.

De maniére surprenante, dans les NHDF positionnés dans le PTV, non seulement les SSB et les
DSB ne s’accumulent pas, mais leur nombre est moins important apres une semaine d’irradiation
qu’aprés une irradiation unique (Figure 15). Etant donné que des cellules meurent dans le PTV, nous
pensons qu’il pourrait y avoir, au fur et 3 mesure des irradiations, une sélection des cellules les plus

radiorésistantes, c’est-a-dire celles ayant la meilleure capacité de réparation.

Globalement, ces résultats montrent que, en marge, l'irradiation induit uniquement des SSB qui

s’accumulent au cours des irradiations successives.
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Sup Figure 13

1x2Gy 5x2Gy
300 300 - - -
k. kk Hkk L
250 250
+ 200 o " et & 200
H == g @ =1
E 150 oy - e £ 150 " n -
5
€ 100 un ¥ £ 100 o m, .E=
= 3 -, [ T Inan !
5 £ 50 g H £ 50 -
0] i 0
-50 T T T T -50 3 T =z n
o > S ~
g B3 3 3T E 0§ 5
-] ] 8 k<1 2 2
£ * g g °
g —_— <
o " -
2 = Margin (in mm) 2 Margin (in mm)
-
T
= 300 300 wk Hekk *kk
250 250
2 200 . . + 200
Q
£ 150 Jnm u = £ 150 -
E1oo*¥¥~, R I M
= E .
-‘:"-. 2 50 : ’ B 2 ® E % %
g 0 " —— 0 z
~
S = Y < 50— T ps -
g £ F 3 s B 0§ f
T 8 ] ] 2 2
I 0 o~ ] M b
= v ~ £ 8
£ & 5 Y
— =3 . "
2 Margin (in mm) z Margin (in mm)
250 250 «
.
200 - e * 200
t " '
g15c| . .l s . 150 )
S 1004 "a= L LR "= 100] w2 . . .
e 8 3 o | 108 & o ooy
= T 50 ’ e L T 50 D)
S
1E o =
sl — : : : sol . . .
T = i3 ~ - = & '~
& & B 3 s £ § b
-] 2 2 T 2 2
: *§ f e 3§
' —_— z +
™ 2 Margin (in mm) S Margin (in mm)
I
S
250 . 250
200 " 200 -
- N
| 160 S 150 [
: . i N
g 100 . u S 100 wa o
= LR 5 £ T .
2 8 50 oLy ' s T 50 L =] agn® L L .-f.‘n.
=
R : = : += =
3 s 5 3 ' T 3
s £ ¥ 3 E FE 0§ ¥
-] 2 8 T -] ]
£ ® g E G g
3 + T +
s e o " "
2 Margin (in mm) z Margin (in mm)

Figure 15 (figure supplémentaire 13 de I’article): SSBs generated in NHDFs positioned at the margin
of the PTV are no more repaired after 5 successive irradiations at 2Gy. Proliferating NHDFs (FEMC1,
PD=20.3 at the beginning of the experiment) cultured in 12-well plates were irradiated at 2Gy per day
for one (1x2Gy) or five days (5x2Gy). After the last irradiation, cells were either put at 10°C for 30min
and processed for comet assays, or put in culture at 37°C and processed for comet assays 72hrs later.
Each dot in the scatter plots represents the value of the tail moment of one cell. The columns regroup
all the values for each condition and give the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test
with a Bonferroni correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated
exponentially growing NHDFs.
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B. L'irradiation fractionnée altére les capacités de réparation des SSB des NHDF positionnés en

marge du PTV

Afin d’expliquer I'accumulation des SSB dans les cellules positionnées en marge du PTV, nous
avons fait ’hypothése que les capacités de réparation des cellules pourraient diminuer au fur et a
mesure des irradiations. Pour tester cette hypothése, nous avons analysé les capacités de réparation
des NHDF apres une seule irradiation ou apres cing irradiations. Pour cela, nous avons quantifié les

dommages immédiatement aprés la derniere irradiation ou 72 h apres, afin d’évaluer leur réparation.

Dans les essais cométe a pH 8, nous avons observé que seules les NHDF positionnés dans le PTV
subissaient des DSB. Celles—ci étaient réparées aprés 72 h, que ce soit aprés une seule irradiation ou
apres cing irradiations (Figure 15). Les cellules positionnées en marge n’avaient pas subi de DSB

(Figure 15), conformément aux résultats précédents.

Dans les essais comete a pH 12,3, les SSB et DSB induites apres une seule irradiation étaient
entierement réparées aprés 72 h, que les NHDF aient été placés dans le PTV ou en marge. En revanche,
apres cinqg irradiations, les SSB et DSB induites dans les NHDF placés en marge et dans le PTV n’étaient
toujours pas réparées 72 h apreés la derniére irradiation (Figure 15), ce qui indique qu’un défaut de

réparation s’était installé au cours des irradiations successives.

Nous avons confirmé ces résultats par des expériences d'immunofluorescence anti-53BP1 (DSB)
et anti-XRCC1 (SSB) réalisées 30 min ou 72 h aprés quatre irradiations quotidiennes a 2 Gy (expérience
réalisée par Maxime Tomezak). Pour les DSB générées dans le PTV, nous observons, contrairement
aux résultats de I'essai comeéte, un défaut de réparation aprés 4 irradiations. En ce qui concerne les
SSB, nous confirmons un défaut de réparation survenant apres quatre irradiations dans les cellules

placées dans le PTV et en marge (Figure 16).

Dans I'ensemble, ces résultats indiquent que les NHDF positionnés en marge du champ
d’irradiation accumulent des SSB au cours des irradiations fractionnées, a cause d’un défaut de

réparation qui s’installe au fur et a mesure des irradiations successives.

90



W -l ianedd

. [LH]

Cr

Hismber of KRCC1 fod per nuckear focal plane
&

=} [ 4]

Merrraciated

AT

Humber of $38P1 fod pernuclear focal plane
(=] = Poud d
= -
_—|
A (I
B L

[l
irradinted

Figure 16 (figure supplémentaire 14 de I'article): The repair of SSBs generated in NHDFs positioned
at the margin of the PTV becomes poorly efficient after 4 successive irradiations at 2Gy. Proliferating
NHDFs (F6MC1, PD=19) cultured in 96-well plates were irradiated at 2Gy per day for 4 days (4x2Gy).
Then, they were fixed at indicated time and an immunodetection of XRCC1 (upper panels) or 53BP1
(bottom panels) foci was performed as in figure 4A. The results were analyzed by high content
microscopy. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per cell in 100 cells of all wells
of a column. An ANOVA with a Bonferroni was performed for each condition in comparison to non-
irradiated exponentially growing NHDFs. T-tests were performed to compare the number of foci 72hrs

versus 30min post-irradiation.
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Figure 17 (figure supplémentaire 15 de I'article): The PARylation capacity decreases with successive
irradiations. (A) Analysis of the PARylation activity in NHDFs (FEMC1, PD=32.4 at the beginning of the
experiment) positioned at the margin or inside a PTV irradiated or not for 1 or 10 days at 2Gy per day.
PAR chain detection was made by immunofluorescence after challenging cells of all conditions by
100uM hydrogen peroxide for 10min at room temperature followed by a recovery at 37°C for 3min in
fresh medium. The bar chart represents the mean +/- SD of fluorescence intensity per cell in 100 cells.
An ANOVA with a Bonferroni correction was performed for each condition in comparison to non-
irradiated exponentially growing NHDFs. T-tests were performed to compare the fluorescence
intensity after 10x2Gy versus 1x2Gy. (B) Representative fluorescent microscopic images of the PAR
chain immunostaining. Scale bar = 50um

Merge
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C. Le défaut de réparation des SSB est corrélé a une diminution de I'activité de PARylation

Dans un travail précédent, I’équipe avait montré que dans les cellules épithéliales sénescentes
(kératinocytes et cellules épithéliales mammaires), les SSB s’accumulent a cause d’une diminution
d’expression transcriptionnelle de la PARP1, causée par le stress oxydant associé a la sénescence®®. La
PARP1 est I'enzyme clé de la voie SSBR car c’est elle qui détecte les SSB et synthétise des chaines de
polyADPribose (PAR) nécessaires au recrutement des protéines de réparation. Nous avons donc
mesuré I'évolution de I'activité de PARylation au cours d’un protocole d’irradiation fractionnée en
détectant les PAR par immunofluorescence. Nous avons ajouté en fin d’irradiation un court traitement
au peroxyde d’hydrogéne qui permet d’évaluer en plus la réserve d’activité de PARylation apres
irradiation. Nous observons qu’apres une irradiation, les NHDF présentent une forte accumulation de
PAR par rapport aux NHDF non irradiés. En revanche, apres 10 irradiations a 2 Gy, nous observons une

nette diminution de cette accumulation par rapport aux cellules irradiées une seule fois (Figure 17).

Ces résultats indiquent donc que I'activité PARP diminue au fur et a mesure des irradiations.
Cette baisse d’activité pourrait étre a 'origine d’un défaut de réparation des SSB qui entrainerait leur

accumulation. La cause de la baisse d’activité PARP reste a investiguer.
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V. L’accumulation de SSB est corrélée avec une induction de sénescence

Pour observer les conséquences de l'irradiation sur le devenir cellulaire, nous avons suivi la
croissance de NHDF positionnés dans le PTV et en marge, irradiés a 2 Gy par jour pendant 2 semaines
(weekend non compris). En premier lieu, afin de valider notre protocole d’irradiation comme un
protocole mimant un protocole a effet curatif, nous avons irradié des MDA-MB231, une lignée
cancéreuse mammaire, placées dans le PTV. Comme attendu, nous avons observé une décroissance
progressive et rapide de la population cellulaire (Figure 18A), suggérant que ces cellules cancéreuses
subissaient une mort cellulaire. En ce qui concerne les NHDF positionnés dans le PTV, nous avons
observé de méme une diminution réguliere du nombre de cellules. Les NHDF positionnés dans la
marge la plus proximale ont quant a eux subi une diminution de croissance, mais sans mort cellulaire
apparente. Ceux positionnés dans la marge la plus distale ont, selon le donneur, subi un léger
ralentissement de croissance ou une croissance comparable a celle des cellules non irradiées (Figure

18B, Figure 19A).

Caterina Facchin a, au cours de son stage de Master2 réalisé dans I'équipe, étudié la mort
cellulaire induite par ce protocole d’irradiation. Elle a notamment utilisé le kit Vibrant FAM
polycaspases assay qui permet I'analyse de I'activité des caspases et I'analyse de la perméabilité
membranaire, afin de distinguer les cellules en apoptose précoce (détection de caspases actives
associées a une intégrité membranaire conservée), en apoptose tardive (détection de caspases actives
associées a une perte de l'intégrité membranaire), ou subissant d’autres types de mort non
apoptotique (perte de lI'intégrité membranaire sans activité de caspases associées). Ses résultats
montrent que les NHDF irradiés dans le PTV meurent principalement par apoptose a partir de 4 x 2
Gy. En revanche, les cellules positionnées en marge ne meurent pas. Elle a également analysé la mort
des MDA-MB231 et montré que, comme attendu, ces cellules cancéreuses mourraient lorsqu’elles
étaient irradiées dans le PTV a la fois par apoptose et par un processus indépendant des caspases

(Figure 18C, Figure 19B, 19C).
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Figure 18 (figure 1 de larticle): Growth curves and cell death level of MDA-MB231 and NHDFs
positioned at the margin or inside a PTV receiving 2Gy/day. (A) Growth curves of MDA-MB231
positioned inside the PTV and irradiated or not during 3 weeks. (B) Growth curves of NHDFs (donor
F6MC1, PD=30.36 at the beginning of the experiment) positioned straddling the PTV and the margin
irradiated or not during 3 weeks. Cells were counted at each passage using a Malassez chamber. Each
point represents the mean +/- SD of 3 counts from 3 independent culture plates. T-tests were
performed for each counting in comparison to non-irradiated cells. (C) MDA-MB231 positioned inside
the PTV and NHDFs (donor FEMC1, PD= 33.05 at the beginning of the experiment) positioned
straddling the PTV and the margin were irradiated or not up to 6 times. The level of cell death was
measured 8hrs after the last irradiation. Each condition was performed in triplicate. Each bar
represents the mean +/- SD of the 3 measures. Caspase-independent cell death refers to cells negative
for caspase activity and positive for propidium iodide. Early apoptosis refers to cells positive only for
caspase activity. Late apoptosis refers to cells positive for both caspase activity and propidium iodide.
T-tests were performed between the total percentages of cell death of each condition in comparison
to non-irradiated condition.
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Figure 19 (figure supplémentaire 3 de l'article): Growth curves and cell death level of NHDFs
positioned at the margin or inside a PTV receiving 2Gy/day. (A) Growth curves of NHDFs (donor
F1MC1, PD=26.3 at the beginning of the experiment) cultured in 6-well plates irradiated at 2Gy per
day except week-ends during three weeks. The days of irradiation are indicated with an arrow. Cells
were counted at each passage using a Malassez cell counting chamber. Each point represents the
mean +/- SD of three measures from three independent culture plates. T-tests were performed for
each counting in comparison to non-irradiated cells. (B) MDA-MB231 cultured in 100mm dishes were
irradiated or not at 2Gy per day except week-ends up to 6 irradiations. The dishes were entirely
located inside the PTV. NHDFs (in A: donor FIMC1, PD=28 at the beginning of the experiment; in B:
donor FEMC1, PD=20.29 at the beginning of the experiment) cultured in 6-well plates were irradiated,
positioned as indicated in sup figure 2A. The level of cell death was measured 8hrs or 96hrs after the
last irradiation by flow cytometry using the Alexa Fluor 488 AnnexinV/Dead Cell Apoptosis kit (Life
Technologies). Apoptosis was recorded as AnnexinV-positive and Pl-negative cells. Non-apoptotic cell
death was recorded as AnnexinV-positive and Pl-positive cells. Each condition was performed in
triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3 measures. (C) Total cell death was recorded
as AnnexinV-positive cells. Each condition was performed in triplicate. Each bar represents the mean
+/- SD of the 3 measures. T-tests were performed between the total percentages of cell death of each
condition in comparison to non-irradiated condition.
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Par conséquent, ce n’est pas une induction de mort cellulaire qui permet d’expliquer la
diminution de croissance des NHDF positionnés en marge. Comme les travaux précédents de I'équipe
avaient démontré que, dans les kératinocytes, I'accumulation de SSB non réparées était responsable
d’une sénescence prématurée’®, nous avons émis I’hypothése que les SSB accumulées dans les NHDF
positionnés en marge pourraient étre responsables d’une induction de sénescence qui pourrait
expliquer la diminution de leur croissance. Cette hypothése a été testée en recherchant des
marqueurs de sénescence par cytométrie en flux. Nous avons utilisé la sonde fluorescente C12FDG
qui permet de quantifier I'activité de la SA-B-Gal, couplée a la mesure de la taille des cellules, grace
au parametre FSC, et de leur granularité, grace au parametre SSC. Ces expériences ont été réalisées
sur les deux donneurs FEMC et FIMC. Des NHDF F6MC en sénescence réplicative ou en croissance
exponentielle ont été utilisés pour paramétrer les marqueurs de sénescence. Nos résultats montrent
que la radiothérapie induit, quel que soit le donneur, une augmentation de la taille, de la granularité
et de I'activité SA-B-Gal dans les NHDF positionnés dans la marge la plus proximale et dans le PTV, par
rapport aux cellules en croissance exponentielle. En revanche, dans la marge la plus distale, nos

résultats ne montrent pas de différence avec les cellules non irradiées (Figure 20, Figure 21).
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Figure 20 (figure 2 de I'article): NHDFs positioned at the margin of a PTV receiving 2Gy/day undergo
senescence. Six-well plates of NHDFs (donor FIMC1, PD=25.8 at the beginning of the experiment)
positioned straddling the PTV and the margin were irradiated during 3 weeks at 2Gy per day except
week-ends. Cells were analyzed 24hrs or 72hrs after the last irradiation by flow cytometry for their
SSC and FSC values, representing the granularity and the size of the cells respectively, and for their
SA-B-Gal activity using the fluorigenic C12FDG substrate. (A) Examples of dot plots used to
characterize senescent cells. The dot plots represent the size (FSC) and granularity (SSC) measures of
NHDFs. The gate P2 correspond to cells with the highest size and granularity established by comparing
non-irradiated exponentially growing NHDFs to replicative senescent NHDFs. The color scale of the
dots represents their SA-B-Gal activity, with the blue color representing a low activity and an orange
color a high activity. The middle panels are examples of C12FDG measures after 15 irradiations (Day
25). The right panel illustrate the gate of the biggest and most granular cells that was set by comparing
non-irradiated exponentially growing NHDFs (left panel) to NHDFs at replicative senescence plateau
(PD=61.03). (B) SA-B-Gal activity measured 24 or 72hrs after the last irradiation by flow cytometry
using the fluorogenic C12FDG substrate. The results are given as the mean C12FDG fluorescence
intensity. Each condition was performed in triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3
measures. T-tests were performed for each condition in comparison to non-irradiated cells. (C) SSC
and FSC values, representing the granularity and the size of the cells respectively, were measured by
flow cytometry on the same cells and at the same time as the C12FDG fluorescence. Each bar shows
the percentage of cells with the highest FSC and SSC values. Each condition was performed in
triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3 measures. T-tests were performed for each
counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.
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Sup Figure 4
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Figure 21 (figure supplémentaire 4 de I’article): NHDFs positioned at the margin of a PTV receiving
2Gy/day undergo senescence. NHDFs (donor FEMC1, PD=32.4 at the beginning of the experiment)
cultured in 12-well plates were irradiated or not at 2Gy each day except week-ends for a total of 10
irradiations. Plates were positioned with one row of wells inside the PTV and three rows in the margin.
(A) The SA-B-Gal activity was measured 72hrs after the 10" irradiation by flow cytometry using the
fluorigenic C12FDG substrate. NHDFs at replicative senescence plateau (PD= 55.8) were used for
comparison. The results are given as the median C12FDG fluorescence intensity. A Chi-square test was
done to compare the fluorescence intensity of each of the 10,000 irradiated or senescent NHDFs to
non-irradiated NHDFs. (B) The SSC and FSC values were measured by flow cytometry on the same cells
and at the same time as the C12FDG fluorescence. Each bar gives the percentage of cells with the
highest FSC and SSC values. The gate was established by comparing non-irradiated exponentially
growing NHDFs to NHDFs at the replicative senescence plateau (PD= 55.8).
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Sup Figure 5
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Figure 22 (figure supplémentaire 5 de I'article): NHDFs positioned at the margin of the PTV receiving
2Gy/day become cell cycle arrested in G1. NHDFs (donor FIMC1, PD=25.8 at the beginning of the
experiment) cultured in 6-well plates were irradiated or not at 2Gy per day except week-ends up to
13 times. NHDFs at replicative senescence plateau (PD=61.03) were used for comparison. Cells were
analyzed 24hrs after the 13" irradiation by flow cytometry with propidium iodide staining. Each
condition was performed in duplicate and analyzed with Flowjo V10. The upper panels show
representative cell cycle histograms. The lower bar charts represent the mean of the 2 measures. Each
bar represents a cell cycle phase. Sub-G1 represents dying cells. Super-G2 represents polyploid cells
or doublets.
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La sénescence est définie avant tout comme un état d’arrét du cycle cellulaire. Nous avons donc
analysé le cycle cellulaire de NHDF (FIMC) irradiés dans le PTV ou en marge, 24 h aprés une série
d’irradiations de 13 x 2 Gy, Nous observons dans la population des NHDF positionnés en marge une
diminution du pourcentage de cellules en phase S, voire une absence compléte de celles-ci parmi les
cellules positionnées dans la marge la plus proximale. Les cellules se retrouvent majoritairement en
phase G1 (Figure 22). Ces résultats montrent donc que I'irradiation des cellules en marge du PTV induit

majoritairement un arrét du cycle cellulaire en phase G1.
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Sup Figure 6
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Figure 23 (figure supplémentaire 6 de I'article): Induction of p16 and p21 expression in NHDFs
positioned at the margin of a PTV receiving 2Gy/day. NHDFs (donor FEMC1, PD=18 at the beginning
of the experiment) cultured in 12-well plates were irradiated or not at 2Gy per day except week-ends
for different durations (2x2Gy, 5x2Gy, 10x2Gy). The expressions of p16 (A) and p21 (B) were analyzed
by RT-gPCR. Each condition was done in triplicate. The bar charts represent the mean fold change +/-
SD of p16 or p21 mRNA abundance compared to non-irradiated cells from the three measures of each
condition. A student-test was performed for each condition in comparison to non-irradiated cells. (C)
Western Blot analysis of p16 protein levels after 10x2Gy with a resting time of one week. Total protein
stain is used as loading control. P16 expression was compared to the non-irradiated cells for each
condition. (D) The percent of p16-positive nuclei was calculated from immunofluorescence anti-p16
of almost 100 cells. A Chi-square test was done to compare the percent of p16-positive cells between
irradiated and non-irradiated cells. (E) Representative images of immunofluorescence used to
calculate the percent of p16-positive nuclei. The scale bar represents 20um.
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pl6 (CDKN2A) et p21 (CDKN1A) sont des inhibiteurs de CDK impliqués dans I'arrét du cycle
cellulaire associé a la sénescence (voir chapitre 1 ; | ; A Arrét dans le cycle cellulaire). Nous avons donc
suivi leur expression transcriptionnelle par RT-gPCR au cours d’une cinétique de 10 irradiations a 2
Gy. Les résultats montrent que les NHDF irradiés dans le PTV surexpriment p16 aprés 2 irradiations a
2 Gy. Cependant, aprés 5 et 10 irradiations a 2 Gy, I'expression de p16 diminue a nouveau. Dans les
NHDF positionnés dans la marge la plus proximale, I'expression de p16 est également augmentée,
mais plus tardivement, aprés 10 irradiations a 2 Gy. En ce qui concerne les cellules positionnées dans
la marge la plus distale, I'expression de p16 n’est pas modifiée de maniere significative. Ces résultats
indiquent que, de maniere précoce et transitoire, p16 est surexprimé dans les NHDF irradiés dans le
PTV. En revanche dans les cellules positionnées dans la marge la plus proximale, p16 n’est surexprimé
gu’apres 10 irradiations a 2 Gy, ce qui coincide avec I'arrivée du plateau de sénescence. Concernant
p21, celui-ci est exprimé a partir de 5 x 2 Gy et jusqu’a 10 x 2 Gy, aussi bien dans les NHDF positionnés
dans le PTV que dans les marges proximale et distale (Figure 23A, B). Par western blot, nous avons
observé une augmentation de I'expression protéique de p16 apres 10 x 2 Gy et une semaine de repos
(Figure 23C). L'immunofluorescence démontre une hétérogénéité de I'expression de pl6 dans la
population des NHDF irradiés en marge, avec 8% de cellules positives pour pl6 pour la marge
proximale (Figure 23D, E). Ces résultats permettent d’envisager un réle de pl6 et p21 dans la

sénescence radio-induite en marge du PTV.
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Figure 24 (figure supplémentaire 6 de I'article): A significant proportion of NHDFs positioned at the
margin of a PTV receiving 2Gy/day become multinucleated. Three independent series of fluorescent
microscopy photos from 3 immunofluorescence experiments were analyzed for the presence of
multinucleated cells. In these experiments, NHDFs were irradiated in 12-well plates at 2Gy/day for
two weeks. Nuclei were detected by the DAPI staining and the cell limits were determined by using
the cell autofluorescence at 605 +/- 70nm or 525 +/- 50nm. (A) About 100 cells were manually counted
for each condition. Each bar represents the mean +/- SD of the percent of multinucleated cells in the
three series. T-tests were performed for each condition in comparison to the non-irradiated condition.
(B) Representative images of multinucleated cells visualized at 605 +/- 70nm or 525 +/- 50nm. The
white arrows point multinucleated cells. Scale bar = 50 um.
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Il est établi que la sénescence cellulaire peut étre associée & une multinucléation*?*>. Nous
avons donc calculé le pourcentage de NHDF multinucléés a partir d’expériences
d’'immunofluorescence ou le noyau a été marqué au DAPI. Nous avons utilisé I'autofluorescence des
cellules pour discerner leur contour. Les résultats montrent que I'on passe de 5,3 % de cellules
multinucléées parmi les cellules non irradiées a 11 % parmi les cellules positionnées en marge. Aucune
augmentation significative du pourcentage de cellules multinucléées n’a été détectée parmiles NHDF

positionnés dans le PTV (Figure 24). Ces résultats montrent une augmentation spécifique du

pourcentage de cellules multinucléées parmi les cellules irradiées en marge.

L’ensemble de ces résultats indiquent donc que les NHDF positionnés en marge d’un PTV irradié
a 2 Gy par jour entrent dans un état de sénescence prématurée, caractérisée par un arrét du cycle
cellulaire principalement en phase G1, une surexpression des CKI p21 et p16, une augmentation de la
taille, de la granularité, de I'activité SA-B-Gal et une augmentation du pourcentage de cellules

multinucléées, en corrélation avec une accumulation de SSB.
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Figure 25 (figure supplémentaire 16 de I'article): Principle of senescent cell sorting. Dot plots
showing of how senescent cells were sorted in Figure 6. The time of cell sorting is indicated in Figure
6A. First, by comparing the intensity of the C12FDG staining in exponentially growing NHDFs versus
NHDFs at replicative senescence, we set the threshold to separate the C12FDG high (red dots) and
C12FDG low (green dots) cells. Then, in the C12FDG high subpopulation, we delimited the
subpopulation of 50% of cells with the highest FSC and SSC values. The gate thus defined was applied
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V. Certaines cellules sénescentes peuvent s’échapper de I'arrét du cycle cellulaire pour donner
des cellules filles transformées

Nous avons montré que les cellules positionnées en marge du PTV devenaient sénescentes.
L'étape suivante a été de suivre le devenir de ces cellules et de déterminer notamment si certaines
d’entre elles étaient capables d’échapper a I'arrét dans le cycle cellulaire pour donner naissance a des

cellules présentant des caracteres de transformation néoplasique.

A. Principe du Tri

Ce n’est jamais 100% de la population cellulaire qui devient sénescente apres irradiation. Par
exemple, les expériences d'immunofluorescence anti-p16 montrent que seulement 8% des cellules
irradiées en marge sont positives pour p16. Pour pallier a I'hétérogénéité de la population irradiée en
marge, nous avons trié les cellules sénescentes par FACS, comme décrit dans la Figure 25. Brievement,
nous avons trié les cellules présentant a la fois une forte activité SA-B-Gal et une taille et une
granularité importantes, en comparaison avec des cellules en croissance exponentielle (contréle

négatif) et des cellules en sénescence réplicative (contréle positif).
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Figure 26 (figure 5 de I'article): Some radio-induced senescent cells generated in the margin escape
from senescence to generate a progeny of cells which reproliferate, have an increased invasion
capacity and display mutations. (A) NHDFs (donor F6MC1, PD=29.6 at the beginning of the
experiment) positioned straddling the PTV and the margin were irradiated or not during 2 weeks
(10*2Gy). Cells were counted at each passage using a Malassez chamber. After two weeks of
irradiation, the senescent cells generated in the margin were sorted according to their size,
granularity, and SA-B-Gal activity (see parameters of sorting in Sup Figl6). After sorting, cells were put
againin culture and followed at long term. (B) Phase contrast microscopic images of cells of the margin
24hrs and 2 weeks post-sorting. The blue arrows indicate cells with a senescent morphology. The black
arrows indicate cells that have not replated. The white arrows indicate small reproliferating cells. (C)
HPRT assays performed on cells having regrown from sorted senescent cells generated in the margin
referred as PSNE (Post Senescence Neoplastic Emerging cells) and on non-irradiated exponentially
growing NHDFs at 17PDs (used as control for normal cells). The bars indicate the mean +/- SD of three
measures of the percentage of 6-TG resistant cells. (D) MMP activity analysis of culture supernatant
from PSNE or exponentially growing cells by 0.1% gelatin Zymograph. Arrows show bands of digested
gelatin. (E) Migrating and invasive capacities were assayed in Boyden chambers without or with
Matrigel respectively. Cells that have passed across the filters were counted in 5 fields per chamber
in 3 different chambers for each condition. Each bar represents the mean +/- SD of the number of cells
per field. T-tests were performed for comparing exponentially growing and PSNE cells.
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B. Certaines cellules sénescentes issues de la marge sont capables d’échapper de I'arrét

du cycle cellulaire associé a la sénescence et acquierent des capacités néoplasiques.

Apres tri, les NHDF ont été ré-ensemencés et suivis pendant environ deux mois. La courbe de
croissance obtenue indique que certaines cellules sénescentes radio-induites originaires de la marge
du PTV ont été capables d’échapper de I'arrét du cycle cellulaire pour reproliférer (Figure 26A). Nous
remarquons que les cellules reproliférantes originaires de la marge la plus distale semblent avoir une
plus grande capacité proliférative que celles issues de la marge proximale. Cette donnée est confirmée
par les photos prises au microscope a contraste de phase. En effet, 24 h apres tri, nous observons
comme attendu des cellules présentant une morphologie sénescente (fleches bleues) accompagnées
de cellules qui n‘ont pas ré-adhéré (fleches noires). Deux semaines aprés tri, parmi les cellules
originaires de la marge, on observe toujours des cellules sénescentes, mais aussi des petites cellules
al'allure proliférative (fleches blanches) (Figure 26B). Nous avons baptisé ces cellules « cellules PSNE »

pour « post-senescence neoplastic escape » et les avons caractérisées.

1. Les cellules PSNE sont invasives
Tout d’abord, nous avons évalué la capacité des cellules PSNE a dégrader la matrice

extracellulaire. Pour cela, nous avons réalisé une zymographie qui permet d’évaluer la capacité des
cellules a digérer la gélatine. Le zymogramme présente plusieurs bandes de digestion, dues a I'activité
de MMP libres ou en complexes, que nous ne retrouvons pas dans la piste des cellules en croissance
exponentielle (Figure 26D). Ensuite, nous avons testé les capacités migratoire et invasive des cellules
grace a des tests en chambres de Boyden, tapissées ou non de Matrigel (Figure 26E). En absence de
Matrigel (mesure de la capacité migratoire), nous observons qu’il n’existe pas de différence de
capacité migratoire entre les cellules en croissance exponentielle et les cellules PSNE. En revanche, en
présence de Matrigel (mesure de la capacité invasive), nous observons une augmentation du nombre
de cellules invasives dans la population de cellules PSNE par rapport aux cellules en phase

exponentielle de croissance.

2. Les cellules PSNE sont mutées
Pour tester si les cellules PSNE étaient mutées, nous avons tout d’abord effectué un test HPRT

(Figure 26C). Ce test utilise le gene HPRT comme géne rapporteur. Ce géne code I'enzyme HPRT
(Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransférase) impliquée dans le métabolisme des purines. En
utilisant un analogue de la guanine, la 6-thio-guanine, dont le métabolisme par HPRT génére un
produit toxique pour la cellule, on peut savoir si le géne HPRT est muté perte de fonction. En effet, s'il
est muté, la 6-thioguanine ne sera pas métabolisée et la cellule survivra. A 'inverse, s'il n’est pas muté,
la 6-thioguanine sera métabolisée et la cellule mourra. Les résultats montrent que, comme attendu,

les cellules en croissance exponentielle n’ont pas survécu aux traitements a la 6-thioguanine, ce qui
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signifie qu’elles ne sont pas mutées sur le géne HPRT et, par extrapolation, n’ont pas subi de mutations
en général. En revanche, les cellules PSNE provenant de la marge la plus distale ont survécu au

traitement par la 6-thioguanine, ce qui indique qu’elles ont probablement subi des mutations.
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Figure 27: Séquencage des cellules PSNE : Ontology. L’ADN des cellules PSNE a été séquencé par la
technique du CoDE-seq®®®. (A) Représentation schématique de I'analyse du séquencage. Les
séquences des cellules en croissance exponentielle ou PSNE (donneur FIMC1) ont été comparées a la
séquence du génome humain de référence (Hg38), puis comparées entre elles. (B) Ontologie des
genes impactés par les variants en utilisant Clusterprofiler. (C) Catégories des protéines impactées par
les mutations selon I'outil Panther (http://www.pantherdb.org/). (D) Fonctions moléculaires des
genes impactés par les mutations. (E) Liste des génes variants communs avec la base de données
COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/census).
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3. Le séquencage du génome des cellules PSNE démontre un profil de
mutation particulier

a. Principe du séquencage CODE-seq
Afin de caractériser les mutations des cellules PSNE, nous avons séquencé le génome des

cellules PSNE issues de NHDF FIMC1 induits en sénescence par une irradiation a 5 x 2 Gy. Il s’agit
d’une expérience préliminaire afin d’évaluer la faisabilité de cette approche. En collaboration avec le
docteur Amélie Bonnefond du laboratoire EGID, nous avons réalisé un CoDE-seq (pour Copy number
variation Detection and Exome sequencing). Cette technique de séquencage nouvelle génération
(NGS) est une forme de Whole-Exome Sequencing (WES) améliorée. Plus précisément, elle utilise un
mélange de sondes de capture de WES, auxquelles sont rajoutées des sondes hors exons afin
d’améliorer la couverture et de mieux détecter les variations du nombre de copies de génes (CNV).
Concretement, cette technique utilise des sondes de 120 paires de base disséminées toutes les 10 kb
dans des régions décrites comme souvent affectées par les CNV d’apres la littérature (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources [DECIPHER]) auxquelles
s’ajoute une sonde tous les 25 kb pour le reste du génome. Ces sondes permettent une couverture de

91 Mb contre 47 Mb pour les sondes du WES d’aprés le fournisseur?®,

b. Analyse de I'ontologie des geénes mutés
L'analyse des résultats a été réalisée en collaboration avec I'équipe d’Amélie Bonnefond et la

plateforme de bioinformatique de Lille (Bilille). Nous avons d’abord identifié les variants présents dans
le génome des cellules PSNE et des cellules en croissance exponentielle par rapport au génome
humain de référence (Hg38). Puis les variants ont été comparés entre eux, afin de ne sélectionner que
les mutations somatiques différenciant les cellules PSNE des cellules en croissance exponentielle.
Cette analyse a permis d’identifier 845 variants touchant 701 génes (Figure 27A). L’ontologie de ces
génes a été réalisée avec plusieurs outils. L'outil Clusterprofiler révéle un impact, entre autres, sur les
complexes méthyltransférase et histone méthyltransférase, ainsi que sur des facteurs de transcription
(DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase Il-specific et Proximal promoter
sequence-specific DNA binding, RNA polymerase Il proximal promoter sequence-specific DNA binding)
(Figure 27B). L'utilisation de Panther confirme en partie ces résultats en montrant un impact sur les
protéines de la classe « facteur de transcription gene-spécifique » (14% des genes impactés) et
« enzymes de modification protéique » (11,2% des genes impactés) (Figure 27C, D). Ce résultat est
renforcé par I'analyse GO des fonctions moléculaires des genes impactés ou I'on peut voir que 45,8%
des genes ont des fonctions de « binding », ce qui regroupe toutes les interactions possibles dont les
interactions protéine-protéine et protéine-chromatine, ce qui peut correspondre aux facteurs de

transcription et aux épienzymes. Ainsi |'ontologie des génes variants montre que de nombreux
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facteurs de transcription sont impactés, ce qui pourrait avoir un impact sur I'expression d’un nombre
beaucoup plus important de genes. Enfin, la table 1 obtenue avec une des fonctionnalités de Panther

montre un impact dans de nombreuses voies dont certaines impliquées dans le cancer comme la voie

p53 ou le cycle cellulaire.
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Beta3 adrenergic receptor signaling pathway (P04379)

Beta2 adrenergic receptor signaling pathway (P04378)

Betal adrenergic receptor signaling pathway (P04377)

De novo pyrimidine deoxyribonucleotide biosynthesis (P02739)
5HT4 type receptor mediated signaling pathway (P04376)
Angiogenesis (P00005)

Interleukin signaling pathway (P00036)

Integrin signalling pathway (P00034)

Ubiquitin proteasome pathway (P00060)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment phototransduction (P00028)
p53 pathway feedback loops 2 (P04398)

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated pathway (P00027)
VEGF signaling pathway (P00056)

T cell activation (P00053)

Methylcitrate cycle (P02754)

TGF-beta signaling pathway (P00052)

DNA replication (P00017)

PI3 kinase pathway (P00048)

Histamine H2 receptor mediated signaling pathway (P04386)
Cell cycle (P00013)

Enkephalin release (P05913)

Blood coagulation (P00011)

Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway (P00043)
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B cell activation (P00010)

Muscarinic acetylcholine receptor 1 and 3 signaling pathway (P00042)
Cortocotropin releasing factor receptor signaling pathway (P04380)
De novo pyrimidine ribonucleotides biosythesis (P02740)
Metabotropic glutamate receptor group Ill pathway (P00039)

De novo purine biosynthesis (P02738)

lonotropic glutamate receptor pathway (P00037)

Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004)

Alzheimer disease-amyloid secretase pathway (P00003)
Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway (P00026)
Endothelin signaling pathway (P00019)

Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway (P00044)
Metabotropic glutamate receptor group | pathway (P00041)
Huntington disease (P00029)

p53 pathway (P00059)

Whnt signaling pathway (P00057)

Notch signaling pathway (P00045)

Table 1 : Liste des voies de signalisation impactés par les variants selon Panther

(http://www.pantherdb.org/)
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Figure 28 : Profil des mutations des cellules PSNE. (A) Classification des variants selon I'effet sur la
traduction. (B) Types de variants. (C) Classification des SNV (Single Nucleotide Variant). (D) Distribution
des SNP (Single Nucleotide Polymorphism) dans le génome.
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c. Comparaison de la liste de génes mutées avec la base donnée COSMIC
Nous avons comparé la liste des génes variants dans les cellules PSNE avec la base de données

Census de COSMIC qui compile I'ensemble des génes mutés et ayant un impact démontré dans le
cancer. Cette comparaison a permis de dégager 4 génes variants, CDKN2A, CIITA, RUNX1 et TRIP11,
impliqués dans le cancer (Figure 27E).

Les mutations affectant CDKN2A et RUNX1 se situent dans des introns, ce qui réduit la
probabilité que ces mutations aient un impact sur la fonction des protéines codées. Néanmoins ces
mutations pourraient avoir un impact sur leur expression. CDKN2A est le géne codant pour pl6
pouvant étre responsable de I'arrét dans le cycle cellulaire associé a la sénescence. Ce géne est associé
a de nombreux cancer dont les sarcomes secondaires post-radiothérapie?>3. RUNX1 code un facteur
de transcription répresseur de nombreux genes dont celui de la cycline D2 impliquée dans le cycle
cellulaire®®,

Les mutations affectant CIITA et TRIP11 se situent dans des exons et pourraient donc impacter
directement la fonction des protéines. CIITA code le Class Il Major Histocompatibility complex
Transactivator, un facteur de transcription dont les mutations sont retrouvées dans de nombreux
lymphomes et ont un impact dans I'échappement de ces cancers a I'immuno-surveillance??. TRIP11
code une protéine golgienne physiologiquement importante pour le développement des os et des
cartillages?®. La fusion de ce géne avec PDGFRB est associée a la leucémie myéloide aigiie?®*. Dans
notre échantillon, c’est une mutation faux-sens que I'on observe, pas une fusion de géne.

Pour conclure, ces quatre mutations pourraient avoir un impact sur I'expression et ou la
fonction des génes CDKN2A, CIITA, RUNX1 et TRIP11 et pourraient donc étre impliquées dans

I"acquisition des propriétés tumorigenes des cellules PSNE.

d. Analyse du profil de mutations
L’analyse du profil des mutations révele une part importante de délétions (Figure 28A, B). Une

étude comparant les profils de mutations dans des cancers murins induits par différents carcinogénes
a montré que les radiations induisaient spécifiquement des cancers ayant une quantité importante de
délétions?®. Plus encore, les sarcomes secondaires post-radiothérapie sont caractérisé par un grand
nombre de délétion®3. On remarque aussi une part importante de mutations faux-sens qui sont
surtout des SNP. De maniére intéressante, on observe un grand nombre de substitutions de paires de
base CG en TA et inversement (Figure 28C). Cela peut résulter de I'oxydation de la guanine en 8-0x0G,
mésappareillée alors avec une adénine lors de la réplication. Or, l'irradiation est associée a une
augmentation du stress oxydant et donc & une augmentation de |'oxydation de la guanine®%2%7, Les

SNP semblent toucher tout le génome (Figure 28D).
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A

Séquence downtream

Seulement les variants “PASS” et

“clustered_events” (49 InDels)
Motif 1: [matrix] GAATGGAATGGAAT
Motif 2: [matrix] CACACACACAC

Motif 3: [matrix] mMRAAAGAAASww
Motif 4: [matrix] wmAATAAAyM

Motif 5: [matrix] YmGCCAGCCm

Motif 6: [matrix] CATTCCATTCCATTC
Motif 7: [matrix] YACACACACACAC

Motif 8: [matrix] mymGCCAGCCmr

Motif 9: [matrix] mrAAAGAAAGAwm

Séquence upstream

Seulement les variants “PASS” et

“clustered_events” (49 InDels)
Motif 1: [matrix] TTCCATTCCATTCC
Motif 2: [matrix] CACACACACAS

Motif 3: [matrix] kKAACTGCTCwm

Motif 4: [matrix] mkGCCTCCks

Motif 5: [matrix] YYCAATCCmy

Motif 6: [matrix] WTGGAATGGAATGGA
Motif 7: [matrix] ACACACACACAC

Motif 8: [matrix] mkAACTGCTCwm
Motif 9: [matrix] CCAGCCAGCCA

Motif 10: [matrix] GATCCACCTCT Motif 10: [matrix] TGCCTGCCTCCT
B
SNemame  Ref  spedes

Alu Vassetzky May 2011 Primates

B1-dID Kramerov 2001 Gliridae, Sciuridae &
Aplodontidae/Mammalia

B4 Vassetzky Jun 2011 rat & mouse/Mammalia

MEN Serdobova 1998 squirrels Menetes &
Callosciurus/Mammalia

pB1 Quentin 1994; FLAM rodents and
primates/Mammalia

SINE_type_ll Daniels 1983 galago/Mammalia

Ther-1 Vassetzky Jun 2011 Vertebrata

Ther-2 Vassetzky Jun 2011 Mammalia

Figure 29 : Analyse des régions a proximité des délétions. (A) Liste des microhomologies présentes
en amont ou en aval de 20 nucléotides des délétions selon I'outil « peak-motifs tool » de RSAT. (B)
Liste des SINE retrouvées en amont en aval de 700 nucléotides des délétions par comparaison avec la
base de données « SINE Base website »
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Le fait que les variants les plus fréquents soient des délétions pourrait étre indicateur d’un
processus de réparation préférentiellement engagé pour permettre I'émergence post-sénescence.
Pour essayer d’obtenir plus d’information sur ce processus de réparation, nous avons analysé les
séquences flanquant les délétions. En analysant les séquences flanquant les délétions sur 20
nucléotides, nous avons mis en évidence des microhomologies dans ces zones. De méme, en analysant
ces séquences sur 700 nucléotides, nous avons mis en évidence des SINE (Short interspersed nuclear
elements) (Figure 29). La présence de microhomologies et de SINE pourrait étre marqueur de

réparation par recombinaison homologue.
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Figure 30 : Résultats préliminaires des essais de tumorigenése. Des cellules PS NE ayant
émergé de cellules sénescentes radio-induites FIMC1 et FEMC1 positionnées en marge
proximale et distale ont été xénogreffées dans des souris CB17-SCID (1 x 10° cellules par
souris). Des cellules en phase de croissance exponentielle ainsi que des HT1080, qui sont des
cellules d’une lignée de sarcome, ont été utilisées comme contréle négatif et positif
respectivement. Les résultats 6 mois post-injection sont présentés.
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4. les cellules PSNE ne sont pas suffisamment transformées pour former une tumeur in vivo

Afin de savoir si les cellules PSNE présentant les caractéres de transformation établis ci-dessus
étaient tumorigeénes, nous les avons xénogreffées en sous-cutané dans des souris immunodéprimées
CB17-SCID le 16 juillet 2020. La greffe des cellules PSNE n’a pas conduit a la formation de tumeurs a
ce jour, soit 6 mois post-injection, contrairement a I'injection de cellules de la lignée de sarcome

HT1080 utilisées comme controle positif (Figure 30).

L'ensemble de ces résultats montre que des fibroblastes positionnés en marge d’'un PTV
subissant un protocole d’irradiation similaire a celui appliqué couramment a des patients rentrent
dans une phase de sénescence prématurée suivie d’'une émergence de cellules proliférantes, invasives
et mutées, c’'est-a-dire qui présentent des propriétés de cellules transformées. Néanmoins, le

caractére tumorigeéne de ces cellules n’a pas pour l'instant pu étre établi.
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VI. L"accumulation de SSB est suffisante pour induire un état de sénescence duquel certaines
cellules peuvent s’échapper

Nous avons précédemment montré que l'irradiation de fibroblastes positionnés en marge d’un
PTV induisait des SSB dont I'accumulation est corrélée avec la survenue d’une sénescence prématurée
suivi d’'un échappement néoplasique. La question suivante a donc été de déterminer si une
accumulation spécifique de SSB comme celles induites en marge est suffisante pour induire un état

de sénescence prématurée duquel pourraient s’échapper des cellules transformées.

A. Mise au point d’un protocole permettant d’induire spécifiquement des SSB
Pour répondre a cette question, nous avons mis au point un protocole permettant d’induire
spécifiqguement des SSB dans des NHDF et de bloquer leur réparation afin qu’elles s’accumulent, puis

nous avons suivi le devenir des cellules.

Dans un premier temps, nous avons évalué si bloquer la réparation des SSB générées de fagon
endogene en inhibant pharmacologiquement la PARP1 permettrait d’en accumuler. Pour cela, nous
avons choisi d’utiliser le Veliparib, pour sa spécificité envers la PARP1 et la PARP2%%, Afin de
déterminer la concentration de Veliparib a utiliser, nous avons réalisé un test d’activité de PARylation
(western-blot anti-PAR) avec une gamme de concentration d’inhibiteur. Conformément aux données
de la littérature?®®, nous observons une nette diminution de PARylation dés une concentration de 1
nM. Cette inhibition est renforcée avec des concentrations plus importantes (Figure 31). Nous avons
décidé d’utiliser une concentration de 1 mM pour la suite du projet, afin de s’assurer d’une inhibition

effective de PARylation.
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Figure 31 (figure supplémentaire 18A de I'article): The combined PARP inhibitor + H,0, treatment
does not induce other oxidative damages than SSBs. (A) PARylation activity assay on NHDFs (FIMC1,
PD=46) treated during 24hrs with different concentrations of Veliparib and challenged for 10min with
100puM H,0..
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Afin de vérifier que I'inhibition de PARylation induisait bien une accumulation de SSB, nous
avons réalisé des immunofluorescences anti-XRCC1. Comme nous n’avons pas observé
d’augmentation significative des foyers XRCC1 comparé aux cellules contréle, nous avons décidé de
combiner le traitement au Veliparib a un traitement au peroxyde d’hydrogéne (H:03). Le peroxyde
d’hydrogéne est une espéce réactive de I'oxygéne connue comme inducteur de SSB%°. Nous savions,
par des données non publiées de I'équipe, qu’a des concentrations inférieures a 20 uM il induit des
SSB, en quasi absence de DSB. Nous avons donc traité des NHDF par 5 uM H,0,. Les analyses par
immunofluorescence anti-XRCC1 montrent que ce traitement induit une légere augmentation du
nombre de foyers XRCC1 par noyau, mais non statistiquement significative. En revanche, la
combinaison peroxyde d’hydrogéne + Veliparib induit une augmentation significative de foyers XRCC1
par noyau apres 14 jours de traitement quotidien (Figure 32).

Le traitement au peroxyde d’hydrogene ayant un léger effet cytotoxique, nous avons arrété le
traitement H,0; au jour 21, mais maintenu le traitement au Veliparib et examiné si cela permettait de
maintenir non réparées les cassures préalablement accumulées. Les analyses par
immunofluorescence anti-XRCC1 montrent qu’aprés l'arrét du traitement a I'H,0,, maintenir

I'inhibition de PARP1/PARP2 permet de maintenir la persistance des SSB (Figure 32).
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Figure 32 (figure 6A de I’article): An SSB accumulation is enough to induce senescence and post-
senescence neoplastic escape. (A) Analysis of XRCC1 foci by immunofluorescence on NHDFs (FIMC1,
DP=44.07 at the beginning of the experiment) treated daily or not with Veliparib at 1uM in
combination with H,0; at 5uM during 21 days and then with Veliparib alone. Each point represents
the mean number of XRCC1 foci per nuclear focal plane at indicated time of treatment from 100 nuclei
per condition. T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells for each time
point.
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Figure 33 (figure supplémentaire 19 de I'article) : The repair of SSBs is blocked during a Veliparib +
H,0; treatment. NHDFs (FIMC1, DP=44.07 at the beginning of the experiment) were treated daily or
not with Veliparib + H,0, as in Figure 6. PhosphoXRCC1 (A) and PNKP (B) foci were analyzed by
immunofluorescence at day 26. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per nuclear
focal plane in 100 nuclei T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells for each
time point.
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Suite a son recrutement aux foyers de cassures, XRCC1 est phosphorylé. Cette phosphorylation
est nécessaire au recrutement des protéines de réparation, ainsi qu’a la résolution finale du foyer?”.
Nous avons donc examiné la phosphorylation de XRCC1 par immunofluorescence avec des anticorps
spécifiques de la forme phosphorylée. Alors que la phosphorylation de XRCC1 a lieu dans les cellules
traitées au H,0; seul, ce qui indique une réparation normale, nous observons une absence de
phosphorylation de XRCC1 dans les cellules traitées Veliparib + H,0, (Figure 33A). Ceci montre que la
diminution de I'activité de PARylation inhibe la phosphorylation de XRCC1 recruté aux foyers des
cassures. |l a été montré que la phosphorylation de XRCC1 était nécessaire au recrutement de la PNKP,
une des protéines de réparation?’?’2, Nous avons donc examiné le recrutement de cette protéine par
immunofluorescence. Alors qu’une augmentation du nombre de foyers PNKP a bien été observée
lorsque les cellules sont traitées par le H,0, seul, aucune augmentation n’a été observée dans les
cellules traitées au Veliparib + H,O, (Figure 33B). Ces résultats indiquent donc que le traitement

combiné Veliparib + H,0; induit une accumulation de SSB, en figeant la voie SSBR en amont de I'étape

de phosphorylation de XRCC1.
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Figure 34 (figure supplémentaire 18 de I'article): The combined PARP inhibitor + H.O, treatment
does not induce other oxidative damages than SSBs. (B) NHDFs (FIMC1, DP=44.07 at the beginning
of the experiment) were treated daily or not with Veliparib + H,0; as in Figure 6. 53BP1 foci were
analyzed by immunofluorescence during the first 25 days of treatment. (C) hOGG1 foci were analyzed
by immunofluorescence at day 26. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per
nuclear focal plane in 100 nuclei. T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells
for each time point. (D) The mitochondrial membrane potential was evaluated by the JC-1 dye at day
25 by flow cytometry. Each bar gives the mean of the red / green fluorescence ratio in a population
of 10,000 cells normalized to the non-treated population.
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Le stress oxydant et les PARP1 et 2 sont décrits dans la littérature pour avoir d’autres effets que
I'induction et la réparation de SSB. Les especes réactives de I'oxygene peuvent aussi provoquer des
DSB, des modifications de bases, notamment |'oxydation de la guanine en 8-oxoguanine, et une
dépolarisation des mitochondries?”>*?”7, En plus d’étre impliquée dans la voie SSBR, la PARP1 contribue
a la réparation des DSB. Plus précisément, son activité concurrence la formation du complexe
Ku80/Ku70 nécessaire a la NHEJ. En cas de déficience de ce complexe, I'activité de la PARP1 devient
essentielle pour la réparation des DSB par une voie NHEJ alternative (A-NHEJ)?’#27°, La PARP1 facilite
également le recrutement du complexe MRN au niveau des fourches de réplication bloquées et facilite
ainsi leur résolution?%2!, Nous avons donc voulu déterminer si le traitement combiné Veliparib 1 mM
+ H;0, 5 uM induisait d’autres effets que I'accumulation de SSB. Tout d’abord, afin d’évaluer
I'induction potentielle de DSB, nous avons réalisé des immunofluorescences dirigées contre 53BP1.
Quels que soient la condition et le temps de traitement, nous n’observons pas d’augmentation de
foyers 53BP1 par rapport aux cellules contréle (Figure 34B). Ensuite, nous avons évalué I'accumulation
potentielle de bases oxydées. Celles-ci sont réparées par le systéeme Base Excision Repair (BER) faisant
intervenir des glycosylases spécifiques au type de base endommagée®®?. Afin de détecter
I'accumulation de 8-oxo-guanines, nous avons réalisé, apres 26 jours de traitement combiné et une
semaine apres I'arrét du traitement a I'H,0,, des immunofluorescences contre hOGG1 (8-oxoguanine
DNA glycosylase humaine 1). La encore, nous n’observons pas de différence de nombre de foyers
hOGG1 entre les cellules traitées et les cellules contréle (Figure 34C). Enfin, pour suivre la viabilité
mitochondriale, nous avons utilisé la sonde fluorescente JC-1 dont la longueur d’onde d’émission et
la localisation dépendent de la polarisation des mitochondries. En effet, lorsque les mitochondries
sont polarisées, la sonde s’y accumule et émet dans le rouge ; en cas de dépolarisation, elle en est
exclue et émet dans le vert. La dépolarisation mitochondriale est donc quantifiable par une diminution
du ratio rouge/vert. Nos analyses n’ont pas montré de diminution importante de ce ratio dans les

cellules traitées par rapport aux cellules contréle (Figure 34D).

Avec I'ensemble de ces expériences, nous avons donc montré que l'inhibition de I'activité des
PARP1 et 2 combinée a un stress oxydant ménagé permet d’induire et d’accumuler spécifiguement

des SSB, sans induire de DSB, ni d’oxydation de guanines, ni de dépolarisation mitochondriale.
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Figure 6
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Figure 35 (figure 6 de I'article): An SSB accumulation is enough to induce senescence and post-
senescence neoplastic escape. (A) Analysis of XRCC1 foci by immunofluorescence on NHDFs (F1IMC1,
DP=44.07 at the beginning of the experiment) treated daily or not with Veliparib at 1uM in
combination with H,0; at 5uM during 21 days and then with Veliparib alone. Each point represents
the mean number of XRCC1 foci per nuclear focal plane at indicated time of treatment from 100 nuclei
per condition. T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells for each time
point. (B) SA-B-Gal assays. Each bar represents the mean +/- SD percent of SA-B-Gal-positive cells in
an X-gal assay from 5 independent microscopic fields. T-tests were performed for comparing non-
treated and treated cells for each time point. (C) Growth curves of the same cells. (D) Representative
phase contrast microscopy images of cell morphologies.
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B. L"accumulation de foyers XRCC1 anormaux est corrélée avec la survenue d’un

plateau de sénescence

Afin de connaitre les effets de la persistance des SSB dans les NHDF, nous avons suivi leur
croissance. Nous avons observé, dans le cas d’un traitement combiné Veliparib + H,0,, la survenue
d’un plateau de croissance ou le nombre de doublements de population n’évolue plus entre les jours
25 et 39, malgré I'arrét du traitement a I’'H,0, (Figure 35C, Figure 36A). Nous avons voulu déterminer
les causes de cet arrét de croissance. Nous avons émis deux hypothéses : (i) le plateau est d(i a un
équilibre entre effet cytotoxique et prolifération cellulaire ; (ii) ce plateau est d( a un état de
sénescence.

Pour évaluer la premiére hypothése, nous avons réalisé un marquage annexine V/IP aprés 20
jours de traitement, période ou la croissance des cellules traitées diminuait (Figure 37D). Les résultats
mettent en évidence un taux de mortalité d’environ 10 % pour le groupe non traité qui augmente de
maniere non significative (test du Chi-deux) a 14 % pour le groupe traité au Veliparib + H,0,. De
maniére intéressante, le groupe traité a I’'H,0; seul subit la méme augmentation de mortalité, ce qui
indique que le léger effet cytotoxique est d{i au stress oxydant et pas au Veliparib.

Pour évaluer la deuxieme hypothése, nous avons tout d’abord analysé I'activité SA-B-Gal. Le
test colorimétrique X-gal révele une augmentation significative de I'activité B-Gal dans 50 % des
cellules au jour 31 pour le traitement combiné contre 5 % pour le groupe non traité (Figure 35B, Figure
36B). Ce résultat a été vérifié par une analyse en cytométrie en flux avec I'utilisation du substrat
fluorigéne C12FDG (Figure 37A, B). Ensuite, nous avons quantifié par cytométrie en flux la taille des
cellules et leur granularité. Nous remarquons une augmentation du pourcentage des cellules grosses
et granulaires dans le groupe traité au Veliparib + H,0, qui passe a 22 % de la population totale contre
11 % dans le groupe non traité (Figure 37A). Enfin, nous avons réalisé une analyse par western-blot
de I'expression des protéines clés de I'arrét dans le cycle cellulaire associé a la sénescence. Nous
observons une augmentation de I'expression de p16 dans les cellules traitées au Veliparib + H,0,,
associé a une diminution de la phosphorylation de Rb, ce qui met en évidence I'activation de la voie
p16/Rb (Figure 37C).

Ainsi, nous pouvons en conclure que le plateau de croissance induit par le traitement combiné

au Veliparib + H,0; correspond a une induction de sénescence prématurée médiée par la voie p16/Rb.
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Figure 36 (figure supplémentaire 20 de I'article): Same experiment as in Figure 6 with another NHDF
donor. NHDFs (FEMC1, DP=40.04 at the beginning of the experiment) were submitted daily to the
combined Veliparib +H,0, treatment as in Figure 7 for 31 days. Then, the H,0, treatment was stopped
but the Veliparib treatment maintained up to day 75. (A) Growth curves. (B) SA-B-Gal assays. T-tests
were performed for comparing non-treated and treated cells for each time point.
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Figure 37 (figure supplémentaire 21 de I’article): The combined PARP inhibitor + H,0, treatment
induces a panel of senescence markers. NHDFs (FIMC1, DP=40.01 at the beginning of the
experiment) were treated daily or not with Veliparib + H,0; as in Figure 7. (A) At day 25, cell
morphologies were analyzed by flow cytometry. The bar chart reports the percentage of cells with
high FSC and SSC values among 10,000 cells. (B) SA-B-Gal activity evaluated at day 25 by flow
cytometry using the C12FDG fluorescent substrate. The bar chart reports the mean C12FDG
fluorescence intensity of 10,000 cells. A Chi-square test was done to compare the fluorescence
intensity of each of the 10,000 irradiated or senescent NHDFs to non-irradiated NHDFs. (C) Western
Blot analysis of Rb, phospho-Rb (pRb), p16 and GAPDH (loading control) protein levels after 25 days
of treatment. (D) Level of cell death measured at day 20 by flow cytometry using the AnnexinV/PI
assay. The indicated percentage of dead cells regroups AnnexinV and/or Pl-positive cells.
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Figure 38 (figure 6 de I’article): An SSB accumulation is enough to induce senescence and post-
senescence neoplastic escape. (A) Analysis of XRCC1 foci by immunofluorescence on NHDFs (FIMC1,
DP=44.07 at the beginning of the experiment) treated daily or not with Veliparib at 1uM in
combination with H,0; at 5uM during 21 days and then with Veliparib alone. Each point represents
the mean number of XRCC1 foci per nuclear focal plane at indicated time of treatment from 100 nuclei
per condition. T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells for each time
point. (B) SA-B-Gal assays. Each bar represents the mean +/- SD percent of SA-B-Gal-positive cells in
an X-gal assay from 5 independent microscopic fields. T-tests were performed for comparing non-
treated and treated cells for each time point. (C) Growth curves of the same cells. (D) Representative
phase contrast microscopy images of cell morphologies. (E) HPRT assays performed on PSNE cells
having regrow after the senescent plateau and on non-treated exponentially growing NHDFs (Exp.
Growth) at 22PDs as control. The bars indicate the mean +/- SD of three measures of the percentage
of 6-TG resistant cells. T-tests were performed for comparing exponentially growing cells and
emerging cells.
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C. Certaines cellules ont la capacité de sortir de cet état de sénescence et génerent des

cellules filles mutées

La question suivante a été de déterminer si des cellules présentant des caractéristiques
cancéreuses étaient capables d’émerger de cette sénescence induite par I'accumulation de SSB non
réparées.

Pour cela, nous avons suivi le devenir des NHDF au-dela du plateau de sénescence. Nous avons
observé une reprise de croissance apres le jour 39 de cellules présentant les caractéristiques
morphologiques de cellules PSNE (Figure 38C). Nous remarquons que la croissance de ces cellules
PSNE est lente, avec un temps de doublement de 3,5 jours versus 1,5 jour pour les cellules en
croissance exponentielle, avant le plateau de sénescence. Ces cellules PSNE ne présentent plus de
marqueurs de sénescence: leur activité B-Gal a rediminué et leur taille, telle qu’observée au
microscope a contraste de phase, correspond a celles de cellules proliférantes. Néanmoins, par
rapport aux NHDF en croissance exponentielle avant le plateau de sénescence qui sont fusiformes et
bien organisés en faisceaux, les cellules PSNE présentent une morphologie étoilée et sont plus
désorganisées (Figure 38B, D), ce qui suggere qu’elles ont acquis certains caractéres transformés.

Pour mieux caractériser ce caractére transformé des cellules PSNE, nous avons recherché la
présence de mutations par un test HPRT. Comme déja montré, le traitement a la 6-thioguanine a
induit la mort des cellules contrdle en croissance exponentielle, alors que les cellules PSNE ont résisté
a ce traitement, indiquant qu’elles présentent une mutation perte de fonction du gene HPRT, et
potentiellement d’autres (Figure 38E).

Pour conclure, nous avons montré qu’un traitement au Veliparib + H,0, permet d’induire
spécifiqguement une accumulation de SSB persistantes, comme observé dans les cellules placées en
marge du PTV irradié de fagon similaire aux patients. Ces SSB sont suffisantes pour induire un
phénotype sénescent pouvant donner lieu a une émergence de cellules mutées et

morphologiquement transformées.
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VII. In vivo, l'irradiation induit des SSB dans les cellules de la peau localisées en marge du PTV
Les étapes suivantes de mon projet de these avaient pour but de confirmer ou infirmer les

résultats obtenus in vitro dans un modele préclinique murin.

A. Dispositif expérimental d’irradiation de souris en marge du PTV.
En collaboration avec de Dr vétérinaire Jérome Benoit d’Oncovet Clinical Research, nous avons
mis en place un systeme expérimental permettant d’irradier des souris en marge d’un fantéme

représentant le PTV.

Nous avons utilisé I'Eleckta Precise®, un accélérateur linéaire trés similaire au Varian Clinac® du
Centre Oscar Lambret que nous avons utilisé pour irradier les cellules. Un fantéme a été réalisé en
plagues de PMMA superposées. La souris est placée tout contre ce fantdme, couchée sur le c6té, sa
colonne vertébrale en contact avec le fantdme. La continuité de la matiére entre le fantome et la
souris est assuré par un gel d’échographie. Le fantome représente le PTV, la limite (isodose 50) étant
placée juste au niveau du contact avec la souris. Pour 'irradiation du PTV, I'isocentre a été positionné
a la méme hauteur que celle de la peau de la souris. L'irradiation a été réalisée en mode photon a

6 MV (Figure 39).
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Figure 39 (figure 4 de l'article): Mice positioned at the margin of a phantom mimicking a PTV
irradiated once at 2Gy have a significant increase of XRCC1 foci. (A) Schematic representation of how
mice were irradiated.
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Figure 40 (figure 4 de l'article): Mice positioned at the margin of a phantom mimicking a PTV
irradiated once at 2Gy have a significant increase of XRCC1 foci. (B) Mice were sacrificed 1hr after
irradiation. Skin samples at different distances from the isodose 50 (the spine), established as the
zero, were dissected and fixed for the immunodetection of XRCC1 and 53BP1. XRCC1 and 53BP1 foci
of dermal cells were quantified by confocal microscopy. Each dot in the scatter plots represents the
number of XRCC1 or 53BP1 foci of one dermal cell. The columns regroup all the values for each
condition and give the mean +/- SD of foci number values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni
correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated mice. The lower panel
shows representative fluorescent microscopic images of XRCC1 or 53BP1 foci in red and nucleus
stained by DAPI in blue.
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B. In vivo, I'irradiation induit des SSB dans les cellules de la peau localisées en marge du

PTV

En utilisant le design expérimental décrit ci-dessus (Figure 39), nous avons examiné si une
irradiation une fois a 2 Gy du fantéme pouvait induire des SSB dans les cellules de peau d’une souris
placée en contact étroit. Deux souris males et deux souris femelles ont été utilisées. De plus, une
souris femelle a été irradiée en plein champ (total body) comme controle positif et une autre femelle
n’a pas été irradiée pour servir de controle négatif. Une heure apres l'irradiation, les souris ont été
sacrifiées et des échantillons de peau ont été prélevés a différentes distances du contact avec le

fantome.

L'analyse par immunofluorescence des foyers XRCC1, marqueurs de SSB, montre que
I'irradiation a généré dans le derme de la souris irradiée en plein champ une augmentation
significative du nombre de foyers XRCC1 par noyau par rapport a la souris non irradiée, comme
attendu. En ce qui concerne les souris positionnées au contact du fantéme, l'irradiation a induit une
augmentation significative du nombre de foyers XRCC1 par noyau par rapport aux souris non irradiées,

et ce jusqu’a 2 cm du contact d’avec le fantdme (Figure 40).

L'analyse par immunofluorescence des foyers 53BP1, marqueurs de DSB, révele que seule la
souris irradiée dans le plein champ présente une augmentation significative du nombre de foyers

53BP1 par noyau par rapport a la souris non irradiée (Figure 40).

Ces résultats montrent que, chez les souris non irradiées directement, mais placées en marge
, A N . .
d’un fantéme irradié a 2 Gy, il se forme des SSB mais pas de DSB, comme dans les cellules en culture

in vitro.
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Figure 41 : Suivi par bioluminescence des souris p16-LUC positionnées en marge d’un fantéme
irradié. Des souris p16-LUC ont été positionnées en marge d’un fantdme (comme décrit dans la figure
19) irradié quotidiennement ou non pendant 7 semaines (soit jusqu’au jour 47). Une mesure de
bioluminescence a été effectuée aux jours indiqués, le jour 1 étant pris comme le premier jour
d’irradiation A. Radiance moyenne du dos des souris mesurée aux jours indiquées. La mesure ne prend
en compte que le tronc. La limite inférieure de la boite 8 moustache montre le 10°™ percentile et la
limite supérieure montre le 90°™ percentile. La barre centrale présente la médiane. Les barres
d’erreurs représentent les valeurs minimales et maximales. B. Radiance moyenne des souris males
uniquement. C. Radiance moyenne des souris femelles uniquement. Des T-tests ont été réalisés pour
comparer les souris non-irradiées aux souris irradiées en marge. *, ** et *** représentent
respectivement p<0.05, p<0.01 et p<0.001. D. Photos représentatives des souris aux différents points
de mesure. L'intensité de bioluminescence dans les souris males et femelles sont représentées avec
des échelles de couleur différentes.
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VIII. Une irradiation fractionnée induit-elle de la sénescence dans des souris positionnées en marge
du PTV?

Pour répondre a cette question, nous avons irradié, en utilisant le méme systéme expérimental
gue précédemment, des souris p16-LUC a 2 Gy par jour ouvré pendant 7 semaines (ce qui correspond
a l'irradiation maximale appliquée chez les patients), soit jusqu’au jour 47 aprés la premiére
irradiation. Dans les souris p16-LUC, I'ADN complémentaire de la luciférase suivi du signal de
polyadénylation de SV40 est inséré dans le site d’initiation de la traduction (I'exon 1a) d’un des alleles
du locus p16 endogene. Ceci a pour conséquence une expression de luciférase sous controle du
promoteur de p16. Cette construction permet donc un suivi en temps réel par bioluminescence de

I'expression de p16 qui est up-régulé transcriptionnellement dans les cellules sénescentes?®3,

Nous avons mené cette expérience une premiere fois sur 8 souris (4 males et 4 femelles)
positionnées en marge et 6 souris non-irradiées (3 males et 3 femelles) comme contréle négatif.
Malheureusement, du fait du manque d’approvisionnement en Antisedan (qui permet le réveil des
souris apres anesthésie) pendant la période du 1°" confinement lié a la pandémie de COVID19, une
grande partie des souris sont mortes apres 3 semaines d’irradiation. A la suite de cet incident, il nous
restait 5 souris irradiées en marge (2 femelles et 3 males) et 2 males non-irradiés. Le faible nombre
de souris survivantes ne nous a pas permis de conclure sur une induction de sénescence en marge du

champ d’irradiation.

Nous avons donc réitéré I'expérience dans les mémes conditions a la fin du confinement avec
12 souris irradiées en marge (6 males et 6 femelles) et 10 souris non-irradiées (5 males et 5 femelles).
Lors de I'analyse des résultats, nous avons di éliminer 4 males (2 non-irradiés et 2 irradiés en marge)
qui s’étaient battus et présentaient des blessures positives en bioluminescence. Nous avons par

ailleurs additionné aux résultats de cette expérience ceux de la premiére.

Ainsi le résultat compilé de ces deux expériences met en évidence une augmentation de
bioluminescence statistiquement significative dans les souris positionnées en marge du fantéme a
partir du jour 95, soit 48 jours apres la derniére irradiation (Figure 41A). Cela suggere que les
particules ionisantes diffusant depuis le fantdme vers la souris pourraient induire un phénotype
sénescent, apres un délai de plusieurs semaines. Par ailleurs, nous avons été surpris de constater qu'’il
existait une différence importante de réponse entre les males et les femelles, avec une plus grande
hétérogénéité dans la population male et un niveau de bioluminescence plus faible dans les souris
femelles que dans les males, qu’il s’agisse du niveau de base ou du niveau induit par l'irradiation

(Figure 41)
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Figure 42 : L’ABT263 élimine spécifiquement les cellules sénescentes radio-induites. (A) Courbe de
croissance de NHDF (FEMC, DP : 21,03 au début de I'expérience) cultivés en plaque 12 puits, irradiés
ou pas a 2 Gy par jour ouvré pendant 2 semaines (mode photon, 20 MV), puis traités chaque jour avec
1 uM d’ABT263 ou du DMSO pendant 4 jours. La marge est indiquée en termes de distance depuis la
limite du champ lumineux qui représente 50 % de la dose du PTV. Les cellules non irradiées ont été
laissées hors du bunker. Les cellules ont été comptées a chaque passage en utilisant une lame de
Malassez. (B) Analyse par cytométrie en flux du phénotype sénescent 24 h apreés le dernier traitement
a ’ABT263. Les axes représentent le FSC (taille) en fonction du SSC (granularité). L’activité SA-B-Gal
mesurée avec la sonde C12FDG (analysée ici grace au canal FITC) est représentée avec la gamme de
vert (le vert foncé représente une faible activité et le vert clair représente une forte activité). Le
pourcentage des cellules sénescentes indiqué correspond a celui des cellules ayant une forte intensité
C12FDG et une valeur de SSC et FSC élevée. (C) Courbe de croissance de MDA-MB231 (passage 43 au
début de I'expérience) cultivés en plaque 12 puits, irradiés ou pas a 2 Gy par jour ouvré pendant 2
semaines (mode photon, 20 MV), puis traitées chaque jour avec 1 uM d’ABT263 ou du DMSO pendant
3 jours. Les cellules non irradiées ont été laissées hors du bunker. Les cellules ont été comptées a
chaque passage en utilisant une lame de Malassez.
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IX. Expériences préliminaires d’utilisation des sénolytiques

Nos résultats suggerent que les fibroblastes positionnés en marge du PTV induits en sénescence
pourraient étre la source des sarcomes secondaires postradiothérapie. Il pourrait donc étre
intéressant, dans une optique de prévention des cancers secondaires, d’éliminer les cellules
sénescentes radio-induites a I'aide de sénolytiques. Nous avons commencé a vérifier |'efficacité de
quelques sénolytiques déja établis comme tels pour éliminer ces cellules. Plus particulierement, nous

avons testé le Navitoclax (ABT-263) ainsi que la combinaison du Dasatinib avec la Quercetin.

A. Le Navitoclax (ABT-263) permet I'élimination spécifique des fibroblastes sénescents

radio-induits

Sur des NHDF positionnés dans ou en marge du PTV ayant subi 2 semaines d’irradiation a 2 Gy
par jour ouvré, nous avons testé un traitement au Navitoclax appliqué a 1 uM par jour, pendant les 5
jours suivant les deux semaines d’irradiation. L’analyse de la croissance des populations cellulaires
montre que les NHDF non irradiés subissent un ralentissement de croissance au début du traitement
par le Navitoclax, suivie d’'une reprise de la croissance. En revanche, les NHDF irradiés en marge et
dans le PTV subissent de la mort cellulaire au cours du traitement par le Navitoclax (Figure 42A). Nous
avons quantifié le nombre de cellules sénescentes par cytométrie en flux, selon les paramétres FSC
(taille), SSC (granularité) et intensité de fluorescence du C12FDG (activité SA-B-Gal), a I'issue du
traitement. L’analyse révele une diminution de la proportion de cellules sénescentes dans tous les
groupes traités au Navitoclax par rapport au méme groupe non traité (Figure 42B), ce qui indique que
ce sont spécifiguement les cellules sénescentes qui ont été sensibles a I'effet l1étal du Navitoclax. Ce
traitement semble donc prometteur pour I’élimination spécifique des cellules en sénescence radio-
induite, que ce soit dans le PTV ou dans la marge. Afin de déterminer si le traitement au Navitoclax
pourrait interférer avec l'effet curatif de la radiothérapie, nous avons examiné son effet sur des
cellules cancéreuses apres une radiothérapie de deux semaines. Nous avons donc irradié pendant 2
semaines des MDA-MB-231 placés dans le PTV, puis nous les avons traitées au Navitoclax, comme les
NHDF. L’analyse de la courbe de croissance montre que le traitement au Navitoclax a amplifié la mort
des MDA-MB231 irradiées (Figure 42C). Donc le traitement au Navitoclax permet également

d’éliminer les cellules cancéreuses ayant résisté a I'effet létal des rayonnements.
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B. La combinaison Dasatinib et Quercetin ne permet pas I'élimination spécifique des

fibroblastes sénescents radio-induits

Pour tester I'efficacité du traitement combiné Dasatinib et Quercetin (D+Q), des NHDF ont été
irradiés pendant 2 semaines a 2 Gy par jour ouvré, puis ils ont été traités au Dasatinib a 200 nM et a
la Quercetin a 30 uM deux fois. Les courbes de croissance montrent que le traitement D+Q induit de
la mort dans toutes les conditions, y compris dans les NHDF non irradiés (Figure 43A). Il en est de
méme pour les MDA-MB231 avec I'élimination des cellules qu’elles aient été irradiées ou non (Figure
43B). Ces résultats montrent que ce traitement combiné D+Q manque de spécificité dans I’élimination

des cellules sénescentes.
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Figure 43 : La combinaison Dasatinib + Quercetin ne permet pas d’éliminer spécifiquement les
cellules sénescentes radio-induites. (A) Courbes de croissance de NHDF (F6MC, DP : 21,03 au début
de I'expérience) cultivés en plaque 12 puits, irradiés ou pas a 2 Gy par jour ouvré pendant 2 semaines
(mode photon, 20 MV), puis traités tous les deux jours avec 200 nM de Dasatinib et 30 uM de
Quercetin ou du DMSO pendant 4 jours. La marge est indiquée en termes de distance depuis la limite
du champ lumineux qui représente 50 % de la dose du PTV. Les cellules non irradiées ont été laissées
hors du bunker. Les cellules ont été comptées a chaque passage en utilisant une lame de Malassez.
(B-C) Analyse par cytométrie en flux du phénotype sénescent 24 h aprés le dernier traitement aux
Dasatinib et quercetin (DasaQ). (B) Courbes de croissance de MDA-MB231 (passage 43 au début de
I’expérience) cultivés en plaque 12 puits, irradiés ou pas a 2 Gy par jour ouvré pendant 2 semaines
(mode photon, 20 MV), puis traités tous les deux jours avec 200 nM de Dasatinib et 30 uM de
Quercetin ou du DMSO pendant 4 jours. Les cellules non irradiées ont été laissées hors du bunker. Les
cellules ont été comptées a chaque passage en utilisant une lame de Malassez.
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Chapitre 6 : Discussion

Nous avons montré qu’un protocole d’irradiation mimant une radiothérapie fractionnée a 2
Gy par jour ouvré induisait dans des fibroblastes placés en marge du PTV, que ce soit des fibroblastes
humains in vitro ou des cellules dermiques de souris in vivo, une accumulation de SSB, en quasi-
absence de DSB. Ces SSB ne se forment que lorsqu’il y a continuité de la matiére entre le PTV et les
cellules ou tissus périphériques, ce qui suggere que les SSB sont induites par des particules ionisantes
qui diffusent dans la matiére depuis le PTV. Ces SSB s’accumulent au fur et a mesure des irradiations
successives, du fait d’'un défaut de réparation résultant d’'une baisse d’activité de PARylation.
L’accumulation des SSB entraine la survenue d’un état de sénescence prématurée, caractérisé par des
changements morphologiques, une augmentation de I'activité SA-B-Gal, un arrét du cycle cellulaire
en phase G1 associé a une augmentation de |'expression des CKl pl6 et p21, ainsi qu'une
augmentation de la proportion de cellules multinucléées. In vivo, I'utilisation de souris p16-LUC
suggere que ce phénotype sénescent surviendrait aprés une période de 48 jours post-irradiation. Nous
avons aussi montré que certaines de ces cellules sénescentes sont capables de donner naissance a
des cellules filles proliférantes, mutées, aux capacités invasives augmentées. Nous avons prouvé le
lien de cause a effet entre I'accumulation de SSB et la survenue de sénescence et d’émergence post-
sénescence en montrant que des NHDF qui accumulent des SSB, suite a un traitement trés modéré au
peroxyde d’hydrogéne associé a un inhibiteur de PARP1 et PARP2, entrent en sénescence, puis, la
encore, certaines cellules s’échappent de I'arrét dans le cycle cellulaire pour donner naissance a une

descendance de cellules proliférantes, a morphologie transformée et mutées.

L’'ensemble de ces résultats nous améne donc a proposer que les sarcomes secondaires post-
radiothérapie pourraient se former a partir de fibroblastes péri-tumoraux, non directement irradiés,
mais soumis aux particules ionisantes qui diffusent dans le patient depuis le PTV. Ces particules
induisent tres préférentiellement des SSB, ce qui conduit a I’établissement d’'un phénotype sénescent
duquel des cellules néoplasiques peuvent émerger. Néanmoins, malgré I'acquisition d’un certain
nombre de caracteres transformés, ces cellules émergentes ne semblent pas capables de former de
tumeur aprés xénogreffe en souris immunodéprimée, du moins dans un délai de 7 mois. Afin de
démontrer le role de la sénescence dans I'émergence des sarcomes, nous devons réitérer les
approches d’irradiation de souris p16-LUC en marge d’un fantéme, les suivre a long terme pour le
développement de sarcomes et examiner si un traitement sénolytique appliqué a la fin du protocole

d’irradiation permettrait de prévenir le développement des sarcomes.

Les résultats de cette étude mettant en lumiere I'importance des SSB confortent des résultats

antérieurs de I'équipe obtenus dans des modeles de cellules épithéliales humaines normales
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(kératinocytes d’épiderme et cellules épithéliales mammaires) dont la sénescence est induite par une
augmentation de leur niveau de stress oxydant endogene. En effet, pour ces cellules également,
I'induction de sénescence est due a I'accumulation de SSB qui demeurent non réparées. De plus,
certaines cellules sénescentes peuvent également s’échapper de I'arrét dans le cycle cellulaire. Les
cellules PSNE ainsi générées présentent également des propriétés néoplasiques, allant jusqu’a la
capacité d’induire des tumeurs aprés xénogreffe dans des souris immunodéprimées!®272, Le
parallélisme de ces résultats suggere que le passage par un stade de sénescence SSB-dépendante

pourrait étre un mécanisme de tumorigenese qui peut se mettre en place dans plusieurs contextes de

stress chronique et modéré (stress oxydant endogene ou radiations ionisantes hors champ).

[.  Mécanismes d’entrée en sénescence des cellules irradiées en marge.

Comme dit précédemment, nos résultats suggérent que l'accumulation de SSB dans des
fibroblastes positionnés en marge d’un PTV soit responsable de I'entrée en sénescence. Afin de
conforter ce résultat, il serait intéressant d’empécher I'accumulation des SSB. Pour cela, on pourrait
augmenter I'expression de la PARP1 par génie génétique. On pourrait aussi tenter d’augmenter son
activité en fournissant aux cellules un exces de NAD+ qui est le substrat de la PARP1. De méme, on
pourrait inhiber la PARG, afin d’empécher la dégradation des PAR et ainsi booster la réparation. Par
ces différents moyens, si I'on parvient a suffisamment augmenter la réparation des SSB et de fait
empécher leur accumulation, on pourrait montrer directement leur impact sur l'induction de

sénescence.

Un point a élucider est la ou les voies moléculaires de transduction du signal entre
I'accumulation des SSB et I'entrée en sénescence. En effet, nous avons montré par RT-qPCR une
augmentation de lI'expression de pl16 et de p21. Or, dans les kératinocytes d’épiderme ou la
sénescence est induite par une augmentation du stress oxydant et une accumulation de SSB non
réparées, la sénescence est n’est associée qu’a une activation de la voie p16/Rb, sans activation de la
voie DDR conduisant a I'activation de p53 et a I'induction transcriptionnelle de p21272, Il se pose donc
deux questions. La premiéere est qu’est-ce qui conduit a I’activation de p16 dans les fibroblastes soumis
aux radiations hors champ ? Dans les kératinocytes, I'équipe avait montré que c’est I'accumulation de
XRCC1 non phosphorylé aux foyers de dommages qui entraine la phosphorylation de la p38MAPK puis
en aval I'activation de p16. Nous devrons donc déterminer si ce mécanisme a lieu également dans les
fibroblastes soumis aux radiations hors champ. La deuxiéme question est qu’est-ce qui induit
I'activation de p21? Nous devrons mieux analyser les marqueurs de la voie DDR comme la

phosphorylation p53 sur la sérine 15 car il a été montré qu’ATM peut étre activée en absence de
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dommages a I’ADN*?, Enfin, il serait intéressant de réaliser des co-marquages p16 et p21 afin de savoir

si les cellules expriment ces deux CKI de maniere mutuelle ou exclusive.

I Mécanismes de I'échappement de I'arrét du cycle associé a la sénescence

En triant les fibroblastes sénescents de facon a avoir des populations sénescentes débarrassées
de cellules encore proliférantes, nous avons observé que certaines cellules sénescentes peuvent
échapper de l'arrét du cycle cellulaire pour donner naissance a des cellules PSNE. Plusieurs

mécanismes, qui restent a investiguer en profondeur, pourraient contribuer a cet échappement.

A. Réle de la multinucléation des cellules sénescentes dans I'émergence post-

sénescence ?

La multinucléation est I'une des caractéristiques de la sénescence®. De nombreuses études ont
montré que les cellules sénescentes polyploides pouvaient donner naissance a des cellules filles
diploides par bourgeonnement grace a un mécanisme appelé dépolyploidisation?*2> Par exemple, il
a été montré sur des cellules de carcinome colique du rat qu’un traitement au cisplatine induit de la
sénescence. Certaines de ces cellules sénescentes sont multinucléées. Les auteurs de I'étude citée ont
trié les cellules multinucléées (c’est-a-dire ayant une quantité d’ADN supérieure ou égale a 8 N) et
montré que ces cellules peuvent échapper de I'arrét du cycle cellulaire pour former des colonies. De
maniere intéressante, les cellules filles proliférantes provenant des cellules polynucléées étaient

diploides?®®,

Dans notre étude, nous obtenons en marge du PTV des cellules multinucléées. Nous pouvons
émettre I'hypothése que ces cellules multinucléées soient la source des cellules PSNE. Pour tester
cette hypothese, on pourrait trier les cellules sénescentes selon leur contenu en ADN et observer si
I’on obtient une fréquence d’émergence différente entre la population polyploide et la population

non-triée.

B. Altération des voies d’arrét dans le cycle cellulaire ?

Il est établi que I'arrét dans le cycle cellulaire des cellules sénescentes peut étre di aux voies
p16/Rb et/ou p53/p21. Dans notre étude, nous observons une augmentation de I'expression en ARNm
de p16 et de p21. Un mécanisme possible pour échapper de I'arrét du cycle associé a la sénescence
est une altération de ces voies. Ceci a été montré pour la sénescence induite par I'activation de

I’'oncogéne B-RAFV6%%E, Cette sénescence est dépendante de p16. In vivo, on retrouve des mélanocytes
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sénescents positifs pour B-RAF'6% et p16 dans les naevi, des lésions prénéoplasiques qui peuvent
évoluer en mélanome. De maniére intéressante, le géne CDKN2A qui code pl6 et pl4ARF est
fréquemment délété dans les mélanomes. De plus, la perte de ce géne est suffisante pour induire

I’échappement des cellules sénescentes de I'arrét du cycle cellulaire®®®,

Nous pouvons émettre I’hypothése que dans notre étude une altération de la voie p16/Rb est
responsable de I'échappement de I'arrét du cycle associé a la sénescence. A I'appui de cette
hypothese, I'altération de CDKN2A et/ou de RB1 codant pour Rb est retrouvée dans 97 % des
sarcomes induits postradiothérapie?*3. De plus, le résultat du séquencage des cellules PSNE montre
une mutation dans un intron du gene CDKN2A, ce qui pourrait impacter son expression. Ainsi,
I'altération de CDKN2A pourrait étre responsable de I'échappement de I'arrét du cycle cellulaire des

fibroblastes sénescents induits par les radiations hors champ.

Une autre hypothése est la surexpression d’une ou plusieurs protéines promouvant la
progression du cycle cellulaire. C'est ce qui a été observé dans une lignée cancéreuse pulmonaire
induite en sénescence par chimiothérapie olU I'échappement de la sénescence dépendait de

I’expression de CDK1%4,

C. Les SSB : un déterminant important de I'émergence ?

1. Les SSB a I'origine des mutations des cellules PSNE ?

Nous avons vu que les cellules sénescentes radio-induites en marge accumulent des SSB non
réparées. Par ailleurs, la sénescence est, dans notre cas, majoritairement associée a un arrét en phase
G1. Le fait que quelques cellules sénescentes échappent de I'arrét du cycle cellulaire implique
obligatoirement qu’elles passent en phase S. Si c’est le cas, ces quelques cellules sénescentes
devraient subir un second arrét en phase S, car les fourches de réplication devraient bloquer devant
les SSB non réparées. Puis, ce type de dommage devrait étre réparé pour que la phase S reprenne et
que la mitose ait lieu. Des fourches bloquées peuvent s’effondrer et donner lieu a des one-ended DSB.
De tels dommages peuvent étre réparés par Recombinaison Homologue (HR) ou par plusieurs formes
de Non-Homologous-End Joining (NHEJ)?®”. PARP1 orienterait la réparation des fourches bloquées vers
la HR en facilitant le recrutement du complexe MRN grace aux chaines de PAR?’°, Ainsi, a cause de la
baisse d’activité de la PARP1 que nous observons a la sénescence, la NHEJ réputée mutagéne serait

favorisée. En effet, le séquencage des cellules PSNE montre la présence de nombreuses mutations.
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Nous pouvons donc émettre I'hypothése que I'accumulation de SSB non réparées dans les
cellules sénescentes radio-induites serait responsable de la formation de mutations dans les cellules

PSNE et favoriserait ainsi la tumorigenese.

2. DSB versus SSB non réparées : le déterminant de la stabilité de I'arrét du cycle ?

Dans notre étude, lorsque nous quantifions de facon comparative les cassures de I’ADN des
fibroblastes irradiés dans le PTV et dans sa marge, nous observons a la fois des DSB et des SSB dans le
PTV et quasi-uniquement des SSB dans la marge. Dans le PTV, nous observons I'induction d’un
phénotype senescent-like, que nous n’avons pas caractérisé en détail, qui est suivi par une mort
cellulaire, alors qu’en marge les cellules sénescentes persistent et donnent naissance a des cellules
filles proliférantes, mutées et aux capacités invasives augmentées. Etant donné ces résultats, on peut
se demander si le type de dommages a I’ADN a l'origine du phénotype sénescent, DSB versus SSB,

influe sur le devenir des cellules sénescentes.

Un premier argument en faveur de cette hypothese est que I'induction spécifique de SSB, sans
induction de DSB, obtenu par un co-traitement par un inhibiteur de PARP et une concentration faible

de peroxyde d’hydrogene, permet d’induire un phénotype sénescent propice a I'émergence de

cellules filles mutées.

Un second argument provient de I'étude antérieure de Nassour et al. dans I'équipe qui a
comparé les dommages associés a la sénescence de NHDF et de NHEK (kératinocytes d’épiderme)
provenant d’'un méme donneur, donc isogéniques. Dans le premier cas, la sénescence résulte du
raccourcissement des télomeres et de la formation de DSB conduisant a une activation de la voie DDR
et a I'activation de p53/p21. L’arrét du cycle cellulaire ainsi induit est extrémement stable, du moins
pendant plusieurs mois. Dans le cas des kératinocytes, le plateau de sénescence est causé par une
augmentation du stress oxydant endogene associée a une baisse d’expression de PARP1 et d’activité
de PARylation. Cela conduit a une accumulation de SSB, et a I'induction de p16, responsable de
I’établissement du plateau de sénescence. Parmi les cellules sénescentes, systématiquement une sur
10 000 environ donne spontanément naissance a des cellules filles transformées et tumorigénes. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus dans le modeéle des fibroblastes co-traités Véliparib + H,0,.
Ainsi, Ces observations aménent a faire I’'hypothese que le type de dommages a I’ADN et les voies
d’arrét du cycle induites en aval pourraient déterminer la stabilité de I'arrét du cycle cellulaire associé

a la sénescence.
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Ainsi, nous disposons de trois modeéles de sénescence induite par une accumulations de SSB,
a savoir l'irradiation en marge d’un PTV irradié selon un protocole d’irradiation fractionnée, une
induction spécifique de SSB par cotraitement avec le Veliparib et le peroxyde d’hydrogéne et enfin le
modele du kératinocyte. Dans ces trois modeles, certaines cellules sénescentes peuvent donner

naissance a des cellules filles proliférantes aux propriétés néoplasiques.
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[l Activité de PARylation et risque de second cancer

A. Causes de la baisse d’activité de PARylation
Nous avons montré que I'accumulation de SSB en marge du PTV est associée a une diminution

d’activité de PARylation. La ou les raisons de cette baisse d’activité de PARylation restent a élucider.

Des résultats préliminaires de RT-gPCR réalisées par Elodie Rodzinski, étudiante en M2 dans
I’équipe, montrent que cette diminution d’activité est associée une diminution de I'expression de

PARP1 de 20%, quoique pour I'instant non statistiquement significative.

Récemment a été mis en évidence YB-1, un co-facteur de PARP1. Sa présence stimule I'activité
de la PARP1, mais conduit a la production de chaines de PAR plus courtes?®, HPF1 est de méme un
co-facteur indispensable a I'activité de PARP1 et PARP22%, On peut supposer gqu’une variation
d’expression de l'un ou l'autre de ces co-facteurs pourrait contribuer a diminuer l'activité de

PARylation qui s’installe au cours des irradiations.

Une autre hypothése est 'augmentation de I'expression et/ou de I'activité de PARG (Poly
(ADP-Ribose) Glycohydrolase) ou d’une autre ADP-ribose hydrolase, ARH3. Ces enzymes permettent
I’'hydrolyse des chaines de PAR lors de la résolution du dommage?®. Les données de la littérature
montrent que PARG est surexprimée dans les cancers du sein HER2 positifs et est associée a un
mauvais pronostic. In vitro, la surexpression de PARG dans des cellules épithéliales mammaires
normales induit une augmentation de leurs capacités invasives, les rend indépendantes de I'ancrage,
et surtout leur confére la capacité de former des tumeurs lorsqu’elles sont xénogreffées dans des
souris immunodéprimées NOD/SCID*. Néanmoins, les résultats préliminaires de RT-gPCR d’Elodie
Rodzinsky ne semblent pas indiquer de changement dans I’expression de PARG ou de ARH3 dans les

NHDF irradiés en marge.

Une derniere hypothése que nous pouvons émettre est que la demande répétée et forte en
NAD+, le substrat des PARP, pour réparer les cassures induites par les irradiations successives pourrait
induire une déplétion du pool de NAD+, inhibant de fait I'activité enzymatique. Néanmoins, un contre-
argument a cette hypothese est qu’'une déplétion en NAD+ due a une suractivation de PARP est
connue pour induire la mort de la cellule. Cela a été montré pour plusieurs types cellulaires comme
les astrocytes, les neurones et les fibroblastes?®2. Ainsi, la déplétion en NAD+, si elle avait bien lieu,
devrait étre modérée afin d’induire une inhibition de I'activité de PARylation suffisante pour inhiber

la réparation des SSB sans affecter la viabilité cellulaire.
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B. L'utilisation d’inhibiteurs de PARP pour induire la [étalité synthétique : un risque d’induire
des cancers secondaires ?
La léthalité synthétique consiste en l'inhibition de deux génes qui, inhibés séparément

n‘induisent pas la mort de la cellule, mais qui inhibés ensemble Iinduisent. L’application
thérapeutique la plus connue de ce principe est 'utilisation d’inhibiteurs de PARP dans le traitement
de tumeurs mutées pour le gene BRCAL. Dans ce cas, I'inhibition de PARP va conduire a la persistance
de SSB qui deviendront des DSB non réparées du fait du manque de BRCA1, lesquelles induiront la
mort des cellules cancéreuses 2°°. La [éthalité synthétique peut aussi &tre obtenue avec une déficience
dans d’autres genes suppresseurs de tumeur. Ainsi, la déficience en ATM ou ATR a été associée avec
une augmentation de la sensibilité aux inhibiteurs de PARP et fait maintenant I'objet d’investigations

cliniques pour induire la léthalité synthétique®®>.

Notre étude montre que I'accumulation de SSB non réparées pourrait étre la cause de cancers
secondaires, via un passage par un état de sénescence prématurée. Cela suggére que I'utilisation
d’inhibiteurs de PARP pourrait certes avoir un effet curatif en favorisant la mort par léthalité
synthétique de cellules cancéreuses déficientes en BRCA1, ATM ou ATR, mais pourrait aussi induire
une sénescence prématurée dans des cellules normales, qui pourraient a long terme étre sources de

transformation néoplasique.

V. Les nouvelles techniques de radiothérapie et le risque de cancer secondaire
Nous avons étudié la tumorigenése induite en marge d’un PTV irradié selon un protocole de

radiothérapie conformationnelle 3D (3D-CRT) en mode photon a 2 Gy par jour. Ce protocole est celui
le plus communément utilisé en radiothérapie. Dans les derniéres décennies, de nombreuses autres
techniques de radiothérapie sont apparues. Cependant, elles sont apparues trop récemment pour que
I’on puisse avoir un réel recul sur I’épidémiologie des cancers secondaires induits par ces techniques.
L'idée dans cette derniére partie est, a partir des données préexistantes de la littérature, de voir si le
mécanisme putatif de tumorigenese post-radiothérapie que nous avons mis en évidence serait ou non

toujours présent avec ces nouvelles techniques.

A. Radiothérapie par modulation d'intensité

La radiothérapie IMRT (intensity modulated radiotherapy) est une technique apparue dans les
années 90 permettant de moduler I'intensité des différents faisceaux, afin de conformer au mieux le
volume dans lequel 100% de la dose est déposée a la forme de la tumeur et de limiter la dose regue

par les organes arisques. L'IMRT implique I'utilisation d’'un nombre de faisceaux plus importants qu’en
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3D-CRT (Figure 45). Ceci a pour conséquence une augmentation du volume de tissu sain en marge,
méme si celui-ci regoit une plus faible dose que lors de la 3D-CRT. La modulation d’intensité requiert
aussi un temps d’irradiation plus long, ce qui implique un risque de fuite de particules provenant de
la téte de I'accélérateur plus important comparé a la 3D-CRT. Ainsi, le volume de tissu sain recevant
une dose significative d’irradiation est augmenté par rapport a la 3D-CRT. Cette constatation suggére

une augmentation du risque de second cancer avec I'IMRT?942%,

Tumeur

Organe a risque

3D-CRT IMRT

.-

Figure 45 : Représentation schématique de la distribution de dose de la 3D-CRT et de I'IMRT. Les
faisceaux gris représentent des faisceaux délivrant de fortes doses et les faisceaux bleus représentent
des faisceaux délivrant de faibles doses. L'IMRT, contrairement a la 3D-CRT, permet par la modulation
de I'intensité au sein de ses faisceaux de délivrer une forte dose spécifiguement au volume tumoral
tout en évitant les organes a risque situés a proximité. Adapté de la présentation : « PROSTATE
CANCER: RADIATION THERAPY APPROACHES » ANDREW L. SALNER
https://www.slideserve.com/saxon/prostate-cancer-radiation-therapy-approaches
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Dans les années 2000, plusieurs équipes ont tenté d’évaluer le risque de cancer secondaire
consécutif a I'utilisation de cette technique par des modélisations, en se basant sur les données de
dosimétrie. Une étude sur des patients irradiés au niveau du pelvis a montré un dép6t de dose plus
important au niveau de la peau par rapport a une irradiation 3D-CRT. Concernant les autres organes,
les auteurs n’ont pas calculé d’augmentation du risque de cancer secondaire, notamment pour la
vessie et I'intestin?®. Une autre étude s’intéressant a des données issues de patients traités pour des
cancers de la prostate a montré qu’il n’y avait pas de changement dans le risque de développement
de cancer secondaire dans le PTV ou a proximité. En revanche, ils ont estimé une augmentation du

risque dans des organes distants comme la thyroide, les glandes salivaires et la cavité orale?”.

Plus récemment, les résultats préliminaires d’études épidémiologiques visant a estimer le
risque de cancer secondaire suite a des IMRT sont sortis. Ces études ont comme défaut un faible
temps de suivi des patients de 13 ans maximum, sachant que la médiane de survenue des cancers
secondaires est de 15 ans. Ces études ne démontrent pas d’exces de risque de cancers secondaires
suite a I'lMRT par comparaison a la 3D-CRT. Une premiere étude compare des patients traités par
IMRT a des patients traités par 3D-CRT pour des cancers de la prostate avec une médiane de suivi de
5,2 ans (min-max : 2-10 ans). Les résultats ne montrent pas de différence entre I'IlMRT et la 3D-CRT a
I’exception des cancers secondaires du colon et du rectum ou I'IMRT permet d’en diminuer le
risque?®®. Une autre étude regroupant des patients traités par IMRT ou 3D-CRT pour différents types
de cancers avec une médiane de suivi de 5,1 ans (min-max : 2-13,8 ans) n’a pas démontré d’exces de
risque de développer un cancer secondaire avec I'IMRT comparé a la 3D-CRT. Plus encore, ils ont
observé une légére diminution du risque de cancer secondaire de la téte et du cou avec I'IMRT?*, A
I'inverse, une étude portant sur 1561 patients traités pour des cancers de la prostate par 3D-CRT (854)
ou IMRT (707) a montré un risque plus important de développer un second cancer apres un traitement
IMRT. Les auteurs ont en effet trouvé un taux d’incidence de 25,1 seconds cancers pour 10 000

personnes-années pour I'IMRT, contre 19,2 pour la 3D-CRT3®,

Ainsi, les études épidémiologiques ne permettent pas a ce jour de conclure sur une différence
dans la survenue des cancers post-radiothérapie aprés IMRT comparé a 3D-CRT. Néanmoins, notre
étude suggere que c’est I'induction de dommages de I’ADN et de sénescence en marge qui serait
responsable de I'émergence de cancer secondaire. Ainsi, en augmentant le volume de la marge, I'IMRT

devrait augmenter la probabilité d’induire des cancers secondaires.
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B. Hadronthérapie

L’hadronthérapie est une technique de radiothérapie qui utilise des particules chargées au lieu
de photons pour irradier les tumeurs. Ces particules peuvent étre des protons, on parle alors de
protonthérapie, ou d’autres ions tels que des ions carbone, hélium, lithium, oxygéne, etc. Un avantage
de l'utilisation de ces particules est que I'énergie transférée dans la matiere est élevée et permet
d’induire des dommages complexes par ionisation directe de ’ADN indépendamment de la présence
d’oxygeéne. Cet effet permet donc de traiter des tumeurs hypoxiques considérées comme
radiorésistantes aux techniques d’irradiation utilisant des photons. Un autre avantage de |'utilisation
de ces particules est que le dépo6t d’énergie dans la matiere se fait quasiment uniquement en fin de
parcours et sur une échelle de distance assez courte appelée pic de Bragg (Figure 46). Avant ce pic, la
dose déposée est tres faible et la dose dite de sortie aprés ce pic est considérée comme nulle. Le dép6t
de dose en profondeur est donc mieux contrdlé qu’avec les rayons X. Cette propriété permet de
diminuer la dose déposée dans les tissus sains traversés par les faisceaux et des tissus en marge des
faisceaux en amont et en aval de la tumeur sans diminuer la dose déposée dans la tumeur et dans sa

marge3,

Rayon X (photon) Pic de Bragg (proton)

dose

profondeur

Figure 46 : Courbe représentative du rendement en profondeur d’un faisceau de rayons X ou de
protons formant un pic de Bragg. Adapté de : Mallick S. (2020) Proton Therapy. In: Mallick S., Rath G.,
Benson R. (eds) Practical Radiation Oncology. Springer, Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-
15-0073-2_12

Cela permet de supposer une baisse du risque de cancer secondaire par rapport a la
radiothérapie par photons. Ceci a été montré sur des simulations de traitement de cancers de la
prostate et du sein0?3%% Une autre étude nuance ces résultats. En effet, cette étude simulant le

traitement de six cancers pédiatriques par IMRT (mode photon) ou par protonthérapie suggére que
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'IMRT permet de diminuer le risque de cancer secondaire en bordure du champ d’irradiation par
rapport a la protonthérapie. En revanche, a distance du champ d’irradiation, I'IMRT augmente ce
risque par rapport a la protonthérapie. Ce résultat est di a la dose recue plus faible a distance de la

tumeur pour la protonthérapie comparé a I'lIMRT3%,

Il existe assez peu de données cliniques sur le risque de cancers secondaires associés a
I’hadronthérapie. Les seules existantes concernent la protonthérapie, du fait de son ancienneté.
Comme pour I'IMRT, les études concernant la protonthérapie ont été réalisées sur un faible temps de
suivi des patients. De plus, 'hadronthérapie est un mode de traitement assez peu utilisé, ce qui mene
a des études cliniques réalisées sur un faible nombre de patients. Cela est problématique pour
I’évaluation de I'incidence d’un évenement rare comme le développement de cancer secondaire. Une
étude réalisée sur 558 patients traités par protonthérapie comparés a 558 autres patients traités par
photonthérapie avec une médiane de suivi de 6,7 ans a montré une plus faible incidence de cancer
secondaire pour le traitement par protonthérapie avec une incidence de 5,2 % contre 7,5 %3%.
Néanmoins, cette différence n’est pas significative. Une autre étude comparant 5867 patients traités
par protonthérapie avec 293 486 autres patients traités par IMRT a montré une diminution
significative du risque de cancer secondaire suite au traitement de cancers de la téte et du cou ou de
la prostate par protonthérapie3®. Ainsi, les quelques études cliniques semblent confirmer les
simulations prédisant une diminution du risque de cancer secondaire avec le traitement par

hadronthérapie comparé au traitement par photonthérapie.

L’'hadronthérapie permet un dépo6t d’énergie localisé au niveau du volume tumoral. De plus,
le dépot se réalise grace a des particules de haute énergie créant préférentiellement des DSB et des
dommages complexes, ce qui d’apres notre modele est peu propice a l'induction de sénescence
susceptible d’étre source de cancer secondaire qui nécessite I'induction spécifique de SSB3,
Néanmoins, aucune donnée n’est disponible sur les effets de I’hadronthérapie en marge du PTV. On
peut toutefois citer le projet ANDANTE en cours visant a caractériser les effets biologiques des

neutrons secondaires3°.
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> Lorsqu’elles vieillissent, les cellules se repro-
gramment profondément pour entrer dans un
état appelé sénescence. Si le lien entre sénes-
cence et cancer ne fait plus de doute, la nature
de ce lien reste ambigué et controversée. Nous
décrirons dans cette revue, les propriétés des
cellules sénescentes et examinerons en quoi elles
pourraient favoriser ou, au contraire, défavoriser
I’initiation des cancers et leur progression. Nous
verrons également dans quelle mesure la sénes-
cence intervient dans la réponse aux thérapies
anti-cancéreuses classiques et comment en tirer
parti pour augmenter I’efficacité de ces théra-
pies tout en diminuant leurs effets secondaires. <

Malgré des avancées tres significatives dans la prise en
charge des patients et dans Iefficacité des thérapies,
la lutte contre le cancer fait encore aujourd’hui face
a de nombreuses inconnues, tant en ce qui concerne
les mécanismes fondamentaux de tumorigenése, qu’en
ce qui concerne les modes d’action précis des théra-
pies, les processus de résistance a ces thérapies ou les
mécanismes de récurrence de la maladie.

Le corps humain est composé de plus de 200 types cellu-
laires différents, les plus communs étant les fibroblastes,
encore appelés cellules stromales, et les cellules épithé-
liales. Ces derniéres sont a I'origine des carcinomes et des
adénocarcinomes, des cancers trés fréquents dont Iinci-
dence augmente fortement avec 'dge. En comparaison,
les sarcomes, les cancers ayant pour origine les cellules
stromales, sont beaucoup plus rares et leur incidence
est indépendante de I’dge’. Ces observations soulévent
la question d’un lien potentiel entre les mécanismes
cellulaires et moléculaires du vieillissement et ceux de
la tumorigenese, avec d’éventuelles spécificités liées au
type cellulaire. Dans cette revue, nous exposerons ce qui,
aujourd’hui, est connu des mécanismes du vieillissement

Vignette (Photo : génération de cellules transformées par échappement de la sénes-
cence. © Corinne Abbadie).
! Statistiques du National cancer institute, €tats-Unis.
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cellulaire et nous discuterons leur impact potentiel a différents niveaux
de I'histoire du cancer et de son traitement.

La sénescence cellulaire, ou comment se manifeste
le vieillissement a I’échelle de nos cellules

La sénescence est un état cellulaire spécifique qui a été décrit pour
la premiére fois par Leonard Hayflick au début des années 1960. I
avait observé que des fibroblastes humains normaux (non issus d’un
cancer) ont une durée de vie limitée lorsqu’ils sont mis en culture
in vitro : aprés une phase de croissance exponentielle, ces cellules
entrent dans une phase d’arrét de prolifération stable, voire irréver-
sible [1] (Figure 1). Loin d’étre une mort cellulaire, cet état sénescent
est associé a de nombreux changements morphologiques, métabo-
liques, génétiques et épigénétiques. On peut considérer en fait que
les cellules sénescentes sont entierement reprogrammées : leur taille
et leur étalement sur le support de culture augmentent considéra-
blement (Figure 1) ; leur métabolisme énergétique se modifie ; elles
développent un stress du réticulum endoplasmique et augmentent leur
activité autophagique ; elles deviennent résistantes a I"apoptose ;
elles expriment un transcriptome, un protéome et surtout un sécré-
tome spécifiques ; elles présentent des modifica-
tions épigénétiques complexes [2-4] (=P).

Des ses premiers travaux, Hayflick avait proposé

(=») Voir la Syntheése
de Jean-Marc Bron-
dello et al., m/s n° 3,

. . ) .. mars 2012, page 383
que cet état sénescent correspondait au vieil-

lissement des cellules, et qu’une horloge biologique interne liée a la
division cellulaire en fixait la survenue. €n fait, ce qu’avait découvert
Hayflick est ce que I'on appelle désormais la sénescence réplicative ;
elle s’établit a la suite du raccourcissement des télomeres a chaque
réplication, ce qui constitue I’horloge biologique, jusqu’a ce qu’ils
atteignent une taille critique qui initiera la sénescence. Ainsi, si I'on
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Figure 1. Définition de la sénescence cellulaire. A. €n culture in vitro, des fibro-
blastes normaux (ici, isolés de derme humain) se divisent une cinquantaine
de fois (phase de croissance exponentielle), et ceci durant environ 5 mois. lls
entrent ensuite en sénescence. Dans cet état, ils ne se divisent plus, comme on
peut le voir sur la courbe de croissance qui atteint un plateau. Si on observe les
cellules au microscope a contraste de phase (B), on constate qu’ils présentent
une morphologie typique : ils sont beaucoup plus grands et étalés que des fibro-
blastes en phase de croissance et contiennent de nombreux éléments figurés
(vésicules et agrégats, fleches noires) dans leur cytoplasme. La barre d’échelle
représente 50 pum.

fait exprimer par les cellules la télomérase, une enzyme qui permet
d’allonger les télomeéres, celles-ci n’entrent jamais en sénescence
réplicative [5]. La sénescence peut cependant étre induite préma-
turément, indépendamment d’un raccourcissement des télomeres,
par une variété de stress - c’est ce que Ion appelle la SIPS (stress-
induced premature senescence, ou sénescence prématurée induite par
le stress). Parmi ces stress, citons le stress oxydant, les stress géno-
toxiques comme ceux induits par la chimiothérapie et la radiothéra-
pie anticancéreuse ou les radiations ultra-violettes (UV). De méme,
I’activation d’un oncogéne, comme BRAF'%%€2 oy Iinhibition d’un
géne suppresseur de tumeur, comme PTEN (phosphatase and tensin
homolog), peuvent induire une sénescence appelée 0IS (oncogene-
induced senescence ou sénescence induite par les oncogénes).

Dans tous ces contextes de sénescence, deux voies
induisant I'arrét du cycle cellulaire interviennent.
L'une est la voie appelée DDR (DNA damage response
ou voie de réponse aux dommages de I’ADN). Elle est
activée en réponse a des dommages de I’ADN bien
spécifiques : des téloméres raccourcis, des cassures
double-brin et des fourches de réplication bloquées.
€lle aboutit a Pactivation du géne suppresseur de
tumeur TP53 (codant p53), celui que I’on nomme
souvent le gardien du génome, qui lui-méme induit
I’expression de p21°. autre voie est la voie dite pl6/
Rb (retinoblastoma) [4], connue pour étre induite a
la sénescence par le stress oxydant [6]. Néanmoins,
les modalités précises de cette induction ne sont
pas entiérement connues. Nous avons montré que,
dans le cas des cellules épithéliales (notamment les
kératinocytes d’épiderme et les cellules épithéliales
mammaires), dont la sénescence est indépendante
du raccourcissement des télomeres, mais dépen-
dante du stress oxydant, cette voie est induite par
’accumulation de cassures simple-brin de ’ADN [7]
(Figure 2). plé, comme p21, inhibent I"activité de cer-
tains complexes cycline-cdk qui ont pour fonction de
phosphoryler Rb, qui est, comme p53, un suppresseur
de tumeur majeur. Lorsque ces complexes sont inhibés,
Rb n’est pas phosphorylée. Il immobilise et inactive
alors le facteur de transcription €2F dont I’expression
des genes cibles est nécessaire a la progression des
cellules dans la phase S du cycle cellulaire. Ainsi la
prolifération des cellules est arrétée [8]. Le couple
Rb/€2F, induit par I’expression de plé, est également
impliqué dans la formation de foyers d’hétérochroma-
tine (ou senescence-associated heterochromatin foci
[SAHF]) préférentiellement au niveau des promoteurs
des genes cibles d’€2F, ce qui contribue a leur extinc-
tion et donc a I’arrét du cycle cellulaire [9].

Une question longtemps débattue était de savoir si
la sénescence était un artéfact di a la prolifération
extensive des cellules en culture in vitro ou si elle
pouvait advenir in vivo en lien avec le vieillissement.
Il est désormais établi que des cellules sénescentes
s’accumulent avec I’dge dans la quasi-totalité de nos
organes. Plusieurs publications du groupe de Jan van
Deursen (Mayo Clinic, Rochester, Minnesota, ftats-
Unis) ont par ailleurs montré chez la souris, que si I'on
élimine, par un artifice transgénique, les cellules sénes-
centes au fur et a mesure de leur apparition, la durée
de vie des animaux pouvait étre accrue de 20 a 25 %
et I"incidence de nombreuses pathologies associées au

? Le géne BRAF code la protéine oncogénique B-Raf. La mutation V600E correspond & un chang t
d’acide aminé en position 600 dans B-Raf, avec une valine (V) remplacée par un acide glutamique (€).
Cette mutation se produit au sein du domaine kinase.
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¥ p53 induit I'expression de la protéine p21 qui inhibe les complexes cycline D/
Cdk(cyclin dependent kinase)4, cycline €-A / Cdk2, ce qui arréte le cycle.
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voies sont indiqués dans les bulles. BRAF'®€ : forme activatrice du gene BRAF ; PTEN : phosphatase and tensin homolog ; Rb : rétinoblastome ;

Cdk : cyclin-dependent kinase.

vieillissement diminuée [10, 11]. La sénescence cellulaire correspond
donc bien au vieillissement cellulaire et contribue, au moins en partie,
au vieillissement normal et pathologique de I'organisme.

Cancer et sénescence : I’évidence d’un lien, mais lequel ?

Chez ’lhomme, les cancers les plus fréquents, les carcinomes et les
adénocarcinomes, sont clairement liés a I’age et, chez la souris, I’éli-
mination des cellules sénescentes permet de retarder la survenue des
cancers [12], suggérant que la sénescence serait pro-tumorale. Or,
une des caractéristiques majeures des cellules sénescentes est 'arrét
de leur cycle cellulaire, de fagon tres stable voire irréversible, par acti-
vation des deux genes suppresseurs de tumeur, TP53 et RB. Comment
donc ces cellules pourraient-elles devenir cancéreuses, c’est-a-dire
douées d’une capacité de prolifération non contrdlée alors qu’elles se
trouvent en arrét de leur cycle cellulaire ? Des marqueurs de sénes-
cence sont retrouvés dans des hyperplasies ou des tumeurs bénignes,
comme les nzvi (ou grains de beauté) ou les hyperplasies bénignes
de la prostate, mais ils ne sont plus détectés lorsque ces tumeurs
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évoluent en tumeurs malignes [13]. Des marqueurs de
sénescence ont cependant pu étre détectés dans des
tumeurs avancées, notamment des tumeurs mammaires
exprimant I’oncogéne HER2 (human epidermal growth
factor receptor-2) [14]. Par ailleurs, dans 90 % des cas,
les cellules tumorales expriment de fagon constitutive
la télomérase, I’enzyme qui permet d’allonger les télo-
meres, mais elles ont généralement des télomeres tres
courts [15]. Une interprétation intégrée de ’ensemble
de ces résultats n’est donc pas immédiatement évi-
dente et reste, d’ailleurs, discutée : d’un coté, la cor-
rélation positive entre présence de cellules sénescentes
et développement d’un cancer positionne la sénescence
comme un mécanisme promoteur de tumeur, mais de
nombreuses données de biologie expérimentale ou de
biologie moléculaire I’identifient plutdot comme un
mécanisme suppresseur de tumeur. Ce sont ces diffé-
rentes facettes que nous allons explorer dans la suite
de cette revue.
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Larrét dans le cycle cellulaire associé a la sénescence :
une barriere anti-tumorale ?

La sénescence est associée a un arrét du cycle cellulaire trés robuste
et trés stable dans le temps, voire irréversible, qui devrait donc se
comporter comme une barriére anti-tumorale. C’est principalement
I’activation de la voie DDR et, en aval, de p53/p21, qui contribuerait
a rendre cet arrét dans le cycle cellulaire trés robuste. £t c’est parce
que les dommages de I"ADN qui I’initient demeureraient non réparés
que 'arrét dans le cycle serait irréversible. Pourquoi ces dommages ne
sont-ils pas réparés ? La réponse aujourd’hui n’est pas complétement
définitive. Les cellules sénescentes conservent la capacité de réparer
leurs dommages de I’ADN. Elles ne réparent cependant pas ceux qui
se localisent dans des séquences répétées comme les télomeres [16].
Ainsi, ce n’est que la persistance d’un nombre trés limité de dommages
par cellule qui induirait le phénotype sénescent.

Ces données sur I'activation de la voie DDR lors de la sénescence
résultent essentiellement d’études menées in vitro. Pour rechercher
Iimplication de cette voie in vivo, Norman Sharpless et al. ont éva-
lué I"expression de plusieurs inhibiteurs de cycline-cdk, dont plé et
p21, au cours du vieillissement chez le rat et la souris. Leurs résultats
indiquent qu’au cours du vieillissement, plé est la protéine dont
I’expression est la plus augmentée (d’un facteur 10 environ), alors
que celle de p21 n’est amplifiée que d’un facteur 1,4 [17]. Dans les
expériences d’élimination des cellules sénescentes au cours du vieillis-
sement réalisées par van Deursen chez la souris, les cellules éliminées
sont en fait des cellules qui expriment fortement pl6 [12] (& notre
connaissance, aucune expérience d’élimination de cellules a concerné
les cellules exprimant p21 jusqu’a présent). Ces résultats suggérent
donc que la voie DDR et son effet anti-tumoral n’interviendrait que
peu au cours du vieillissement in vivo. Néanmoins, Iutilisation du
modele murin pourrait ne pas refléter la situation chez "lhomme. €n
effet, chez la souris, toutes les cellules somatiques adultes expriment
la télomérase. Il n’y a donc pas de sénescence réplicative chez cet
animal, ce qui pourrait expliquer le peu d’activation de la voie DDR.
Chez I’homme, nous avons confirmé, en réalisant des analyses sur
des biopsies de peau, la faible activation de la voie DDR au cours du
vieillissement. €n effet, nous n’avons détecté des foyers de dommages
de ’ADN activant la voie DDR que dans une tres faible proportion de
fibroblastes de derme d’individus dgés, et aucun dans les cellules épi-
théliales constituant I’épiderme [7].

La sénescence, un état favorisant les premiéres étapes
de tumorigenése ?

Uarrét dans le cycle cellulaire des cellules sénescentes dépend éga-
lement de I'activation de la voie plé6/Rb. Cette voie peut intervenir
secondairement, renforcant la voie DDR (c’est ce que I’on observe, par
exemple, dans des fibroblastes en sénescence réplicative in vitro) ou
opérer seule (c’est ce que 'on observe, par exemple, pour des cellules
épithéliales), ce qui semble étre le plus fréquent in vivo, chez la souris
comme chez ’homme [7, 8, 17]. Dans le cas des cellules épithéliales,
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la voie pl6/Rb est activée en réponse a des cassures
simple-brin de ’ADN induites par une augmentation de
stress oxydant. Ce type de dommage de I"ADN n’induit
pas la voie DDR, mais une voie spécifique, la voie SSBR
(single-strand break repair). Ces cassures restent, la
encore, non réparées mais, dans ce cas, a cause de la
perte par les cellules sénescentes de leur capacité a
les réparer en raison d’une diminution d’expression de
PARP1 (poly[ADP-ribose] polymerase 1), ’enzyme qui
reconnait ce type de dommages et initie leur réparation
[7]. Tant que les cellules épithéliales sénescentes sont
arrétées dans le cycle cellulaire, elles présentent un
état suppresseur de tumeur. Uarrét dans le cycle cel-
lulaire ayant pour origine I'activation de la voie SSBR
est cependant moins robuste que celui induit par la
voie DDR. €n effet, une cellule épithéliale sénescente
sur 10000 cellules environ peut de nouveau entrer
dans le cycle cellulaire et générer un clone de petites
cellules proliférantes ayant perdu les caracteres de
sénescence (Figure 3). Ces cellules sont transformées,
ont effectué une transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM), présentent des mutations, et sont & "origine de
la formation de carcinomes lorsqu’elles sont xénogref-
fées sur des souris immunodéficientes [4, 7, 18-23].
Elles peuvent donc étre considérées comme tumorales,
ou pré-tumorales. Par différentes approches géné-
tiques, nous avons montré que la présence de cassures
simple-brin non réparées est non seulement indispen-
sable pour I"établissement du phénotype sénescent
des cellules épithéliales, mais également pour cette
émergence néoplasique post-sénescence [7]. Ainsi, la
présence de dommages de "ADN non réparés dans les
cellules sénescentes favoriserait la formation de cel-
lules mutées et, par conséquent, les premiéres étapes
de cancérogenese. Le mécanisme par lequel certaines
cellules sénescentes entrent de nouveau dans le cycle
cellulaire n’est pas complétement établi. II semblerait
qu’une extinction épigénétique de I’expression de pl6,
par méthylation de son promoteur, puisse y participer
[21, 24].

Une accumulation de cellules sénescentes est observée
dans de nombreuses |ésions précancéreuses comme
les navi ou les hyperplasies bénignes de la prostate.
Plusieurs de ces lésions pré-cancéreuses présentent
des formes activées d’un oncogene de la voie Ras [25,
26]. Cette activation oncogénique augmente, dans un
premier temps, la prolifération des cellules, ce qui mene
a 'hyperplasie. Dans un deuxiéme temps, elle conduit a
un accroissement du stress oxydant et du stress répli-
catif (blocage des fourches de réplication & la suite de
I’épuisement du réservoir de nucléotides) a I"origine de
la sénescence [27]. Devenues sénescentes, les cellules
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arrétent leur prolifération et I’hyperplasie demeure bénigne. A ce
stade, la sénescence induite par les oncogenes (0IS) peut donc étre
considérée comme une protection anti-tumorale contre I’oncogene.
Ces lésions pré-cancéreuses sont cependant des sites favorables au
développement de tumeurs malignes. On peut donc penser que les
cellules sénescentes qui les constituent représentent un réservoir de
cellules dont ’ADN est endommagé, a risque de générer des mutations
cancérigenes.

Le sécrétome des cellules sénescentes et ses effets
sur la progression tumorale

La cellule sénescente présente un sécrétome* particulier : il est enrichi
en cytokines pro-inflammatoires, en facteurs de croissance, en pro-
téases de remodelage de la matrice extracellulaire, en facteurs pro-
angiogéniques, et appauvri en collageéne [28, 29]. Ce sécrétome peut
donc modifier considérablement le microenvironnement tissulaire, et
ainsi influencer le développement tumoral.

Généralement, le sécrétome des cellules sénescentes permet le dévelop-
pement tumoral, en particulier en facilitant la prolifération de cellules
pré-cancéreuses. |l favorise également la transition épithélio-mésen-

“ensemble du matériel sécrété par la cellule.
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chymateuse et la chimiorésistance. Les modifications de
la matrice extracellulaire qu’il induit, et son effet pro-
angiogénique, peuvent créer une niche favorable a la pro-
gression de la tumeur [28]. Cependant, le sécrétome peut
également présenter des effets anti-tumoraux en indui-
sant la sénescence des cellules proches, en particulier des
cellules cancéreuses, ce qui permet d’interrompre la pro-
gression tumorale au niveau tissulaire [30]. Ses effets sur
la réponse immunitaire anti-tumorale restent ambigus :
il peut se comporter comme un chimioattractant pour les
cellules du systéme immunitaire permettant ainsi I’élimi-
nation des cellules tumorales, mais aussi pour des cellules
qui favorisent 'immunotolérance de la tumeur [31, 32].

Linduction de sénescence comme thérapie
anticancéreuse

Les thérapies anti-cancéreuses utilisant des agents
génotoxiques comme certaines chimiothérapies et
la radiothérapie peuvent induire Iapoptose ou la
nécroptose des cellules cancéreuses (avec disparition
de la tumeur), mais aussi leur sénescence prématurée
(induisant ainsi la stabilisation de la tumeur) [33].
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Figure 4. Principe d’une thérapie
anti-cancéreuse a deux étapes. Les
chimiothérapies anticancéreuses
utilisant des agents endommageant
I’ADN ainsi que la radiothérapie
agissent, aux doses classiques, en
induisant la mort des cellules can-
céreuses et donc la régression tumo-
Rémission rale. A doses plus faibles, ces mémes
thérapies induisent la sénescence
des cellules cancéreuses. Un tel trai-
tement ne permet pas d’éliminer les
cellules cancéreuses, mais il limite la
croissance tumorale, tout en géné-
rant peu d’effets secondaires. Néan-
moins, les cellules tumorales étant
toujours présentes, la maladie peut

récidiver. Une stratégie pour éviter

cette récidive serait d’ajouter une deuxieme étape de traitement par des drogues pharmacologiques sénolytiques capables de tuer spécifiquement

les cellules sénescentes, y compris les cellules cancéreuses sénescentes.

Paradoxalement, cette sénescence induite par les thérapies anti-can-
céreuses peut également étre a I’origine d’une certaine résistance au
traitement, I’état sénescent étant associé a une résistance a I"apop-
tose [34]. Les mécanismes privilégiant I'orientation dans la voie de
sénescence plutét que dans celle de mort cellulaire en réponse au
traitement sont peu connus et mal maitrisés. Un parameétre important
pourrait étre la dose thérapeutique utilisée, c’est-a-dire la quantité
et le type de dommages générés par le traitement, la sénescence étant
préférentiellement induite par des doses faibles [33]. Il s’agit Ia d’un
avantage puisque I'induction de sénescence pourrait se révéler étre
une stratégie thérapeutique entrainant peu d’effets secondaires. Mal-
heureusement, la sénescence induite par les thérapies anticancéreuses
est peu stable. €n effet, des cellules cancéreuses traitées a la doxoru-
bicine ou a I'irinotecan, par exemple, entrent en sénescence mais, au
cours du temps, certaines d’entre elles échappent a cet état [35-38].
Pour une raison inconnue, les cellules cancéreuses deviennent plus
invasives et transformées apres s’étre échappées de la sénescence
induite par la thérapie par rapport aux mémes cellules cancéreuses
avant traitement [37]. Ce processus pourrait donc étre I’'un des méca-
nismes de récurrence et d’évolution de la maladie. Le sécrétome des
cellules cancéreuses sénescentes pourrait également promouvoir la
croissance des cellules cancéreuses ayant résisté au traitement, leur
transition épithélio-mésenchymateuse et leur capacité d’invasion [39,
40].

Malgré ces réserves, I'induction de sénescence comme thérapie anti-
cancéreuse demeure d’actualité. Deux approches peuvent étre envisa-
gées. Lune consiste a cibler la télomérase, ou les protéines shelterine®
protectrices des télomeres, afin d’induire un raccourcissement ou une

% Le complexe shelterine est composé de six sous-unités dont certaines interagissent avec les séquences
répétées de ’ADN télomérique.
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déstabilisation des télomeres et (=) Voir la Synthése
de A. Londofio-Vallejo
etal., m/s n° 4,

avril 2008, page 383

donc I'activation de la voie DDR
et une sénescence réplicative
trés stable [41, 42] (=9).

Un tel traitement n’éliminera pas la tumeur, mais
il pourrait la stabiliser durablement. La deuxieme
approche repose sur un traitement en deux étapes :
Iinduction initiale des cellules cancéreuses en sénes-
cence, soit par des traitements classiques utilisés a
faible dose, soit comme précédemment, en agissant
sur les télomeres, et, secondairement, I’élimination
des cellules cancéreuses sénescentes (Figure 4). La
piste principale d’élimination des cellules sénescentes
actuellement envisagée consiste dans le ciblage de
'une de leur caractéristique majeure, négligée jusqu’a
présent : leur résistance a ’apoptose. Le mécanisme de
cette résistance a été identifié récemment : il repose
notamment sur la surexpression par les cellules sénes-
centes de protéines anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) [43]. Plusieurs inhibiteurs
de cette famille de molécules existent déja, d’autres
sont en cours de développement. Un intérét supplémen-
taire de cette approche est aussi la possibilité d’élimi-
ner les cellules sénescentes normales du microenviron-
nement tumoral et ainsi de supprimer I"effet promoteur
de tumeur de leur sécrétome.

Conclusion

La sénescence joue donc un double, voire un triple jeu,
vis-a-vis du cancer. D’un c6té, elle pourrait étre anti-



tumorale parce qu’associée a un arrét tres robuste et trés stable du
cycle cellulaire induit par la voie DDR. Cependant, cet état semble peu
présent in vivo, dans les tissus dgés. D’un autre coté, elle serait pro-
tumorale, @ deux niveaux du développement de la tumeur : aux toutes
premiéres étapes de I’initiation cancéreuse, en étant un réservoir de
dommages de ’ADN non réparés, et donc potentiellement mutagenes.
Cela concernerait les cellules sénescentes dont I’arrét dans le cycle cel-
lulaire dépend de pl6é et n’implique pas la voie DDR, comme cela semble
étre le plus souvent le cas pour les cellules épithéliales ; la sénescence
pourrait également promouvoir les étapes suivantes du développement
tumoral, en modifiant le microenvironnement tissulaire et en stimulant
la prolifération des cellules cancéreuses. La meilleure preuve du rdle
globalement pro-tumoral de la sénescence a été apportée récemment
par des expériences d’élimination de cellules sénescentes qui retarde,
chez la souris, le développement tumoral. Enfin et paradoxalement,
induire de nouveau les cellules cancéreuses en sénescence pourrait
représenter une stratégie anti-cancéreuse tres efficace, si elle est cou-
plée a une élimination secondaire des cellules sénescentes en réacti-
vant leur sensibilité a I’apoptose. Plus généralement, les drogues phar-
macologiques permettant d’induire la mort des cellules sénescentes,
appelées désormais sénolytiques, pourraient diminuer I’incidence de
nombreuses pathologies liées a I’dge. Il reste néanmoins a démontrer
que ces drogues sont bien spécifiques des cellules sénescentes, et
qu’elles ne présentent pas d’effets secondaires majeurs. ¢

SUMMARY

Senescence and cancer: double-dealing

When ageing, cells profoundly reprogram to enter a state called senes-
cence. Although the link between senescence and cancer is well esta-
blished, the nature of this link remains unclear and debated. We will des-
cribe in this article the properties of senescent cells and make clear on
how they could promote or oppose to cancer initiation and progression.
We will also consider senescence as a response to classical anti-cancer
therapies and discuss how to take advantage of senescence to improve
the efficacy of these therapies while decreasing their toxicity. ¢
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Summary

Curative-intent radiation therapy relies mostly on the generation of DNA double-strand breaks lethal
for cancer cells. A rare but severe complication of radiation therapy is the induction of second
primary cancers. These cancers preferentially develop not inside the planning target volume (PTV)
but around, over several centimeters, after a latency period of 1 to 40 years. We show here that
normal fibroblasts submitted to the out-of-field dose scattering at the margin of a PTV receiving a
mimicked patient’s treatment do not die but enter in a long-lived senescent state resulting from the
accumulation of unrepaired DNA single-strand breaks, in the almost absence of DNA double-strand
breaks. Most importantly, we show that after a while a few of these senescent cells systematically
and spontaneously escape from the cell cycle arrest to generate daughter cells harboring mutations
and increased invasive capacities. These findings highlight single-strand break-induced senescence as
the mechanism of second primary cancer initiation, with clinically relevant spatio-temporal
specificities. Senescence being pharmacologically targetable, they open avenue for second primary

cancer prevention.
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Introduction

Curative-intent radiation therapy relies mainly on the generation of DNA damages lethal for cancer
cells. Paradoxically, because DNA damages are mutagenic, ionizing radiations also have tumorigenic
effects. A severe complication of radiation therapy is therefore the induction of second primary
cancers (SPCs), also called radiotherapy-induced second cancers, second cancers after radiation
therapy, or cancers in irradiated fields **. SPCs are not a recurrence of the initial cancer but are neo-
formed from normal cells affected by the radiations. Data on the increased risk of developing a SCP
after radiation therapy are quite divergent in the available studies: it ranges from zero in a cohort of
13,457 patients with rectal cancer having received radiation therapy after surgery compared to
surgery alone >, to 14.0 in a cohort of 1,136 patients diagnosed with Hodgkin Lymphoma at a median

age of 11 years °.

Although the causal relationship between the initial radiation therapy and the induction of the SPC
is impossible to definitely prove, SCPs are highly suspected to be radiation-induced. However,
lifestyle, exogenous stressors and genetic factors could also be contributing factors . Amazingly, in
radiation therapy using external X-rays, SPCs preferentially develop not inside the Planning Target
Volume (PTV), i.e. the volume having received 100% of the therapeutic dose, but preferentially close

8 In a clinical linear

to the edge of the beams, or farther around, on several centimeters
accelerator, the region surrounding a beam (which will be called in the entire article the margin)
receives photons leaking and scattering from the primary and secondary collimators, scattering from
the flattening filter and scattering inside the patient from the PTV towards normal peri-tumoral
tissues °. Although the marginal dose (also called peripheral dose or out-of-field dose) emanating
from the collimator and the flattening filter could be reduced by optimizing the accelerator’s
technology, the scattering inside the patient is unavoidable °. This internal scatter component was
shown to be the major determinant of the dose deposited in the most proximal margin °. The
marginal radiation has three characteristics: (i) the deposited dose exponentially decreases with the
distance, (ii) the deposited dose is approximately proportional to the PTV size, and (iii) the photon’s
spectral energy fluence distribution is shifted to lower energies compared with those inside the PTV

2101112 1t was suggested that this photon quality change has the potential to increase the relative

biological effectiveness (RBE) *?, but the underlying specific cellular damages, if any, are unknown.

X-rays induce, among others, DNA single- and double-strand breaks (SSBs and DBSs) ****. DSBs are
defined as two breaks in the sugar-phosphate backbone on each DNA strand, at less than 10bp.
Their signalization and repair involve the activation of the DNA Damage Response (DDR) pathway

with, downstream, the activation of the tumor suppressor TP53 that induces either a transitory cell



cycle arrest favoring DNA repair or apoptosis. A SSB is a break in the sugar-phosphate backbone on
only one DNA strand, often accompanied by a nucleotide loss and often displaying abnormal 5’ and
3’ ends '°. The SSB repair (SSBR) pathway involves a first step of break detection initiated by the
poly(ADP)ribose polymerase (PARP) 1 which, once activated by its linkage to the broken DNA,
synthetizes long chains of poly(ADP)ribose (PAR). The accumulated PAR chains favor the recruitment
of the X Ray Repair Cross-Complementing Group (XRCC) 1 scaffold protein. XRCC1 is then
phosphorylated and recruits the repair enzymes themselves, including the polynucleotide kinase
phosphatase (PNKP) and the polymerase . These lasts steps are common with the base exchange
pathway (BER) Y. It is known for a long time that the curative effect of ionizing radiations results
from the formation of DSBs too many to be repaired, leading to cancer cell death by apoptosis or
mitotic catastrophe *'*'®, SSBs are less detrimental than DSBs, but 1Gy deposited in the PTV
generates 10 to 25 more SSBs than DSBs *. Presently, nothing is known about the respective
quantities of SSBs and DSBs generated in the margin of the PTV and the consequences on the

outcome of the affected normal cells.

Besides their spatial distribution related to the PTV, another amazing property of SCPs is their long

latency period before emergence, ranging from 1 to 40 years after the treatment of the first cancer

1,3,4,7,20 3,

. Moreover, the cumulative incidence of SPCs increases with time *?!: for instance, the
cumulative incidence of second sarcoma in a cohort of 16,705 patients treated by radiation therapy
for non-metastatic breast carcinoma was calculated at 0.7% at 5 years, at 0.27% at 10 years, and at
0.48% at 15 years after the initial treatment time *. This suggests that the normal cells that were
affected by the scattered photons remain dormant in the organism while maintaining a constant

neoplastic transformation potential. However, the precise biological form of this dormant cell state

is completely unknown. We assayed in this study whether it was senescence.

Indeed, although initially described as the state reached by normal human fibroblasts after a finite
doubling number, senescence is now recognized as a more general reprogrammed state established
to adapt to several stresses, such as telomere shortening, DNA damages, oxidative damages, or
hyper-activation of some oncogenes ***. By producing DNA damages and oxidative stress, ionizing
radiations are senescence inducers ***°. The senescence program includes an increase in cell size,
complex epigenetic changes, an increase in reticulum endoplasmic stress, an increase in autophagy,
changes in the composition of the secretome, and above all a long-term cell cycle arrest in G1
associated with a resistance to apoptosis, making senescent cells non-proliferating long-lived cells in
vivo ***. The senescent cell cycle arrest results from the persistence of unrepaired DNA damages.
When these damages are of a type signalized through the DDR pathway, such as DSBs or shortened

telomeres, the cell cycle arrest is very stable, almost irreversible, considered as tumor suppressor *’.
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In contrast, when the unrepaired damages are SSBs, as we have shown in a seminal work on
oxidative stress-induced senescence, about one senescent cell on 10,000 systematically and
spontaneously re-enters in cell cycle to give rise to a progeny of cells we named post-senescent
neoplastic emergent (PSNE) cells because displaying mutations, markers of transformation, markers
of epithelial-to-mesenchyme transition, and able to form small hyperplasias or carcinomas in in vivo

assays %,

We investigated in this study whether SSB-induced senescence could be a step in the generation of
SPCs after conformational 3D radiotherapy using X-rays. As SPC type, we focused on sarcomas which
represent a large part of SPCs ®, and whose outcome is very poor with a survival rate at 5 years of 10
to 40% **'. We report that normal fibroblasts located in the margin of a PTV receiving 2Gy/day as
patients enter after two weeks of treatment in premature senescence associated with an
accumulation of SSBs. We also report that about 10 days after the end of irradiations, a few
senescent cells re-enter cell cycle and generate a progeny of cells resuming proliferation and
displaying mutations and increased invasive capacities. These findings lead to propose for the first
time a mechanism explaining how photons scattering inside the patient from the PTV towards the
normal peritumoral tissues could induce a delayed development of sarcomas. They also pave the way

for using senolytics to prevent second sarcoma development.



Results

Characterization of the experimental setting for cell irradiations

To determine the type and quantity of DNA breaks generated in a stromal tissue localized at the
margin of a PTV and to analyze their effects on the stromal cell behavior, we applied a simulated
standard radiotherapy protocol to in vitro cultured normal human dermal fibroblasts (NHDFs) using a
linear accelerator, the Varian Primus CLINAC® (Sup FiglA), commonly used for treating patients by 3D
conformal radiotherapy at the Anti-Cancer Center of Lille, France (Centre Oscar Lambret). The
experimental setting was designed in the respect of the mode, energies, unitary dose, dose rate,

total dose and fractioning commonly applied to patients.

We first characterized the depth profile of dose deposition at 6 or 20 MegaVolts (MV), the two
energies used in photon mode with this accelerator. The results indicated that the maximum of the
dose was deposited at 16 to 30mm deep for 6MV and at 25 to 45mm deep for 20MV (Sup FiglB).
Therefore, cell plates (6-, 12- or 96-well plates) were putted down a 2 or 4cm-thick poly(methyl

methacrylate) (PMMA) plate for irradiation from below, at 6 or 20MV respectively (Sup Fig2A).

The lateral positioning laser was used to position the isocenter at the bottom of the wells, on which
cells adhere (Sup Fig2A). The light field was used to delimit a square PTV of 25x25cm. Cell plates were
positioned straddling the light field boundary indicating the isodose 50, in order to get at least one
well column inside the PTV and several well columns spreading over the margin up to several

centimeters from the limit of the beams (Sup Fig2B).

To check the accuracy of this experimental setting, cell plates were scanned and the deposited doses
were calculated using the planning treatment system of the Centre Oscar Lambret. The dose profile
diagram and the isodose curves indicated that, for the columns positioned inside the PTV, 100% of
the dose was indeed deposited at the bottom of the wells, where the cells lay, and that the dose was
almost homogeneous in the wells positioned inside the PTV. They also indicated that the dose
exponentially dropped down in the wells positioned in the margin (Sup Fig2C and D). Notice that in
this experimental setting, since the wells are independent and insulated from each other, the cells
positioned at the margin of the PTV were not submitted to a bystander effect relying on molecules

secreted by the cells located inside the PTV.

NHDFs positioned at the margin of the PTV during a simulated radiation therapy are growth

retarded but do not undergo massive death



As a first experiment to evaluate whether normal fibroblasts surrounding a PTV could suffer in some
way from the irradiation of the PTV, we performed growth curves of NHDFs submitted or not to a
simulated French standard radiation treatment made of successive weeks of irradiation at 2Gy per
day, except week-ends. As a control of the curative lethal effect of such a simulated treatment, we
followed in parallel the growth of MDA-MB231 cells (triple negative mammary cancer cells). As
expected, both MDA-MB231 and NHDFs positioned inside the PTV underwent cell death after three
weeks of irradiation. In contrast, NHDFs positioned in the margin did not die: those in the most distal
margin continued to grow as control non-irradiated cells or underwent a slight slowdown, whereas
those positioned in the most proximal margin underwent a growth arrest (FiglA and B and Sup

Fig3A).

Since ionizing radiations are able to induce cell death, we measured apoptotic and non-apoptotic cell
death levels using Vybrant Fam Poly Caspases (Molecular Probes) and AnnexinV/Propidium iodide
(Life technologies) assay kits. The results indicated that MDA-MB231 began to suffer from caspase-
independent cell death after 4 irradiations. In the meantime, NHDFs positioned inside the PTV also
underwent cell death, but to a lower extent, both by caspase-dependent and independent
mechanisms. In contrast, NHDFs positioned at the margin, even the most proximal, did not die at a

significant level (FiglC and Sup Fig3B and C).

NHDFs positioned at the margin of the PTV during a simulated radiation therapy enter senescence

We then investigated whether the growth retardation of NHDFs positioned at the margin of the PTV
could be due to senescence induction. Senescence was first assayed by flow cytometry according to
three senescence markers: the SA-B-Galactosidase (SA-B-Gal) activity using the fluorigenic C12FDG
substrate, the cell size reflected by the FSC value, and the cell granularity reflected by the SSC value.
The results indicate that the SA-B-Gal activity increased with successive irradiations, both in NHDFs
positioned inside the PTV or at the margin, up to 7cm. The activity reached in cells positioned inside
the PTV aimed at that of replicative senescent NHDFs, whereas that reached in cells located at the
margin was lower (Fig2A and B, Sup Fig4A). Cell size and granularity also increased with successive
irradiations at significant levels in cells positioned at the margin. In the PTV, cell size and granularity
increased during the first week of irradiation and then decreased (Fig2A and C, Sup Fig4B). The
careful examination of the dot plots and histograms indicated that two subpopulations appeared in

the PTV after 3 weeks of irradiation: one comprising the biggest and most granular cells with a high



SA-B-Gal activity, which are bona-fide senescent cells, and another one comprising very granular but

very small cells with a very low B-Gal activity, which probably correspond to dying cells (Fig2A).

Another major characteristic of senescent cells is their cell cycle arrest in G1 *. To establish whether
NHDFs also acquired this senescence marker after a simulated radiation therapy protocol, we
performed a cell cycle analysis by flow cytometry. After 13 irradiations, NHDFs positioned at the
margin were cell cycle arrested in G1, with even less cells in S phase than in a population of NHDFs at

the replicative senescence plateau (Sup Fig5).

The most universally activated CKls responsible of the cell cycle arrest of senescent cells are pl6
(CDKN2) and p21 (CDKN1A) 2% To establish whether the cell cycle arrest of irradiated NHDFs
positioned at the margin was associated with these canonical markers, we measured their expression
by RT-PCR during two weeks of irradiation. The results show that p16 mRNA levels increased in
NHDFs positioned inside the PTV as soon as the second irradiation, but then dropped back during
further irradiations. P21 appears to take the reins with an up-regulation from the second week of
irradiation. In NHDFs positioned in the margin, P16 and p21 mRNA levels followed approximately the
same induction pattern, mainly from the end of the first week of irradiation. The level of p16 protein
examined by western blot and immunofluorescence followed the same expression pattern than the
MRNA (Sup Fig6). These results indicate that the senescence induced in NHDFs positioned at the

margin classically involved both p16 and p21.

Senescent cells are also characterized by a certain degree of multinucleation **. To establish whether
the cells affected by the marginal radiations could also harbor this marker of senescence, we
quantified the percentage of multinucleated cells by DAPI staining followed by microscopic
examination. The results indicate that the percentage of multinucleated cells approximately doubled
in NHFDs positioned at the margin after 2 weeks of irradiation. This percentage did not significantly

increase in NHDFs positioned in the PTV (Sup Fig7).

Taken together, these results indicate that during a simulated radiation therapy protocol, NHDFs
positioned at the margin of the PTV undergo senescence, whereas those positioned inside the PTV go

through a senescent-like phenotype and then die.

NHDFs positioned at the margin of the PTV develop a SSB signature

Since the cell outcomes differed whether they were positioned inside or at the margin of the PTV, we

next wanted to characterize potential quantitative or qualitative differences regarding the DNA



breaks generated in the two areas. We firstly irradiated NHDFs cultured in 96-well plates once at 2Gy
and searched for SSBs and DSBs by performing an immunodetection of the signaling proteins XRCC1
and 53BP1 respectively. In NHDFs positioned inside the PTV, we detected both XRCC1 and 53BP1 foci
as expected. In NHDFs positioned at the margin, we detected almost only XRCC1 foci. Surprisingly,
they were as much numerous in the margin as in the PTV, whatever the distance, up to 5
centimeters. In contrast, the quantity of 53BP1 foci per cell rapidly dropped down with the distance

from the limit of the PTV, as expected (Fig3A).

To further challenge this surprising repartition of XRCC1 foci, we searched DNA breaks by comet
assays, a single-cell electrophoresis technique that allows a direct detection of the physical breaks, in
contrast to XRCC1 and 53BP1 immunofluorescences which detect only the DNA breaks that are
sensed and signalized by the cell. When the comet-assay electrophoresis is performed at pH12.3, the
double helix is denatured and the DNA fragments that migrate come from both SSBs and DSBs. When
the electrophoresis is performed at pH8, the DNA fragments that migrate and form the comet tail
come from DSBs. Thus, comparing the results at pH8 and 12.3 enables to evaluate the quantity of
DSBs and SSBs. Comet assays at pH12.3 revealed the presence of breaks in NHDFs positioned at the
margin up to about 5cm. Comet assay results at pH8 confirmed the lack of DSB formation in NHDFs
positioned at the margin (Fig3B, Sup Fig8). Therefore, the breaks in the margin corresponded almost
only to SSBs, hence confirming the immunofluorescence results. As in immunofluorescence results,
they were as numerous in the proximal and distal margins. Comet assay results also confirmed the

formation of both SSBs and DSBs in NHDFs positioned inside the PTV (Fig3B, Sup Fig8).

In order to target the tumor at best in its tri-dimensional volume, the planning treatment system
combines the use of beams at 6 and 20MV. To determine whether the energy of the incident
photons could impact on the nature or quantity of breaks generated in NHDFs positioned inside the
PTV or at its margin, we measured the quantity of XRCC1 and 53BP1 foci generated in NHDFs
irradiated at 6 versus 20MV. The results indicate that there was no statistically significant difference
in the quantity of SSBs and DSBs generated inside the PTV or at the margin after one irradiation at
2Gy at 6 or 20MV (Sup Fig9).

Therefore, a unitary 2Gy irradiation generates in non-tumoral fibroblasts surrounding the PTV a
specific SSB signature. As expected **, the quantity of generated DSBs followed approximately the
dose gradient that exponentially decreases from the PTV to the most distal margin. In contrast and
surprisingly, the quantity of generated SSBs was almost constant from the PTV to the most distal

margin assayed here (about 5¢cm).
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The SSB generation in the margin necessitates continuity in the material from the PTV

It was established that the major determinant of the dose deposited at the margin of a PTV results
from the scattering of ionizing particles inside the patient °. To investigate whether the generation of
SSBs in cells positioned in the margin was due to the propagation of photons inside the material, we
aligned a second culture plate after the one straddling the limit of the PTV, and the two aligned
plates were sealed or not by an ultrasound gel (Sup Figl0A). We irradiated once at 2Gy and analyzed
DNA breaks by immunofluorescence anti-XRCC1 and -53BP1. Regarding SSBs, we recorded XRCC1 foci
in NHDFs positioned inside the PTV and at the margin in only the first plate when the two plates were
not sealed, but also in the second plate, when the plates were sealed, up to 18.7cm. Regarding DSBs,
we recorded 53BP1 foci only in NHDFs positioned inside the PTV and, to a less extent, in the most
proximal margin of the first plate, confirming the previous results (Sup Figl0B). This result suggests
that SSBs are generated by ionizing particles that propagate inside the material, here in the plastic of

the culture plates.

The SSB signature of the margin is not affected by the cycling versus quiescent status of NHDFs

All the above experiments were performed using proliferating NHDFs cultured in a basal medium
complemented by 2.0% fetal bovine serum (FBS), FGF and insulin. However, in vivo in the dermis,
fibroblasts are rather quiescent, except during tissue repair. We therefore wanted to determine
whether the quantity of DNA breaks recorded after irradiation could be affected by the proliferating
versus quiescent status of NHDFs. Cell cycle-slowed down NHDFs (cultured in 0.1% FBS) and
proliferating NHDFs (cultured in 2.0% FBS) were irradiated at 2Gy daily for 5 days. The amount of
DSBs plus SSBs was quantified by comet assays at pH12.3. The results indicate that there was no
difference in SSB plus DSB quantity generated in cells positioned in the margin when cultured in 0.1%

FBS compared to 2.0% (sup Figure 11).

The SSB signature of the margin is also recorded in vivo

To go further on the physiopathological relevance of the SSB signature of the margin, we quantified
the marginal DNA damages in mice. For that, mice were positioned in close contact (sealed with an
ultrasound gel) to a phantom which was irradiated using the Elekta Precise of the OncoVet veterinary
clinic (Villeneuve d’Ascq, France). This linear accelerator is very similar to the Varian Clinac® we used

for irradiating cells. The isocenter was positioned at the level of the mouse skin. A square PTV of
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25x25cm was delimited. The phantom was positioned inside the PTV, aligned along one of its limits,
and the mouse was glued to it (FigdA). The phantom was irradiated once at 2Gy. Mice were sacrificed
2hrs later, their skin collected and fractioned at different distances from the contact with the
phantom, and processed for detecting XRCC1 and 53BP1 foci. Mice irradiated whole body (isocenter
at the level of the skin) were used as positive control. As expected, both SSBs and DSBs developed in
dermal cells of total body-irradiated mice. In contrast, only SSBs, but not DSBs, were generated in
dermal cells of the skin of mice positioned at the margin of the phantom, up to 2cm from the contact
with the phantom (Fig4B). Therefore, the peri-PTV in vivo tissues also specifically develop a SSB

signature upon irradiation.

SSBs generated in NHDFs positioned at the margin accumulate with successive irradiations because
of an exhaustion of the repair capacity

A standard conformal 3D radiation therapy regimen in France is made of irradiations at 2Gy every
day, except week-ends. We wondered whether the DNA breaks generated in the PTV and at the
margin could accumulate along the successive irradiations of such a therapeutic protocol. To address
this question, we first compared SSBs and DSBs formation by comet assays after only one irradiation
to that after the last irradiation of a series of five. Regarding DSBs in NHDFs positioned inside the
PTV, the results of comet assays at pH8 show that there was no significant difference between cells
irradiated once or five times. Regarding DSBs in NHDFs positioned at the margin, the results
confirmed again their almost absence. Regarding SSBs, the comparison of the results at pH8 and 12.3
indicated that in NHDFs positioned inside the PTV, SSBs were less numerous after five irradiations
than after just one. In contrast, in NHDFs positioned at the margin, SSBs were more numerous after
five irradiations than after just one (Sup Fig12). Therefore, the SSBs generated in NHDFs positioned at
the margin accumulate with successive irradiations, in contrast to both DSBs and SSBs generated in

cells positioned inside the PTV that do not.

The above results could be explained by a decrease in the SSBR capacities with successive
irradiations. To assay this hypothesis, we submitted NHDFs to a unique irradiation at 2Gy or to a
series of five, and we performed the comet assays either just after the last irradiation or after a 72hr
delay, to evaluate the repair. The results indicate that SSBs, either in the PTV or the margin, were
fully repaired within 72hrs after a unique irradiation, whereas they were still detected 72hrs after the
last irradiation of a series of five (Sup Fig13), indicating that the SSB repair capacities decreased with
successive irradiations. In contrast, the DSBs were ever fully repaired within 72hrs, whatever the cells

were submitted to 1 or 5 irradiations, indicating that the DSB repair capacities were not affected

12



along successive irradiations (Sup Fig13). The same results were obtained by analyzing the breaks by
immunofluorescence against XRCC1 and 53BP1: XRCC1 foci (SSBs) generated in the PTV were also
partly resolved within 72hrs, but those generated in the margin were still significantly present after
72hrs; 53BP1 foci (DSBs) generated in NHDFs positioned inside the PTV or at the proximal margin
after 4 successive irradiations at 2Gy were partly resolved within 72hrs (Sup Figl4). These results

confirm that the SSBR capacity declines with successive irradiations.

Since this decline could be due to an exhaustion of the pool of NAD+ (the substrate of PARP1)
because of the high and continuous demand, we evaluated the evolution of the PARylation capacity
of the cells along irradiations. NHDFs were irradiated at 2Gy, once or during two weeks, and just after
the last irradiation they were challenged by H,0, to evaluate their capacity to synthesize PAR chains
in response to numerous SSBs. Immunofluorescences against PAR chains show that after one
irradiation, NHDFs do synthesize PAR chains in response to H,0, whereas after 10 successive

irradiations they have become unable to do so (Sup Fig15).

Taken together, these results suggest that the successive irradiations of a standard fractioned
radiotherapy protocol could lead to an exhaustion of the PARylation capacity, provoking the

accumulation of unrepaired SSBs.

A few radio-induced senescent cells generated in the margin give rise to transformed daughter
cells.

As unrepaired SSBs could be mutagenic, we wondered whether the marginal senescent cells could be
a source of (pre)-neoplastic cells. To investigate this point, we irradiated NDHFs positioned inside the
PTV or at its margin at 2Gy/day during 2 weeks, up to the induction of senescence. Since all cells
located in the margin were probably not fully senescent at the end of this treatment, we sorted the
most senescent NHDFs according to their SA-B-Gal activity, size and granularity (Fig5A and Sup
Figl6). Sorted cells were plated again and monitored for post-senescence emergence. After 2 to 4
weeks post-sorting according to the experiment, we noticed the reappearance of small proliferating
cells amongst senescent cells emanating from the margin (Fig5A and B and Sup Figl7A) referred as
PSNE for post-senescent neoplastic emergent. To determine whether these cells displayed
(pre-)neoplastic properties, we evaluated their invasive properties. We first assayed whether they
were mutated by performing an HPRT assay. As expected, exponentially growing cells did not survive
a 6-thioguanine treatment, meaning their hprt gene, taken as a reporter of the genome condition,
was not loss-of-function mutated. In contrast, PSNE cells having emerged from senescent cells of the

margin resisted the 6-thioguanine treatment, suggesting they were carrying mutations (Fig5C and
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Sup Figl17B). Then, we searched for a potential matrix metalloproteinase (MMP) activity by in-gel
zymography. Gelatinase activity was detected in PSNE cells emanating from NHDFs positioned in the
margin compared to exponentially growing NHDFs taken as control (Fig5D). Then, we assayed their
migrating and invading capacities in Boyden chamber assays using respectively Matrigel®-uncoated
or -coated filters. PSNE cells having emerged from senescence induced in the margin did not show
any increased migration compared to non-irradiated exponentially growing cells. However, their
invasive capacities were multiplied about 4-fold compared to control cells (Fig5E). Taken together,
these results evidence that along irradiations normal fibroblasts of the vicinity of a PTV enter
premature senescence from which, after a while, few rare cells evade to give rise to a progeny of

proliferative, mutated and invading cells.

A SSB accumulation is sufficient to induce both senescence and neoplastic escape

lonizing radiations induce SSBs and DSBs, but also several other damages to DNA or other cell
components *. Therefore, we wondered if the sole SSB accumulation was sufficient to induce
senescence and post-senescence neoplastic escape. To address this question, we set a protocol to
specifically and solely induce unrepaired SSBs, independently of an irradiation. For that, we daily
treated NHDFs with a very mild 5uM concentration of hydrogen peroxide (H,0,) to induce SSBs. To
inhibit their repair, we co-treated the cells with ABT-888, also called Veliparib, a specific inhibitor of
PARP1 and PARP2 *. We checked that the combined treatment did induce a significant accumulation
of XRCC1 foci, whereas the treatments with H,0, alone or Veliparib alone were very much less
efficient. The accumulation of XRCC1 foci began from the 14™ day of the combined treatment (Fig6A).
We also checked that the combined treatment did not induce either an accumulation of DSBs,
oxidative base damage visualized by OGG1 foci, or oxidative damage to mitochondria analyzed with
the JC1 probe (Sup Figl8). We also analyzed the phosphorylation of XRCC1 and the recruitment of
PNKP at the damage foci to check the SSBR blockage by their absence (Sup Fig19). We then followed-
up the consequence of the accumulation of unrepaired SSBs on the cell behavior. For that, we
stopped the H,0, treatment at day 21 of the combined treatment, but maintained at long term the
Veliparib treatment, to maintain the SSBs unrepaired. We observed a rise in the number of SA-B-Gal-
positive cells (Fig6B, Sup Fig20B and Sup Fig21B). This SA-B-Gal activity rising was correlated with a
cell growth arrest from the 25" day (Fig6C and Sup Fig20A), an increased cell size, spreading and
granularity (Fig6D and Sup Fig21A), an up-regulation of p16 expression, and a hypophosphorylation
of Rb (Sup Fig21C). These data attest that a specific accumulation of SSBs results in premature

senescence. This senescence was also accompanied by an increase in cell death (Sup Fig21D).
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We then monitored the outcome of these senescent cells. We observed a growth recovery from the
day 35 to 50 according to the experiment (Fig6C and Sup Fig20A), due to the appearance in the
culture dishes of small cells with a stellate shape (FigbD), which were SA-[-Gal negative (FigbB) and

resistant to 6-thioguanine in HPRT assays (Fig6E).

All these results suggest that the sole SSB accumulation is sufficient to induce a premature senescent
state from which a few cells escape to generate reproliferating, morphologically transformed and

mutated daughter cells.
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Discussion

Second sarcomas are a rare but very severe late side effect of radiation therapy. Several studies
conclude that they could be due to the out-of-field dose affecting normal cells surrounding the
treated volume **. In this study, we investigated the effects of this out-of-field dose on normal
fibroblasts in terms of DNA damage and cell outcome. We show that the out-of-field dose induces
the formation of SSBs, but nearly no DSBs. Importantly, the SSBs accumulate during a mimicked
standard therapeutic protocol, because of a lack of repair due to a decrease in the PARylation activity
which establishes in the cells along the successive daily irradiations. The fibroblasts affected by this
specific accumulation of unrepaired SSBs do not undergo cell death but enter in premature
senescence. They remain stable in this senescent state for a while, and then a few of them re-enter
cell cycle to generate a progeny of daughter cells displaying hallmarks of cancerous transformation.
This scenario was established by robust in vitro experiments using proliferating or quiescent normal
human fibroblasts derived from different donors, as well as by in vivo experiments in mice. It is, to
our knowledge, the first scenario which could explain at the same time the latency period of second
sarcoma emergence, underpinned by the long-life of senescent cells, and the preferential location of
second sarcomas around the treated volume, underpinned by the specific accumulation in this area

of non-lethal but mutagenic unrepaired DNA damages.

It is known that the marginal dose exponentially decreases with the distance from the limit of the
beam ', In accordance, we found that the quantity of DSBs approximately follows this exponentially
decreasing dose. In contrast and surprisingly, SSBs were almost as numerous at several centimeters
from the limit of the beam as inside the PTV. Moreover, we demonstrated that their formation
necessitates continuity in the material from the PTV. This indicates that SSBs are induced by photons
propagating inside the material, confirming several studies showing that the internal scattering is the

%38 Moreover, it can be

major source of the dose deposited in the most proximal margin
hypothesized that the preferential generation of SSBs on DSBs in the margin could be the
consequence of the tightening of the scattered photon spectral energy fluence distribution around
lower energies ****2. The experimental set-up of this study was designed to only address the question
of the potential role of photons scattering from the PTV, without mixing with the bystander effect
relying on molecules secreted by the irradiated cancer and normal cells present inside the PTV. Of

course, in the patient context, these two mechanisms could add, even synergize, or perhaps oppose

for the induction of DNA damages.

The results of this study also suggest that the ratio DSBs/SSBs is very important in the cell outcome

determination. Indeed, our data show that cells, whether they are cancerous or normal, developed
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both DSBs and SSBs when positioned inside the PTV, as already known **, and consequently either
underwent apoptosis in a few days, or more slowly entered a senescent-like state and then died. In
contrast, normal cells positioned at the margin, which developed almost exclusively SSBs, or normal
cells in which we induced almost exclusively SSBs by a co-treatment with a mild concentration of
H,0, associated with a PARP inhibitor did not die at a significant level but entered senescence.
Normal human epithelial cells (keratinocytes and mammary epithelial cells) undergoing oxidative-
stress induced senescence display an accumulation of unrepaired SSBs, in the absence of DSBs or

telomere shortening .

Very importantly, in all these situations of SSB-induced senescence, a few cells systematically re-
enter in S-phase to generate a progeny of daughter cells displaying neoplastic or pre-neoplastic
properties (***° and results herein). In contrast, normal human dermal fibroblasts (the same as those
used in the irradiation experiments of this study) having entered in replicative senescence because of
DSBs and shortened telomeres, never undergo apoptosis and remain very stably arrested in G1
without ever escaping 2. This state of replicative senescence fits very well with the dogma equating
senescence with tumor suppression “°. In contrast, SSB-induced senescence which is not so stable for
a few of cells and source of cells harboring cancerous hallmarks has to be considered as a tumor-

promoting state.

Senescence establishment implies the accumulation of DNA breaks, some of which having to remain
unrepaired to sustain a prolonged activation of the cell cycle arrest pathways. This is true for
replicative senescence in which shortened telomeres, which are assimilated to unrepaired DSBs,
constantly activate the DDR pathway and downstream the tumor suppressor TP53 and its target p21,
a Cyclin CDK Inhibitor (CKI) **. This is also true for SSB-induced senescence of human keratinocytes
and mammary epithelial cells where unrepaired SSBs activate the up-regulation of p16 *°, a major in

vivo and in vitro senescence-associated CK| **

. We now demonstrate this mechanism in the present
study also for fibroblasts in which SSBs were induced by a mild H,0, treatment associated with a
PARP inhibitor. And most importantly, we now demonstrate this mechanism for cells submitted to
out-of-field radiations in a radiotherapy-mimicking context. But why SSBs are not repaired in this
radiotherapy context is not yet completely established. We established in this study that the repair
capacities decline with the daily irradiations of a fractioned protocol, in correlation with a decline in
the PARylation activity. However, we have not found any correlated PARP1 expression decline (data
not shown). Therefore, our present simplest hypothesis is that PARP activity could decline just

because of a progressive exhaustion of the NAD+ pool facing the high and continuous demand for

SSB repair along the successive irradiations.
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One major characteristic of cancer cells is their multiple mutations affecting oncogenes and tumor
suppressor genes. The (pre-)neoplastic cells that are formed by SSB-induced senescence evasion
display mutations and transformed characteristics including morphologic change and increased
invasion capacity (** and results herein). The accumulation of unrepaired SSBs is the inducer of
senescence, but paradoxically it is also the fuel for post-senescence evasion *, probably because of

the mutagenic potential of unrepaired DNA breaks.

The results of this study open at least two therapeutic avenues to decrease the risk of developing a
second cancer after radiotherapy. One could be to decrease the accumulation of unrepaired SSBs in
peri-PTV cells by supplementing the patient by NAD+ precursors. However, this also should decrease
the accumulation of SSBs in cancer cells, could decrease their rate of death and thereby compromise
the cure. The other avenue could be to try to eliminate the senescent cells after the end of the
treatment. It is now widely established that senescence contributes to multiple age-related
dysfunctions and diseases, and eliminating senescent cells in mice delays or decreases the incidence

. This prompted several teams to develop drugs, called

of these disorders, including cancer
senolytics, specifically targeting senescent cells, to alleviate age-related disorders. There are
presently two major senolytics whose efficacy was demonstrated in vitro and in mouse models, and
which are subject to clinical trials ***: (i) The BH3 mimetics ABT-737 and ABT-263 (an orally
bioavailable derivative of ABT-737, also called Navitoclax). They target anti-apoptotic proteins of the
BCL2 family (BCL2, BCLX, BCLW, MCL-1) *® whose overexpression at senescence contributes to the
apoptosis resistance of senescent cells; (ii) The association of Dasatinib + Quercetin. Dasatinib is a
large spectrum tyrosine kinase inhibitor known to interfere, amongst other, with ephrin dependence
receptor pathways which protect senescent cells from apoptosis. Quercetin is a natural flavonoid
which inhibits several types of kinases and serpines involved in survival pathways. Interestingly,
Navitoclax, Dasatinib and Quercetin are or were used in anti-cancer treatments, meaning that their

use after radiation therapy to prevent from a second cancer emergence should not hamper the

efficacy of the radiotherapy, even could act additionally or synergistically with the treatment.

To conclude, in addition to have a clinical interest, studying post-radiotherapy second sarcoma is a
model to study the very initial steps of tumorigenesis. Indeed, most often, these steps are
inaccessible because affecting too few cells, of unknown type, altered by an unknown stressing or
damaging agent. In the context of post-radiotherapy second sarcomas, the affected cells and the
inducer are known. The very first tumorigenic event we highlight in this study involves the formation
of discreet DNA damages —SSBs- often assumed to be of no consequence because easily repaired and

not affecting the genome stability. We show here that cells adapt to these damages and survive at

18



long time by adopting the senescent phenotype. They thereby become a reservoir of potentially

tumorigenic mutations.
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Figure legends

Figure 1: Growth curves and cell death level of MDA-MB231 and NHDFs positioned at the margin or
inside a PTV receiving 2Gy/day

(A) Growth curves of MDA-MB231 positioned inside the PTV and irradiated or not during 3 weeks. (B)
Growth curves of NHDFs (donor F6EMC1, PD=30.36 at the beginning of the experiment) positioned
straddling the PTV and the margin irradiated or not during 3 weeks. Cells were counted at each
passage using a Malassez chamber. Each point represents the mean +/- SD of 3 counts from 3
independent culture plates. T-tests were performed for each counting in comparison to non-
irradiated cells. (C) MDA-MB231 positioned inside the PTV and NHDFs (donor FEMC1, PD= 33.05 at
the beginning of the experiment) positioned straddling the PTV and the margin were irradiated or
not up to 6 times. The level of cell death was measured 8hrs after the last irradiation. Each condition
was performed in triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3 measures. Caspase-
independent cell death refers to cells negative for caspase activity and positive for propidium iodide.
Early apoptosis refers to cells positive only for caspase activity. Late apoptosis refers to cells positive
for both caspase activity and propidium iodide. T-tests were performed between the total

percentages of cell death of each condition in comparison to non-irradiated condition.

Figure 2: NHDFs positioned at the margin of a PTV receiving 2Gy/day undergo senescence

Six-well plates of NHDFs (donor FIMC1, PD=25.8 at the beginning of the experiment) positioned
straddling the PTV and the margin were irradiated during 3 weeks at 2Gy per day except week-ends.
Cells were analyzed 24hrs or 72hrs after the last irradiation by flow cytometry for their SSC and FSC
values, representing the granularity and the size of the cells respectively, and for their SA-B-Gal
activity using the fluorigenic C12FDG substrate. (A) Examples of dot plots used to characterize
senescent cells. The dot plots represent the size (FSC) and granularity (SSC) measures of NHDFs. The
gate P2 correspond to cells with the highest size and granularity established by comparing non-
irradiated exponentially growing NHDFs to replicative senescent NHDFs. The color scale of the dots
represents their SA-B-Gal activity, with the blue color representing a low activity and an orange color
a high activity. The middle panels are examples of C12FDG measures after 15 irradiations (Day 25).
The right panel illustrate the gate of the biggest and most granular cells that was set by comparing

non-irradiated exponentially growing NHDFs (left panel) to NHDFs at replicative senescence plateau
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(PD=61.03). (B) SA-B-Gal activity measured 24 or 72hrs after the last irradiation by flow cytometry
using the fluorogenic C12FDG substrate. The results are given as the mean C12FDG fluorescence
intensity. Each condition was performed in triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3
measures. T-tests were performed for each condition in comparison to non-irradiated cells. (C) SSC
and FSC values, representing the granularity and the size of the cells respectively, were measured by
flow cytometry on the same cells and at the same time as the C12FDG fluorescence. Each bar shows
the percentage of cells with the highest FSC and SSC values. Each condition was performed in
triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3 measures. T-tests were performed for each

counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.

Figure 3: SSBs and DSBs generated in NHDFs positioned at the margin or inside a PTV having
received 2Gy

(A) Proliferating NHDFs (donor FIMC1, PD=32) positioned straddling the PTV and the margin were
irradiated once at 2Gy. Cells were fixed 20min or 2hrs later for the immunodetection of XRCC1 and
53BP1 respectively. XRCC1 and 53BP1 foci were quantified by high content microscopy. The bar chart
represents the mean number +/- SD of foci per cell in 100 cells of all wells of a column. An ANOVA
test with a Bonferroni correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated
exponentially growing NHDFs. (B) Proliferating NHDFs (F6MC1, PD=20.53) were irradiated as in A,
immediately put at 10°C for 30min and then processed for comet assays. Each dot in the scatter plots
represents the value of the tail moment of one cell. The columns regroup all the values for each
condition and give the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni
correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated exponentially growing

NHDFs.

Figure 4: Mice positioned at the margin of a phantom mimicking a PTV irradiated once at 2Gy have

a significant increase of XRCC1 foci

(A) Schematic representation of how mice were irradiated. (B) Mice were sacrificed 1lhr after
irradiation. Skin samples at different distances from the isodose 50 (the spine), established as the
zero, were dissected and fixed for the immunodetection of XRCC1 and 53BP1. XRCC1 and 53BP1 foci
of dermal cells were quantified by confocal microscopy. Each dot in the scatter plots represents the
number of XRCC1 or 53BP1 foci of one dermal cell. The columns regroup all the values for each

condition and give the mean +/- SD of foci number values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni
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correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated mice. The lower panel
shows representative fluorescent microscopic images of XRCC1 or 53BP1 foci in red and nucleus

stained by DAPI in blue.

Figure 5: Some radio-induced senescent cells generated in the margin escape from senescence to
generate a progeny of cells which reproliferate, have an increased invasion capacity and display

mutations

(A) NHDFs (donor FEMC1, PD=29.6 at the beginning of the experiment) positioned straddling the PTV
and the margin were irradiated or not during 2 weeks (10*2Gy). Cells were counted at each passage
using a Malassez chamber. After two weeks of irradiation, the senescent cells generated in the
margin were sorted according to their size, granularity, and SA-B-Gal activity (see parameters of
sorting in Sup Figl6). After sorting, cells were put again in culture and followed at long term. (B)
Phase contrast microscopic images of cells of the margin 24hrs and 2 weeks post-sorting. The blue
arrows indicate cells with a senescent morphology. The black arrows indicate cells that have not
replated. The white arrows indicate small reproliferating cells. (C) HPRT assays performed on cells
having regrown from sorted senescent cells generated in the margin referred as PSNE (Post
Senescence Neoplastic Emerging cells) and on non-irradiated exponentially growing NHDFs at 17PDs
(used as control for normal cells). The bars indicate the mean +/- SD of three measures of the
percentage of 6-TG resistant cells. (D) MMP activity analysis of culture supernatant from PSNE or
exponentially growing cells by 0.1% gelatin Zymograph. Arrows show bands of digested gelatin. (E)
Migrating and invasive capacities were assayed in Boyden chambers without or with Matrigel
respectively. Cells that have passed across the filters were counted in 5 fields per chamber in 3
different chambers for each condition. Each bar represents the mean +/- SD of the number of cells

per field. T-tests were performed for comparing exponentially growing and PSNE cells.

Figure 6: An SSB accumulation is enough to induce senescence and post-senescence neoplastic

escape

(A) Analysis of XRCC1 foci by immunofluorescence on NHDFs (FIMC1, DP=44.07 at the beginning of
the experiment) treated daily or not with Veliparib at 1uM in combination with H,0, at 5uM during
21 days and then with Veliparib alone. Each point represents the mean number of XRCC1 foci per
nuclear focal plane at indicated time of treatment from 100 nuclei per condition. T-tests were

performed for comparing non-treated and treated cells for each time point. (B) SA-B-Gal assays.
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Each bar represents the mean +/- SD percent of SA-B-Gal-positive cells in an X-gal assay from 5
independent microscopic fields. T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells
for each time point. (C) Growth curves of the same cells. (D) Representative phase contrast
microscopy images of cell morphologies. (E) HPRT assays performed on PSNE cells having regrow
after the senescent plateau and on non-treated exponentially growing NHDFs (Exp. Growth) at 22PDs
as control. The bars indicate the mean +/- SD of three measures of the percentage of 6-TG resistant

cells. T-tests were performed for comparing exponentially growing cells and emerging cells.
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Materials and Methods

Cell cultures

NHDFs were purchased from Promocell. Batches from three different donors were used in this study:
F1IMC1 from a male Caucasian donor 1 year-old, FEMC1 from a male Caucasian donor 6 years-old,
and F26FC1 from a female Caucasian donor 26 years-old. Cells were grown at 37°C in an atmosphere
of 5% CO, and at the atmospheric O, tension. The culture medium was the FGM-2 bulletkit medium
(CC-3132, Lonza). It consists in Fibroblast Basal Medium (FBM, CC-3131 from Lonza) supplemented by
2% Fetal Bovine Serum (FBS), human Fibroblast Growth Factor (hFGF), Insulin at 5mg/mL, Gentamicin
at 50ug/mL and Amphotericin at 50ug/mL. Cells were seeded at 3,500 cells/cm? and subcultured at
70% confluence. The number of population doublings (PDs) was calculated at each passage by using
the following equation: PD=log (number of collected cells/number of plated cells)/log?2.

MDA-MB-231 were purchased from European Collection of Authenticated Cell Cultures (92020424,
ECACC). They were cultivated in DMEM (high glucose: 4,5g/L) medium (41965039, Lifetech)
supplemented by 1mM sodium pyruvate (11360070, Gibco), 10% FBS (CVFSVF00-OU, Eurobio),
0,1mM non-essential amino acids (11140-035, Gibco), and 10ug/mL gentamicin (15710-049, Gibco).

Irradiations

Cells were plated 10hrs before irradiation in 6-, 12- or 96-well plates, according to the experiment.
Plates were positioned straddling the light field boundary indicating the isodose 50, in order to get at
least one well column inside the PTV and several well columns spreading over the margin. In each
figure, the margin is indicated in terms of distance from the limit of the light field which is referred as
the 0. At this position, the deposited dose is 50% of that in the PTV. The exact size of the margin
varied with the used plate and its exact position in each experiment. Cells were irradiated using a
Varian Primus CLINAC® used in photon mode at 20MV in all experiments, except in Sup Figure 11
where it was also used at 6MV. In all experiments, non-irradiated plates were kept outside the
bunker. Cells were always irradiated at 2Gy, either once or each day except week-ends, up to 3

weeks.

SKH1-E mice were anesthetized using isoflurane (5% for induction and 2% during the experiment
with 0.8L/min of oxygen). They were putted beside a phantom made of PMMA plates. The contact
between the mouse and the phantom was ensured by an ultrasound transmission gel. The irradiation

was planned in depth so that 100% of the dose was deposited in the phantom at the level of the
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mouse flank skin, and in width so that the isodose 50 was juxtaposed to the spine. A group of mice,
used as positive control, was irradiated total body at 2Gy. Another group of mice, used as negative
control, was manipulated as the others and kept outside the bunker. The irradiations were

performed using an Elekta Precise® accelerator used in photon mode at 6MV.

Cell death analysis

Vibrant FAM polycaspase assay (V35117, Molecular Probes) was used as recommended by the
manufacturer. Briefly, cells were harvested, incubated with the kit reagent solution for 1hr at 37°C.
After having been washed with the wash buffer provided in the kit, cells were incubated with
propidium iodide (1pg/mL) for 15min on ice. Then, cells were analyzed by flow cytometry on a BD
FACSCanto Il (Becton Dickinson). Data analyses were made using the FACSDiva 6.0 software (BD

Biosciences).

Cell senescence marker analyses

Cells were incubated for 2hrs with 33uM C12FDG (a fluorogenic substrate of -Galactosidase). Cells
were washed with PBS and analyzed by flow cytometry for the forward scatter factor and side scatter
factor values and C12FDG intensity on a BD FACSCanto Il cytometer (Becton Dickinson) or on a BD
Influx (Becton Dickinson). Data analyses were made using the FACSDiva 6.0 software (BD Biosciences)

or FlowjoV10.

Alternatively to using C12FDG as a substrate for the B-Galactosidase, we used X-Gal. Cells were fixed
with 2% formaldehyde/0.2% glutaraldehyde in PBS for 4min on ice. After a rapid wash with PBS, cells
were incubated at 37°C for 7hrs in the X-Gal reaction mixture (1Img/mL X-Gal, 40mM phosphate
buffer (pH6), 5mM potassium ferrocyanide, 5mM potassium ferricyanide, 150mM NaCl, 2mM MgCl,).
The blue cells considered as SA-B-Gal positive were manually counted in at least 5 independent fields

for a total of at least 100 cells for each condition.

Immunofluorescence

Cells were fixed on ice with cold acetone/methanol (v/v) or with PFA 4% at room temperature for
10min and washed with PBS. Cells were permeabilized with a triton X-100 solution at 0.2% in PBS

followed by PBS washing. Unspecific sites were blocked by incubation at room temperature with a
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5% non-fat milk solution in PBS. Then, epitopes were detected by incubation overnight with
antibodies against XRCC1 (ab47920 or ab1838, Abcam; sc-11429, SantaCruz Biotechnology), 53BP1
(sc-22760, SantaCruz Biotechnology), pXRCC1 (A300-059A, Bethyl Laboratories), hOGG1 (BO1P,
Abnova), PNKP (Ab 170954, Abcam), or PAR chains (AM80, Calbiochem). After washing with PBS, cells
were incubated with the secondary antibody (Life Technologies, A21206 and A-21202) followed by
nuclear staining with 300nM DAPI (Life technologies, D1306).

The 96-well plates were analyzed on a high content microscope (Operetta High-Content Imaging
System). For each well, a hundred images were taken. The images were analyzed using the Columbus
software (associated to the machine) to detect the nuclei and the fluorescent foci inside the nuclei.
The other plates were analyzed using a confocal microscope LSM 880 or an Axiolmager Z1-Apotome

from Zeiss. Images were analyzed using Zen (Zeiss) or ImageJ (NIH) softwares.

Comet assays

Cells were suspended in low melting point agarose at 0.5% in PBS at 42°C. The suspension was then
immediately spread on a cometslide (4250-200-03, Trevigen). Agarose was allowed to cool-down
20min at 4°C. Then, cell membranes were permeabilized with a lysis solution (1.2M NaCl, 100mM
EDTA, 10mM Tris-HCI, 1% Triton X-100 (pH10)) at 4°C, for 1hr. Slides were then equilibrated in
electrophoresis buffer (for pH8: 89mM Tris-base, 89mM boric acid and 2mM EDTA; for pH12.3:
300mM NaOH, 1mM EDTA) at 4°C. Then, an electrophoresis field of 40V (15mA) was applied during
30min for pH8 and of 60V (90mA) during 5min for pH12.3, at 4°C. The electrophoretic migration was
stopped by neutralizing the pH in a bath of cold water for 10min. DNA was stained with SYBRGreen
(X1000; Molecular Probes) according to manufacturer’'s recommendation. The slides were
photographed under an AxiolmagerZ1l Apotome (Zeiss) microscope. The images were analyzed using
an Imagel in-home macro in which the head (the nucleus) and the tail (the DNA that migrated) of the
comet are delimited in order to get the fluorescence intensity of the head, the fluorescence intensity
of the tail and the length of the tail. The calculation of tail moments was done using the formula:

(length of the comet tail x fluorescence intensity of the tail)/total fluorescence intensity (head+tail).

Senescent cell sorting

Senescent NHDFs were sorted on a BD Influx (Becton Dickinson®) equipped with a 200um nozzle,

tuned at a pressure of 3.7psi and a frequency of 6,200 kHz. Sample fluid pressure was adjusted to
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reach an event rate of 1,000 events/sec. Senescent cells were gated as those having the highest
fluorescent intensity for the C12FDG staining accompanied by the highest forward and side scatter
factor values. This senescent population was electrostatically sorted in air, collected in complete

culture medium and cultured again as described above.

In-gel zymography assays

The presence of latent and active forms of MMPs secreted into the culture medium was assayed as
previously described *’. Cells were incubated overnight with a serum free (i.e. gelatinase free)
medium. Cell culture media were collected and concentrated using a Vivaspin 6.5kDa (VS0611,
Sartorius stedim). Cell culture media were diluted in 4X non-denaturating sample buffer (0.5M Tris-
HCl pH 6.8, 40% glycerol, 10% SDS, 0.1% bromophenol blue) and separated on 10% acrylamide-
bisacrylamide (v/v) gels containing 1% gelatin as a MMP substrate. After running at a steady voltage
of 125V for 90min, the gels were incubated at room temperature with 2.5% Triton X-100 for 1hr.
Subsequently, the gels were incubated in 50mM Tris-HCI| pH7.5, containing 0,2M NaCl, 5mM CaCl,
and 0.25% triton X100 at 37°C for 15hrs. Then, they were stained for 3hrs with a solution containing
0.5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 5% (v/v) methanol and 10% (v/v) acetic acid, then

destained for getting contrast with 10% (v/v) methanol and 5% (v/v) acetic acid.

Migration and invasion assays

NHDFs were suspended in a serum free FGM-2 medium at 1x10° cells/mL. 200uL of this suspension
was loaded on the top of Boyden chambers, uncoated for migration assays (353097, corning) or
coated with Matrigel for invasion assays (354480, corning). A complete FGM-2 medium with serum
was added in the lower chamber. Cells were incubated 24hrs at 37°C with 5% CO,. Afterward, cells
were fixed with cold ethanol on ice for 10min. Cells remaining on the upper side of the filters were
removed using a cotton swab. Cells which have reached the bottom side of the filters were stained

with a 0.25% Crystal violet (C3886, Sigma-Aldrich) solution in 70% ethanol and manually counted.

HPRT assays

Cells were exposed to 100uM 6-thioguanine (6-TG) (A4882, Sigma) twice per day for up to 14 days. At

different time points, cells were stained with 0.05% crystal violet in 70% ethanol. For quantifying the
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results, the crystal violet was re-dissolved in 2% SDS in distilled water. The color intensity was then
quantified by measuring the absorbance at 570nm. To get the percentage of 6-TG resistant cells, the
absorbance value of 6-TG treated cells was divided by that of DMSO-treated cells and normalized by

that of cells at day 0.

Statistical analyses

We used the D'Agostino-Pearson normality test to determine if the data distribution was normal.
When the data distribution followed a normal law, we used one-way ANOVA to evaluate the
differences among more than three groups, and/or Student’s t-test to evaluate the differences
between two groups. When the data distribution was not normal, we used a Kruskal-Wallis test to
evaluate the differences among more than three groups, and/or a Wilcoxon test to evaluate the
differences between two groups. We used a Chi-squared test to evaluate the difference between
populations of 10,000 cells analyzed by flow cytometry. The p values are indicated in the diagrams
with * for p values < 0.05, ** for p values < 0.01 or *** for p values < 0.001. When p values > 0.05,

differences were considered as non-significant and noted NS.
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Supplementary Materials and Methods

Determination of the depth profile of the Varian Primus CLINAC®

The depth profile of the Varian Primus CLINAC® was established using a water tank and an ionization
chamber. The Varian Primus CLINAC® was used in photon mode at 20 MV. The measures were done

at the isocenter.

Determination of the dose deposited in well culture plates by the Varian CLINAC®

96-, 12- or 6-well culture plates laid down a 4cm-PMMA plate was imaged using a
tomodensitometer. A dosimetry study was then performed using the System Treatment Planning of
the Centre Oscar Lambret for an irradiation beam of 20 MV covering half of the plate, the other half

being in the margin.

AnnexinV/PI assay

The Annexin V/PI assay (V13241, Molecular Probe) was used as recommended by the manufacturer.
Briefly, cells were harvested, incubated with Alexafluor488-AnnexinV and propidium iodide (1pg/mL)
for 15min at room temperature. Then, the cells were diluted in the buffer provided by the kit and
analyzed by flow cytometry on a BD FACSCanto Il (Becton Dickinson). Data analyses were made using

the FACSDiva 6.0 software (BD Biosciences).

Cell cycle analysis

Cells were fixed overnight in ethanol 70% at 4°C. Then, they were rinsed with PBS and incubated
30min at 37°C with PBS containing 10ug/mL RNase A, 20ug/mL propidium iodide, and 0,5% triton X-
100. Cells were kept on ice until analysis with a BD FACSCanto Il cytometer (Becton Dickinson). Data

analyses were made using FlowjoV10.

Quantitative real-time PCR
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RNAs were extracted using the NucleoSpin RNA kit (REF 740955, Macherey-Nagel). 1ug of total RNA
was reverse-transcribed with Superscript IV (18091050, Invitrogen) completed with random
hexamers and dNTPs according to manufacturer instruction. Mx3005P (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
was used for the real-time PCR. Primers were designed with the gPrimerDepot software
(http://primerdepot.nci.nih.gov/). For pl16  (cdkn2a): TGCCTTTTCACTGTGTTGGA  and
GCCATTTGCTAGCAGTGTGA; for EAR: GAGGCTGAGGCAGGAGAATCG and GTCGCCCAGGCTGGAGTG;
for p21 (cdknla): ATGAAATTCACCCCCTTTCC and CCCTAGGCTGTGCTCACTTC. PCR products were
detected using SYBR Green fluorescence (SYBR Green Master Mix, Life Technologies). Measures were
performed in triplicate for each data point. Results were analyzed by the manufacturer software

MxPro (Agilent). The expressions of p16 and p21 were normalized to that of EAR.

Multinucleated cell counting

Immunofluorescence experiments were reanalyzed to count the number of nuclei par cells.
Fluorescent microscopy photos were taken with the Axiolmager Z1 Apotome (Zeiss) with the filter
sets from Zeiss© 43 (excitation: BP 550+/-25; emission: BP 605+/-70) or 38 (excitation: BP 470 +/-40;
emission: BP 525+/-50). Multinucleated cells were manually counted. We considered a cell as

multinucleated when two or more nuclei were located in the same continuous fluorescent area.

JC-1 staining

Mitochondrial viability was assessed by incubating cells with the JC-1 probe (T3168, Thermofisher) at
1uM in FBM medium without serum and antibiotics for 30min at 37°C. Then, fibroblasts were
harvested and washed twice in PBS. The fluorescence was analyzed with a BD FACSCanto I
cytometer (Becton Dickinson) at 488nm (green) and 590nm (red). Data analyses were made using the
FACSDiva 6.0 software (BD Biosciences). The ratio red/green was normalized on that of non-treated

cells.

Western-blot

Cells were lysed in Laemmli buffer (25mM Tris-HCl pH6.8; 2% SDS; 10% glycerol; 2.5% pB-
mercaptoethanol; 0.01% bromophenol blue). Proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred on nitrocellulose membranes (88018, Thermo Fischer Scientific).

Membranes were blocked with 5% non-fat dried milk or 5% BSA in PBS. Then, membranes were
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incubated overnight with the primary antibody at the dilution recommended by the manufacturer:
anti-PAR (AMS80, Calbiochem), anti-GAPDH (sc-32233, Santa Cruz Biotechnology), anti-Rb (#9309, Cell
Signaling), anti-Phospho-Rb (#9308, Cell Signaling), anti-p16 (550834, BD Pharmingen). Secondary
antibodies used were: anti-mouse and anti-rabbit peroxidase conjugated (respectively 715-035-151,
711-035-152, Jackson-immuno research Laboratories) or anti-mouse fluorescent dye conjugated
secondary antibody (926-32210, Li-cor). The peroxydase activity was revealed using an ECL kit
(RPN2106, Amersham Biosciences) or SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (34076,
Thermo Fischer Scientific). For fluorescent western-blot, total protein used for normalization was

detected by using the Revert 700nm Total Protein Stain (926-110.21, Li-cor).
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Supplementary Figure legends

Supplementary Figure 1: Physical parameters of the linear accelerator (Varian Primus CLINAC®)

(A) Image of the Varian Primus CLINAC® used in the study (except experiments on mice). (B) Varian

Primus CLINAC®’s depth profile recorded in photon mode at 6 or 20MV.

Supplementary Figure 2: Cell irradiation set-up

(A) Schematic representation of how 96-, 12- or 6-well plates were irradiated. Plates were putted
down a 2- or 4cm-thick poly(methyl methacrylate) (PMMA) plate laid on the carbon fiber table for an
irradiation at 6 or 20MV respectively and irradiated from below. (B) Schematic representation of how
well plates were positioned in order to have at the same time wells inside the PTV and outside, in the
margin. The red line represents the limit of the light field at which the deposited dose is 50% of that
in the PTV. (C) Scanning of a 12-well plate and calculation of the dose deposited by a 20MV beam
using the treatment planning system of the Centre Oscar Lambret (Lille). The limit of the beam
(isodose 50) is indicated by the yellow line). (D) Isodose curves for a 12-well plate. Note that the
bottom of the wells inside the PTV did receive 100% of the dose. Similar results were obtained with

96- and 6-well plates.

Supplementary Figure 3 (in complement to Figl): Growth curves and cell death level of NHDFs

positioned at the margin or inside a PTV receiving 2Gy/day

(A) Growth curves of NHDFs (donor FIMC1, PD=26.3 at the beginning of the experiment) cultured in
6-well plates irradiated at 2Gy per day except week-ends during three weeks. The days of irradiation
are indicated with an arrow. Cells were counted at each passage using a Malassez cell counting
chamber. Each point represents the mean +/- SD of three measures from three independent culture
plates. T-tests were performed for each counting in comparison to non-irradiated cells. (B) MDA-
MB231 cultured in 100mm dishes were irradiated or not at 2Gy per day except week-ends up to 6
irradiations. The dishes were entirely located inside the PTV. NHDFs (in A: donor FIMC1, PD=28 at
the beginning of the experiment; in B: donor F6EMC1, PD=20.29 at the beginning of the experiment)
cultured in 6-well plates were irradiated, positioned as indicated in sup figure 2A. The level of cell

death was measured 8hrs or 96hrs after the last irradiation by flow cytometry using the Alexa Fluor
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488 AnnexinV/Dead Cell Apoptosis kit (Life Technologies). Apoptosis was recorded as AnnexinV-
positive and Pl-negative cells. Non-apoptotic cell death was recorded as AnnexinV-positive and PI-
positive cells. Each condition was performed in triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the
3 measures. (C) Total cell death was recorded as AnnexinV-positive cells. Each condition was
performed in triplicate. Each bar represents the mean +/- SD of the 3 measures. T-tests were
performed between the total percentages of cell death of each condition in comparison to non-

irradiated condition.

Supplementary Figure 4 (in complement to Fig3): NHDFs positioned at the margin of a PTV

receiving 2Gy/day undergo senescence

NHDFs (donor FEMC1, PD=32.4 at the beginning of the experiment) cultured in 12-well plates were
irradiated or not at 2Gy each day except week-ends for a total of 10 irradiations. Plates were
positioned with one row of wells inside the PTV and three rows in the margin. (A) The SA-[3-Gal
activity was measured 72hrs after the 10" irradiation by flow cytometry using the fluorigenic C12FDG
substrate. NHDFs at replicative senescence plateau (PD= 55.8) were used for comparison. The results
are given as the median C12FDG fluorescence intensity. A Chi-square test was done to compare the
fluorescence intensity of each of the 10,000 irradiated or senescent NHDFs to non-irradiated NHDFs.
(B) The SSC and FSC values were measured by flow cytometry on the same cells and at the same time
as the C12FDG fluorescence. Each bar gives the percentage of cells with the highest FSC and SSC
values. The gate was established by comparing non-irradiated exponentially growing NHDFs to

NHDFs at the replicative senescence plateau (PD= 55.8).

Supplementary Figure 5: NHDFs positioned at the margin of the PTV receiving 2Gy/day become cell

cycle arrested in G1

NHDFs (donor FIMC1, PD=25.8 at the beginning of the experiment) cultured in 6-well plates were
irradiated or not at 2Gy per day except week-ends up to 13 times. NHDFs at replicative senescence
plateau (PD=61.03) were used for comparison. Cells were analyzed 24hrs after the 13" irradiation by
flow cytometry with propidium iodide staining. Each condition was performed in duplicate and
analyzed with Flowjo V10. The upper panels show representative cell cycle histograms. The lower bar
charts represent the mean of the 2 measures. Each bar represents a cell cycle phase. Sub-G1

represents dying cells. Super-G2 represents polyploid cells or doublets.
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Supplementary Figure 6: Induction of p16 and p21 expression in NHDFs positioned at the margin of

a PTV receiving 2Gy/day

NHDFs (donor FEMC1, PD=18 at the beginning of the experiment) cultured in 12-well plates were
irradiated or not at 2Gy per day except week-ends for different durations (2x2Gy, 5x2Gy, 10x2Gy).
The expressions of p16 (A) and p21 (B) were analyzed by RT-qPCR. Each condition was done in
triplicate. The bar charts represent the mean fold change +/- SD of p16 or p21 mRNA abundance
compared to non-irradiated cells from the three measures of each condition. A student-test was
performed for each condition in comparison to non-irradiated cells. (C) Western Blot analysis of p16
protein levels after 10x2Gy with a resting time of one week. Total protein stain is used as loading
control. P16 expression was compared to the non-irradiated cells for each condition. (D) The percent
of p16-positive nuclei was calculated from immunofluorescence anti-p16 of almost 100 cells. A Chi-
square test was done to compare the percent of pl6-positive cells between irradiated and non-
irradiated cells. (E) Representative images of immunofluorescence used to calculate the percent of

pl6-positive nuclei. The scale bar represents 20um.

Supplementary Figure 7: A significant proportion of NHDFs positioned at the margin of a PTV

receiving 2Gy/day become multinucleated

Three independent series of fluorescent microscopy photos from 3 immunofluorescence
experiments were analyzed for the presence of multinucleated cells. In these experiments, NHDFs
were irradiated in 12-well plates at 2Gy/day for two weeks. Nuclei were detected by the DAPI
staining and the cell limits were determined by using the cell autofluorescence at 605 +/- 70nm or
525 +/- 50nm. (A) About 100 cells were manually counted for each condition. Each bar represents the
mean +/- SD of the percent of multinucleated cells in the three series. T-tests were performed for
each condition in comparison to the non-irradiated condition. (B) Representative images of
multinucleated cells visualized at 605 +/- 70nm or 525 +/- 50nm. The white arrows point

multinucleated cells. Scale bar = 50 pum.

Supplementary Figure 8 (in complement to Figd): SSBs and DSBs generated in NHDFs derived from

different donors positioned at the margin or inside a PTV receiving 2Gy
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Proliferating NHDFs (F26MC1, PD=6.2; FIMC1, PD=24.3) cultured in 12-well plates were irradiated at
2Gy and then processed for comet assays as in Figure 4B. Each dot in the scatter plots represents the
value of the tail moment of one cell. The columns regroup all the values for each condition and give
the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni correction was

performed for each counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.

Supplementary Figure 9 (in complement to Fig4): 53BP1 and XRCC1 foci after an irradiation with 6
and 20 MV photon beams

Proliferating NHDFs (donor FIMC1, PD=39) cultured in 96-well plates were irradiated as in Figure 4 at
2Gy by a photon beam of 6 or 20MV. XRCC1 and 53BP1 foci were detected and analyzed as in Figure
4A. An ANOVA with a Bonferroni correction was performed for each condition in comparison to non-
irradiated exponentially growing NHDFs. A T-test was performed to compare for each distance the

number of XRCC1 or 53BP1 foci between 20MV and 6MV.

Supplementary Figure 10: A propagation of ionizing particles in the material is necessary for SSB

induction at distance from the PTV

(A) Schematic representation of how the 12-well plates were aligned, sealed or not together with an
ultrasound gel (250820, Asept Inmed), in order to have wells inside the PTV and wells in the margin,
in continuity or not with the PTV. The red line represents the limit of the light field at which the
deposited dose is 50% of that in the PTV. (B) Immunodetection of XRCC1 and 53BP1 foci in NHDFs
(F6MC1, PD: 27.93) irradiated at 2Gy as represented in A. Cells were fixed 20min or 2hrs after the
irradiation for the immunodetection of XRCC1 or 53BP1 respectively. Each dot in the scatter plots
represents the number of foci in a focal plane of one nucleus. The columns regroup all the values for
each condition and give the mean +/- SD of foci number of 50 cells. A Kruskal-Wallis test with a
Bonferroni correction was performed for each counting in comparison to non-irradiated

exponentially growing NHDFs.

Supplementary Figure 11: The proliferating versus quiescent status of NHDFs does not interfere

with the generation of SSBs
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NHDFs (FEMC1, PD=27.8) proliferation was slowed down by starvation in 0.1% FBS compared to the
normal 2% FBS concentration. (A) Cell cycle analysis performed after 48hrs of starvation by flow
cytometry. The shown histograms are representative of three independent experiments. (B) Bar
chart representing the dispersion of cells in the different cell cycle phases. This analysis is based on
the DNA content measurements by flow cytometry of three independents samples. (C) Bar chart
representing the percentage of EdU-positive cells. (D) Proliferating and starved NHDFs cultured in 12-
well plates were positioned at the margin of a PTV irradiated or not at 2Gy daily (20 MV) for 5 days.
After the last irradiation, cells were put at 10°C for 30min and processed for comet assays at pH12.3.
Each dot in the scatter plots represents the value of the tail moment of one cell. The columns
regroup all the values for each condition and give the mean +/- SD of tail moment values. A Kruskal-
Wallis test with a Bonferroni correction was performed for each counting in comparison to non-

irradiated exponentially growing NHDFs or in comparison to cells cultured in 2% FBS.

Supplementary Figure 12: SSBs accumulate with successive irradiations in NHDFs positioned at the

margin of a PTV receiving 2Gy/day

Proliferating NHDFs (donor F6EMC1, PD=22.67) cultured in 12-well plates were irradiated or not only
one time at 2Gy or during 5 days at 2Gy daily. Just after the last irradiation, cells were put at 10°C for
30min and then processed for comet assays. Each dot in the scatter plots represents the value of the
tail moments of one cell. The columns regroup all the values for each condition and give the mean
+/- SD of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni correction was performed for
each counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs or between cells

irradiated one or five times.

Supplementary Figure 13: SSBs generated in NHDFs positioned at the margin of the PTV are no

more repaired after 5 successive irradiations at 2Gy

Proliferating NHDFs (FEMC1, PD=20.3 at the beginning of the experiment) cultured in 12-well plates
were irradiated at 2Gy per day for one (1x2Gy) or five days (5x2Gy). After the last irradiation, cells
were either put at 10°C for 30min and processed for comet assays, or put in culture at 37°C and
processed for comet assays 72hrs later. Each dot in the scatter plots represents the value of the tail
moment of one cell. The columns regroup all the values for each condition and give the mean +/- SD
of tail moment values. A Kruskal-Wallis test with a Bonferroni correction was performed for each

counting in comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs.
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Supplementary Figure 14: The repair of SSBs generated in NHDFs positioned at the margin of the

PTV becomes poorly efficient after 4 successive irradiations at 2Gy

Proliferating NHDFs (F6MC1, PD=19) cultured in 96-well plates were irradiated at 2Gy per day for 4
days (4x2Gy). Then, they were fixed at indicated time and an immunodetection of XRCC1 (upper
panels) or 53BP1 (bottom panels) foci was performed as in figure 4A. The results were analyzed by
high content microscopy. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per cell in 100
cells of all wells of a column. An ANOVA with a Bonferroni was performed for each condition in
comparison to non-irradiated exponentially growing NHDFs. T-tests were performed to compare the

number of foci 72hrs versus 30min post-irradiation.

Supplementary Figure 15: The PARylation capacity decreases with successive irradiations

(A) Analysis of the PARylation activity in NHDFs (F6EMC1, PD=32.4 at the beginning of the experiment)
positioned at the margin or inside a PTV irradiated or not for 1 or 10 days at 2Gy per day. PAR chain
detection was made by immunofluorescence after challenging cells of all conditions by 100uM
hydrogen peroxide for 10min at room temperature followed by a recovery at 37°C for 3min in fresh
medium. The bar chart represents the mean +/- SD of fluorescence intensity per cell in 100 cells. An
ANOVA with a Bonferroni correction was performed for each condition in comparison to non-
irradiated exponentially growing NHDFs. T-tests were performed to compare the fluorescence
intensity after 10x2Gy versus 1x2Gy. (B) Representative fluorescent microscopic images of the PAR

chain immunostaining. Scale bar = 50um

Supplementary Figure 16 (in complement to Fig6): Principle of senescent cell sorting

Dot plots showing of how senescent cells were sorted in Figure 6. The time of cell sorting is indicated
in Figure 6A. First, by comparing the intensity of the C12FDG staining in exponentially growing NHDFs
versus NHDFs at replicative senescence, we set the threshold to separate the C12FDG high (red dots)
and C12FDG low (green dots) cells. Then, in the C12FDG high subpopulation, we delimited the
subpopulation of 50% of cells with the highest FSC and SSC values. The gate thus defined was applied

to all conditions to sort the cells.
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Supplementary Figure 17: Similar experiment as in Figure 6 with NHDFs derived from another

donor

(A) NHDFs (donor FEMC1, PD=26.83 at the beginning of the experiment) cultured in 6-well plates
were irradiated or not at 2Gy per day except week-ends during 2 weeks (10*2Gy). Cells were
counted at each passage using a Malassez cell counting chamber. After two weeks of irradiation, the
senescent cells generated in the margin were sorted according to their size, granularity, and SA-[3-Gal
activity. The sorted cells were put again in culture and followed at long term. (B) HPRT assays
performed on cells having regrow from sorted senescent cells referred as PSNE and on non-irradiated
exponentially growing NHDFs at 28.01PDs as control for normal cells. The bars indicate the mean +/-
SD of three measures of the percentage of 6-TG resistant cells. T-tests were performed for comparing

exponentially growing and emerging cells.

Supplementary Figure 18 (in complement to Figb): The combined PARP inhibitor + H,0, treatment

does not induce other oxidative damages than SSBs

(A) PARylation activity assay on NHDFs (F1IMC1, PD=46) treated during 24hrs with different
concentrations of Veliparib and challenged for 10min with 100uM H,0,. (B) NHDFs (FIMC1, DP=44.07
at the beginning of the experiment) were treated daily or not with Veliparib + H,0, as in Figure 6.
53BP1 foci were analyzed by immunofluorescence during the first 25 days of treatment. (C) hOGG1
foci were analyzed by immunofluorescence at day 26. The bar chart represents the mean number +/-
SD of foci per nuclear focal plane in 100 nuclei. T-tests were performed for comparing non-treated
and treated cells for each time point. (D) The mitochondrial membrane potential was evaluated by
the JC-1 dye at day 25 by flow cytometry. Each bar gives the mean of the red / green fluorescence

ratio in a population of 10,000 cells normalized to the non-treated population.

Supplementary Figure 19 (in complement to Fig6): The repair of SSBs is blocked during a Veliparib +

H,0,treatment

NHDFs (FIMC1, DP=44.07 at the beginning of the experiment) were treated daily or not with
Veliparib + H,0, as in Figure 6. PhosphoXRCC1 (A) and PNKP (B) foci were analyzed by
immunofluorescence at day 26. The bar chart represents the mean number +/- SD of foci per nuclear
focal plane in 100 nuclei T-tests were performed for comparing non-treated and treated cells for

each time point.
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Supplementary Figure 20: Same experiment as in Figure 6 with another NHDF donor

NHDFs (F6BMC1, DP=40.04 at the beginning of the experiment) were submitted daily to the combined
Veliparib +H,0, treatment as in Figure 7 for 31 days. Then, the H,0, treatment was stopped but the
Veliparib treatment maintained up to day 75. (A) Growth curves. (B) SA-B-Gal assays. T-tests were

performed for comparing non-treated and treated cells for each time point.

Supplementary Figure 21 (in complement to Fig6): The combined PARP inhibitor + H,0, treatment

induces a panel of senescence markers

NHDFs (FIMC1, DP=40.01 at the beginning of the experiment) were treated daily or not with
Veliparib + H,0, as in Figure 7. (A) At day 25, cell morphologies were analyzed by flow cytometry. The
bar chart reports the percentage of cells with high FSC and SSC values among 10,000 cells. (B) SA-B-
Gal activity evaluated at day 25 by flow cytometry using the C12FDG fluorescent substrate. The bar
chart reports the mean C12FDG fluorescence intensity of 10,000 cells. A Chi-square test was done to
compare the fluorescence intensity of each of the 10,000 irradiated or senescent NHDFs to non-
irradiated NHDFs. (C) Western Blot analysis of Rb, phospho-Rb (pRb), p16 and GAPDH (loading
control) protein levels after 25 days of treatment. (D) Level of cell death measured at day 20 by flow
cytometry using the AnnexinV/Pl assay. The indicated percentage of dead cells regroups AnnexinV

and/or Pl-positive cells.
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Résumé : Rble de la sénescence dans l'initiation des sarcomes secondaires
survenant en territoire irradié

La radiothérapie est une technique majeure dans le traitement contre le cancer. Elle a pour but
d’induire la mort des cellules tumorales, principalement en générant des cassures double-brin (DSB)
et simple-brin de 'ADN (SSB). Paradoxalement, la radiothérapie est associée dans de rares cas a la
survenue de cancers secondaires. Les données de la littérature montrent que ces seconds cancers
sont majoritairement des sarcomes et surviennent préférentiellement en marge du volume-cible
planifié (PTV). Cette marge, composée de cellules non-tumorales, est caractérisée par une faible dose
d’irradiation et un décalage du spectre d’énergie des particules ionisantes en faveur des énergies les
plus faibles. Le premier objectif de ma thése a été de caractériser les cassures de ’ADN induites dans
des fibroblastes normaux de derme humain (NHDF) irradiés dans cette marge. Pour cela, I'équipe a
mis en place un systéme expérimental permettant d’irradier des cellules positionnées en marge du
PTV. En utilisant ce systéme expérimental, nous avons observé qu’un protocole de radiothérapie
fractionnée induit une accumulation de SSB en marge du PTV, sans induire de DSB. Cette

accumulation de SSB est associée a un défaut de réparation des SSB, corrélé a une baisse d’activité
de la PARP, une enzyme essentielle de la voie de réparation des SSB.

Le second objectif a été d’étudier les conséquences de cette accumulation de SSB sur les NHDF. Pour
cela, nous avons suivi la croissance des cellules irradiées en marge. Nos résultats montrent que
Iirradiation en marge induit un arrét de croissance. Nous avons évalué la mort cellulaire et montré
que les cellules irradiées en marge du PTV ne meurent pas. Nous avons alors testé I’'hypothese d’une
induction de sénescence en marge du PTV. La sénescence cellulaire est un état d’arrét du cycle
cellulaire associé a une survie a long terme. Par |'utilisation de différents marqueurs, nous avons
montré qu’une partie de la population des NHDF irradiés en marge entrait en sénescence.

La population des cellules irradiées étant hétérogéne du point de vue de la survenue de sénescence,
nous avons trié les cellules présentant des marqueurs de sénescence tres marqués et les avons suivis
sur le long terme. Nous avons observé que certaines d’entre-elles étaient capables d’échapper de
I'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence pour donner naissance a des cellules filles
proliférantes, invasives et mutées. Néanmoins, la xénogreffe de ces cellules dans des souris SCID n’a
pas permis de développement tumoral, ce qui suggere que ces cellules sont seulement pré-
cancéreuses.

En combinant un traitement au peroxyde d’hydrogéne combiné a un inhibiteur de PARP (le
Véliparib), nous avons démontré que I'induction de SSB est suffisante pour induire la sénescence de
NHDF et I'échappement de I'arrét du cycle cellulaire associé a la sénescence.

In vivo, nous avons confirmé une partie de ces résultats en mettant en évidence I'induction de foyers
XRCC1 (marqueurs de SSB) dans le derme de souris irradiées en marge du PTV. De méme, nos
premieres expériences, qui restent a reproduire, utilisant des souris p16-LUC mettent en évidence
une induction de sénescence in vivo en marge du PTV.

Ainsi, ces différents résultats montrent que des fibroblastes normaux placés en marge d’un PTV
irradié par un protocole mimant une thérapie standard accumulent des SSB et entrent en sénescence
prématurée. Certaines cellules sénescentes sont capables d’échapper de I'arrét du cycle cellulaire
pour donner naissance a des cellules filles pré-transformées.
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