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Tout d’abord je remercie les organismes qui ont financé cette thése car sans eux ce projet n’aurait pas
pu voir le jour. Je remercie donc I'INSERM, la région Occitanie, la fondation totale, la ligue contre le
cancer et la fondation Toulouse cancer santé.

Je remercie Jérome Cros et Mounira Amor-Guéret d’avoir accepté d’étre membres de mon comité de
these et de m’avoir suivie et conseillée pendant ces années.

Malik, je voulais te remercier car pour commencer je n’aurais jamais eu de these sans toi. C'est grace
a ta bienveillance envers une étudiante que tu ne connaissais pas que j'ai pu découvrir ce projet et
rencontré Pierre et pour ca je te remercie énormément. Je te remercie pour toutes ces discussions
scientifiques corsées que nous avons, ou jai di défendre mon point de vue, tu m’as beaucoup
challengé et m’a appris a m’affirmer, argumenter mes idées et prendre du recul sur les résultats. Merci
aussi pour tes conseils pour le postdoc, pour le papier, et pour ma préparation pour la soutenance de
thése. Tu nous as récupéré, moi et le projet en cours de route et je sais que ¢a n’a pas di étre facile
pour toi. Je te souhaite tout le meilleur professionnellement a Montpellier mais aussi et surtout avec
ta petite famille.

Pierre, merci pour tout. Merci de m’avoir fait confiance pour cette thése, merci de m’avoir permis
d’étre indépendante et de m’avoir toujours soutenue. Merci de m’avoir donné les moyens d’aller au
bout de mes idées, de m’avoir laissé aller a tous les congrés que je voulais et j’en ai fait des congres !
Merci de m’avoir valorisé et présenté a des chercheurs ou médecins importants dans notre domaine,
merci pour ta bienveillance envers moi. Je suis trés fiere de ce qu’on a réussi a faire de notre projet
mais aussi de la relation que nous avons développé durant ces années, et surtout cette derniére année.
Cette thése n’a pas été un long fleuve tranquille mais on s’en est plutot bien sorti ! Toi et moi on a
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sérieusement, je sais que je te laisse entre de bonnes mains dans cette équipe pleine de bonnes
personnes, je te souhaite tout le meilleur pour le futur et de toute facon on reste en contact !

Jérome, je te remercie pour ta bonne humeur au labo, pour ces défis de lancer de boulettes dans les
poubelles ou encore des paris pour la coupe du monde qui ont mis du croquang au labo avec souvent
un gateau a la clé (et qui nous ont surtout valu une demi-barbe et demi-moustache pour toi et moi une
magnifique créte bleue blanc rouge encore pleine d’alcool de la veille, victoire de la France a la coupe
du monde, pour moi). C'est toujours un plaisir de discuter avec toi de sciences ou de choses du
guotidien comme t’écouter parler de tes filles. Tu m’as apporté pleins de conseils pendant toute ma
these et méme jusqu’a la fin pour ma soutenance et le papier. Je te remercie aussi énormément pour
ce CFP 2021 qui restera un de mes meilleurs souvenirs de thése et pas uniquement pour les burgers
du buffet | Et comme je le dis depuis le début de ma thése, mon projet professionnel plus tard c’est
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Naima, notre petite maman, nous avons partagé nos galeres de trains pour venir au labo, nos
inquiétudes pour ma sceur et ton fils tous deux lycéens, nos commandes sur showroomprivé... Tu m’as
fait les meilleurs samoussas que j’ai jamais go(té ! Tu es d’une grande bienveillance et gentillesse et
au labo tu es toujours la pour nous commander des choses au dernier moment et pour nous aider dans
nos galéres de manip. Tu es la mémoire et les épaules du labo et je te remercie pour tout ce que tu
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m’as laissé mon premier jour car tu n’étais pas la pour m’accueillir, avec des mots qui m’ont touché
des le début. On a partagé la méme passion pour la CDA avec des conversations que personne d’autre
ne pouvait comprendre. On s’est soutenu, on s’est raconté nos vies et on a beaucoup rigolé. Tu as été
un exemple pour moi des le début avec ton organisation, ta rigueur et ton sérieux. Je suis trés contente
pour toi que tu te sois épanouie professionnellement, tu le mérites amplement.

Hubert, le sage du bureau et notre papa, je suis tombée dans un cocon de gentillesse avec toi et
Audrey, dans un bureau ou le ton n’est jamais monté, ou cela a toujours été partage et soutien. Tu es
I'une des personnes les plus généreuses que je connaisse, toujours a faire passer le bien des autres
avant le tien, toujours I'envie d’aider. Tu es aussi incroyablement passionné et je pense que toute
personne qui a été en zootechnie avec toi a pu le ressentir. J'ai adoré écouter toutes les histoires
extraordinaires que tu as vécu en temps qu’assistant vétérinaire avec tous ces animaux, j'aurais pu
t’écouter des heures. Merci de m’avoir apporté ta sagesse et ton réconfort dans les moments de doute
et pour tous les conseils de vie que tu m’as apporté, mais n’oublies pas que pour prendre soin des
autres il faut commencer par prendre soin de toi.

Dorian, tu es un rayon de soleil avec ton accent et ton rire, on est toujours en bonne compagnie. Toi
et moi on s’est bien entendu dés le début, tu m’as montré que la thése ce n’était pas la prison et qu’on
pouvait continuer a faire la féte ! Tu as aussi ravivé une ancienne addiction a Pokémon Go, les
promenades aprés manger sont devenues fades sans toi ! Tu m’as beaucoup fait rire et tu as toujours
été de bons conseils dans des sujets parfois plus sérieux :) Restes comme tu es, tu es notre Dodo et tu

ne seras jamais oublié ;).

Delphine, Delphoune, difficile de te décrire en quelques mots. Heureusement que tu étais la pour que,
a cOté, les gens aient I'impression que je ne parle pas si fort et que je ne m’excite pas tant que ¢a pour
un rien :) Fan de radio nostalgie, des histoires d’amour, des pingouins et I’Auvergne, il n’y en a pas
30 000 et surtout pas deux comme toi. J'ai une profonde amitié pour toi, tu as toujours été la pour
m’encourager, me faire prendre confiance, écouter mes histoires et a t’enflammer avec moi ! La seule
a comprendre mes références Disney (déshonneur sur toi, déshonneur sur ta famille, déshonneur sur
ta vache) et merci aussi de m’avoir fais découvrir Naruto et Kaamelot, je suis faaaaaan. Tout le monde
devrait avoir une Delphine dans sa vie :)

Lolo, Lo, notre quiche Lorraine, on a accroché dés notre rencontre, j’ai adoré ton humour, tes
expressions pas toujours francaise et que tu ne sois pas prise de téte. Tu m’as fait redécouvrir
I’escalade et on a passé pleins de supers moments ensemble autant a grimper qu’a regarder les gens
autour de nous (monsieur moustache, jus de tomate, les jumeaux, le mec relou...). Merci pour les



galettes que tu m’as faites et qui m’ont rappelé la maison, merci pour les couleurs de cheveux que tu
m’as faites, preuve de ma confiance parce que je n’étais quand méme pas sereine ! Merci d’avoir été
la tata de Yugi et d’avoir pris soin de lui ! Ravie aussi d’avoir rencontré Flo, vous étes aussi fou I'un que
|"autre et je vous adore :) Tu vas me manquer copine !

Manon, que de montagnes russes nos theses a toutes les deux, mais on y est arrivé :) Que d’émotions
de te voir partir avant moi, toi la plus débrouillarde qui m’a montré le chemin a suivre ! Je suis super
contente que I'on se soit découverte pendant cette deuxieme moitié de thése et qu’on ait pu se lier
d’amitié. Tu es une personne géniale, pleine de vie, trés intelligente et trés généreuse. Tu m’as proposé
encore de m’aider deux jours avant ta soutenance de these, j’ai failli t'engueuler pour te dire de penser
a toi :) Toujours des petites attentions pour tes copines et des bons plans ou astuces a partager qui me
font rire a chaque fois. Ton accent chantant va beaucoup me manquer.

Claire, notre petite derniere de notre noyau dur avec Audrey, Dorian, Manon, Lolo et Delphine. On les
a vu partir un par un avec émotions et maintenant c’est mon tour. Ma copine de fondamentale, ma
copine d’IF, ma voisine de paillasse, nul doute que tout va bien se passer pour toi, méme si on est plus
la. Tu as une grande force de caractere et tu es trés intelligente, continues sur ta lancée et tu vas tout
déchirer ! On a partagé des coups de gueule au labo, on s’est raconté nos week-ends fétards le lundi
matin, tu as toujours été une bonne oreille avec un grand cceur et surtout tu es la seule qui apprécie
mes chemises a leur juste valeur x) Restes comme tu es petite Claire !

Agathe, toi et moi on a eu une forte connexion dés le début, on est vite devenu copines et confidentes
au labo, a se raconter les potins du matin. Je ne pensais pas que quelqu’un dans I'équipe était plus fan
de noél que moi mais avec toi je suis hors-game, tu joues dans une autre catégorie ! Notre manip SDHA
restera un de mes meilleurs souvenirs, on a failli tout balancer alors qu’enfaite on a fait THE manip
papier | Haha ! Outre ¢a on a passé tellement de bons moments ensemble, entre folles, entre
passionnées, a rigoler, a papoter et a s’exciter sur tout et n‘importe quoi. Avec ces fameux romans
gu’on s’envoie par messages pour raconter le truc de ouf qui vient de nous arriver | Merci pour ton
soutien sans faille qui a compté dans tous les moments importants de ma thése mais aussi dans la vie,
je pense notamment a tes compliments pour mes dessins qui m’ont permis de prendre confiance et
d’oser plus. Tu as tracé ton chemin comme une chef jusqu’a maintenant et je ne m’en fais pas pour toi
pour la suite, avec ta force de caractere et surtout continue a prendre du plaisir dans ton travail et a
tout me raconter !

Nico, tu es arrivé quand j'en avais besoin et tu es devenu mon pilier pour la deuxieme moitié de ma
these. Nos caractéres ont vite matché avec nos coups de gueule, nos taquineries et notre délicatesse
légendaire. Tu es d’une grande rigueur scientifique et je te remercie pour tous les conseils que tu m’as
apporté autant au niveau des manips, que de la rédaction, de la recherche du postdoc, de la
présentation des figures ... Merci de t'étre toujours rendu dispo pour m’aider et d’avoir toujours été
honnéte avec moi. Tu as toutes les qualités pour étre un super chercheur et je me fais aucun souci
pour ta carriére. Au-dela du boulot j'ai adoré papoter avec toi au bureau, surtout sur nos chats, et on
rigole toujours ensemble. Je te confie mon gros bébé CDA et j'espere que toi et Agne vous viendrez
nous voir a Londres !

Marie, les quelques manips qu’on a faites ensemble n’ont pas été d’un grand succes il faut se le dire
(PLA, kit CDA) et on n’a pas passé beaucoup de temps ensemble au labo, mais cela a suffi pour que je



m’attache a toi. Tu es pétillante, avec un sourire communicatif et j'adore que tu t'extasies pour un
rien, la CDA c’est AMAZING ! Tu me fais rire et tu me fais penser a moi sur plusieurs points. Ne te mets
pas la pression pour le début de ta thése et ne perds pas cette passion et ton sourire. Tu vas tout
déchirer !

Adele, la petite mamie du labo avec tes soupes et tes pulls en laine. Je suis contente que tu sois arrivée
au labo avec ta gentillesse, ton humour et ta volonté d’aider tout le monde quitte a faire les taches
ingrates. Je compte sur toi pour continuer d’unir I’équipe dans la bonne humeur. Restes comme tu es,
ne te prends pas la téte et n’oublies pas de penser a toi aussi ;) Petite pensée aussi pour Hippo dans sa
robe jaune et ses kikis sur la téte, je pense que cette image ne me quittera jamais !

Klara et Lucie, vous avez été toutes deux de supers stagiaires, vous m’avez aidé dans mon travail et
vous avez été volontaires, impliquées et trés gentilles et je vous remercie pour cette expérience super
qui m’a donné envie de continuer a encadrer et pourquoi pas un jour d’enseigner.

Charlotte, tes passages furtifs au labo nous font toujours énormément plaisir. J’adore papoter avec toi
et j'admire la charge de travail que tu t'imposes. Heureusement que tu as pu te reposer pendant cette
année de these au labo ;) Merci aussi de ton aide et de tes conseils pour mon papa. J'aurais aimé qu’on
passe plus de temps ensemble | Bon courage a toi pour la suite et si je ne me trompe pas tu es la
prochaine de I’équipe a soutenir ;)

Je remercie aussi I'ancienne équipe 2, Valérie, Marie-Jeanne, Lilas. Vous avez toujours été de bons
conseils et bienveillantes et je vous remercie pour ¢a. Vous étes deux super chercheuses et j'ai aimé
votre bonne humeur au labo. J'espéere pouvoir a I'avenir intégrer une équipe de recherche avec des
personnes comme vous. J'ai eu un petit pincement au coeur de vous voir partir, heureusement Guigui
est resté avec moi. Lilas, la force et la rigueur scientifique que tu as montré pendant ta these m’ont
servi d’exemple. J’ai adoré papoter, discuter sciences, grimper avec toi et aussi tes coups de gueule sur
la vie x) j’ai hate de te retrouver a Londres !

Guigui, tu es un étre a part, dans ta bulle de folie et de bonne humeur et je suis trés contente d’avoir
partagé ces 4 années avec toi. Merci pour ce que tu as fais au labo et pour m’avoir aidé dans mon
projet, toujours dans la bonne humeur. Merci de m’avoir fait rire et d’avoir essayé de me détendre
guelques minutes avant ma soutenance de thése avec un petit beatbox improvisé. Avec plus de Guigui
le monde serait meilleur :) Toi et Camilla restez comme vous étes, continuez a répandre de la bonne
humeur et de la biere lambda !

Le CRCT crew c’était chouette de tous vous rencontrer : Guigui Cognet, Mathieu, Charly, Marie,
Carine, je vous souhaite le meilleur a tous et toujours dans la bonne humeur !

La team Montmiral, Julie, Marie, Hervé alia Corine, Torty et Gabi, vous étes mes plus belles rencontres
ici @ Toulouse. Vous étes de supers amis et je n’oublierais jamais les moments et délire que I'on a
partagé ensemble et qui m’ont permis de décrocher les week-ends, ce qui n’est pas toujours facile
pour moi. Notre week-end a Montmirail est mon meilleur souvenir de ces dernieres années, tellement
de spontanéité, de délires sortis de nulle part et d’amitié. Chaque week-end et soirée passé ensemble
ne sont que des bons moments. Un petit mot en plus pour Gabi et Torty, vous étes des supers copains,
nous retours fastidieux du carré vert et nos padels vont beaucoup me manquer. On ne part pas loin et
j'espére qu’on continuera tous a se voir. Et comme on dit loin des yeux mais pres du cceur.



Roro et Baba, on a encore passé de supers moments ensemble que ce soit a Toulouse, Lyon ou Evian
ou encore pendant nos vacances. Que de rigolades, de pétanques, de fontaines, de bouteilles de gin,
de POUET et d’escape games ! Je nous souhaite de continuer a se voir ici ou ailleurs et de toujours
autant s’amuser ensemble !

Simon le moustachu/pirate, je suis ravie que tu sois arrivé a Toulouse cette derniére année, méme si
le COVID a un peu beaucoup foutu son bordel. C'était super de passer a nouveau du temps ensemble.
Tu m’as bien fais progresser a I'escalade, merci pour tes conseils, et tu as vu je ne suis pas si butée que
ca le plus souvent je t’écoute | Merci de m’avoir permis de m’évader pendant les quelques dernieres
semaines/derniers mois de thése. Merci aussi de m’écouter me plaindre et blablater depuis qu’on est
ado, tu es un super copain x)

Je remercie Chantal et Bertrand d’étre venus me soutenir pour ma soutenance de these et d’avoir
toujours été bienveillants envers moi, j'ai de la chance d’avoir des beaux-parents comme vous.

Je remercie mes parents, ma mamie et mes soeurs pour leur soutient toutes ces années. Bien sir je
n’oublie pas gros bb Milka ! Emeline, je sais que tu n’as pas pu venir pour ma soutenance mais je sais
aussi que tu as été de tout coeur avec moi, tu as toujours été mon exemple et je suis trés fiere de t’avoir
comme sceur. Loulou, mon bb koala, notre star du basket, on a noué une forte complicité depuis que
tu es née, prends confiance en toi et n’oublies pas que tu seras toujours ma petite sceur. Mamie, tu es
la personne la plus forte, la plus généreuse et la plus aimante que je connaisse. Tu as toujours fait
passer notre bonheur avant le tien et je ne pourrais jamais te rendre tout I'amour que tu nous as
donné. Papa, maman, je ne vous I’ai jamais dit mais je suis trés admirative de ce que vous avez réussi
a construire malgré ce qui nous est arrivé, vous étes un exemple de couple et de parents et je vous
remercie pour votre amour et votre force. Cette victoire c’est aussi la votre.

Pour finir mais pas des moindre, Simon je te remercie d’avoir partagé mon quotidien depuis
maintenant de nombreuses années, de me faire rire et de me rendre heureuse chaque jour. Je n'y
serais pas arrivé sans toi. Je suis trés chanceuse de m’étre perdue en Mayenne et de m’étre retrouvée
a coté de toi. Merci de m’avoir toujours suivi depuis et merci de me suivre encore a Londres pour mon
postdoc. J'ai hate de vivre cette nouvelle aventure avec toi et notre petit chat Yugi (il est fou, nous
aussi on est fou, on va déconner oh on va s’enjailler oh). Je ne sais pas de quoi est fait I'avenir mais je
sais que tant qu’on est ensemble, tout ira bien.



Glossaire

A

ADN : acide désoxyribonucléique
AhR : récepteur des hydrocarbures Aryl
AICDA : activated induced CDA

APOBEC : alipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypetide-like

araC : cytosine arabinoside

ARN : acide ribonucléique

ARNm: acide ribonucléique messager
ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated
ATR : ATM an Rad3 related protein

ATRIP : ATR-interacting protein

B

BER : réparation par excision de bases

BET : bromodomain et extraterminal

BIR : break-induced replication

BLM : Bloom Syndrome hélicase
BRCA : breast cancer

BS : Syndrome de Bloom

C

CA19-9 : carbohydrate antigéne 19-9
CAF : fibroblastes associés au cancer
CCLE : cancer cell line encyclopedia
CDA : cytidine désaminase

CDC : cycline de division cellulaire
CDK : kinase dépendante des cyclines

CDKN2A : cycline-dependante kinase
inhibiteur 2A

CFS : sites fragiles communs
Chk1 : checkpoint protein kinase 1

CIN : instabilité chromosomique

CMP : cytidine monophosphate

CMPK : cytidine monophosphate kinase
CNV : variation du nombre de copies
CpG : cytosine phosphate guanine
ctADN : ADN circulant

CTC : cellules tumorales circulantes

CTLA-4 : antigene 4 du lymphocyte T
cytotoxique

C : cytidine

D

dC : désoxycytidine

DCK : désoxycytidine kinase

dCMP : désoxycytidine monophosphate
DDR : DNA damage response

dFdC : 2'-désoxy-2',2'-difluorocytidine

dFdU : 2'-désoxy-2',2'-difluorouridine

DNAZ2 : DNA replication helicase / nuclease 2

DNA-PK : kinase protéique dépendante de
I’ADN

dNTPs : désoxyribonucléotides triphosphates
DPC4 : deleted in pancreatic cancer 4

DR : 1,3-diazépinone riboside

DSB : double strand break

dTMP : 2’-désoxythymidine-5’-
monophosphate

dTTP : désoxythymidine triphosphate

dU : désoxyuridine

dUMP : 2’-désoxyuridine-5’-monophosphate
E

ECOG-PS : Eastern Cooperative Oncology
Group - Performance Status

EdU : 5-éthynyl-2’-désoxyuridine



EGFR : Epidermal growth factor receptor
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse

ERK : extracellular signal-regulated kinases
ETAAL1L : Ewing’s tumour-associated antigen 1

EXOL1 : exonuclease 1

F

FA : réparation anémie de fanconi

FANCD2 : Fanconi anemia groupe D2

FDA : food and drug administration

FEN1 : flap structure-specific endonuclease 1
FF : acide folique, 5-fluorouracile

FOLFIRINOX : acide folique, fluorouracil,
irinotecan, oxaliplatin

FPKM : Fragments per kilobase of exon per
million.

5-FU : 5-fluoro-2’-désoxyuridine

G

GATAG : GATA binding protein 6
GEM-CAP : gemcitabine capécitabine

G4 : g-quadruplexe
H

H2AX : Histone H2AX membre X
hCNT : human nucleoside transporter

hENT : transporteurs équilibrateurs de
nucléosides

HER-2 : human epidermal growth factor
receptor 2

HR : recombinaison homologue

HRD : homologous recombination deficiency

IHC : immunohistochimie
INDEL : mutation insertion - délétion

IR : infra-rouges

IRM : Imagerie par résonnance magnétique

K

K-RAS : kirsten rat sarcoma virus

L

LOH : loss of heterogeneity

M

MCM : MiniChromosome Maintenance
MDCT : tomodensitometre multi-détecteur
miARN : microARN

MIDAS : synthese d’ADN mitotique

MLH1 : mutL homologue 1

MMEJ : réparation par micro-homologies
MMR : réparation de mésappariements

MRCP : cholangiopancréatographie par
résonance magnétique

MSH2 : mutS homologue 2

MSI : Instabilité des microsatellites

N

NDPK : nucléoside disphosphate kinase
NER : réparation par excision de nucléotides

NHEIJ : réparation par jonction d’extrémités
non homologues

NK : natural killer
NLS : signal de localisation nucléaire

NTRK : récepteur kinase de tropomyosine

o

OFF : oxaliplatine, acide folique, 5-
fluorouracile

ORC : origin recognition complex
P

53BP1 : p53 binding protein 1

PanIN : néoplasie intraépithéliale
pancréatique



PAMBG : placental alpha microglobulin 1
PARP-1 : poly(ADP-ribose) polymérase
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PD-1/PD-L1 : programme cell death-
1/programme cell death ligand-1

PDA : adénocarcinome pancréatique

PDAC : adénocarcinome pancréatique
canalaire

PDCL : patient derived cell line

PICH : PIk1-Interacting Checkpoint Helicase
PMS2 : PMS1 homologue 2

POLO : Pancreas Cancer Olaparib Ongoing

PRIMPOL : primase polymérase
R

RecQ1l : RecQl-like helicase 1

RFC : Replication factor C

RNR : Ribonucléotide réductase
rNTPs : ribonucléotides triphosphates
ROS : reaction oxygen specied

RPA : protéine de réplication A

RRS : replication stress response

RS : stress réplicatif

S

SCE : échanges entre chromatides sceurs
siRNA : small interferant RNA

SNP : single nucleotide polymorphisme
SNV : variation d’un nucléotide simple
SSB : single strand break

ssDNA : single-stranded DNA

SSTR2 : récepteur de la somatostatine 2 (a
revoir)

SV : variant structural

T

TAM : macrophages associés a la tumeur
TBP : TATA-box binding protein

TCGA : The cancer genome atlas

THU : 3,4,5,6-tétrahydrouridine

TIPMP : tumeurs intracanalaires papillaires
mucineuses du pancréas

TGF-B : transforming growth factor B
TK : thymidine kinase

TLS : synthese d’ADN translésionnelle
TNM : tumor, node, metastasis
TOP2A : DNA topoisomerase Il a

TOPBP1 : DNA topoisomerase Il binding
protein 1

TP53 : tumeur protéine 53

TS : thymidylate synthétase

U

U : uridine

UFB : Ultra Fine Bridges

UMK : uridylate monophosphate kinase
UTR : untranslated region

UV : ultra-violets
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Résumé

La cytidine désaminase (CDA) est impliquée dans le recyclage des pyrimidines, en convertissant les
cytidines et désoxycytidines en uridines et désoxyuridines, essentielles pour la synthése d’ADN et
d’ARN. La perte de CDA induit de l'instabilité génétique dans le syndrome de Bloom, et sa
surexpression est associée a la résistance des tumeurs aux chimiothérapies a base d’analogues de
désoxycytidine. Nous avons récemment découvert que la CDA est surexprimée dans les
adénocarcinomes pancréatiques (PDAC), une maladie sans traitement curatif aux stades avancés et
prédite comme la seconde cause de déces par cancer d’ici 2040. La perte de CDA dans des modeéles
expérimentaux de PDAC inhibe fortement la prolifération cellulaire et la croissance tumorale, en
absence de chimiothérapie, suggérant un nouveau role de la CDA dans la progression des tumeurs
pancréatiques. Dans ce travail de these, nous avons trouvé que I'expression de la CDA est associée a
un enrichissement des genes de la signature de réplication de I’ADN, dans des tumeurs pancréatiques
de patients et des modeéles expérimentaux. Nous démontrons ensuite que la CDA est localisée aux
fourches de réplication, augmente la vitesse et I'efficacité de redémarrage des fourches de réplication.
Ces effets sont strictement dépendants de l'activité désaminase de la CDA. Nous avons ensuite
découvert que I'expression de CDA corréle inversement avec le niveau de stress réplicatif des cellules
et que sa déplétion est associée a I'activation la voie ATR en réponse au stress réplicatif (données
transcriptomiques) et I'activation de la protéine CHK1. De plus, nous montrons que la CDA limite
I'instabilité du génome, étant donné que I'expression de CDA corréle négativement avec la formation
de micronoyaux et la transmission des dommages aux cellules filles. Dans I'encyclopédie des lignées
cancéreuses (CCLE), I'expression de CDA est associée a la résistance aux agents thérapeutiques ciblant
I’ADN. Des études fonctionnelles montrent que la surexpression de la CDA, mais pas la CDA mutante
catalytiquement inactive, protége les cellules PDAC contre la camptothécine, un inhibiteur de
topoisomérase. Pour montrer le potentiel clinique de ces travaux, nous avons ciblé la CDA dans des
cellules primaires de PDAC et avons trouvé que la CDA est nécessaire a la croissance des cellules
primaires. Enfin, le ciblage de la CDA sensibilise ces cellules primaires a I'Oxaliplatine, inducteur
d’adduits d’ADN, in vitro et in vivo étant donné que la combinaison diminue la progression tumorale.
L’ensemble de nos résultats révele pour la premiére fois que la CDA régule le niveau de stress réplicatif
a proximité de la fourche de réplication, et qu’elle protege les cellules PDAC des agents induisant du
stress réplicatif. Ainsi, ce travail de thése propose de nouvelles stratégies thérapeutiques
prometteuses basées sur le ciblage de la CDA pour combattre les résistances aux traitements dans le
PDAC et créer de nouvelles opportunités thérapeutiques.



Abstract

Cytidine deaminase (CDA) is involved in the pyrimidine salvage pathway, by converting cytidines and
deoxycytidines into uridines and deoxyuridines, for DNA and RNA synthesis. Loss of CDA induces
genomic instability in Bloom Syndrome, and CDA overexpression is associated with tumor resistance
to chemotherapy with deoxycytidine analogs. We recently found that CDA is overexpressed in
pancreatic adenocarcinoma, a disease with no cure for advanced stages, and that CDA depletion in
experimental models strongly inhibits cell proliferation and tumor progression, in the absence of
chemotherapy, suggesting a new role of CDA per se in pancreatic tumor progression. In the present
work, we found that CDA expression is associated with gene set enrichment in DNA replication
signature, in both patient PDAC tumors and experimental models. We further demonstrate that CDA
localizes at replication forks, increases replication fork speed and restart efficacy. These effects are
strictly dependent on CDA deaminase activity. Hence, we found that CDA expression is inversely
correlated with the level of replicative cells in PDAC cells, and that CDA targeting is associated with
gene set enrichment of ATR pathway activation in response to replication stress signature and CHK1
protein activation. Next, we demonstrate that CDA preserves genomic stability of PDAC cells, as CDA
expression is inversely correlated with micronuclei formation and DNA damage transfer to daughter
cells. In the Cancer Cell Lines Encyclopedia, CDA expression is associated with resistance to drug
targeting DNA synthesis. Functional studies demonstrate that overexpressing CDA, but not CDA
catalytically inactive mutant, protects PDAC cell lines from camptothecin, a topoisomerase inhibitor.
To gain further insights into the clinical potential of such finding, we targeted CDA expression in
primary cells from patient with PDAC and found that CDA is essential to primary cell growth. Last, CDA
targeting strongly sensitizes primary cells to treatment by oxaliplatin, that forms platinum-DNA
adducts, in vitro and in vivo as the combination decreases tumor progression. Taken together, our
results reveal for the first time that CDA controls the level of DNA replication stress, replication stress
level and genomic stability of PDAC cells in proximity with DNA replication fork, and that CDA protects
PDAC cells from drugs inducing DNA replication stress. Thus, our work stems for new strategies based
on CDA targeting to defeat PDAC resistance to treatment and create new therapeutic opportunities.
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Introduction

L’objectif de ma thése a été d’étudier le réle de la cytidine désaminase dans la réplication de I’ADN et
le niveau de stress réplicatif des cellules cancéreuses pancréatiques. Dans cette introduction
bibliographique je vais d’abord décrire le cancer du pancréas, en détaillant ses caractéristiques, son
diagnostic et la prise en charge des patients. Je mettrai en avant I'importance de la CDA dans la
chimiorésistance des tumeurs pancréatiques puis décrirai les connaissances concernant cette enzyme.
Ensuite je présenterai en détail les bases du stress réplicatif, sa prise en charge et ses conséquences
sur la stabilité du génome et le développement de pathologies telles que le cancer. Enfin je décrirai
qgue le cancer du pancréas est une maladie a forte instabilité génétique et comment les recherches
d’aujourd’hui utilisent ce trait pour développer de nouvelles thérapies ciblées prometteuses.

I Le cancer du pancréas

1. La pathologie
1.1.Le cancer du pancréas

Le pancréas est un organe glande du systeme gastro-intestinal qui produit des hormones régulatrices
de la glycémie (glucagon, insuline, somatostatine) et des enzymes de digestion pour la dégradation des
nutriments®. 1l est constitué de plusieurs types cellulaires dont les cellules acineuses (sécrétrices
d’enzymes digestives), les cellules canalaires, les cellules en transition entre acini et canal, les flots de
Langherans (sécrétrices d’hormones) et les cellules étoilées du pancréas, peu actives.

La tumeur est localisée dans 62% des cas dans la téte, 15% des cas dans le corps et 5% des cas dans la
gueue du pancréas et peut rapidement envahir les organes voisins tels que la rate, le c6lon ou
I’'estomac?3. La forme histologique la plus fréquente est I'adénocarcinome pancréatique canalaire
(PDAC) qui représente 90-95% des formes d’adénocarcinomes pancréatiques chez ’lhomme et un réel
probléme de santé publique (Institut National du Cancer, France®. Les tumeurs neuroendocriniennes
(PanNET) issues des flots de Langerhans représentent 3% des cancers du pancréas et les carcinomes
acinaires seulement 1%, d’autres formes encore moins fréquentes existent. Le PDAC est la 4™ cause
de décés par cancer dans les pays développés et la 7¢™ cause de décés par cancer dans le monde, tous
cancers confondus®*. Les projections placent le cancer du pancréas comme deuxiéme cause de décés
par cancers d’ici 2030-2040, juste derriére le cancer du poumon (Figure 1)°. Durant cette thése, la
mention du cancer du pancréas fera référence au PDAC, les autres formes de cancer du pancréas ne
seront pas étudiées.



Figure 1 : Prédiction du nombre de morts en 2030 par type de cancer. Image extraite de Rahib et al. 2021.
1.2.Epidémiologie

Les données issues de GLOBOCAN (New Global Cancer Data) permettent d’étudier I'épidémiologie des
cancers a |'échelle internationale. A I’heure actuelle, 4,5% des décés tous cancers confondus sont
attribués au cancer du pancréas (GLOBOCAN 2020%). 495 773 nouveaux cas et 466 003 décés ont été
identifiés en 2020 dans le monde, avec une fréquence plus élevée en Asie et en Europe, comme montré
sur la Figure 2. La survie a 5 ans est de seulement 11% dans les pays développés (Institut National du
Cancer, American Cancer Society). Aux USA, 52,9% des cas sont diagnostiqués chez des hommes 52,4%
des décés touchent les hommes (American Cancer Society. Key Statistics for Pancreatic Cancer, acces
le 19 ao(it 2021°%). 80% des cancers sont diagnostiqués a des stades avancés ou métastatiques.

Figure 2 : Incidence et Mortalité du cancer du pancréas dans le monde. Image extraite de GLOBOCAN 2020
(International Agency for Research on Cancer, The Global Cancer Observatory, décembre 2020).



Des données supplémentaires de la société Américaine du cancer montrent la survie a 5 ans selon les
stades du cancer du pancréas pour les patients diagnostiqués entre 2010 et 2016, voir Table 1. La
tumeur est qualifiée de localisée s’il n’y a pas de signe de dissémination hors du pancréas, de régionale
si dissémination aux structures proches et aux ganglions lymphatiques et de métastatique si
dissémination & des parties distantes de l'organisme telles que les poumons, le foie ou les os’
(American Cancer Society). Les données de la Table 1 montrent que les tumeurs localisées ont une
survie a 5 ans de 39% soit 3 fois plus que les tumeurs régionales et 13 fois plus que les tumeurs

métastatiques.
Stade de la tumeur Taux de survie a 5 ans

Localisée 39%
Régionale 13%
Métastatique 3%
Tous stades confondus 10%

Table 1 : Le taux de survie a 5 ans des patients atteints de cancer du pancréas diagnostiqués entre 2010 et 2016
selon le stade d'avancement de la tumeur. Stades de la tumeur définis par le SEER (Surveillance, Epidemiology,
and End Results) (Pancreas Statistics | American Cancer Society - Cancer Facts &amp; Statistics, accés le 30 aolit
2021).

Il est important de prendre en compte le stade d’évolution de la tumeur pour déterminer le taux de
survie des patients a 5 ans. Seulement les chiffres ne prennent pas en compte I'age, I'état général, la
réponse au traitement et d’autres facteurs importants’. Il faut aussi noter qu’entre 2014 et 2021 le
taux de survie a 5 ans a augmenté de 6% a 11% montrant une progression encourageante. Cependant,
I'incidence continue d’évoluer avec les années et le taux de déces reste tres élevé, ainsi le taux de
survie a 5 ans du cancer du pancréas est le plus faible parmi les cancers majoritaires®. Il est donc urgent
d’améliorer encore la survie des patients malgré I'augmentation de la prévalence du cancer du
pancréas dans le monde (American Cancer Society)>.

1.3.Facteurs de risques
a. Facteurs de risque environnementaux

L'age est le déterminant majeur et un facteur de risque non modifiable, avec un pic d’incidence de la
pathologie entre 60 et 80 ans® (INCA 2019). Plusieurs facteurs environnementaux augmentent les
risques de développer un cancer du pancréas. Parmi les risques pouvant étre évités, le tabac est le plus
important et le plus étudié. L'obésité, la faible activité physique, un diabéte de type 2 et la

9,10

consommation d’alcool ont aussi été associées au développement d’un cancer du pancréas”'®, comme

Table 2.



Ratio risque par

Facteurs de risque

. rapport au groupe Groupe contréle Référence
environnementaux A
controle
Cigarette 1,74 Non-fumeurs lodice et al. 2008
Obésité (index de masse 16 Index corporel entre 19 Arslan et al. 2010
corporelle > 35) et 25
Diabéte type 2 1,8 Non-diabétiques Chari et al. 2005
Consommation d’alcool Consommation <1 Lucenteforte et al.
. 1,5 , .
(> 6 verres par jour) verre d’alcool par jour 2012

Table 2 : Les principaux facteurs de risque environnementaux de développer un cancer du pancréas’.

Ces résultats ne prennent cependant pas en compte la susceptibilité génétique des patients et les
contextes familiaux étant donné le manque d’études diG a la faible prévalence des PDAC sur
prédisposition génétique. Il manque aujourd’hui des données sur l'interaction entre facteurs
environnementaux et facteurs génétiques?®.

b. Facteurs de risque génétiques

Les facteurs de risque génétiques sont dits non-modifiables comparés aux facteurs
environnementaux'!. Les cancers du pancréas avec un historique familial représentent environ 10%
des patients'?. Les patients atteints de syndromes génétiques héréditaires, tels que présentés
dans la Table 3, ont un risque plus élevé de développer un PDAC'213,

Altération génétique Pathologie(s) Ratio risque Référence
Mutation BRCA1 Cancers familiaux du 5
Mocci l.201
Mutation BRCA2 sein et/ou des ovaires 6 occi etal. 2013
Mutation CDKN2A/p16 | Mélanomes familiaux 50 De Snoo et al. 2008
Mutation géne de Syndrome de Lynch
réparation de (cancer colorectal Kastrinos et al. 2009
. . o g 7-10
mésappariements héréditaire sans Mgller et al. 2017
(MMR) polyposie)
Mutation STK11 Syndrome Peutz- 132 Korsse et al. 2013
Jeghers
Mutations PRSS1 et Pancréatites 50-100 Rebours et al. 2008,
SPINK1 héréditaires Raimondi et al. 2010

Table 3: Les principaux facteurs de risque génétiques de développer un cancer du pancréas®. Le ratio de risque
de développer un PDAC est toujours comparé a la population générale dans les études citées.

Une mutation germinale dans le géne BRCA2 (Breast Cancer-2) est retrouvée dans environ 19% des
cas familiaux de cancer du pancréas. Cependant, les études sont contradictoires quant a I'inclusion de
mutations BRCA1 dans les facteurs de risque génétiques'®. Le PDAC est le deuxiéme type de cancer
associé a la mutation CDKN2A dans les familles sujettes au développement de mélanomes®*. Les
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raisons génétiques a I'origine des clusters familiaux ne sont pas encore claires aujourd’hui méme si des
mutations de génes augmentant le risque de cancer du pancréas ont été identifiées'>®, De
nombreuses études sont en cours pour étudier les modes de vie, et la génétique des pathologies des
patients avec un historique familial’.

En dehors des maladies liées au cancer, les pancréatites héréditaires chroniques sont un facteur de
risque de développer un cancer du pancréas, méme si elles sont rares avec une prévalence annuelle
de 50/100 000 personnes aux Etats-Unis. Le risque cumulé jusqu’a 70 ans de développer un cancer du
pancréas est de 40%. Une pancréatite héréditaire chronique est un désordre autosomal dominant
caractérisé par des attaques répétées de pancréatites aigues débutant dés le jeune age!®'’. Les
mutations germinales PRSS1 et SPINK1 sont responsables d’une grande proportion des cas familiaux
héréditaires de pancréatites. En effet, le géene PRSS1, codant pour une trypsine secrétée par le
pancréas, est retrouvé muté dans plus de 80% des patients avec une pancréatite héréditaire. Une
mutation dans le géne SPINK1, codant pour un inhibiteur de trypsine, augmente de 23% le risque de
développer une pancréatite chronique’®. Enfin, les individus fumeurs avec une pancréatite héréditaire
chronique développent un cancer du pancréas 20 ans avant les non-fumeurs®’.

Enfin, il existe aussi des cancers du pancréas familiaux lorsque plusieurs cas sont agrégés dans une
méme famille sans syndrome génétique associé. Un cancer du pancréas est dit familial s’il y a au moins
deux apparentés au premier degré ou trois apparentés quel que soit le degré de parenté®®,

2. Diagnostic et prise en charge des patients
2.1.Symptomes et imagerie pour le diagnostic

Le faible pronostic de la pathologie est di notamment a un diagnostic tardif a des stades tres avancés
étant donné I'absence de symptomes spécifiques de la maladie et le potentiel métastatique précoce
de ces tumeurs. En effet, plus de 80% des tumeurs sont diagnostiquées a des stades avancés ou
métastatiques, plus agressifs, voir Figure 3. Les métastases sont majoritairement dans le foie (62%) et
dans les poumons®.



Figure 3 : Pourcentage de cas par stade du cancer du pancréas répertoriés aux Etats-Unis entre 2014 et 2018.
Stades de la tumeur définis par le SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) (Pancreas Statistics |
American Cancer Society - Cancer Facts &amp; Statistics, accés le 30/08/2021).

Les symptOomes cliniques du cancer du pancréas ne sont donc pas spécifiques et incluent des douleurs
abdominales et dorsales, une perte de poids non expliquée, un ictére, des nausées, I'apparition
nouvelle d’un diabéte sucré et plus rarement la thrombophlébite migratrice (Iésion de I'endothélium
veineux et obstruction de la lumiére par un thrombus). A chaque suspicion, une imagerie doit étre
réalisée. Elle est cruciale pour le diagnostic, le bilan d’extension des patients et le suivi de la
progression de la maladie®. L'imagerie permet d’évaluer les lésions pancréatiques et de déterminer
I'implication des veines et des artéres ainsi qu’une dilatation du canal pancréatique ou du canal
biliaire?!. Le diagnostic du PDAC s’appuie sur plusieurs techniques d’imagerie. La tomodensitométrie
multi-détecteurs (MDCT) du pancréas est considérée comme standard dans le diagnostic et le bilan
d’extension et peut étre secondée par I'IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique) et la
cholangiopancréatographie par résonance magnétique (MRCP). La preuve histologique peut étre
obtenue au niveau de la tumeur primaire (sous écho-endoscopie) ou de sites métastatiques lorsqu’ils
sont présents, suite & un examen anatomopathologique?2.

Figure 4 : Grades cliniques des tumeurs pancréatiques, selon I'extension de la maladie et I'atteinte vasculaire.

Selon I'extension de la maladie, quatre grades présentés Figure 4 sont distingués : résécable d’emblée,
limite résecable ou « bordeline », localement avancé et métastatique. L'atteinte vasculaire, en
particulier artérielle, est déterminante pour classer les tumeurs aux stades non métastatiques. Le
grade | regroupe les tumeurs résécables qui restent limitées au pancréas avec une taille inférieur a
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4cm. Le grade Il correspond aux tumeurs localement avancées ou limite résécables qui restent limitées
au pancréas et d’une taille supérieure a 4cm. Ensuite les tumeurs de grade Il sont non résécables ou
disséminées aux vaisseaux proches mais sans apparition de métastases éloignées. Pour finir le grade
IV rassemble les tumeurs métastatiques avec une dissémination aux organes distants. Il est donc
important de s’appuyer sur I'imagerie des Iésions pour distinguer le stade d’extension (classification
TNM : tumor, node, metastasis) de la maladie afin d’optimiser la prise en charge des patients. Ces
dernieres années, le nombre de patients diagnostiqués avec un PDAC de grade | a augmenté, avec un
age au diagnostic diminué et une survie globale améliorée, et ce sans variation pour les autres grades.
Cela pourrait suggérer une amélioration des méthodes de diagnostic et de détection précoce®.
Cependant, les lésions pré-cancéreuses sont difficiles a détecter et a visualiser par imagerie et il est
laborieux de différencier les stades précoces des stades avancées, ainsi la prise en charge des patients
reste donc un défi. Il y a un besoin important de biomarqueurs de diagnostic précoce afin d’outrepasser
ce probléme3.

2.2.Biomarqueurs et facteurs pronostiques

Une néoplasie peut mettre jusqu’a plus de 10 ans avant de développer des métastases, ouvrant ainsi
un large champ de possibilités pour la détection précoce afin d’empécher le décés des patients a la
suite d’un PDAC métastatique?*. L’identification de biomarqueurs est nécessaire pour la détection
précoce, I'évaluation de la réponse aux traitements et le suivi post-résection?.

En clinique pour les tumeurs localisées, |a taille, le statut ganglionnaire, les marge et la différentiation
sont des facteurs pronostiques majeurs de la maladie. Pour les stades avancés, I'extension
métastatique ainsi que le statut de performance et I’état nutrionnel du patient sont des facteurs
importants pour établir un pronostique. Il est toutefois nécessaire d’identifier de nouveaux
biomarqueurs permettant la détection précoce, le suivi de la réponse au traitement et le pronostic.
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Figure 5 : Les biomarqueurs et facteurs de pronostiques dans le PDAC et leurs inconvénient, aucun d’entre eux
n’est utilisé aujourd’hui en routine comme marqueur de diagnostique?”.

a. L’antigene CA19-9

Le biomarqueur le plus utilisé pour le diagnostic du PDAC et le suivi des patients est I'antigéne sérique
du cancer CA19-9 (Carbohydrate Antigen 19-9) présent en surface des érythrocytes, Figure 5. En 1981,
le CA19-9 est identifié dans le PDAC et est vite devenu le biomarqueur le plus étudié, marqueur d’une
aberration de glycosylation des tumeurs pancréatiques et détectable par essai de radio-
immunologie®®*?’. Une augmentation du CA19-9 dans le sérum est observée dans 80% des cas de PDAC
avancés. Cependant, environ 6% de la population blanche et 22% de la population noire ne possedent
pas les enzymes Lewis nécessaires a la production de CA 19-9, induisant des risques de faux négatifs
pour ces sous-populations®?42°, Poruk et collégues ont montré, sur une étude incluant un grand
nombre de patient, que la sensibilité et la spécificité du CA19-9 pour la détection du PDAC sont toutes
deux de 80%%, ce qui n’est pas suffisant pour que ce biomarqueur soient adopté en routine comme
biomarqueur de diagnostique. Ensuite, la détection de CA19-9 n’est pas spécifique de la tumeur
pancréatique et peut aussi étre retrouvée dans des cellules bénignes. Le CA19-9 peut tout de méme
étre utilisé dans le bilan diagnostic pour le suivi de la pathologie, les récurrences et la réponse au
traitement. En effet un niveau élevé de CA19-9 suggére par exemple une maladie métastatique alors

qu’une diminution post-traitement est un signe de bonne réponse?®>22,

b. Mutations K-RAS

Dans le cancer du pancréas, K-RAS est retrouvé muté dans 60-95% des cas, il est 'oncogéne
majoritaire®3%31, || a été montré que toutes les mutations de K-RAS sont des SNV (variation
nucléotidique simple) et a l'origine d’un déséquilibre allélique de I'allele K-RAS muté®. En effet, les
mutations sont majoritairement sur le codon 12 avec une modification de la forme sauvage GGT
(glycine) en GAT (acide aspartique, G12D) et GTT (valine, G12V), le plus fréquemment®. Une mutation
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K-RAS est facteur de faible pronostic dans les cancers et est associée a la résistance aux traitements>.
Mon équipe d’accueil (CRCT-Toulouse, CHU de Rangueil) a montré que les patients avec une mutation
K-RAS®12° ont une survie globale significativement plus courte comparée aux patients K-RASYT ou K-
RASC12C3435 Cela a permis d’identifier K-RAS®?° comme facteur prédictif de réponse au traitement et
de plus mauvais pronostic pour les patients avec un PDAC avancé. Le type de mutation devrait donc
étre prise en compte pour évaluer le pronostic des patients ainsi que dans les essais cliniques3*3°. La
recherche de mutations K-RAS en clinique est facile et fiable a partir de matériel biologique et aide au
diagnostic de cas douteux ou afin d’éliminer des faux-positifs. En effet, I'identification de mutation K-
RAS en plus de la cytopathologie guidée par échographie endoscopique permet de mieux différencier
les tumeurs bégnines des malignes et diminue le taux de faux-positifs3#3>31, Cependant, la recherche
de mutatoins K-RAS n’est pas encore réalisée en routine clinique.

c. Biopsie liquide sérique

Une biopsie liquide pour la détection d’un cancer du pancréas est majoritairement réalisée sur le sang
périphérique total®. Plus de 300 autres biomarqueurs sériques sont en cours d’investigation a I’heure
actuelle pour la détection du PDAC, parmi lesquels des glycolipides, des protéines, des facteurs de
croissance, des cytokines et chimiokines, des molécules d’adhésion, des ARN non-codants ou les
cellules tumorales circulantes, les exosomes et I’ADN tumoral circulant obtenus a partir de biopsie
liquide sérique®. La biopsie liquide a partir d’échantillon de sang permet de détecter des cellules
cancéreuses circulantes (CTC), des fragments d’ADN tumoraux ou encore des exosomes, des vésicules
tumorales circulantes extracellulaires contenant des molécules bioactives (Figure 5). Le diagnostic du
PDAC basé sur les CTC est tres spécifique car la plupart des études ne montrent que trés peu ou pas
de faux positifs. Cependant, la sensibilité est limitée car les CTC sont rares et faiblement capturées
et/ou enrichies par les méthodes actuelles, Figure 5. Il a toutefois été montré que la présence de CTC
indique une faible survie pour les patients avec une tumeur réséquée, localement avancée ou
métastatique®’. Les biopsies liquides sériques ont aussi permis de révéler que 43% des patients avec
une maladie localisée ont de I’ADN tumoral circulant (ctDNA) au moment du diagnostic. L’ADN tumoral
circulant est un fragment d’ADN dérivé de celui de la tumeur, sécrété par les cellules dans le sang et
porteur des mutations spécifiques des cellules cancéreuses®®. La détection de ctDNA aprés résection
chirurgicale prédit la rechute clinique et est de faible pronostic®. D’autres études sont nécessaires
pour évaluer clairement la sensibilité et la spécificité du biomarqueur ctDNA pour la détection de
PDAC3®4%41 Enfin, les propriétés moléculaires des exosomes reflétent celles des cellules dont ils sont
issus. De plus, ils ont la capacité de transmettre des signaux entre cellules. Des approches
expérimentales récentes sont basées sur la détection de miRNA, d’ADN et de signatures protéiques
des exosomes, mais ne sont pas utilisées en routine pour le diagnostic du PDAC3*2, Les méthodes
d’isolement et de caractérisation des exosomes doivent encore étre plus développées, I'analyse des
exosomes restent cependant prometteuse pour le diagnhostic précoce du PDAC?”*3. Aujourd’hui, le
CA19-9 est le seul biomarqueur approuvé par la FDA dans le cancer du pancréas*. De nombreuses
études visent aujourd’hui a améliorer la spécificité et la sensibilité et a contrecarrer les inconvénients
de ces biomarqueurs dans le but d’améliorer la détection précoce du PDAC? (Figure 5).
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De plus, K-RAS est aussi détecté dans les cellules tumorales circulantes, les exosomes et sur '’ADN
circulant. 25% de I’ADN circulant est muté pour K-RAS et donc défini d’ADN tumoral circulant®®4%41, | g
fréquence de la mutation de K-RAS dans I’ADN circulant influence négativement le pronostic des
patients atteints d’un PDAC, apres chirurgie ou non. La prévalence des mutations K-RAS semble étre
un marqueur fiable et non-invasif pour dépister le PDAC a un stade précoce %404, Les méthodes
actuelles pour évaluer les mutations K-RAS sont notamment le séquencage direct et la PCR digitale en
gouttelettes (digital droplet PCR) en temps réel, reconnues pour leur fiabilité a partir de tissu et biopsie
liquide. Cependant les tests de mutation K-RAS ne sont pas assez efficaces aujourd’hui pour prédire la
réponse aux traitements343>, Des études afin d’identifier des marqueurs précoces retrouvés dans les
|ésions pré-néoplasiques tels que K-RAS muté pourrait étre prometteuses afin d’améliorer le dépistage
du PDAC et la prise en charge des patients.

3. Mécanismes et physiopathologies
3.1.Les génes fréquemment altérés
a. Oncogénes et suppresseurs de tumeurs

Le profil mutationnel des tumeurs est informatif pour mieux comprendre leur évolution et identifier
de potentiels cibles thérapeutiques. Le PDAC est dominé par la prévalence des mutations de
I'oncogéne K-RAS, activatrices de la voie des MAPK33%4%, voir Figure 6. La voie PI3K-AKT, essentielle
pour la survie cellulaire, est constitutivement activée dans la plupart des PDAC d{ a I'activation de
I'oncogéne K-RAS ou a I'amplification d’AKT2 qui a lieu dans 10 a 15% des tumeurs. Enfin, un autre
oncogeéne prévalent dans le cancer du pancréas est C-MYC, amplifié dans 20-30% des PDAC*®. C-MYC
est un facteur de transcription impliqué dans divers processus cellulaires tels que la réplication de
I’ADN, le métabolisme et I'apoptose, via la modulation de I'expression des génes. Ainsi C-MYC stimule
les voies de prolifération cellulaire si muté ou surexprimé®’.

K-RAS
TP53 N
Il Oncogénes
CDKN2A Suppresseurs

de tumeurs
DPC4
C-MYC
AKT?2

I I 1 1
0 20 40 60 80 100

Tumeurs (%)

Figure 6 : Oncogénes et suppreusseurs de tumeur les communément altérés dans le cancer du pancréas, les
chiffres varient selon les études mais les génes les plus mutés sont toujours les mémes3%4>4,
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Divers génes suppresseurs de tumeurs sont altérés dans les cancers afin de permettre I'initiation et la
progression tumorale. Le gene CDKN2A (inhibiteur de kinase dépendante des cyclines 2A) code pour
p16™K42 et p14°T, deux protéines agissant sur le cycle cellulaire. Ce sont des acteurs importants des
voies suppressives de tumeur, trés souvent désactivés dans les cancers®®. L’inactivation de CDKN2A est
retrouvée dans 30-35% des PDAC (Figure 6) par différents mécanismes: délétion homozygote,
mutations couplées a une perte de |'alléle sauvage ou une hyperméthylation®44, De plus, d’autres
mutations existent afin d’inactiver les points de contréle cellulaire et permettre la prolifération des
cellules cancéreuses®. TP53 (protéine tumorale 53) code pour la protéine p53 qui est un facteur de
transcription impliqué dans diverses fonctions cellulaires telles que la régulation du cycle cellulaire,
|'apoptose ou encore la sénescence. P53 exerce un réle antiprolifératif en réponse a un stress
cellulaire®. Ce géne suppresseur de tumeur est le plus fréquemment muté dans les cancers humains.
Dans les tumeurs pancréatiques, TP53 est retrouvé muté dans presque 70-80% des cas (Figure 6) avec
en majorité des mutations non-sens associées a une perte allélique3°*. La voie de signalisation TGF-B
/ SMADA4 contrdle les voies de signalisation de la membrane cellulaire vers le noyau et est impliquée
dans un grand nombre de processus biologiques tels que la prolifération, I'apoptose ainsi que dans
I'initiation et la progression tumorale®. DPC4, le géne codant pour SMAD4, est retrouvé muté dans
30-35% des tumeurs pancréatiques (Figure 6), le plus fréquemment par délétion homozygote. Les
mutations CDKN2A, TP53 et DPC4 sont des évenements plus tardifs qui marquent I'agressivité du
néoplasme. D’autres génes tels qu’ARID1A et TGFBR2 sont mutés dans environ 5-10% des tumeurs.

b. Réparation des dommages a I’ADN

Dans le PDAC, 63 mutations génétiques en moyenne par cancer ont été identifiées, couvrant 12 voies
de signaux de transduction. Les voies les plus fréquemment altérées par mutations somatiques et
germinales sont notamment le point de controle G1-S, le cycle cellulaire et la réparation des
dommages a 'ADN3%%, La forme d’altération génétique la plus fréquente dans le cancer du pancréas
sont les variants simple-nucléotide (SNV)*>35, Parmi les voies les plus fréqguemment altérées se
trouvent notamment le point de contréle G1-S, la stabilité génomique et la réparation des dommages
a ’ADN32%¢,

Les génes BRCA1 et BRCA2, acteurs majeurs de la recombinaison homologue (HR), sont fréquemment
retrouvés mutés dans les cancers, en particulier le cancer du sein, et présentent un réel enjeu
thérapeutique. En effet, leur mutation rend la voie HR inactive et oblige des voies secondaires moins
conservatrices et génératrices d’erreurs a prendre le relais pour la réparation des cassures de I’ADN.
Chez les patients atteints d’'un cancer du pancréas, une mutation germinale BRCA est retrouvée dans
5-7% des tumeurs. De plus, environ 19% des cas familiaux de PDAC sont attribués a une mutation
germinale, en particulier de BRCA2°*°°8_ En effet, une mutation germinale BRCA2 est associée a un
risque plus élevé de développer un cancer du pancréas®. Les mutations somatiques dans les voies de
réparation de 'ADN qui miment le phénotype due a la mutation germinale de BRCA1/2 sont
communément appelés les génes « BRCAness ». Par conséquent, la signature BRCAness désigne les
tumeurs qui nont pas de mutation germinale BRCA1/2 mais qui partagent une déficience HR et des
vulnérabilités similaires®. Les mutations BRCA sont beaucoup étudiées a I'heure actuelle mais ne
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concernent qu’une faible proportion des patients, les études récentes tendent a rechercher plus
largement les mutations dans la réponse aux dommages a I’ADN (DDR). En effet, environ 1/4 des PDAC
présentent une altération somatique ou germinale dans les génes de la DDR***%, Les pourcentages de
mutations varient entre les études selon le type d’approche et le nombre de patients inclus. En ce qui
concerne les variants germinaux, les plus caractérisés dans le PDAC sont notamment BRCA1, BRCA2,
PALB2, FANC et ATM>%%961 ATM est retrouvé muté dans environ 8% des PDAC. Enfin, une mutation
dans la voie de réparation par mésappariement (MMR) est retrouvée dans 1 a 2% des PDAC.

3.2.Les lésions pré-néoplasiques

Le cancer du pancréas se développe depuis I'épithélium canalaire via un processus de carcinogénése
en multiples étapes, allant de lésions précurseurs non invasives jusqu’au développement d’un
carcinome et éventuellement d’une maladie métastatique (voir Figure 7). Ce processus implique
I"acquisition graduelle de mutations dans des oncogénes et génes suppresseurs de tumeur ainsi que
des changements de I’environnement pancréatique. En effet, un environnement pro-inflammatoire
favorise le développement de lésions précoces alors qu’un microenvironnement trés fibrotique et
suppresseur d’immunité est favorable a la croissance tumorale®?. Il existe différents types de Iésions
pré-néoplasiques dans le pancréas telles que les néoplasies pancréatiques intraépithéliales (PanIN),
les tumeurs intracanalaires papillaires et mucineuses du pancréas (TIPMP) ou encore les cystadénomes
mucineux383,

Les PanIN sont les |ésions précurseurs majoritaires du cancer du pancréas. En effet, des Iésions PanIN
ont été identifiées dans 82% des cancers invasifs®. Elles sont microscopiques et divisées en 3 sous-
types selon le stade de développement de la Iésion. Les PanIN de type 1 sont formées a partir de
cellules canalaires sécrétrices de mucine dans le cytoplasme et avec un petit noyau au niveau de la
membrane basale. Les PanIN de type 2 ont un aspect papillaire complexe et possedent une perte de
polarité et une élévation de la taille nucléaires. Enfin, les PanIN de type 3 ont des noyaux proéminents
et des mitoses anormales®*%3, Le processus de carcinogénése pancréatique se développe depuis
I’épithélium canalaire en multiples étapes, allant de lésions PanINS non-invasives vers le
développement du PDAC. La métaplasie acino-canalaire est la premiere étape de la séquence de
carcinogénése des PanINs®. L'initiation et la progression du néoplasme sont contrdlées par divers
altérations génétiques et épigénétiques®®. Les mutations caractéristiques du cancer du pancréas sont
déja présentes dans les lésions pré-néoplasiques. En effet, K-RAS, CDKN2A, TP53 et SMAD4 sont des
génes altérés retrouvés mutés progressivement pendant la carcinogénése pancréatique, suggérant un
développement séquentiel des lésions vers le développement d’une tumeur®®®’, La Figure 7 montre
que K-RAS et CDKN2A apparaissent mutés a des stades plus précoces et TP53 et SMAD4 (DPC4) a des
stades plus tardifs®®. HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2) est un proto-oncogéne
retrouvé amplifié dans les |ésions précoces avec une fréquence d’environ 12%. Les études montrent
des résultats variables et aujourd’hui le réle pronostique de I'amplification de HER-2 et sa prévalence
sont encore peu claires®.
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Figure 7 : Modeéle de progression du cancer du pancréas : de I'épithélium canalaire normal a la tumeur infiltrée.
Image adaptée de lacobuzio-Donahue et Herman 2014.

Le dosage des mutations K-RAS augmente avec la progression tumorale depuis les lésions PanIN-1
jusqu’au développement du cancer®®3, Dans un modeéle murin, des niveaux physiologiques de K-
RAS®20 induisent des lésions canalaires de mémes propriétés que les PanINs humaines. Ces lésions
sont trés prolifératives, montrent des preuves histologiques de progression et activent des voies de
signalisation non sollicitées dans des cellules canalaires épithéliales. Ces PanIN peuvent développer
spontanément des adénocarcinomes invasifs et métastatiques, prouvant ainsi que les PanIN sont des
précurseurs du cancer du pancréas®’. Le niveau d’activité de Ras semble décisif dans la progression du
PDAC’. Le temps estimé pour développer un cancer du pancréas est de plus de 20 ans, mais le manque
de moyen de détection des lésions précoces aboutit la plupart du temps a un diagnostic de la maladie
a un stade métastatique®2. Mieux comprendre les mécanismes génétiques au cours de I'initiation et
du développement du cancer du pancréas pourrait permettre d’identifier de potentielles cibles

thérapeutiques ou d’envisager des approches de chimio-prévention®¢’,

3.3.La biologie du PDAC
a. Classification moléculaire

Le PDAC est constitué de cellules cancéreuses épithéliales et de cellules stromales. Les tumeurs
pancréatiques possédent un microenvironnement et des caractéristiques moléculaires bien
particuliers, participant a I'hétérogénéité des tumeurs pancréatiques. De nombreuses études ont
essayé de classer les tumeurs pancréatiques selon les caractéristiques moléculaires épithéliales’. Tout
d’abord, Collisson et collegues ont mis en évidence pour la premiere fois une classification de sous-
types de tumeurs pancréatiques basée sur |'analyse globale de I'expression des génes a partir de
cellules primaires, de lignées cellulaires humaines et murines de cancers du pancréas. Les PDAC ont
été sous-catégorisés comme classique (expression de genes associés a lI'adhésion et de génes
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épithéliaux), quasi-mésenchymateux (expression de genes mésenchymateux) ou de type exocrine
(expression d’enzymes digestives). Une signature génique a été définie pour chaque sous-groupe afin
d’aider a mieux classer les patients. Les génes de la signature du sous-type classique sont par exemple
GATA6, MUC13, PLS1, TFF1 et TFF3, du sous-type quasi-mésenchymateux sont TWIST1, PHLDA1,
SLC2A3 et enfin du sous-type exocrine ce sont REG1B, PRSS1/2 et CLPS. Les auteurs ont alors pu
montrer que les PDAC de sous-type quasi-mésenchymateux ont une survie largement diminuée et une
plus grande sensibilité a la gemcitabine, comparées au groupe classique’?. Par la suite, un autre groupe
a proposé une classification plus spécifique du stroma et de la tumeur basée sur une analyse globale
d’expression génique d’échantillons de tumeurs primaires et métastatiques de PDAC. Les tumeurs sont
identifiées comme classique si elles expriment des genes d’adhésion, épithéliaux ou ribosomaux avec
une expression élevée de GATA6. Au contraire, la tumeur est dite basale si elle exprime des genes de
laminines et kératines (Figure 8). Les auteurs ont montré une survie de 19 mois pour le sous-groupe
classique contre 11 mois seulement pour le groupe basal. Le stroma est qualifié de normal lorsque les
génes associés aux cellules étoilées du pancréas sont exprimés (activine, périostine). A 'inverse, le
stroma est activé si des geénes associés aux macrophages promoteurs de tumeur sont exprimés
(ITGAM, CCL13, CCL18)73.

Figure 8 : L'expression des genes tumoraux permet de classer en deux sous-types de PDAC : les tumeurs classiques
et les tumeurs basales. Image extraite de Moffitt et al. 2015.

Peu de temps aprés, un autre groupe publie ses travaux sur la classification du PDAC basée sur I'analyse
d’un grand nombre de tumeurs humaines. Cette classification ressemble a celle de 2011, avec plus de
spécificité et un sous-type immunogénique, caractérisé par I'expression de geénes d’infiltration
immune, de signalisation des cellules B, de la présentation d’antigéne, de la signalisation TLR et
d’autres’®. En 2017, Raphael et collégues proposent d’affiner la classification en sous-types classique
et basal grace a une analyse multi-plateforme incluant de la génomique, de la transcriptomique et de
la protéomique, et ce sur 150 tumeurs pancréatiques humaines réséquées. Le sous-type basal est
caractérisé par les mutations inactivatrices de TP53, un profil spécifique de miARN (enrichissement des
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miR-21-5p et miR-221-3p) et de méthylation de I’ADN (perte d’expression de GATA-6 et miR-192-5p).
Le ARN longs non codants EVADR, DEANR1, GATA6-AS1 sont enrichis dans le sous-type classique®.
Etant donné le potentiel clinique de la classification en sous-types du PDAC, il est important
d’uniformiser les différentes approches pour définir une classification universelle utilisable en
clinique”. Plus récemment, Nicolle et collégues ont créé une signature transcriptomique unique de
gradient moléculaire de PDAC (PAMG) avec une valeur pronostique et une association a la progression
sous traitement FOLFIRINOX. Cette signature permettrait de regrouper les précédentes classifications
et de mieux caractériser 'hétérogénéité tumorales pancréatique, en abandonnant la dichotomie
habituelle, en faveur d’une répartition plus large des échantillons de patients”.

En conclusion, les études transcriptomiques ont identifié un sous-type dit basal de moins bon pronostic
dans les cohortes de patients atteints de PDAC. Les nouvelles connaissances de la composition
moléculaire du PDAC pourraient étre utilisées pour adapter les thérapies ou aider a la prise de décision
thérapeutique”. De réels efforts scientifiques et informatiques ont été fait cette derniére décennie
afin de s’éloigner des modéles cellulaires et se rapprocher un maximum des tumeurs humaines, et de
développer des approches multi-omics permettant de combiner un maximum d’informations
moléculaires sur la tumeur. Cependant 85% de tumeurs sont non-résécables, n’offrant ainsi pas de
matériel biologique analysable aprés chirurgie. De plus, l'infiltration de cellules stromales non
transformées dans la tumeur rend difficile I’obtention de résultats d’analyses spécifiques de la tumeur
pancréatique’®,

b. Reprogrammation du métabolisme cellulaire : I'apport en nutriments

Les tumeurs pancréatiques possédent un microenvironnement tres dense et hypoxique dépourvu de
nutriments et d’oxygéne. Les cellules tumorales ont di s’adapter et développer des moyens alternatifs.
Les tumeurs mutées pour K-RAS sont par exemple capable d’absorber des protéines extracellulaires
via la macropinocytose et la dégradation lysosomale. Ainsi, piéger les protéines extracellulaires est un
moyen important d’absorption de nutriments dans le PDAC”’. En effet, il a notamment été montré que
les cellules étoilées du pancréas sécrétent de I'alanine, un acide aminé non essentiel, pour permettre
a la cellule tumorale d’alimenter le cycle de Krebs. Ce changement de source métabolique permet de
diminuer la dépendance de la tumeur aux glucose et nutriments du sérum, limités dans le
microenvironnement tumoral pancréatique. Ainsi un réseau métabolique se met en place dans lequel
diverses sources de carbone sont utilisées pour favoriser la croissance de la tumeur dans un
microenvironnement tumoral austére’®’®. De plus, il a été montré dans des modéles murins que
bloquer I'apport en nutriments des cellules du microenvironnement tumoral diminue la progression
de la tumeur. La tumeur est donc capable de s’adapter aux conditions difficiles environnementales via
la dégradation et I'import d’éléments de la matrice extracellulaire et la sollicitude des cellules
stromales. En conséquence, cibler les adaptations métaboliques est une nouvelle approche
thérapeutique prometteuse?.
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c. Le microenvironnement tumoral

Le stroma est composé de protéines de la matrice extracellulaire de type collagéne, fibronectine,
laminine ainsi que des glycoprotéines, protéoglycanes, glycosaminoglycanes. Les éléments cellulaires
du stroma tumoral incluent les cellules immunitaires infiltrées, les cellules étoilées pancréatiques, les
fibroblastes associés au cancer (CAF), les adipocytes, les cellules endothéliales et les cellules
neuronales?. Linteraction entre les cellules stromales et les cellules néoplasiques permet la formation
d’un microenvironnement tumoral modulateur de I’agressivité tumorale®. La desmoplasie mise en
place forme une fibrose dense autour de la tumeur et résulte en un environnement trés hypoxique
pour la tumeur. Les cellules étoilées peuvent interagir avec les cellules cancéreuses ainsi qu’avec les
éléments du stroma et avec les cellules B des flots de Langherans dans le but de faciliter la progression
tumorale. Elles peuvent augmenter la survie des cellules cancéreuses (inhibition apoptose), se
déplacer aux sites de métastases pour aider les cellules métastatiques a proliférer et disséminer et
participent a I’évasion immunitaire3. Les cellules immunitaires dans le cancer du pancréas sont les
cellules T régulatrices (majorité étant CD4*), des cellules myéloides suppressives, des macrophages
associés aux tumeurs et des mastocytes. Aujourd’hui, les acteurs de la suppression de I'immunité
antitumorale font I'objet de nouvelles approches d’immunothérapies dans le PDAC382,

4. Le traitement du cancer du pancréas
4.1.Les molécules thérapeutiques utilisées dans le traitement du PDAC

La gemcitabine (Gemzar) ou 2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine (dFdC) est un analogue de désoxycytidine
(dC) inhibant la synthése d’ADN via différents mécanismes (Figure 9). En effet les métabolites
intracellulaires dérivés de la gemcitabine peuvent notamment inhiber I'action de la ribonucléotide
réductase et de la thymidylate synthétase, deux enzymes cruciales dans le métabolisme des
pyrimidines pour la synthése d’ADN. De plus, le dFdCTP métabolisé et le dC sont en compétition pour
la synthese d’ADN et le dFACTP incorporé bloque la progression des polymérases et I'élongation de la
réplication de I’ADN par terminaison de chaine. Ainsi, la gemcitabine induit I'inhibition de la réplication
de I’ADN et du cycle cellulaire et induit I"apoptose des cellules®?%3, La gemcitabine a été approuvée par
la FDA en 1997 et est considérée depuis comme le traitement standard du cancer du pancréas.
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Figure 9 : Métabolisme cellulaire de la Gemcitabine. hNT : human nucleoside transporter. Image extraite de
Amrutkar et Gladhaug. 2017.

Le FOLFIRINOX est une polychimiothérapie composé de leucovorine (acide folinique), de Fluorouracile
(5-FU), d’Irinotecan hydrochloride et d’Oxaliplatine. Chacune des molécules présente dans cette
combinaison a été approuvée par le FDA pour le traitement du cancer. Le FOLFIRINOX a été approuvé
par la FDA en 2011 pour le traitement des cancers du pancréas avancés®*. Le 5-FU ou 5-Fluorouracile
est un antimétabolite analogue de thymidine qui bloque I’activité de la thymidylate synthétase (TS),
essentielle a la production de dTTP pour la synthése d’ADN. Le 5-FU perturbe aussi la transcription car
il peut se métaboliser en 5-FUTP qui peut s’incorporer dans I’ARN. L’acide folinique permet de
potentialiser I'effet du 5-FU. L’lrinotécan lie de fagon spécifique le complexe topoisomérase-ADN afin
de bloquer la réplication, responsable de I'activité cytotoxique du médicament®. L’Oxaliplatine est un
dérivé du cisplatine, le premier agent a base de sels de platine découvert. Il lie les purines de fagon
covalente et forme ainsi des adduits d’ADN provoquant des distorsions de la double hélice. L’objectif
de ces thérapies a base de sels de platine est d’induire davantage de dommages a I’ADN dans des
tumeurs pour espérer créer une létalité spécifique de la cellule tumorale. L'Oxaliplatine, dérivé du
cisplatine, est aujourd’hui activement utilisée en clinique pour les patients atteints de cancers
colorectaux et a été approuvée par la FDA en 2002 aux Etats-Unis et 2004 en Europe.

Le nab-paclitaxel est un médicament a base de paclitaxel lié a une nanoparticule stabilisée d’albumine
(nab-paclitaxel). Le paclitaxel est un inhibiteur des microtubules favorisant leur dimérisation et
bloquant leur dépolymérisation. Ainsi, la réorganisation du réseau de microtubules nécessaire lors de
la mitose ne peut avoir lieu. Le nab-paclitaxel a été approuvée en 2013 par la FDA pour le traitement
des PDAC avancés en combinaison avec la gemcitabine. Il n’est toutefois pas utilisé en France, n’étant
pas remboursé par la sécurité sociale.

Les PARP pour Poly (ADP-ribose) polymérase sont une famille importante de protéines de la voie de
réparation BER (réparation par excision de base) impliquée notamment dans la réparation des cassures
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simple-brin de I’ADN. Les PARP lient les Iésions d’ADN comme les cassures simple-brin pour servir de
plateforme au recrutement de divers effecteurs de la réparation. Les inhibiteurs de PARP (PARPI)
interagissent avec le site liant le cofacteur B-NAD* dans le domaine catalytique de PARP1 et PARP2,
empéchant sa libération du site de dommage. La séquestration de PARP sur I’ADN encombre alors la
progression de la machinerie de réplication et engendre un blocage des fourches de réplication. Il a
été établi que les PARPi visent a induire la mort cellulaire selon deux principes. Le premier repose sur
une stratégie de léthalité synthétique dans des cellules tumorales BRCA mutées, par I'augmentation
du nombre de cassures double brins de 'ADN qui ne seront pas réparées par recombinaison
homologue (Figure 10). Le second consiste a bloquer la réparation des cassures de I’ADN faisant

intervenir PARP, cassures engendrées par d’autres agents chimiothérapeutiques®®®’.

Figure 10: Principe conventionnel de la Iéthalité synthétique induite par inhibition de PARP dans un contexte de
déficience pour la réparation par recombinaison homologue. Adaptation de Lord et Ashworth de 2017.

Cependant, des études trés récentes révelent un autre principe de létalité synthétique induite par les
inhibiteurs de PARP. En effet, il a été proposé que I'inhibition de PARP induit I'accumulation de trous
d’ADN simple brin (voir Introduction de thése — La régulation des fourches de réplication), lIétale dans
un contexte les cellules mutées pour BRCA, dans lesquelles les trous d’ADN simple brin non répliqué

sont déja accumulés®®®,

4.2.Protocoles de traitement standards

La plupart des patients sont diagnostiqués a un stade avancé et techniquement non-opérable a cause
d’un envahissement vasculaire ou d’une dissémination métastatique. En conséquence, moins de 20%
des patients sont éligibles pour la résection. Le protocole de traitement est donc adapté selon le stade
d’évolution du cancer du pancréas (Figure 11, Figure 12).
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Figure 11 : schéma décisionnel thérapeutique pour une tumeur locale résécable et limite résécable. Image extraite
de Neuzillet et al. 2018.
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Figure 12 : schéma décisionnel thérapeutique pour une tumeur non-résécable, localement avancée ou
métastatique. Image extraite de Neuzillet et al. 2018 (http://thesesups.ups-tise.fr/4539/)

a. Tumeurs résécables

Pour les tumeurs localisées, la résection chirurgicale reste la seule solution curative pour le cancer du
pancréas (Figure 11). Aprés des améliorations cliniques de la prise en charge des patients et des
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techniques opératoires, la chirurgie du cancer du pancréas peut étre réalisée avec sécurité dans de
grands centres avec un taux de morbidité acceptable inférieur & 5%3. La chirurgie a pour but de retirer
la tumeur dans son intégralité macro et microscopiquement afin d’étre curative. Le type de chirurgie
dépend de la localisation de la tumeur et de I'implication des artéres et des veines. En effet, pour une
tumeur dans la téte du pancréas, la procédure standard est une pancréaticoduodénectomie alors que
dans le corps ou dans la téte 'opération chirurgicale consiste en une splénopancréatectomie®. Une
étude de 2017 montre que le taux de survie a 5 ans des patients ayant une tumeur de moins de 2cm
et retirée par chirurgie est de plus de 40%°1. Toutefois, la chirurgie est liée a un risque élevé de récidive
(>90% des patients) étant donné que les patients opérés ont souvent une maladie micrométastatique.

Ainsi, la chirurgie seule ne suffit pas pour maintenir une survie a long terme. Pour cela, des traitements
standards adjuvants sont administrés a la suite de la résection tumorale®=%* (Figure 11). Ces thérapies
adjuvantes ont pour but d’optimiser le potentiel curatif du traitement. Plusieurs études ont examiné
I’effet de chimiothérapies en adjuvant apres résection chirurgicale. Une étude publiée en 2009 (essais
cliniques ESPAC-1 et 3) a révélé une survie médiane de 23,2 mois pour les patients avec une tumeur
réséquée et une thérapie adjuvante a base de 5-FU et acide folique (FA), comparée a une survie
médiane de 16,8 mois pour les patients réséqués sans thérapie adjuvante. Ces résultats montrent
I'intérét d’une thérapie adjuvante a base de 5-FU et FA pour les patients réséqués®. Une autre étude
de phase lll publiée en 2014 (ISRCTN34802808) montre une survie sans progression de 6,7 mois pour
les non-traités contre 13,4 mois pour les patients traités aprés 6 mois de traitement a base de
gemcitabine en adjuvant. De plus les patients ayant recus une thérapie adjuvante a base de
gemcitabine ont une survie globale a 5 ans de 20,7% comparé au group contrdle pour lequel elle est
de 10,4%°*. Ensuite, une étude clinique ESPAC-3 de phase Ill a mis en avant que la médiane de survie
globale des patients traités avec la combinaison gemcitabine et capécitabine est de 28 mois comparé
a la survie des patients traités avec la gemcitabine seule qui est de 25,5 mois®. Les résultats de I’essai
cliniqgue ESPAC-3 ont aussi révélé une médiane de survie de 23 mois pour les patients traités 5-FU et
acide folique et de 23,6 mois pour les patients traités avec gemcitabine, ne révélant pas de différence
de survie entre les deux traitements appliqués en adjuvant®’. Une étude clinique PRODIGE 24
(NCT01526135) plus récente et de phase Ill a relevé une médiane de survie sans progression de 21,6
mois pour le groupe traité avec du FOLFIRINOX en adjuvant et 12,8% pour le groupé traité avec de la
gemcitabine. De plus, le taux de survie globale des patients a 3 ans est de 39,7% pour le groupe
FOLFIRINOX et de 21,4% pour le groupe gemcitabine®®. Toutefois le FOLFIRINOX reste accompagné
d’une forte toxicité. Aujourd’hui, la procédure standard de traitement de 6 mois a base de FOLFIRINOX
ou de gemcitabine est recommandée apres résection chirurgicale. Dans une étude récente de phase
Il APACT, les patients traités en adjuvant avec la combinaison nab-paclitaxel et gemcitabine ont une
médiane de survie dans progression de la maladie de 16,6 mois contre 13,7 mois pour les patients
traités avec la gemcitabine seule. Cette étude propose la combinaison nab-paclitaxel et gemcitabine
comme thérapie adjuvante pour les patients non éligibles au FOLFIRINOX. D’autres études de suivi de
survie globale des patients sont toutefois nécessaires®”. Pour conclure, avec une résection
macroscopique de la tumeur et les traitements adjuvants, le taux de survie a 5 ans a été augmenté a
15-25%°2%%, Seulement, moins de 20% des patients restent éligibles pour la résection et parmi eux,
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apres chirurgie et traitement adjuvant, environ 80% des patients présentent une récidive conduisant
au déces®.

Aujourd’hui, les études visent a étudier le bénéfice d’'une thérapie néoadjuvante. Dans I’étude clinique
Prep-02/JSAPO5 de phase II/11l (UMINO00009634), la médiane de survie globale est de 36,7 mois pour
les patients recevant une thérapie néoadjuvante a base de gemcitabine et S-1 suivie d’une chirurgie,
comparée a 26,6 mois avec une chirurgie seule®. D’autres études cliniques sont en cours pour montrer
le bénéfice d’une thérapie néoadjuvante. C’'est le cas de I'essai PANACHE-01-PRODIGE48 de phase Il
qui vise a évaluer l'efficacité et la toxicité des combinaisons FOLFOX et FOLFIRINOX en néoadjuvant
avant résection chirurgicale®. Ensuite, I’étude NEONAX de phase Il (NCT02047513) vise a déterminer
I’efficacité de la thérapie néoadjuvante combinant le nab-paclitaxel et la gemcitabine avant résection
chirurgicale!®. Enfin, I'essai PREOPANC-2 (2017-002036-17) a pour objectif de comparer deux
thérapies néoadjuvantes : le FOLFIRINOX et une chimioradiothérapie a base de gemcitabine!®!. Ce type
de traitement n’est pas encore la référence mais pourrait apporter des avantages considérables tels
gue l'induction d’une réponse tumorale afin d’augmenter les possibilités de résection RO, le traitement
de fagon précoce d’une maladie a potentiel métastatique ou encore le test de la chimiosensibilité des
tumeurs et la tolérance du patient® (Figure 11).

b. Tumeurs localement avancées et limite résécables (« bordeline »)

La définition des tumeurs limites résécables dites « bordeline » est anatomique et radiologique et
s’appuie sur I'implication vasculaire de la tumeur. Le protocole thérapeutique le plus adapté pour ces
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tumeurs est I'application de thérapies néoadjuvantes avant une éventuelle chirurgie
chimiothérapies néoadjuvantes sont a base de FOLFIRINOX ou de la combinaison gemcitabine et nab-

paclitaxel, suivies ou non de chimioradiation® (Figure 11).

Pour les tumeurs localement avancés et non résécables, le traitement de référence est la
chimiothérapie d’induction, méme si, par la suite, la chirurgie ne reste possible que dans peu de cas
(Figure 12). La gemcitabine est le traitement le plus appliqué méme si son effet reste faible. Environ
1/3 des patients avec une tumeur limite résécable ou localement avancée et non résécable pourrait
étre opéré apres un traitement néoadjuvant ou d’induction a base de FOLFIRINOX, avec des résultats
similaires a ceux des patients avec une tumeur résécable a I'origine!%1% En conséquent, une premiére
ligne FOLFIRINOX semble efficace pour ce type de tumeur et ce avec un profil de toxicité gérable. Les
patients avec une tumeur locale non résécable devraient étre inclus dans des protocoles néoadjuvants
et réévalués pour chirurgie par la suite®. Des études supplémentaires plus poussées sont requises pour
confirmer I'efficacité du FOLFIRINOX contre la gemcitabine seule et évaluer les bénéfices de la
chimioradiation aprés traitement néoadjuvant!®%9 Dans les cas ol la résection chirurgicale aprés
traitement d’induction n’est pas possible, des chimiothérapies a base de gemcitabine ou 5-FU sont
administrées, les protocoles sont similaires a ceux appliqués pour les tumeurs métastatiques, toutefois
le FOLFIRINOX est dans ce contexte le plus souvent préconisé®. Une étude de phase Il LAP-07
(NCT00634725) n’a pas montré de différence de survie globale des patients aprés 4 mois de

chimioradiothérapie comparé a la chimiothérapie seule'®,
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c. Tumeurs métastatiques

1) Les traitements standards

La chirurgie n’est pas envisageable pour les tumeurs métastatiques. Plusieurs études ont évalué
I'efficacité des chimiothérapies standards comme traitement pour les cancers du pancréas
métastatiques. Un Essai clinique de phase Ill (NCT00112658) a révélé une médiane de survie sans
progression de la maladie de 11,1 mois pour des patients recevant du FOLFIRINOX et de 6,8 mois pour
les patients recevant de la gemcitabine, toutefois le FOLFIRINOX est accompagné d’une forte toxicité®*.
Une autre étude clinique de phase lll a montré le bénéfice sur la survie de la combinaison gemcitabine
et capécitabine (GEM-CAP) comparé a la gemcitabine seule pour des patients atteints d’'un PDAC
localement avancé ou métastatiquel®. Enfin deux essais cliniques de phase Il MPACT et de phase Il
(NCT03529175) montrent le bénéfice de la combinaison gemcitabine et nab-paclitaxel sur la survie
globale, la survie sans progression et le taux de réponse comparé a la gemcitabine seule en 1% ligne
de traitement!®!° En conséquent la procédure standard indique un traitement de premiére ligne
selon I'état de santé général du patient a I'aide d’un score de bon état de performance sur une échelle
de 0 a 5 (ECOG-PS) (voir Figure 12). Le 0 correspond a un patient pleinement actif et 4 a un patient
grabataire et confiné au lit. Pour un score entre 0 et 2, un traitement a base de FOLFIRINOX ou de la
combinaison gemcitabine et nab-paclitaxel est administrée. En France cependant le nab-paclitaxel
n’est pas remboursé, le FOLFIRINOX moins cher est donc privilégié. Pour un score de 2, la gemcitabine
en monothérapie est choisie. Pour un score supérieur a 2, seuls les meilleurs soins de support sont
appliqués®. Si la maladie progresse aprés une premiére ligne de traitement, une deuxiéme ligne de
traitement peut est appliquée, si le patient est capable de le supporter (ECOG-PS<2). Si ce n’est pas le
cas, le patient recoit alors des soins de support. Les soins de support sont administrés aux patients en
parallele des traitements, afin de les soutenir et d’améliorer leur qualité de vie. Par exemple, les
patients atteints d’un cancer du pancréas présentent fréquemment des troubles nutritionnels
nécessitant une prise en charge par une équipe de diététiciennes!l. Aprés une premiére lighe de
traitement a base de gemcitabine, les chimiothérapies a base de 5-FU en combinaison ou non avec de
I’Oxaliplatine ou de I'lrinotecan et de la leucovorine sont choisies. A I'inverse, aprés une premiéere ligne
de FOLFIRINOX, la deuxiéme ligne de traitement est a base de gemcitabine, en monothérapie ou en
combinaison avec le nab-paclitaxel®®. Etant donné le diagnostic souvent tardif du PDAC, si
I'administration de chimiothérapies n’est pas possible la survie moyenne pour des patients avec un
cancer métastatique est de seulement 3 mois. Il peut monter jusqu’a 6-12 mois seulement les
protocoles et les études de chimiothérapies. Si aucun traitement curatif n’est possible alors I'objectif
de la thérapie est de ralentir la progression tumorale et soulager le patient des symptomes. Les
thérapies palliatives sont plus adaptées afin de soulager le patient de la douleur, de I'anxiété, de la
dépression et des toxicités dues a la chimiothérapies?.

2) L'Olaparib pour les patients avec une mutation germinale BRCA

L’étude internationale POLO (Pancreas Cancer Olaparib Ongoing) de phase 11l (NTC02184195) réveéle le
doublement de la survie sans progression de la maladie a la suite d’une thérapie de maintenance
d’Olaparib, pour les patients avec un PDAC avancé et porteurs d’une mutation BRCA germinale, dont
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la tumeur est sous contréle aprés une chimiothérapie a base de sels de platine!''3, Cela sans
augmentation significative de la survie globale. Il est important de noter que I'Olaparib en thérapie de
maintenance ne diminue pas la qualité de vie des patients!!*. La FDA a donc approuvé I'utilisation de

913114 |’inconvénient de cette

I’Olaparib pour les PDAC avancés avec mutation germinale BRCA en 201
étude est qu’elle ne prend en compte que les mutations germinales BRCA et ne donne pas
d’informations sur les patients avec des mutations germinales PALB2 ou ATM, des mutations

somatiques ou d’autres mutations de la HR.

En conclusion la thérapie de maintenance par utilisation d’inhibiteurs de PARP (Olaparib) est
aujourd’hui la premiere thérapie ciblée qui montre un bénéfice pour les patients atteints d’un cancer
du pancréas métastatique avec une mutation germinale BRCA. Cette thérapie représente une avancée
majeure dans le traitement du cancer du pancréas. Un essai clinique de phase Il est en cours en France
(étude MAZEPPA, NCT04348045) pour évaluer lefficacité de I'Olaparib comme thérapie de
maintenance pour des patients avec un PDAC métastatique et un profil BRCAness somatique
(ClinicalTrials.gov).

4.3.Les échecs thérapeutiques dans le cancer du pancréas

a. Echecs de la plupart des thérapies ciblées et immunothérapies

Le PDAC est une maladie agressive résistante a la plupart des traitements conventionnels, incluant les
radiothérapies, les chimiothérapies et les thérapies ciblées. Malgré des progrés notables, la survie des
patients reste tres faible et encore 80% des patients sont diagnostiqués a un stade non résécable. De
plus, 70 et 90% des patients n’ont pas de réponse objective au traitement a base de FOLFIRINOX et de
gemcitabine respectivement’®, Le taux de contrdle de la maladie est au-dela de de 10-30% car il inclut
les patients avec une maladie stable. De nombreux essais de phase Il avec des agents efficaces dans
d’autres cancers n’ont pas apporté de bénéfice pour les patients atteints d’'un PDAC2,

Malgré les efforts les thérapies ciblées prometteuses ne montrent pas de bénéfice de survie globale
des patients par rapport aux chimiothérapies standards, outre les inhibiteurs de PARP dans un contexte
de mutation germinale BRCA. Les stratégies de médecine de précision sont mises en difficulté par les
caractéristiques moléculaires de la pathologie et la compensation des voies de signalisation. De plus,
aucun des 4 genes les plus mutés dans le PDAC (K-RAS, TP53, CDNK2A, SMADA4) n’est actuellement
ciblable. Un exemple fort de faillite thérapeutique dans le PDAC est le ciblage de K-RAS. En effet, étant
I’oncogéne majoritaire du PDAC, K-RAS représente une cible intéressante. Les approches ciblent K-RAS
a différents stades de la signalisation intracellulaire, que ce soit au niveau transcriptomique, post-
traductionnel, ou le ciblage de la signalisation RAS. Quelques résultats encourageants ont été obtenus
dans des études pré-cliniques et de phase | mais aucun bénéfice clinique n’a encore été observé et la
toxicité et pharmacocinétique des molécules ne sont pas satisfaisantes3323435 A I'heure actuelle, 7
essais cliniques sont répertoriés dans le PDAC dans le but de tester des molécules ciblant KRAS
(vaccination, siRNA, anti-K-RAS®'?) seules ou en combinaison avec d’autres agents3*®
(ClinicalTrials.gov, 31 ao(t 2021). Toutefois, il est important de noter que le ciblage d’'une mutation
rare K-RAS G12C (2% des tumeurs) avec le sotorasib montre des résultats prometteurs d’activité anti-
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tumorale dans des cancers solides avancés en essai de phase | (NCT04185883), poursuivi en essai de
phase Il (ClinicalTrials.gov)'*®. De plus, des fusions de génes NTRK (récepteur kinase de tropomyosine)
sont retrouvés dans moins de 1% des PDAC (RAS sauvage), présentent des propriétés oncogéniques
dont I'activation de la voie des MAPK, et sont ciblables avec des inhibiteurs spécifiques. Cette approche
est actuellement en exploration clinique dans le cancer du pancréas'®®. En conséquence, les possibilités
thérapeutiques fondés sur les mutations génétiques sont plutét limitées étant donné le manque de
succes des études de ciblage de I'oncogene majoritaire K-RAS, la faible prévalence des autres
mutations oncogéniques allant de <1 3 9% et le manque d’approches pharmacologiques3®3278, Les
essais cliniques qui visent a tester des thérapies ciblant une altération ne verront pas de succes si elles
sont réalisées sur une population entiére non sélectionnée*>’®,

Les échecs des thérapies actuelles peuvent s’expliquer par de multiples altérations génétiques et
épigénétiques, I'hétérogénéité des tumeurs, la redondance et la compensation des voies de
signalisation. Notamment, les mécanismes d’adaptation en réponse aux agents thérapeutiques
permettent aux cellules tumorales d’échapper au traitement via sélection et amplification de clones

résistants aux traitements*’. L’

étude menée par Seth et collégue a permis de découvrir une multitude
de sous-populations clonales, au sein de tumeurs pancréatiques, fonctionnellement hétérogénes et
avec différents degrés de sensibilité aux molécules thérapeutiques. La préexistence de cette
hétérogénéité fonctionnelle clonale des tumeurs pourrait étre a I'origine de la chimiorésistance des
tumeurs pancréatiques*®. En clinique aujourd’hui les médicaments prennent en compte I'état général
du patient et le stade d’avancement de la maladie et ne prennent pas en compte I’hétérogénéité de
réponse’®. De plus, le comportement de la pathologie évolue dans le temps avec différentes

sensibilités aux traitements et différentes voies intracellulaires activées’®.

Aujourd’hui, seule la thérapie ciblée a base d’Olaparib est appliquée en clinique pour les patients
atteints d’'un PDAC avancé et est utilisé aujourd’hui comme thérapie en clinique. Toutefois, comme
pour d’autres thérapies, privilégier I'inhibition d’un seul géne de la DDR peut étre contrecarrée par
I"apparition de mécanismes de résistance, étant donné que les voies de signalisation peuvent se
compenser. Dans le contexte de mutation germinale BRCA, des mutations secondaires de réversion de
BRCA1/2 ont été identifiées permettant de restaurer le cadre de lecture et la fonction protéique de
BRCA menant ainsi a des résistances aux PARPi et aux chimiothérapies a base de sels de platine!'91%,
Dans le PDAC, les travaux de Gout et al de 2021 permettent d’atteindre une meilleure compréhension
des mécanismes de résistance liés au PARPi. En effet, les cellules résistantes surexpriment des génes
impliqués dans la résistance aux agents thérapeutiques connus dans les cancers, des génes de la
tumorigénese, de I'EMT, de la DDR ainsi que des genes codant pour des enzymes de transfert du
glutathion, suggérant en mécanisme supplémentaire de détoxification des chimiothérapies. A cela
s’ajoutent une augmentation de la détoxification cytoplasmique, de la réparation de I’ADN et une

N121-123 || existe donc des causes directes et

augmentation de la tolérance aux dommages a I’AD
indirectes de I'apparition de mécanismes de résistance aux PARPi et sels de platine. De plus, il faut
aussi prendre en compte que PARP est impliqué dans plusieurs autres fonctions biologiques comme la

transcription, la fonction immunitaire ou la signalisation de I'apoptose!?*. Ces informations sont donc
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a prendre en considération pour I'administration clinique des thérapies avant et avec les inhibiteurs
de PARP et des études supplémentaires sont encore nécessaires.

Ensuite, les immunothérapies a succes dans d’autres cancers solides ne sont pas efficaces dans le
PDAC, probablement a cause de la faible immunogénicité des tumeurs pancréatiques et du caractéere
fortement immunosuppresseur de ces tumeurs®. Un autre point important est le stroma
desmoplastique abondant du PDAC qui empéche la délivrance des médicaments aux cellules
tumorales, ce qui pourrait expliquer leur faible efficacité'?. Le faible succés des traitements actuels
s’explique aussi par des raisons cliniques tels que le manque d’approches de dépistage et de diagnostic
précoce, la position ancrée profondément dans I'abdomen du pancréas et les difficultés de réalisation
d’une biopsie!?®.

b. Les principaux mécanismes de résistance a la gemcitabine

La résistance a la chimiothérapie peut étre innée ou acquise. La résistance innée correspond a une
situation dans laquelle la chimiothérapie n’est pas efficace et peut s’expliquer notamment par un
facteur génétique du patient. La résistance acquise est développée aprés un certain temps d’exposition
de la tumeur a I'agent anti-cancéreux, souvent di a des modifications génétiques ou épigénétiques.
Les cellules cancéreuses pancréatiques sont au départ plutét sensibles a la gemcitabine mais
deviennent résistantes apres I’exposition persistante au traitement. Certains patients développent des
résistances en quelques semaines ce qui induit une faible survie®3,

1) Le transport et le métabolisme de la gemcitabine

Les mécanismes de chimiorésistance associées aux voies de métabolisme de la gemcitabine présentés
Figure 13 incluent principalement le transport, I’activation et I'inactivation et la compétition des
métabolites actifs avec des substrats de la molécule de gemcitabine.
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Figure 13 : Les mécanismes de chimiorésistance associés au métabolisme de la gemcitabine dans le cancer du
pancréas. Adaptation de Amrutkar et Gladhaug. 2017.

La gemcitabine est une molécule hydrophile de nature et transportée en intracellulaire par des
transporteurs nucléosidiques qui sont chez I’homme les transporteurs concentrateurs de nucléoside
(hCNTSs) et équilibrateurs de nucléosides (hENTSs). En particulier, la gemcitabine est acheminée dans la
cellule via 5 transporteurs : hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT1 et hENT2. Les niveaux d’expression de
hENT1 et hCNT1 corrélent avec la sensibilité a la gemcitabine et la survie globale des patients avec un
cancer du pancréas traités avec la gemcitabine. En effet une expression élevée des transporteurs
nucléosidiques est associée a une meilleure survie des patients. L'expression des génes des
transporteurs pourrait étre un bon marqueur prédictif de survie pour les patients avec un PDAC a la
suite d’un traitement 3 la gemcitabine®127128 |3 désoxycytidine kinase (DCK) est I’enzyme limitante
de I'activation intracellulaire et du métabolisme de la gemcitabine (Figure 13). Des niveaux réduits

129 Ensuite, la

d’expression de DCK sont associés a une résistance acquise a la gemcitabine
ribonucléotide réductase (RNR) est constituée d’une sous-unité régulatrice M1 et une sous-unité
catalytique M2, elle est I'enzyme limitante dans le métabolisme de I’ADN qui permet de convertir les
ribonucléotides en désoxyribonucléotides. La ribonucléotide réductase controle donc la synthese et la
réparation de I’ADN via la production de dCTPs et est inhibée par le dFdCDP. L'inhibition de la RNR
diminue le pool endogéne de dNTPs et facilite I'incorporation du métabolite de la gemcitabine pendant
la synthése d’ADN. Chez les patients traités avec la gemcitabine, I'expression élevée de RRM1 et de
RRM2 est un facteur indépendant de mauvais pronostic, suggérant un role important de la RNR dans
la résistance a la gemcitabine*® 132, Enfin, la thymidylate synthétase (TS) est une enzyme qui catalyse
la conversion du 2’-désoxyuridine-5’-monophosphate (dUMP) en 2’-désoxythymidine-5’-
monophosphate (dTMP). La TS est essentielle dans les stades précoces de biosynthese de I’ADN et
dans la voie de recyclage. L'expression protéique de la TS dans les tumeurs pancréatiques est
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positivement corrélée a la résistance a la gemcitabine. L’expression de TS apporte aussi une source
alternative de substrats pour la synthése d’ADN*3%133, Cependant, la majorité de I'inactivation de la
gemcitabine est réalisée par la cytidine désaminase (CDA).

La CDA est une enzyme impliquée dans le recyclage des pyrimidines qui catalyse la désamination de la
cytidine (C) et de la désoxycytidine (dC) en uridine (U) et désoxyuridine (dU) respectivement. Elle est
aussi capable d’induire la désamination de la dFdC (gemcitabine) en dFdU qui n’est alors plus pris en
charge par les phosphorylases de nucléoside pyrimidiques conduisant a I’excrétion du dFdU en dehors
de la cellule®*% (Figure 13, Figure 14). Le dFdU est ensuite excrété en dehors de la cellule et ne peut
pas exercer son activité cytotoxique. En clinique, la gemcitabine augmente la survie des patients avec
un PDAC de seulement quelques semaines. Le dFdU est le seul métabolite de la gemcitabine retrouvé
dans les urines des patients et ce rapidement apres I'injection, montrant une détoxification active de
la gemcitabine®*®. Des travaux ont quantifié la gemcitabine intracellulaire et extracellulaire dans des
lignées cancéreuses pancréatiques et apporté des preuves directes que la CDA limite la disponibilité
de la gemcitabine pour la voie intracellulaire d’activation de la molécule, participant ainsi a son
inactivation®?,

Figure 14 : Les réles connus de la CDA dans la cellule cancéreuse : le recyclage des pyrimidines pour la synthése
d’ADN et d'ARN puis la détoxification de la gemcitabine et de la cytarabine en molécules inactives ensuite
excrétées de la cellule. AraC = cytarabine.

Il est aujourd’hui admis en clinique qu’un niveau élevé de CDA dans un organe s’accompagne de la
résistance aux analogues de désoxycytidinel®®137138 | 3 mesure de I'activité de CDA dans le sang a été
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mise en place dans plusieurs cancers et correle avec la toxicité et la réponse induites par la
chimiothérapie!3*%0, En effet, I'activité résiduelle de la CDA dans le sang est un marqueur prédictif de
toxicités précoces et sévéres chez les adultes aprés des chimiothérapies a base de gemcitabine!®,

2) Les roles du microenvironnement tumoral

L’environnement fibrotique du stroma est produit en majorité par les fibroblastes associés au cancer
(CAFs) et représente une barriere physique a I'adressage des chimiothérapies. En effet, il a été montré
que la gemcitabine activée est piégée dans les CAFs et reste donc indisponible pour les cellules
cancéreuses pancréatiques. La faible expression d’enzymes inactivatrices de la gemcitabine telle que
la CDA dans les CAFs augmente la concentration intracellulaire de gemcitabine en comparaison avec
les cellules cancéreuses (Figure 15). De plus, le ciblage des CAF par des molécules augmente la
disponibilité de la gemcitabine dans les cancers du pancréas murins. Les auteurs suggéerent donc que
le piégeage par les fibroblastes peut contribuer a I'échec clinique de la gemcitabine dans le PDAC. Ces
résultats pourraient offrir de nouvelles cibles pour la reprogrammation du stroma3%142,

De facon similaire, les cellules étoilées du pancréas sont aussi capables de piéger une partie des
métabolites actifs de la gemcitabine, la rendant d’autant moins disponible pour les cellules
cancéreuses. Elles expriment peu les enzymes impliquées dans le métabolisme de la gemcitabine telles
que CDA (Figure 15) ou DCK, ce qui les rend résistantes a cette chimiothérapie!*?. De plus, les cellules
étoilées du pancréas sécretent des désoxycytidines qui inhibent le métabolisme de la gemcitabine dans
les cellules cancéreuses et diminue I’efficacité des thérapies a base d’analogues de désoxycytidine!®,

Ensuite, les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont abondants dans le PDAC et impliqués dans
la progression tumorale et la chimiorésistance notamment en diminuant la cytotoxicité de la
gemcitabine®. Dans des modéles murins de PDAC, une diminution du recrutement et de 'activation
des macrophages améliore la réponse a la gemcitabine. Il a été montré que les TAMs surexpriment la
CDA (Figure 15) et que la diminution de I'expression de I'enzyme dans les cellules bloque I'effet
protecteur des TAMs contre la gemcitabine. Ces travaux montrent pour la premiere fois I'effet
paracrine des TAMs qui induit une résistance acquise des cellules cancéreuses a la gemcitabine.
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Figure 15: Expression de la CDA au sein du PDAC. La CDA est exprimée dans les macrophages associés a la tumeur
et le compartiment cytosolique des cellules cancéreuses pancréatiques. La CDA pourrait aussi étre exprimée dans
les gammaprotéobacérties infiltrées dans le PDAC, mais cela reste a démontré.

Enfin, dans des modeles de cancer du coblon, la présence intratumorale de bactéries
(gammaprotéobactéries) induit la résistance aux chimiothérapies a base de gemcitabine et ce de fagon
dépendante de I'enzyme CDA bactérienne. La résistance de modéle murin de cancer du célon a la
gemcitabine peut étre contrecarrée par un traitement antibiotique. 76% des PDAC humains sont
envahis par des bactéries et ce sont majoritairement des gammaprotéobactéries, suggérant que la
CDA pourrait détoxifier la gemcitabine depuis la cellule tumorale et depuis les bactéries présentent au
sein du PDAC (Figure 15)%,

Ainsi, I’expression de CDA est un déterminant majeur de la chimiorésistance a la gemcitabine dans le
PDAC et ce au niveau des cellules tumorales et des cellules du microenvironnement (Figure 15:
Expression de la CDA au sein du PDAC. La CDA est exprimée dans les macrophages associés a la tumeur et le
compartiment cytosolique des cellules cancéreuses pancréatiques. La CDA pourrait aussi étre exprimée dans les
gammaprotéobacérties infiltrées dans le PDAC, mais cela reste a démontré.). La modulation des macrophages
ou l'inhibition de la CDA dans les cellules du PDAC pourrait offrir de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour augmenter la réponse des cellules tumorales aux chimiothérapies a base
d’analogues de dC telle que la gemcitabine*,

32



c. Lesvoies d’amélioration

Des progres thérapeutiques ont été fait avec des combinaisons chimiothérapeutiques plus efficaces,
des nouvelles stratégies de traitement post-opération, des meilleurs soins apres la chirurgie, des
techniques chirurgicales plus sures. Seulement, cela ne semble pas suffisant pour améliorer la survie
des patients. En effet, le PDAC reste une maladie mortelle avec peu de solutions thérapeutiques. Les
récents progrés permettent d’envisager de nouvelles avancées prometteuses durant les prochaines
années afin d’améliorer les perspectives thérapeutiques pour les patients. Les stratégies émergentes
de traitement sont basées sur l'identification de sous-groupes de patients pour I'application plus
individualisée des thérapies ciblées, le développement de nouvelles thérapies ciblées contre des
molécules et de nouvelles immunothérapies. Par exemple, une étude sur des xénogreffes de PDAC
dérivées de patients montre que I'oncogéne MYC est retrouvé dans 30% des cas. Les sphéroides et
xénogreffes avec un niveau fort de MYC sont plus sensibles a JQ1 (inhibiteur de protéines BET a
bromodomaines) comparé aux cellules avec un faible taux d’expression. Ces résultats révélant ainsi de
nouvelles possibilités thérapeutiques pour des sous-groupes de PDAC et apportent de I'espoir pour les
thérapies de médecine individualisée*®, D’autres approches innovantes visent a étudier des
traitements ciblant I’'hypoxie, la reprogrammation du stroma et la modulation des interactions entre
cellules tumorales et cellule stromales, I'amélioration de la gemcitabine (dérivation lipidique,
conjugaison peptidique) et de nouvelles pistes de ciblage de RAS>2!,

La gemcitabine est la chimiothérapie standard pour le traitement du cancer du pancréas il est donc
crucial de pouvoir contrecarrer les mécanismes de résistance pour améliorer son efficacité clinique.
Dans des modeles pré-cliniques de PDAC, des modifications de la molécule de gemcitabine et des
approches de nanomédecine faisant intervenir notamment des liposomes ou des nanoparticules ont
montré des activités antiprolifératives et antitumorales prometteuses. Des études plus poussées sont
nécessaires pour valider ces stratégies pour une application clinique®*°. Mon équipe d’accueil a par
exemple mis en place un essai clinique de phase | dont I'objectif est de sensibiliser les cellules
cancéreuses pancréatiques via une approche de thérapie génique'¥’. Le produit de thérapie génique
(CYL-02) combine I'expression de SSTR2 (récepteur de la somatostatine), DCK et UMK (uridylate
monophosphate kinase), est délivré via un vecteur non viral et est administré en combinaison a la
gemcitabine pour des patients avec un PDAC localement avancé ou métastatique. Les résultats de
cette étude montrent la bonne faisabilité de l'injection intratumorale pancréatique sous écho-
endoscopie et la trés bonne tolérance de la thérapie génique. De plus, I'expression des génes de la
thérapie est efficace et s’accompagne d’un potentiel bénéfice clinique avec 40% des patients qui ont
montré une maladie stable a 6 mois post-traitement et 10% une survie a long terme (22 patients). De
plus, il n'y a pas eu de progression métastatique pour les patients avec une tumeur localement
avancée'¥. L’étude multicentrique de phase 2 (THERGAP-2, NCT02806687) avec une inclusion d’un
plus grand nombre de patients a été réalisée dans le but de comparer I'efficacité de la combinaison du
produit de thérapie génique et de la gemcitabine dans le but de comparer a la gemcitabine seule. Les
résultats sont en cours d’analyse.

Une mutation dans un geéne de la réparation des mésappariements de I’ADN (MMR) est retrouvée dans
environ 1% des patients atteints d’'un PDAC3*1%%149 Une déficience MMR est caractérisée par une
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accumulation d’instabilité micro satellitaire et une forte charge mutationnelle somatique ou un
phénotype d’hypermutations*®14°, PD-1 (programmed death-1) est un récepteur exprimé a la surface
des cellules T. La liaison par son ligand PD-L1, exprimé en surface des cellules tumorales ou du
microenvironnement (tels que les macrophages), régule négativement I'activité antitumorale des
cellules T. Un autre régulateur négatif de I'activité des cellules T est CTLA-4. Les immunothérapies
visent a inhiber PD-1 et CTLA-4 dans le but de restaurer I’activité antitumorale des cellules T infiltrées
dans les tumeurs. Ces immunothérapies sont peu efficaces aujourd’hui dans le PDAC. L'instabilité
génomique et le taux de mutation du PDAC dans les tumeurs déficientes pour la MMR pourraient
induire des néoantigenes (peptide contenant des génes altérés et immunogenes) permettant
d’augmenter I’efficacité des immunothérapies®®. Par conséquent il existe a I’heure actuelle plusieurs
essais cliniques de phase Il dont I'objectif est d’évaluer I'efficacité de la combinaison entre les PARPi
et les inhibiteurs du point de contréle immunitaire'®l. Par exemple I'essai NCT03404960 étudie
I'efficacité de la combinaison entre I'Olaparib et soit le Nivolumab (inhibiteur interaction PD1/PD-L1)
soit I'lpilimumab (inhibiteur CTLA-4) dans des PDAC avancés qui n’ont pas progressé sous thérapies a
base de sels de platine. Dans les PDAC avancés, un essai clinique (NCT03820921) impliquant le
pembrolizumab est en cours pour évaluer le statut MMR et I'expression de PD-L1, aprés endoscopie,
comme potentiels marqueurs pronostiques. Pour le nivolumab, un essai de phase | (NCT04117087) est
en cours dans le PDAC en combinaison avec un vaccin peptide KRAS muté et de I'lpilimumab (anti-
CTLA4).

Il est capital aujourd’hui de mieux comprendre les mécanismes d’oncogenése tumorale et de
résistance aux traitements pour permettre de trouver de nouveaux biomarqueurs prédictifs de
réponse, de nouvelles cibles et stratégies thérapeutiques. Les thérapies ciblées basées sur des
altérations moléculaires dans le PDAC sont prometteuses, apportent de I'espoir et doivent étre plus
développées. Il est crucial de proposer des solutions thérapeutiques plus adaptées aux patients et
d’améliorer leur prise en charge pour espérer augmenter la survie des patients atteints de cette
pathologie sévére et incurable.

Il. La cytidine désaminase (CDA)
1. Fonctions

Le recyclage des pyrimidines a pour but premier de recycler les pyrimidines pour la synthése d’ADN et
d’ARN et pour second but de dégrader les pyrimidines pour assurer une source de carbone et de
nitrogénes pour la cellule (voir Figure 16). La CDA catalyse la désamination des cytidines (C) et
désoxycytidines (dC) en uridines (U) et désoxyuridines (dU) en hydrolysant la fraction amine en cétone
avec libération d’ammoniaque®®?*>3 (voir Figure 17). Dans la voie de recyclage, la dégradation des
polyméres d’ADN et d’ARN entraine la libération de nucléosides monophosphates recyclés grace a
I’action de kinases nucléosidiques.
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Figure 16 : Implication de la CDA dans la catalyse de la Cytidine en Uridine et catabolisme de I'Uridine en beta-
Alanine via le recyclage des pyrimidines. Image extraite de Frances et Cordelier. 2020.

Les voies de recyclage et de syntheése de novo (ou de bioynthése) des pyrimidines agissent
conjointement pour maintenir un équilibre dans les pools de CTPs, dCTPs, TTPs et dTTPs nécessaires a
la synthése d’ADN, d’ARN et a la réparation de I’ADN (voir Figure 17). La voie de novo nécessite |'apport
de carbone et d’azote pour constituer le noyau pyrimidine et le ribose, apportés par le glucose et
I’aspartate issus du métabolisme des pentoses phosphate et du cycle de Krebs'>* (voir Figure 17).

Figure 17 : Schéma de la voie de synthése des pyrimidines incluant les voies de synthése de novo et de recyclage
des pyrimidines. Image adaptée de Okesli et al. 2017.

La voie de recyclage issue de la désamination de la cytidine et la voie de novo aboutissent toutes les
deux a la formation de 'UMP (uridine monophosphate), intermédiaire de la synthése des pyrimidines
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ensuite métabolisés pour former les nucléotides. La voie de recyclage aboutit a un deuxieme
intermédiaire en aval dans la synthése des nucléotides, le dUMP (désoxy-uridine monophosphate). En
effet, le dU désaminé par la CDA peut étre pris en charge par la thymidine kinase et la thymidylate
synthétase (TS) pour permettre la formation de dTTPs** (voir Figure 17).

2. Structure

La CDA est formée d’un domaine désaminase de type CMP (cytidine monophosphate) / dCMP
constitué d’un feuillet beta associé a une ou plusieurs hélices alpha de chaque cété'®. C’est une
caractéristigue commune avec les membres de la famille des APOBEC (alipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypetide-like). L'AICDA (la CDA induite par activation) appartient a la famille des
APOBEC et désamine la base cytosine en uracile, reconnu comme une thymidine, et induit ainsi des
mutations de I’ADN. Elle joue un réle important dans I'immunité adaptative pour générer un répertoire
varié d’isotypes d’'immunoglobulines®®. Cependant comparée a son homologue AICDA, la CDA ne peut
désaminer que des pyrimidines libres et n’appartient pas aux APOBEC. La CDA est une protéine de 146
acides aminés qui s’associe avec un ion Zinc pour former un homotétramére de 52kDa représentant la
forme active de la CDA'. Une étude montre que chaque monomeére se lie & un atome de Zinc et que
la CDA est formée d’un dimére de dimeres. Il a été montré par mutagénése dirigée que les acides
aminés C99 et C102 permettent I'appariement de chague monomeére a un atome de Zinc, le C65 est
essentiel a I'orientation correcte du Zinc alors que le E67 est crucial pour l'initiation de I'activité
catalytique. En effet, ce dernier permet la déprotonation de la molécule d’eau et la protonation du
groupe amine du substrat initiant I'attaque nucléophile de I’hydroxyde du noyau pyrimidique. Un
intermédiaire de réaction est formé par l'interaction entre le noyau pyrimidique du substrat, le groupe
hydroxyle formé par la molécule d’eau, la fraction glutamate carboxylate et I'ion zinc>%>,

3. Localisation cellulaire

La littérature n’est pas trés claire quant a la localisation subcellulaire de la CDA. Il est communément
admis que la CDA est cytoplasmique, en accord avec son réle de recyclage des pyrimidines depuis le
cytoplasme. En effet, les pyrimidines sont ensuite passivement transportées dans le noyau ou
activement transportées dans la mitochondrie’>*!°, Une étude de 1999 montre que la CDA est aussi
nucléaire grace a une séquence NLS bipartite (séquence d’adressage au noyau) reconnue par le
récepteur nucléaire de I'importine. Les auteurs suggérent ainsi que la voie de recyclage des pyrimidines
pourrait aussi avoir lieu dans le noyau®. Seulement depuis cette étude, aucune autre étude n’a
montré une localisation nucléaire par immunofluorescence de la CDA. Cela s’explique probablement
par le manque d’anticorps spécifique anti-CDA compétent pour I'immunofluorescence.

4. Régulation de I'expression

Le géne CDA ou cytidine aminohydrolase ou CDD appartient a la famille des cytidines et
désoxycytidines désaminases qui dépendent de la liaison d’un Zinc!®2. Le géne est localisé sur le
chromosome 1 (1p36.12) et posséde 4 exons pour une région codante de 441pb'®*1%*, La séquence
protéique est conservée entre les especes avec par exemple 84% d’homologie entre le gene humain
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(hCDA) et le géne murin de la CDA', Le promoteur de la CDA contient des sites de liaisons a des
facteurs de transcription connus ou des régions amplificatrices (SP1, ARP1, GATA1, cEBPs)®41%, De
nombreux polymorphismes de nucléotide simple (SNPs) sont naturellement retrouvés dans la
population dans la région du promoteur de la CDA, pouvant ainsi modifier le site de liaison des facteurs
de transcription et perturber la transcription de la CDA,

Dans les cellules cancéreuses, le géne n’est ni perdu, ni amplifié!®®. De plus, dans les tumeurs avec un
niveau faible de CDA aucune mutation génétique conservée n’a été identifiée et il n’existe pas de
corrélation entre le nombre de copies d’ADN et le niveau d’expression ARNm de la CDA. Ces
informations suggerent que la CDA n’est pas inactivée par altération génétique dans les cancers.
Mameri et collegues ont mis en évidence une forte corrélation négative entre le taux de transcrit de la
CDA et le niveau de méthylation de deux sites CpG du promoteur (TSS200 et 5’UTR). De plus, les agents
épigénétiques restaurent son expression et une méthylation du promoteur n’est pas détectée dans les
lignées cancéreuses qui la surexpriment. Ainsi, dans les tumeurs I'expression de CDA est négativement
régulée par méthylation du promoteur®,

D’autres études ont montré que des facteurs extérieurs peuvent influencer I'expression de la CDA. En
effet, I'injection de vitamine D3 augmente le niveau ARNm de la CDA dans les tumeurs'’®. Plusieurs
études ont montré I'impact de la chimiothérapie sur I'expression de CDA. Par exemple, un traitement
de cytarabine dans les cellules leucémiques myéloides aigues augmente I'expression de CDA dans les
cellules stromales de la moelle osseuse, participant ainsi a la résistance des cellules de la moelle a la
toxicité induite par la chimiothérapie'’:. Dans des modéles murins de cancer du pancréas, le nab-
paclitaxel induit la production de ROS (espéces réactives de I'oxygene) conduisant a la dégradation de
la CDAY2, En effet I'expression de CDA est restaurée aprés un traitement avec du N-acetylcysteine
(bloquant les ROS) et I'utilisation d’un inhibiteur de protéasome (MG132) réverse I'effet du paclitaxel.
Etant donné qu’aucun effet du paclitaxel n’a été noté sur le niveau d’ARNm de la CDA, cela suggére
une modification post-traductionnelle de I'expression de CDA par le paclitaxel. Le cisplatine diminue
aussi les niveaux de CDA, induit des ROS et des niveaux élevés de gemcitabine métabolisée dans les
cultures cellulaires cancéreuses pancréatiques’2. En conséquence, la combinaison du traitement nab-
paclitaxel et gemcitabine semble permettre 'augmentation de la disponibilité intratumorale de la
gemcitabine et montrer des signes de régression tumorale, via la diminution de I'expression de la CDA.
Cette étude permet de mieux comprendre le succes de I’essai clinique de phase Ill visant a évaluer la
combinaison thérapeutique du nab-paclitaxel et de la gemcitabine pour les patients atteints d’un
cancer du pancréas avancé®,

Plusieurs études mettent en avant I'importance des miARNs dans la régulation de I’expression de CDA.
En effet, I'expression des miR-484 et miR-608 correle négativement avec les niveaux d’expression de
la CDA dans des cellules du cancer du sein (miR-484) et du pancréas (miR-608)>174, Mir-484 inhibe la
traduction de CDA par ciblage du 3’UTR de la CDA et diminue ainsi la chimiorésistance des cellules?”3,
Dans des cellules cancéreuses pancréatiques chimiorésistantes, I'expression du miR-608 est diminuée,
ce qui induit la surexpression de ses cibles RRM1 et CDA et la chimiorésistance des cellules'’3, Enfin,
une étude a montré que les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) induisent I'expression de CDA
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dans les cellules cancéreuses en réponse a un traitement de gemcitabine et ce notamment via miR-
365144,175,176

5. Régulation de I’activité — les polymorphismes

Les polymorphismes identifiés de la CDA sont a I'origine de deux variants majeurs de la CDA : la CDA1
et la CDA2 qui différent par le codon 27 résultant en une glutamine ou une lysine (SNP 79 A>C). Ainsi,
différentes combinaisons sont possibles pour former le tétramére et 5 isoformes de la CDA existent
avec les mémes propriétés enzymatiques, étant donné que |'acide aminé n’est pas localisé dans le site
catalytique de I'enzyme?™®. Le variant CDA2 est retrouvé en grande majorité au sein de la population
caucasienne!”’. Le polymorphisme du codon 70 (208 G>A) diminue I'activité de la CDA alors que le
polymorphisme 79A>C du codon 27 augmente son activité, ce sont les deux SNPs les plus étudiést’s179,
Le SNP 208 G>A est retrouvé plus fréqguemment dans les populations asiatiques comparé aux autres
populations, notamment chez 4,3% de la population japonaise!’®*®, En clinique, les polymorphismes
208G>A et 27K>G ont été proposés comme marqueurs prédictifs de la toxicité induite par la
gemcitabine en traitement adjuvant aprés résection d’un cancer du pancréas'®1% (NCT00003216).
Dans un essai clinique de phase Il (NCT01416662), seulement 4,6% des patients traités avec
gemcitabine en monothérapie adjuvante présentent une absence d’activité enzymatique de la CDA.
Les résultats ne montrent cependant pas d’augmentation de la toxicité de la gemcitabine chez ces
patients. L’étude a donc échoué a démontrer que I'activité de la CDA pouvait étre utilisée pour prédire
la toxicité hématologique d’'un traitement gemcitabine et a révélé une forte hétérogénéité inter-
patients de I'activité de CDA®*, Cette grande variabilité de I'activité de CDA a déja été mentionnée par
d’autres études, allant des patients déficients aux patients avec une activité désaminase tres rapide
impactant la réponse aux médicaments®%”7_ En conséquence, ces informations suggérent fortement
que les polymorphismes n’expliquent pas complétement I'hétérogénéité de I'activité sérique de la CDA
entre les patients®™3. Outre I'existence de polymorphismes, peu d’études ont été menées sur la
régulation de I'activité de la CDA. Toutefois, il existe deux sites potentiels de phosphorylation sur les
résidus Y79 et S76 identifiés par des études a grandes échelles'® (https://www.phosphosite.org/) mais
aucune étude fonctionnelle n’a encore été réalisée.

6. Autres applications cliniques

La CDA est retrouvée dans le sang suggérant qu’elle est relarguée de la cellule!®®® L3 mesure de
I'activité de CDA dans le sérum est réalisée pour d’autres applications, outre la prédiction de la réponse
ala gemcitabine. En effet, elle est utile pour prédire une grossesse anormale avec des complications®
ou encore une inflammation d’arthrite rhumatoide aigue®#’, |l a été montré que la CDA se retrouve
dans le sérum quand la membrane des polynucléaire neutrophiles est endommagée, permettant
d’évaluer I'évolution de la maladie pour des patients avec un lupus érythémateux disséminé actif
(atteinte cutanée dominante)'®. La mesure de 'activité de la CDA dans le sang a donc une utilité pour
plusieurs applications, cependant elle n’est pas encore réalisée en routine clinique.
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7. Expression dans les tissus sains et cancéreux

La CDA est exprimée de fagon hétérogéne au sein des tissus de I'organisme. Les études révelent qu’elle
est le plus exprimée dans la moelle osseuse et le foie, plus faiblement exprimée dans certains organes
tels que le poumon et le célon, et est indétectable dans d’autres, comme le pancréas. Dans les cellules
hématopoiétiques, la CDA est plus exprimée dans les cellules matures que les cellules
immatures®3”153170 | ’expression en ARN messager de la CDA dans les différents tissus, de I'organisme
est disponible dans la base de données de Human Protein Atlas. Ainsi la CDA est le plus fortement
exprimée dans les granulocytes, la moelle osseuse, le foie, le placenta et I'utérus, voir Figure 18. La
CDA est cependant tres faiblement exprimée dans les cellules B, les cellules T, les cellules NK et les
cellules du pancréas. De fagon étonnante, pour les cellules du sang, le placenta et I'utérus, la quantité
de protéines, détectée par IHC sur tissus avec un anticorps anti-CDA, ne correle pas avec la quantité
élevée d’ARNm, suggérant des régulations post-transcriptionnelles de I'expression de CDA.

Figure 18 : Expression normalisée en ARNm de la CDA dans les différents tissus de I'organisme (normalisation du
nombre de transcrits par million, par échantillon et par tissu a I'aide d’un algorithme mathématique de
compensation et de mise a I’échelle permettant de comparer les échantillons entre eux). La fleche noire pointe le
pancréas qui a un niveau trés faible d'ARN et aucun signal protéique détectable en IHC (The Human Protein
Atlas https://www.proteinatlas.org/ENSG00000158825-CDA).
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Figure 19 : Expression ARNm (Logz) de la CDA dans les tissus normaux et les tissus cancéreux. La fleche noire
pointe le cancer du pancréas. GENT = Gene Expression database of Normal and Tumor tissue. Image extraite de
Mameri et al. 2015.

Les données CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) regroupant plus de 1000 lignées cancéreuses
révelent que 60% des lignées n’expriment pas ou trés peu la CDA. Elle est sous-exprimée comparé au
tissu sain dans les cancers du sein, du colon, du foie, de la peau, de I'utérus, de la prostate, du sang,
du cerveau et de I'endometre. A I'opposé, la CDA est statistiquement surexprimée par rapport au tissu
normal dans les cancers du pancréas, du poumon, de I'estomac, de la thyroide et plus l[égerement du
rein (Figure 19). Ces résultats montrent que I'expression de CDA est hétérogene entre les différents

types de cancer et suggérent qu’elle pourrait étre acquise ou perdue pendant la carcinogénése®91%,

8. CDA et cancers, approches thérapeutiques

8.1. Les inhibiteurs de la CDA

Le réle physiologique de la CDA au cours du développement n’est pas connu, étant donné le manque
de modele murin d’invalidation de la CDA dans la littérature. La CDA semble étre une cible moléculaire
attrayante, en particulier chez les patients atteints d’un cancer et traités par chimiothérapie®®. En
effet, les tumeurs exprimant fortement la CDA sont plus résistantes aux chimiothérapies a base
d’analogues de désoxycytidine. Des études combinant ce type de chimiothérapies avec des inhibiteurs
pharmacologiques de la CDA ont été réalisées'®119,

Les inhibiteurs de la CDA agissent par compétition avec le substrat pour lier la poche catalytique de
I’enzyme. Le zébularine a une structure similaire a la cytidine a la différence d’un proton remplagant
un groupe NH3 qui bloque I'intermédiaire de la réaction catalytique. Le 3,4,5,6-tétrahydrouridine
(THU) ou le 1,3-diazépinone riboside (DR) ont des structures différentes. Le mécanisme d’action du
THU est basé sur sa fraction hydroxyle du noyau pyrimidique qui lie le zinc au lieu de la molécule d’eau,
bloguant ainsi la réaction catalytique'®. Le THU a une faible biodisponibilité (20%), il a donc été
modifié en une version fluorée avec une meilleure biodisponibilité orale censée améliorer I'efficacité
de I'araC®®. Le DR a un mécanisme d’action différent, il n’interagit pas avec la CDA via le complexe
eau/zinc comme les deux autres inhibiteurs. Il agit par interactions électrostatiques entre le double
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pont du noyau du DR et le noyau aromatique d’une phénylalanine (Phe137) du site catalytique de
I’'enzyme!®. Cependant a I’heure actuelle le DR reste peu connu et n’a pas été testé sur des cultures
cellulaires.

L'altération de I'activité catalytique de la CDA dans les tumeurs pancréatiques pourrait augmenter la
sensibilité a la gemcitabine, cependant des preuves cliniques sont requises pour le confirmer!®, In vitro
le THU inhibe I’activité de la CDA et diminue la résistance acquise a la cytarabine (araC) dans des lignées

cellulaires®*

. Il a été montré dans un modele murin que le THU permet de diminuer les doses
administrées de décitabine (5-aza-2’-désoxycytidine), étant donné I'activité plus faible de CDA et donc
la meilleure efficacité de la décitabine. Ainsi, le THU permet de réduire la charge tumorale hépatique
sans induire de myélotoxicité et améliore la survie des patients!®’. Cependant, il est aussi révélé que le
THU est capable d’induire une inhibition de la croissance cellulaire dans des lignées cellulaires de fagon
indépendante de la CDA. Les auteurs de cette étude suggerent que l'intérét d’utiliser le THU est
d’autant plus grand étant donné son réle d’inhibition sur la CDA et sur la croissance cellulaire®.
Néanmoins, ces résultats révelent des effets non spécifiques de la CDA du THU. Un autre inhibiteur, le
Zébularine, en combinaison avec la gemcitabine induit I'apoptose des cellules cancéreuses
pancréatiques et la diminution de la taille des sphéroides. Une approche de co-administration de
Zébularine apreés utilisation de liposomes et de gemcitabine montre un bénéfice pour le traitement du
PDAC chez le rat'¥’. Cependant, le Zébularine interagit avec une cytosine DNA méthyltransférase pour
réguler la méthylation de 'ADN et n’est pas non plus un inhibiteur spécifique de la CDA, En effet,
dans une étude clinique, le THU ne potentialise pas la décitabine chez des patients avec un cancer du
pancréas métastatique. En effet, I'activité de CDA dans le plasma est 10 fois supérieure chez les
patients avec un cancer métastatique comparée a des patients avec un PDAC réséqué. Les auteurs de
I’étude concluent que la CDA n’est pas seulement surexprimée localement dans la tumeur mais aussi
dans les métastases du PDAC et que des doses plus fortes d’inhibiteurs (oral >10mg/kg/jour) sont
nécessaires pour voir un effet bénéfique de la décitabine'®. Des études cliniques de phase | ont visé a
évaluer I'effet du 5-fluoro-2’-deoxycytidine (précurseur du 5-fluoro-2’-deoxyuridine ou 5-FU) et du
THU dans des tumeurs solides métastatiques (NCT00359606) et des leucémies myéloides aigues ou
des syndromes myélodysplasiques (NCT01041443). Un essai clinique de phase Il a étudié I'effet de
cette méme combinaison sur des patients avec un néoplasme qui a progressé aprés au moins une
premiere ligne de thérapie standard (NCT00978250). Enfin, un dernier essai a eu pour objectif de
déterminer I'efficacité de la combinaison entre le THU, la décitabine et le Nivolumab, un inhibiteur du
point de contréle immunitaire, dans des cancers du poumon en seconde ligne de traitement
(NCT02664181). Toutes ces études sont terminées et pourtant aucune d’entre elles n’a encore partagé
de résultats. Un essai clinique de phase | est le seul en cours (NCT03875287) pour évaluer la toxicité
de la combinaison entre le cédazuridine (E7727), un nouvel inhibiteur oral de CDA dérivé du THU, et la
décitabine chez des patients avec une tumeur solide (ClinicalTrials.gov, accés le 5 septembre 2021).

Le développement de stratégies ciblant la CDA en combinaison avec des analogues de dC est donc une
piste qui mérite plus d’investigations et de preuves cliniques, toutefois limitée par le manque
d’inhibiteurs spécifiques®®. Plusieurs groupes ont travaillé sur le développement d’inhibiteurs de la
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CDA tels que la pseudoisocytidine formant un pont nucléosidique carbone-carbone beaucoup plus
stable que les agents dérivés de cytidines et ouvrant ainsi la voie vers de nouvelles molécules®®,

8.2. Autres opportunités thérapeutiques

Il est admis que les tumeurs qui surexpriment la CDA résistent mieux a la chimiothérapie a base
d’analogues de désoxycytidine. Les travaux de Zauri et collegues ont visé a étudier une approche
thérapeutique différente dans les tumeurs avec une forte expression de CDA, incluant le cancer du
pancréas. Les auteurs ont utilisé une stratégie a base de molécules synthétiques dérivées de
désoxycytidine que sont le 5hmdC (5-Hydrométhyl-2’-désoxycytydine) et le 5fdC (5-formy-2’-
désoxycytidine) métabolisées respectivement par la CDA en 5hmdU (5-Hydrométhyl-2’-
désoxycuridine) et 5fdU (5-formy-2’-désoxyuridine), ensuite phosphorylées par la DCK, la CMPK1 et |a
NDPK et utilisées pour la synthése d’ADN. L'incorporation de ces analogues de désoxyuridine entraine
I'arrét du cycle cellulaire et la mort des cellules induits par le systeme de surveillance de I’ADN qui
reconnait la mauvaise incorporation de nucléotides. Les cellules normales n’incorporent pas ces
nucléotides synthétiques dans I’ADN car elles n’expriment pas ou peu la CDA pour les métaboliser, ce
qui montre clairement une opportunité thérapeutique pour traiter les cancers surexprimant la CDA,
Une autre approche pour ces cancers pourrait étre |'utilisation de capécitabine, qui doit étre
désaminée pour étre active. In vitro I'expression forcée de CDA sensibilise a la capécitabine dans des
modeéles cellulaires, méritant des études plus poussées?®?. La toxicité de I'araC est rapidement
observée dans les tissus prolifératifs de I'organisme. La surexpression de la CDA par transfert de génes
dans des leucémies myéloides aigues traitées avec de I'araC protege la moelle osseuse saine des effets
toxiques du traitement?®*2%, |3 plupart des cancers cependant sous-expriment la CDA comparé au
tissu sain'®¥1%, Mameri et collégues ont montré que les tumeurs du sein exprimant faiblement la CDA
sont plus sensibles a I'aminoflavone (dérivé AFP464) et que les tissus exprimant fortement la CDA sont

eux résistants®.

L'aminoflavone est un nouvel agent anticancer et un ligand du récepteur
d’hydrocarbures aryle (AhR), un facteur de transcription qui active la transcription de génes cibles tels
que le cytochrome P450%%. Ainsi, I'expression de CDA est un marqueur prédictif de la réponse a
I’aminoflavone dans les tumeurs®. En conclusion, mieux comprendre les réles et fonctions de la CDA
pendant I'oncogenése pourrait aider a outrepasser les problemes de chimiorésistance, améliorer la

prise en charge des patients et identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques>3,

lll. Le stress réplicatif et linstabilité génétique dans les cancers,
particularités du cancer du pancréas

1. Les mécanismes de stress réplicatif

1.1.La réplication de ’ADN

Le cycle cellulaire est constitué de deux phases majoritaires, la phase S de synthese de I’ADN et la
phase M de division cellulaire, ou mitose, ainsi que deux phases de préparation de la cellule a ces
phases majoritaires, les phases G1 et G2 (Figure 20). La phase S est la phase cruciale du cycle cellulaire
pendant laquelle I’ADN est répliqué fidelement. La mitose est le processus biologique complexe durant

42



lequel le matériel génétique doit étre méticuleusement divisé pour former deux cellules filles
identdiques et au cours duquel plusieurs phases s’enchainent : la prophase, la métaphase, I'anaphase
et la télophase. La stabilité génomique est basée sur une duplication du génome fidéle et compléte et
une ségrégation parfaite des chromosomes pendant la division cellulaire. Le déroulement de ces deux
phases est régulé par des points de contréles visant a vérifier la qualité de 'ADN et la quantité
suffisante des facteurs nécessaires pour permettre a la cellule de progresser au cours du cycle cellulaire
(Figure 20). Le point de contrdle G1/S permet de s’assurer de I'absence de dommages a I'ADN ainsi
que de la quantité suffisante des facteurs de réplication avant I'entrée en phase S, tels que les
protéines impliquées dans le processus de réplication ou encore la quantité de nucléotides disponibles,
Figure 20. Le point de controle de G2 permet de vérifier que les chromosomes ont bien été dupliqués,
que I'ADN n’est pas endommagé et que les facteurs nécessaires a la mitose sont en quantité
suffisante?®, Figure 20.

Figure 20 : Points de contréles du cycle cellulaire permettant de préserver la stabilité du génome.

La réplication de I’ADN durant la phase S est un processus tres conservé. La réplication démarre a des
milliers d’origines de réplication formant chacune une fourche de réplication bidirectionnelle (Figure
21). Des facteurs de réplication sont recrutés au niveau de ces origines de réplication en phase G1 pour
les initier afin de préparer la chromatine a la réplication en phase S, lors de cette derniere d’autres
facteurs sont ensuite recrutés pour permettre I'activation des origines et le démarrage de la

réplication?97-20°,
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Figure 21: Représentation schématique d’une fourche de réplication de I'ADN et des principaux facteurs
protéiques associés. Adapté de https://www.mechanobio.info/genome-requlation/how-is-dna-replicated)/.

Le brin synthétisé dans le méme sens que la progression de la fourche de réplication, est répliqué de
facon continue, il est appelé le brin continu, direct ou précoce (leading strand), alors que le brin opposé
est répliqué de fagon discontinue et repose sur la formation de fragments d’Okazaki, il est appelé le
brin discontinu, indirect ou retardé (lagging strand), Figure 21. Le réplisome, ou machinerie de
réplication, regroupe les facteurs protéiques impliqués dans la réplication de 'ADN et constitue la
fourche de réplication. Deux acteurs essentiels de la fourche de réplication sont la topoisomérase et
I’hélicase qui permettent de défaire les surenroulements de I’ADN puis de séparer les deux brins
d’ADN, respectivement. Leur rdle est de faciliter le déroulement et I'ouverture de la double hélice
d’ADN, indispensable aux processus biologiques de réplication de I'ADN, transcription de I’ARN,
recombinaison homologue et autres mécanismes de réparation de I’ADN. L’hélicase permet de séparer
les brins de la double hélice d’ADN en utilisant I'énergie de I’hydrolyse de I’ATP qui permet la rupture
des liaisons hydrogénes entre les bases nucléotidiques?'®. Le complexe hélicase est composé des
protéines MCM2-7 (MiniChromosome Maintenance) et est recruté au niveau des origines de
réplication préparées en phase G1 et marquées par les protéines ORC (origin recognition complex),
impliquant divers facteurs. La réplication des deux brins d’ADN est initiée par le complexe Pola —
primase ARN qui synthéthise des amorces d’ARN ensuite élonguées en ADN par les polymérases Polg,
pour le brin direct, et Pol§, pour le brin indirect (Figure 21). Sur le brin discontinu, la réplication se fait
de maniére indirecte par petits fragments ensuite liés les uns aux autres, ce sont les fragments
d’Okazaki. Un autre acteur important des fourches de réplication est PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), c’est une pince d’ADN catalyseur de la processivité des Pole et PolS, rassembant les dNTPs
dans I'environnement des polymérases et intéragissant avec un grand nombre de protéines (Figure
21). Les facteurs de réplication sont nombreux et agissent conjointement pour permettre le démarrage
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et la progression des fourches de réplication ainsi qu’une réplication la plus fidéle possible de I’ADN

afin de maintenir I'intégrité génétique des cellules??7-2%,

1.2.La définition du stress réplicatif

La cellule doit gérer la vitesse des fourches, la fidélité de réplication et la consommation des différents
facteurs essentiels. Si I'un des facteurs limitants devient insuffisant lors de la réplication, du stress
réplicatif peut alors étre induit mettant en péril la stabilité du génome et la survie de la cellule. Méme
si de plus en plus de travaux portent aujourd’hui sur la compréhension des mécanismes de stress
réplicatif et sur des marqueurs spécifiques, la notion de stress réplicatif reste encore confuse et sa
définition en constante évolution. Le stress réplicatif a été défini par Zeman et Cimprich comme le
terme qui désigne un ralentissement ou un blocage de la progression des fourches de réplication et/ou
de la synthése d’ADN%,

1.3.Les causes et sources du stress réplicatif

La perturbation de la progression des fourches de réplication peut étre causée par divers facteurs et
peut avoir de graves conséquences sur la stabilité du génome. En effet, certaines régions du génome
sont, de nature, particulierement difficiles a répliquer et/ou sensibles au stress réplicatif, d’autres
représentent un obstacle 3 la progression des fourches de réplication?!!. Les principales causes de
stress réplicatif sont décrites ci-dessous.

a. Les régions difficiles a répliquer

Les sites fragiles communs (CFS) sont des régions difficiles a répliquer, ce sont des loci de chromosomes
caractérisés par des séquences riches en AT, susceptibles de former des structures secondaires de
I’ADN, et pauvres en origines de réplication. Ce sont des domaines avec des genes longs sensibles aux
cassures et a 'accumulation d’ADN dans des situations de stress réplicatif?1%213, De plus, le manque
d’origines dans ces régions force les fourches de réplication lointaines a parcourir de longues distances
pour les répliquer, augmentant ainsi les risques de réplication incompléete de I’ADN dans ces régions
et les risques de conflits avec les machineries de transcription?'#?'>, En conséquence, de I’ADN peut ne
pas étre complétement répliqué a la fin de la phase S, persister en mitose et perturber la division
cellulaire?®. D’autres régions du génome sont aussi difficiles a répliquer, il s’agit des téloméres et des
centromeéres qui sont aussi vulnérables au stress réplicatif. Ce sont des régions d’hétérochromatine
enrichies en séquences répétées sujettes a la formation de structures secondaires qui interferent avec

la progression de la fourche de réplication et conduisent a des défauts mitotiques?!”-28,

b. Défauts d’activation des origines de réplication et facteurs limitants de la réplication

Le programme de réplication de I’ADN est un processus finement régulé qui assure que les origines de
réplication soient activées de fagon séquentielle et unique au cours de la phase S. En effet,
suffisamment d’origines doivent étre activées pour pouvoir répliquer I'intégralité du génome. La
transition entre les phases G1 et S permet a la cellule de contréler la quantité suffisante des facteurs

nécessaires a la réplication avant I'entrée en phase S, cela inclue les nucléotides (dNTPs) et les
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219-221 3insi que les histones chaperonnes qui compactent

composants de la machinerie de réplication
I’ADN?2, En effet, chez la levure, le pool de dNTPs est 3 fois plus important a I’entrée en phase S,
comparé a la phase G1 et le dGTP est le nucléotide le plus limitant??°. Un niveau bas de dNTPs induit
une diminution de la vitesse de réplication et augmente |’activation d’autres origines pour essayer de
compenser et compléter au mieux la réplication de 'ADN. Il est aussi important de contréler les
facteurs d’initiation de la réplication. Dans le cas ou les facteurs d’initiation sont en trop grande
guantité, davantage d’origines sont activées et le pool de nucléotides s’épuise alors plus rapidement,
pouvant ralentir ou arréter les fourches de réplications?'2. En effet, chez la levure, une surexpression
des facteurs limitants entraine |’activation de la majorité des origines de réplication de fagon précoce
et simultanée. Ceci engendre un appauvrissement rapide du pool de nucléotides et de d’autres
facteurs et met en péril la viabilité cellulaire??>?%. Une suractivation des origines, augmentant
notamment le recrutement massif sur le simple brin du facteur RPA (Replication Protein A). En effet,
I’ADN simple brin n’est pas nu dans la cellule, il est lié par RPA qui s’y fixe spécifiquement pour le
protéger contre la dégradation par les nucléases. Ainsi, en cas de suractivation des origines, RPA
devient limitant et I’ADN simple-brin non protégé par RPA est plus sensible aux cassures de ’ADN?**~
226 Enfin, une altération du pool de nucléotides pendant la réplication est associée a niveau élevé
d’instabilité du génome et le développement de pathologies, notamment de cancers??’2%, A I'opposé,
trop peu d’origines activées peut mener a de ’ADN non répliqué et la perte d’information génétique?2,
Pour toutes ces raisons, une dérégulation de I'activation des origines de réplication et des facteurs
limitants peut avoir de lourdes conséquences sur le programme de réplication de I’ADN, la stabilité du
génome et le développement de pathologies.

c. Obstacles a la progression de la machinerie de réplication

De nombreux obstacles physiques peuvent perturber la progression de la machinerie de réplication.
Les barriéres de progression des fourches peuvent étre endogenes, résultats de processus cellulaires
pendant la phase S, ou exogénes, notamment dus aux agents génotoxiques. |l peut s’agir de lésions de
I’ADN, de complexes protéiques, de structures secondaires de I’ADN ou encore de régions contenant
des genes hautement transcrits. Ces barriéres ont été tres étudiées chez la levure mais leur importance

a été encore peu évaluée chez les mammiféres??:22°,

Lésions de I’ADN

L'intégrité de I’ADN doit étre protégée des dommages induits par des facteurs endogenes (spontanés,
déchets du métabolisme cellulaire) ou exogénes (environnementaux, physiques ou chimiques) pour
garantir sa duplication fidele. L'ADN est altéré de différentes facons telles qu’'une mauvaise
incorporation de désoxynucléotides, une interconversion entre les bases de I’ADN, une perte de bases
de I'ADN, ou des modifications de bases par alkylation (liaison covalente du groupement alkyl avec
I’ADN). Il est estimé a environ 10° lésions spontanées de I’ADN par cellule et par jour chez la levure?*,
Les Iésions de I’ADN peuvent engendrer des cassures de I’ADN représentant une barriere physique a
la progression des fourches de réplication. Les |ésions de I’ADN sont contrecarrées par des mécanismes
de réparation et le systeme de tolérance des dommages a I’ADN pour permettre la survie de la
cellule®,
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Il existe diverses sources de lésions a I’ADN qui peuvent étre soit endogénes comme la dépurination,
la désamination de cytosines ou les ROS, dérivés du métabolisme cellulaire, soit exogenes comme
I’exposition aux UVs et aux IRs, la cigarette, les rayons X ou encore les chimiothérapies?*? (Table 4,

Table 5).

ROS Aldéhydes
Sources e Désamination . . . réactif
. Dépurination . (métabolisme Alkylations , .
endogénes de cytosines . (métabolisme
cellulaire)
alcool)

Lésions
induites

Perte de bases

Interconversion
de bases

Oxydation de
bases, cassures
double-brins

Modification de
bases

Pontages d’ADN

Table 4 : Sources endogénes des lésions de I'ADN, extrait de Ciccia et Elledge. 2010.

Sources
s Rayons UV Rayons IR Cigarette Rayons X Chimiothérapies
exogenes
L . o Adduits d’ADN, Selon le type de
Lésions Diméres de Cassures Cassures - Yp -
. L . dommages . chimiothérapie
induites pyrimidines double-brins ) double-brins .
oxydatifs appliquée

Table 5 : Sources exogeénes des lésions de I'ADN, extrait de Ciccia et Elledge. 2010.

Les chimiothérapies sont par exemple des agents alkylants (ajout de groupements alkyles sur les bases
de I'ADN, capables de former de ponts caténaires entre deux guanines, ex : le Telozolomide), des
agents qui introduisent des liaisons covalentes entre les bases (liaisons croisées intra brins ou inter
brins, ex: Mitomycine C, Cisplatine), ou encore des agents inhibiteurs de topoisomérases (ex :
Camptothécine et Etoposide qui inhibent les topoisomérases | et Il respectivement) induisant la
formation de cassures simple et double brins de I’ADN (SSBs et DSBs) et piégeant le complexe

topoisomérase/ADN?32233,

Mauvaise incorporation de ribonucléotides

Les polymérases réplicatives (Pola, Pold et Polg) sont trés stringentes concernant la complémentarité
des bases mais le sont moins sur le choix entre les désoxynucléotides (dNTPs) et les ribonucléotides
(rNTPs). Pendant I’élongation de la synthése d’ADN, ces polymérases doivent donc différencier les
substrats « corrects » (ANTPs) de ceux « incorrects » (rNTPs). En cas de mauvaise incorporation, les
polymérases Pole et Pol possédent une activité exonucléase 3’ — 5’ permettant une correction, ce qui
n’est pas le cas de Pola qui reste donc la moins fidéle des polymérases réplicatives®*. La concentration
en nucléotides et désoxynucléotides a aussi son importance car pendant la phase S, les rNTPs sont plus
abondants que les dNTPs, ce qui explique les mauvaises incorporations de rNTPs fréquemment
retrouvées dans I’ADN. In vitro, ces mauvaises incorporations de ribonucléotides perturbent la
progression de la fourche de réplication d{ au fait qu’un seul rNTP incorporé dans le brin matrice est
capable de bloquer I'activité des polymérases réplicatives?®. Ces erreurs d’incorporation dans I’ADN
sont retirées de facon efficace par plusieurs voies de réparation enzymatique pour assurer la survie de
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la cellule, c’est le r6le notamment de la RNaseH2, de FEN1 et de EXOI qui reconnaissent et retirent par
excision les ribonucléotides?*#?3%>, Les ribonucléotides incorporés sont le type de Iésions le plus

fréquemment corrigé dans la cellule®*,

Les structures secondaires inhabituelles de ’ADN

Il existe différentes conformations alternatives de I’ADN, autre que la forme classique B de la double-
hélice d’ADN, basées sur des motifs de séquence particuliers et l'interaction avec de nombreux
partenaires protéiques.

Figure 22: Schéma des structures non-B de I'ADN communément étudiées. A) Cruciforme, B) Z-DNA cété gauche,
C) triplex intramoléculaire H-DNA, D) G-quadruplexe/tétraplexe, E) Tige-boucle (gauche) ou bulle (droite) formés
apres glissement de I'ADN. Image extraite de Wang et Vasquez. 2017.

Les conformations les plus étudiées sont I'hélice Z, les structures cruciformes, les triplexes d’ADN et
les G-quadruplexes (G4)?%, voir Figure 22. Les structures secondaires inhabituelles de ’ADN, une fois
formées et stables, représentent une barriére physique a la progression des polymérases, ce qui
engendre une réplication incompléte et a terme des cassures de I’ADN et la fragilité des
chromosomes?*27-23%  Ceci explique que les régions génomiques avec la capacité de former des
structures secondaires stables de I"ADN sont enrichies en DSBs endogénes dans les cellules
humaines®*.

Ces conformations alternatives de ’ADN sont généralement formées dans des régions de séquences
nucléotidiques répétées. Par exemple, les G4 sont formés dans les régions riches en GC de I’ADN simple
brin ou de I'ARN et augmentent les torsions de I’ADN induisant le blocage de la progression des
fourches de réplication. Pendant la réplication de I’ADN, les G4 peuvent se former inopinément,
surtout sur le brin matrice retardé, et ce encore plus si la réplication de ’ADN est lente?3%240, |
stabilisation chimique ou la perte de I’hélicase qui déroule les G4 mene a la diminution de I'avancée
des fourches de réplication et a I'augmentation des cassures de I’ADN. De plus, les centromeres et les
télomeéres caractérisés comme des régions difficiles a répliquer sont enrichis en G4 qui interferent avec
la réplication de ces régions chromosomique?'’?*%, Ces conformations de structure de I’ADN existent

en conditions physiologiques représentent un défi physique majeur pour la progression de la
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machinerie de réplication. De plus, la séquence d’ADN comprise dans la structure secondaire ne peut
pas servir de matrice lors de la réplication qui devient alors incompléte, il est donc crucial de résoudre

ces structures secondaires inhabituelles de I’ADN2%°.

d. Les conflits réplication-transcription

Les processus biologiques de transcription et de réplication ont tous deux pour substrat 'ADN. Méme
si la transcription est majoritaire en G1, elle peut aussi avoir lieu en phase S et est généralement exclue
des domaines nucléaires de réplication?*+242, De plus, les deux machineries progressent a des vitesses
similaires, elles ne sont donc pas censées se rencontrer, cependant cela peut arriver dans des
conditions spécifiques®*?*3, En effet, si certains facteurs de transcription sont manquants alors la
vitesse de transcription est diminuée et la machinerie reste bloquée sur ’ADN, augmentant ainsi les
risques de collisions avec le réplisome. Egalement, les génes humains les plus longs, souvent contenus
dans des sites fragiles communs, nécessitent plus d’un cycle cellulaire pour étre entiérement
transcrits?®®, Ainsi, la concomitance spatiale et temporale de la transcription et de la réplication dans
ces genes particulierement longs induit I'instabilité des sites fragiles communs. Aussi, dans des régions
répliquées de facon précoce, un nombre élevé d’origines activées a proximité de génes hautement
transcrits induit des conflits entre les machineries et I'arrét des fourches de réplication?**2%, Selon le
sens d’orientation de la transcription, la progression des deux machineries peut étre co-directionnelle
ou frontale, les collisions seraient plus drastiques et susceptibles d’induire des dommages a ’ADN a la

242 | existe deux causes directes de la fragilité de ’ADN due aux

suite d’une convergence frontale
conflits entre réplication et transcription, il s’agit de la formation de R-Loops et la génération de stress

topologique.

Figure 23: Les conséquences des conflits entre la réplication et la transcription. Image extraite de Helmrich et al.
2013.
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Les R-Loops sont des structures a 3 brins contenant un hybride ARN : ADN et un simple brin d’ADN
déplacé (Figure 23). En effet, le nouveau transcrit s’hybride a I’ADN double-brin derriere le complexe
de transcription. La structure ainsi formée représente une barriére physique de progression des
fourches de réplication et augmente le risque de dommages a I’ADN. La formation de R-Loops est
favorisée par des séquences d’ADN riches en GC??224¢_E|les sont produites & une faible prévalence dans
les cellules normales et assurent aussi des roles physiologiques. En effet, ce sont des intermédiaires
impliqués dans différents processus cellulaires tels que la commutation des isotypiques des
immunoglobulines ou linitiation de la réplication de I’ADN mitochondrial?*®. Les R-loops sont

222,246 | ’action

cependant largement plus fréquentes si la transcription ou la réplication est perturbée
des RNase H est indispensable pour prendre en charge les R-Loops, en dégradant la partie ARN, afin

de maintenir la stabilité des fourches de réplication?'>%47,

Les deux processus de transcription et de réplication requiérent le déroulement de la molécule d’ADN.
Or, lors de la transcription, le déroulement de ’ADN meéne a des surenroulements positifs et négatifs
devant et derriere la progression de la polymérase respectivement, induisant du stress topologique.
La convergence des deux machineries augmente ce stress topologique et impacte ainsi la progression
des polymérases de réplication et de transcription. Celui-ci apparait notamment quand la machinerie
de réplication rencontre une région chromosomique qui ne peut pas se dérouler librement,
généralement si elle reste attachée a la matrice nucléaire. Une accumulation de surenroulements
positifs se produit quand la réplication et la transcription convergent?”, engendrant des
effondrements des fourches et mettant en péril la viabilité cellulaire?*>2%8, || est donc indispensable
pour la cellule de résoudre le stress topologique engendré, et ce grace a des enzymes qui relaxent les
fragments d’ADN surenroulés?®? (Figure 23). Les topoisomérases sont des enzymes capables de
résoudre les problemes de topologie induits lors des processus de réplication, de transcription ou de
réorganisation de la chromatine. Elles sont dites de type | ou de type Il selon leur capacité a catalyser
la cassure d’un ou deux des brins d’ADN. La cassure permet de relaxer les superenroulements de I’ADN,
les ruptures sont ensuite refermées et I'enzyme libérée de ’ADN?*. Les mécanismes de conflits entre
transcription et réplication et leur résolution ne sont pas encore clairement élucidés mais sont tres
étudiés, notamment dans le contexte oncogénique qui est décrit plus tard.

e. Dynamique de la chromatine

L’empaquetage de I’ADN sur la chromatine est un processus hiérarchique trés régulé. L’accessibilité de
I’ADN et I'état de compaction de la chromatine peuvent influencer la réplication de I’ADN. En effet, la
progression du réplisome nécessite le désassemblage des nucléosomes devant la fourche et
I’assemblage a nouveau des nucléosomes sur ’ADN double brin naissant, derriére la fourche®°. Cet
assemblage derriére la fourche de réplication est trés rapide et implique le recrutement d’un dimere
H3-H4 puis d’un dimére H2A-H2B%*!, Un défaut dans le stock d’histones ou dans I'assemblage de la
chromatine peut donc affecter la dynamique de réplication et déstabiliser les fourches de réplication.
La synthése d’ADN et la synthése des histones sont orchestrées a la transition G1/S par I'activité du
complexe cycline/CDK2 et sont mutuellement dépendantes I'une de l'autre. Les deux processus
restent couplés pendant la phase S avec des taux controlés. Cela permet d’assurer la quantité
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d’histones nécessaire au niveau des fourches et I'organisation précise de I’ADN nouvellement répliqué
au sein de la chromatine?**>3, Dans les cellules humaines, la répression des génes codant pour les
histones inhibe la synthése d’ADN?2, Ainsi I'assemblage correct des nucléosomes est requis pour
maintenir la stabilité des fourches de réplication et assurer une réplication compléte.

1.4.La réponse de la cellule au stress réplicatif

Lorsqu’une cellule présente des défauts de réplication, alors des voies de réponse au stress réplicatif
(RRS) sont activées, et ce notamment grace a des longueurs d’ADN simple-brin (ssDNA) générées aux
fourches bloquées servant de plateforme de recrutement a des protéines de signalisation pour induire
I’arrét du cycle cellulaire, la stabilisation et le redémarrage des fourches de réplication?'!. Contrecarrer
le stress réplicatif requiert I’activation du point de controle de phase S, des facteurs supplémentaires
comme des hélicases spécifiques des structures secondaires particulieres de I’ADN ou encore des
polymérases spécialisées telles que les polymérases translésionnelles (TLS) ou post-réplicatives
prenant en charge les lésions de I’ADN?%1:22%2%4 | es processus de réponse au stress réplicatif induits
par l'activation du point de contrdle intra-S afin de préserver l'intégrité des fourches de réplication et
du génome sont présentés ci-dessous.

a. Le point de contréle de phase S, voie ATR-Chk1

Le point de contréle, une fois activé, ralentit la progression dans le cycle cellulaire en présence de
dommages a I’ADN ou de blocage des fourches de réplication pour permettre la mise en place des
processus de réparation et de redémarrage des fourches®>. Deux kinases sont des composantes
centrales des points de contréles du cycle cellulaire activés en réponse aux dommages a I’ADN, ce sont
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM an Rad3 related protein) qui activent
respectivement Chk2 et Chkl (Checkpoint Kinase 2 and 1). ATM est majoritairement activée en
réponse a des cassures double-brins de ’ADN alors qu’ATR est la principale kinase activée en réponse
au stress réplicatif®®?, et permet le contrdle de I'activation des origines de réplication en conditions

non perturbées?>62%7,

Les effecteurs du point de controle de phase S

Lors de la phase S, I’ADN simple-brin (ssDNA) est fréquemment exposé quand I'hélicase réplicative
continue de dérouler le double-brin parental aprés ralentissement ou blocage de la polymérase de

208 |’ ADN simple brin est lié par RPA qui s’y fixe spécifiquement pour le protéger contre la

réplication
dégradation par les nucléases. La persistance d’ADN simple-brin lié par RPA a proximité d’ADN double-
brin nouvellement synthétisé sert de plateforme pour le recrutement de protéines impliquées dans la
réponse au stress réplicatif telles qu’ATR. Cette derniére est une protéine centrale dans la réponse au
stress réplicatif, qui une fois activée, phosphoryle via son activité kinase les sérines et thréonines d’un
large panel de protéines telles que BRCA, p53, Chk1, Rad17 favorisant I'arrét du cycle cellulaire, la

208236 | 'ADN simple brin est un

réparation de I’ADN, la terminaison de la réplication ou l'apoptose
intermédiaire commun entre les voies de réponse aux différents types de lésions de I’ADN pour

I'activation du senseur de stress réplicatif ATR et du checkpoint intra-52>%2,
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Dans les cellules humaines, de multiples acteurs protéiques interagissent et sont recrutés
successivement pour permettre I’activation du point de contréle de phase S. Tout d’abord, ATRIP (ATR-
interacting protein), partenaire protéique et régulateur d’ATR, reconnait et interagit directement avec
le complexe RPA-ssDNA afin de localiser le complexe ATR-ATRIP au site de dommage, voir Figure 24
259260 A ce stade le complexe ATR-ATRIP est recruté mais n’est pas actif, des facteurs régulateurs de
I"activité d’ATR sont requis tels que Rad17, Rad9, Rad1, TOPBP1 (DNA topoisomerase |l binding protein
1) et Husl. Pour cela, les complexes RFC-Rad17 et 9-1-1 sont recrutés®®%>° (Figure 24). Par la suite,
TopBP1 peut étre phosphorylé par ATR (Ser 1131) pour augmenter d’avantage l'interaction entre
TopBP1 et ATR et amplifié les signaux transduits par ATR. Les mécanismes par lesquels Rad9 et TopBP1
stimulent I'activité d’ATR sont encore peu connus?®!. De plus, ETAALl (Ewing’s tumour-associated
antigen 1) interagit avec RPA pour étre localisé au nivau des fourches de réplication bloquées?2-264,
ETAA1 interagit aussi avec le complexe ATR/ATRIP afin d’agir comme un second activateur direct de
I'activité d’ATR, en paralléle et indépendamment de TOPBP1. La perte simultanée de ETAA1 et TOPBP1
provoque une diminution drastique de la signalisation dépendante d’ATR et une augmentation

massive d’instabilité génomique conduisant a une létalité synthétique26-254,

Figure 24 : L'activation du point de contréle intra S. Image extraite et adaptée de lyer et Rhind. 2017.
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Une fois la kinase ATR pleinement active, elle phosphoryle Chkl (sérines 345) en réponse au stress
réplicatif pour relayer le signal du point de contréle de fagon diffuse sur des substrats distants,
contrairement a ATR qui reste proche de la chromatine. Chk1 est activé dans le but de réguler le
déroulement de la réplication et les mécanismes de réponse au stress réplicatif?>>2%> (Figure 24, Figure
25). Enfin, une autre protéine effectrice phosphorylée par ATR est H2AX. Ce variant d’histone est
impliqué dans la signalisation des cassures double brins et phosphorylé lors du ralentissement ou
blocage des fourches des fourches de réplication en absence de dommages a I’ADN. La
phosphorylation de H2AX en position y aux sites de cassures permet le recrutement de protéines
impliquées dans la réponse aux dommages a I’ADN (DDR) comme 53BP1 ou BRCA12%%2%7_ De plus, la
phosphorylation de H2AX colocalise avec PCNA et BRCA1 aux fourches bloquées suggérant un réle de
y-H2AX dans le recrutement de protéines impliquées dans la réponse au stress réplicatif au niveau des
fourches bloquées?®”2%8, En conclusion, Chk1 est la kinase effectrice d’ATR impliquée dans la réponse
au stress réplicatif via différents mécanismes cellulaires présentés Figure 25, et développés ci-dessous.

Figure 25: Les différents réles de I'activation d’ATR-Chk1 dans le contréle de la phase S.

La régulation transcriptionnelle par ATR/Chk1

Dans les cellules de mammiferes Chk1 régule les facteurs de transcription de la famille E2F impliqués
dans le métabolisme et la réparation de I’ADN. En réponse au stress réplicatif, Chk1 phosphoryle et
inactive E2F6, le répresseur de la transition G1/S dépendante des E2F, afin de maintenir la survie
cellulaire induite par les membres de la famille E2F?%%27° (Figure 25). Chk1 contréle indirectement aussi
la transcription de RRM2 (sous unité catalytique de la RNR, Ribonucléotide Réductase) via les E2F,
cruciale pour la synthése des dNTPs?’, Chez la levure les niveaux de dNTPs sont augmentés de 6 3 8
fois en réponse aux dommages a I’ADN, améliorant ainsi grandement la survie cellulaire?”?. Si
I’expression de RRM1 et RRM2 est diminuée, alors le taux de y-H2AX cellulaire et la sensibilité a la
camptothécine (inhibiteur de topoisomérase) sont augmentés. De plus, Chkl est surexprimée et
activée aprés un traitement a la camptothécine, et induit I'expression et la translocation de RRM2 via
E2F1, suggérant un rdle actif mais indirect de RNR en réponse a la camptothécine?’*.
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La régulation des origines de réplication

La réplication du génome est ordonnée temporellement et séquentiellement au cours de la phase S?73.
L'activation des origines de réplication est étroitement liée a la vitesse des fourches de réplication et
la réponse au stress réplicatif. En présence de dommages, les origines répliquées précocement sont
activées de facon normale, étant donné que ce sont les régions qui détectent les lésions. Cette
détection permet ensuite I'activation du point de contrdle puis I'inhibition de I’activation des origines
plus tardives via le ciblage de différents substrats par Chk1?’*>?’4 L’inhibition de I'activation de
nouvelles origines de réplication empéche que de nouvelles fourches soient endommagées et soient
décrochées et visent ainsi a limiter les conséquences du stress réplicatif?’>27°,

Figure 26 : Plasticité de la régulation de la réplication de I'ADN chez les eucaryotes. Quand la vélocité des fourches
de réplication est élevée, I’activation est moins fréquente (gauche), alors que l'initiation est plus fréquente quand
la vélocité est plus faible (droite). Quand les fourches sont bloquées, les origines dormantes sont activées (centre).
Image extraite de Masai et al. 2010.

Des origines dites « dormantes » sont néanmoins localement activées en réponse au stress réplicatif.
Ce sont des origines qui ne devaient pas étre activées dans le programme de réplication initial, voir
Figure 26. En effet, lors d’une réplication non perturbée, une cellule active seulement environ 10% des
origines préparées seulement (fixation du complexe de pré-réplication), le reste correspond aux
origines dormantes préparées pendant la phase G1 mais non activées pendant la phase S?”7. Les
origines dormantes sont déclenchées pour terminer la réplication a proximité des fourches bloquées
et ainsi diminuer les conséquences du décrochage des fourches en condition de stress réplicatif. Chk1
promeut la progression des fourches de réplication en contrélant l'initiation de la réplication. En effet,
les cellules dans lesquelles Chk1 est inactif présentent une activation élevée des origines de réplication
et une diminution de la progression des fourches de réplication®’. Pour ce faire, en réponse aux
dommages a I’ADN, Chk1 activé phosphoryle et inhibe les phosphatases Cdc25 activatrices des
complexes cyclines — kinases dépendantes des cyclines. L'inhibition de cdc25A par Chk1 induit sa
dégradation, et celle de Cdc25B et Cdc25C diminue leur activité phosphatase. Par conséquent, les
complexes cyclines/CDK sont inhibés, stoppant la progression du cycle cellulaire?”:27>278 En conclusion
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|'activation des origines dormantes permet a la cellule de continuer a répliquer 'ADN au-dela des
fourches bloquées par le stress réplicatif. Ce n’est pas connu aujourd’hui comment le point de contréle
ATR/Chk1 supprime globalement I’activation des origines en réponse au stress réplicatif mais permet
I’activation spécifiques des origines de réplication dormantes?’”:?”°,

b. Larégulation des fourches de réplication

Lors d’un stress réplicatif persistant, si les fourches de réplication ne sont pas stabilisées elles peuvent
s’effondrer, et ce par des mécanismes qui ne sont pas encore clairs aujourd’hui. Zeman et Cimprich
ont proposé différents mécanismes d’effondrement des fourches de réplication incluant la dissociation
ou la migration du réplisome, la digestion par des nucléases et la poursuite de la réplication générant
de larges étendues d’ADN simple-brin, comme présenté Figure 27.

Replisome
@ — )f\; — e\
% S N e SN ) e
&) . — —
=
o Replisome dissociation [/ MNuclease digestion Broken ssDNA Replication run-off
L migration {reversad flork) (nuclease or (ssDNA gaps)

passive break)

Figure 27: Mécanismes d'effondrement des fourches de réplication. Image extraite de Zeman et Cimprich. 2014.

Une caractéristique importante de la cellule est la capacité a tolérer des Iésions de I’ADN et des
obstacles structurels pendant la réplication de I’ADN. |l existe quatre voies distinctes de tolérance des
dommages a I’ADN, ce sont la synthése d’ADN translésionnelle (TLS), la réversion des fourches de
réplication, I'échanges de brins matrices et enfin le réamorcage de la réplication®°%°, présentés Figure
28. Ces voies permettent de contourner I'obstacle ou la lésion bloquant les fourches, ou de réamorcer
la synthése d’ADN un peu plus loin tout en résolvant les trous d’ADN simple brin générés. Ainsi, les
voies de tolérance permettent de remodeler les fourches de réplication afin d’éviter les cassures
doubles brins dangereuses pour la stabilité du génome. L'objectif de ces mécanismes est donc
finalement de terminer la réplication, d’éviter la prolongation des fourches bloquées et d’éviter les
conséquences de I'effondrement de fourches.

55



Figure 28: Les voies de tolérance des dommages a I'ADN. Image extraite de Pilzecker et al. 2019.

Une des voies possibles pour prendre en charge et redémarrer une fourche de réplication arrétée par
un obstacle ou une lésion est la réversion des fourches de réplication. La fourche de réplication
bloquée est déroulée et les deux brins d’ADN directs et indirects sont liés de fagcon a former une
structure « pied de poulet ». Cette structure de type jonction de Holliday (jonction mobile entre 4 brins
d’ADN), correspond a la régression des fourches (Figure 28B, fork reversal). Cette régression peut se
faire uniquement quand la machinerie de réplication est retirée de la fourche bloquée et implique de
nombreux partenaires protéiques?®.282,

Le point de contréle intra-S préserve la stabilité du génome en protégeant les fourches de réplication
défectueuses. La stabilisation des fourches est essentielle pour éviter I'effondrement et permettre leur
redémarrage. Les fourches peuvent étre considérées comme stables lorsque les facteurs du réplisome
sont physiquement associés a la fourche de réplication arrétée. Les mécanismes de stabilisation de
fourches dans les cellules mammiféres sont trés peu connus®®. Une fois une fourche de réplication
arrétée, elle peut soit étre remodelée et redémarrée soit étre dégradée. Sans réversion des fourches,
le redémarrage ou la restauration des fourches peut se faire via i) le réamorgage de la synthése d’ADN,
ii) la synthése d’ADN translésionnelle (TLS) ou iii) par recombinaison par échange de brins matrice
(Figure 28). Ces mécanismes peuvent aussi s’entrecroiser selon le type de blocage?%284,

La premiére possibilité de redémarrage des fourches de réplication est le réamorgage de la réplication
(Figure 28 C, repriming). Pendant la réplication normale, 'amorcage de la synthése d’ADN discontinue
sur le brin retardé est assuré par Pola, avec la formation des fragments d’Okazaki. Le réamorcage peut
aussi avoir lieu sur le brin direct en réponse a une lésion. En effet, PRIMPOL posséde une activité
translésionnelle et une activité primase, lui permettant de synthétiser de courtes amorces pour
permettre ensuite a I’ADN polymérase réplicative Pole de poursuivre son activité. PRIMPOL lie le
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complexe ssDNA/RPA et réamorce rapidement la synthése d’ADN apreés la lésion. Une fois la lésion
passée, le trou d’ADN simple brin est comblé par un échange de brins ou par synthese d’ADN
translésionnelle afin de préserver la stablité du génome?%2> | a deuxiéme possibilité pour outrepasser
une lésion est la recombinaison par échange de brin qui permet de remplir et de fermer le trou d’ADN
simple-brin contenant la Iésion et ce sans induire d’erreurs®® (Figure 28 D, template switching). La
structure induite ressemble a une double jonction de Holliday.

Enfin le troisieme mécanisme de redémarrage est la synthése d’ADN translésionnelle (TLS), réalisée
par des polymérases spécialisées de la famille des polymérases Y qui permettent d’insérer de I’ADN en
face d’une matrice d’ADN endommagée ou d’un obstacle de réplication (Figure 28 A). Les principales
polymérases TLS appartenant a la famille Y des polymérases sont REV1, POLH, POLI et POLK. Ces
polymérases n’ont pas d’activité de relecture, elles sont donc moins fideles et peuvent tolérer les
Iésions qui ont stoppé les polymérases réplicatives (PolS et Polg)®%%7, |’action de ces polymérases est
ensuite suivie par celle du complexe PolC de la famille B permettant I'extension de la synthése d’ADN
et la coordination entre les activités TLS se fait grace a8 REV1%*>288, Le recrutement et I'exclusion des
polymérases translésionnelles sont des processus finement régulés par de nombreuses interactions
entre protéines et des modifications post-traductionnelles. En conséquence, si les obstacles persistent
et si les voies de tolérance des dommages a I’ADN sont défectueuses alors les fourches restent
bloquées de facon prolongée et s’effondrent, conduisant a la formation de cassures double-brins de
I’ADN, toxiques pour la cellule®®?, Des études récentes ont révélé que les trous d’ADN simple brin
générés par PRIMPOL afin de réamorcer la réplication de I’ADN au-dela de la Iésion sont réparés via
les polymérases translésionnelles REV1 et POLT soit en S soit en G2 avec différents partenaires
protéiques®?. De plus, BRCA1 et BRCA2 stimulent cette réparation en limitant I'activité de MRE11,
révélant un autre role de BRCA dans la réponse au stress réplicatif. Les cellules tumorales BRCA mutées
sont plus dépendantes de la TLS pour réparer les trous d’ADN simple brin et I'inhibition de la TLS est
tres toxique dans ces cellules. Il semble donc rationnel d’inhiber I’action de REV1- POLT pour traiter les
tumeurs mutées pour BRCA88:289,

c. Laréparation des lésions de I’ADN pendant la phase S

Comme discuté précédemment, de nombreuses Iésions de I’ADN se produisent pendant la phase S,
causées par des agents exogenes ou endogenes. Ces lésions peuvent étre outrepassées par les
systemes de tolérance des dommages a I’ADN ou réparées par des voies spécifiques des Iésions. De
plus, si le stress réplicatif persiste, la prise en charge des fourches de réplication arrétées peut mener
a la formation de cassures de I’ADN, réparées par divers mécanismes. La table ci-dessous récapitule
les différents types de lésions et leur mode de réparation par la cellule (Table 6).

Type de Cassures Cassures Modification de Liaisons L . Mauvais
s . . . . . Dimeéres de Adduits .
lésion de double-brin | simple-brin | bases (oxydation, | croisées rimidines &'ADN appariemments
I’ADN (DSB) (SSB) désamination) d’ADN Py de bases
. . HR, NHEJ, NER, HR,
Réparation MMEJ BER (PARP) BER TLS et FA NER NER, TLS MMR
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Table 6 : Différentes voies de réparation selon le type de lésion de I'ADN. HR : recombinaison homologue, NHEJ :
réparation par jonction d’extrémités non homologues, MMEJ ou Alt-EJ : réparation par micro-homologies, BER :
réparation par excision de bases, NER : réparation par excision de nucléotides, TLS: synthése d’ADN
translésionnelle, FA : réparation fanconi anemia, MMR : réparation de mésappariements (Ciccia et Elledge. 2010).

Il existe au moins 6 voies de réparation spécifiques de dommages a I’ADN?32290.2%1 | 3 réparation des
bases modifiées (sites abasiques ou bases altérées) et des SSBs se font grace a la voie BER (réparation
par excision de bases) via I'activation des membres de la famille PARP?2, alors que la voie NER
(réparation par excision de nucléotides) permet la réparation des modifications plus complexes de
I’ADN telles que des diméres de pyrimidines et les adduits d’ADN. Les liaisons croisées entre-brins de
I’ADN sont réparées par combinaison entre les voies NER, HR, TLS et FA (Anémie de Fanconi). Les
pontages inter-brins sont particuliers car ce sont les seules Iésions ne générant pas directement de
complexes ssDNA/RPA activateurs d’ATR. Les protéines de la voie FANC (Fanconi Anemia) prennent en
charge les lésions croisées et génerent des intermédiaires de ssDNA pour permettre I'activation du
point de contréle intra-52>%2%, Enfin, la réparation MMR (réparation de mésappariements) répare les
insertions, délétions et inversions de nucléotides (INDELs) menant a un mésappariement des
bases?3%2%0.291 | es voies de réparation HR, NHEJ et MMEJ (AItEJ ou réparation alternative par jonction
d’extrémités) quant a elles réparent spécifiguement les cassures double-brins de 'ADN (Figure 29). La
recombinaison homologue est |a plus fidéle car elle permet de reconstituer la séquence des deux brins
|ésés par homologie avec le chromosome homologue. En revanche la NHEJ joint les extrémités de la
cassure et les lie pour reformer le double brin, avec perte de quelques nucléotides dans la séquence
d’origine de I’ADN (Figure 29). Pour cela, la voie HR est la majoritaire en phase S pour la réparation des

dommages car I'intégrité de la réplication doit étre préservée autant que possible?84294,

58



Figure 29 : Vue d’ensemble des mécanismes de réparation des cassures double-brin de ’ADN (DSB). Image extraite
de Dok et Nuyts. 2016.

2. L’instabilité génétique : conséquence d’un stress réplicatif non résolu

L'instabilité génétique correspond a I'incapacité de la cellule a maintenir son intégrité génétique et son
génome stable. L'instabilité génomique regroupe des petites variations structurelles comme une
augmentation de la fréquence des mutations de paires de bases ou l'instabilité des microsatellites
(MSI) ainsi que des variations structurelles plus importantes comme la variation du nombre et de la
structure des chromosomes?®. Des défauts dans le déroulement de la mitose peuvent conduire a une
mauvaise ségrégation des chromosomes et des changements de ploidie. Ces défauts peuvent étre
causés par un dysfonctionnement des facteurs régulant I'assemblage et la dynamique de la mitose, de
la cohésion des chromatides sceurs, de I'attachement bipolaire des kinétochores au fuseau mitotique
et du point de contréle du fuseau mitotique?®®. De plus, la division parfaite des chromosomes et
I'intégrité génomique dépendent aussi de la coordination entre la réplication de ’ADN, les points de
contrdle du cycle cellulaire et la progression en mitose. En effet, si de 'ADN non répliqué ou des
structures d’ADN non-résolues consécutives au stress réplicatif persistent en mitose la ségrégation des
chromosomes peut étre perturbée?®”:2%8, Ces défauts peuvent étre évités par des mécanismes mis en

place par la cellule?162%,

a. Lesconséquences du stress replicatif en mitose

Les mitoses multipolaires

Le stress réplicatif peut affecter le bon déroulement de la mitose en altérant la duplication des
centrosomes. En effet, si les centrosomes sont redupliqués, alors I'assemblage des fuseaux mitotiques
est anormal avec la formation de multiples pbles mitotiques, mettant ainsi en péril la bonne
ségrégation des chromosomes et la diploidie3®.

Les ponts anaphasiques

Les ponts d’ADN anaphasiques représentent un lien physique entre les deux chromatides pendant la
ségrégation des chromosomes en anaphase et sont détectables avec des agents intercalent classiques
de I’ADN et possedent des histones. A l'inverse, les ponts ultrafins d’ADN (Ultra Fine Bridges, UFBs)
sont des ponts anaphasiques qui ne peuvent pas étre marqués avec des intercalants classiques et sont

dépourvus d’histones3’!

. La terminaison de la réplication de certaines régions peut étre retardée
jusgu’a la phase G2 et méme jusqu’a la mitose, menant a la persistance d’ADN non répliqué dans les
cellules en mitose, en particulier dans un contexte de stress réplicatif*°#3%, Les UFBs correspondent
donc a des ponts d’ADN non répliqué formés entre les deux chromatides sceurs, représentant une
barriére a la ségrégation des chromosomes. lls peuvent étre visualisés par immunofluorescence avec
un marquage protéique de BLM (Bloom Syndrome hélicase), de PICH (Plk1-Interacting Checkpoint
Helicase) ou de RPA qui se lient spécifiquement sur ces ponts ultrafins d’ADN30304305 || exjste
différents types d’UFBs dont les plus communs sont les UFBs centromériques, les UFBs télomériques

297,306,307

et les UFBs aux sites fragiles communs , voir Figure 30 et Table 7. Il existe aussi les UFBs au
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niveau de I’ADN ribosomal (R-UFBs) et ceux induit au niveau des intermédiaires de recombinaison
homologue persistants (HR-UFBs)?%%3%, Les UFBs au niveau des sites fragiles communs peuvent étre
induits apres des traitements par Aphidicoline (inhibiteur de la polymérase a) ou Mitomycine C (agent
alkylant), inducteurs de stress rélicatif. De plus, ils sont caractérisés par la liaison de FANCD2 et FANCI

aux extrémités de ces ponts3%>3%3% (Figure 30, Table 7).

Figure 30 : Les origines et structures des trois types d'UFB connus. a) Un schéma montrant que un UFB est formé
entre les deux chromatides soeurs lors de la ségrégation des chromosomes en anaphase. Les UFBs émergent de
différents loci comme les UFBs télomériques (T-UFBs), les UFBs centromériques (C-UFBs) et les UFBs aux sites
fragiles communs (FS-UFBs). Image extraite de Liu et al. 2014.

Centromériques Télomériques Sites fragiles communs
. Lo . . . . Réplication incompléte des régions
Séparation incompléte des Défauts chromosomiques au niveau | , P . ,p. . g
. . . d’ADN ou intermédiaires tardifs de
chromatides sceurs de loci télomériques N .
réplication non résolus
Prévalence élevée, méme en Rarement observés en conditions Rarement observés en conditions
conditions non perturbées non perturbées non perturbées

Induits par la complexité des

séquences d’ADN ou Induits par un défaut dans la
I"augmentation de la cohésion des réplication et la maintenance des Induits par du stress réplicatif
chromatides au niveau télomeéres

centrométique

Table 7 : Les types d'UFB les plus communs et leurs caractéristiques (Fragkos et Naim. 2017).

En conditions normales, la plupart des ponts anaphasiques sont résolus. La persistance d’UFBs peut
cependant induire une forme de dommages a I’ADN non résolus et/ou entrainer des cassures induites
soit par stress mécanique, soit par action d’endonucléases®'?. Lorsque les ponts anaphasiques et les
UFBs ne sont pas résolus dans le temps et se retrouvent en exces, ils peuvent entrainer des

conséquences délétéres pour la stabilité du génome et ’lhoméostasie tissulaire?®,
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b. Résolution de I’ADN non répliqué ou des intermédiaires de réplication pendant la mitose

Réparation par les protéines de la voie ’'anémie de Fanconi (FA)

Les protéines FA sont impliquées dans plusieurs mécanismes en réponse au stress réplicatif pour
permettre la stabilisation, la régulation des origines de réplication, la réparation et le redémarrage des
fourches de réplication notamment au niveau des sites fragiles communs. Si le stress réplicatif persiste
au-dela de la phase S alors les protéines FANCD2 et FANCI persistent au niveau des CFS sur les

305,309 c

chromosomes mitotiques est pour cela que ce dimere protéique peut étre retrouvé au niveau

des UFB potentiellement pour stabiliser la structure d’ADN ou réguler la chromatine environnante et

permettre la résolution de UFBs?’,

Les endonucléases structures spécifiques et leurs roles aux sites fragiles

XPF/MUS81 est une famille d’endonucléases ciblant spécifiquement des structures d’ADN plutét que

311 MUS81 est une sous-unité catalytique d’une endonucléase régulée

des séquences nucléotidiques
au cours du cycle cellulaire et sélective de structures particulieres, impliquée dans la recombinaison
homologue, la réparation des pontages d’ADN et le redémarrage des fourches de réplication. Les
complexes enzymatiques MUS81-EME1 et XPF-ERCC1 sont nécessaires a la résolution de I’ADN non-
répliqué ou des intermédiaires de réplication non résolus au niveau des CFS et persistants en mitose,
et ce afin d’empécher la formation des ponts anaphasiques!?. Les endonucléases spécifiques sont
cruciales pour limiter les conséquences du stress réplicatif non-résolus et persistant en mitose et

empécher les catastrophes mitotiques.

La synthese d’ADN tardive

La synthese d’ADN tardive aussi appelée synthese d’ADN mitotique (ou MIDAS) est le dernier
mécanisme de sauvetage de la cellule pour compléter la réplication de I’ADN avant la division cellulaire.
Ce mécanisme découvert récemment permet de résoudre les intermédiaires de réplication tardifs et
de compléter la réplication afin de poursuivre la prolifération cellulaire en condition de stress
réplicatif*13. La MiDAS est un mécanisme de recombinaison homologue similaire au BIR (break-induced
replication), un processus conservé qui utilise I'extrémité simple brin de cassures double brins pour
redémarrer la réplication aux fourches bloquées ou effondrées. Seulement, a I'inverse de la HR, cette

297 Minocherhomiji et ses collégues proposent que les régions des

recombinaison génere des erreurs
CFS dont 'ADN n’est pas totalement dupliqué restent semi-condensées en début de mitose

déclenchant ainsi la réplication d’ADN tardive, dans les cellules humaines3®,

Le modele actuel propose que Mus81 soit recruté aux sites fragiles quand la cellule entre en prophase
et que son activité nucléase promeut ensuite la synthése d’ADN via POLD3, la sous-unité non
catalytique de Pol§, au niveau des sites fragiles pour éviter la mauvaise ségrégation des
chromosomes3%314315 (voir Figure 31). Rad52 est un acteur clé de la MiDAS car il permet de recruter
Mus81 et d’initier la recombinaison homologue3!*. Rad52 n’est pas nécessaire dans une cellule
normale, trés dépendante alors de FANCD2. Cependant dans les cellules cancéreuses Rad52 est requis
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comme régulateur secondaire avec FANCD2 pour faciliter la synthése d’ADN mitotique34. Ensuite, la
synthése d’ADN mitotique dépendante de POLD3 est augmentée dans les cellules cancéreuses avec un
fort taux de stress réplicatif et de changements chromosomiques. Ainsi, la MiDAS mise en place par la
cellule pour limiter les conséquences du stress réplicatif est augmentée dans les cellules les plus
stressées. Bien que relativement récentes, les études sur la compréhension des mécanismes de
synthése d’ADN mitotique suscitent un intérét thérapeutique croissant étant donné la dépendance
des cellules cancéreuses pour ce mécanisme d’adaptation.

Figure 31 : Mécanisme de synthése d'ADN en début de mitose pour compléter la réplication des régions non
répliquées, conséquences d'un stress réplicatif non résolu. Adapté de Bhowmick et al. 2016 et Bhowmick et
Hickson. 2017.

c. Conséquences d’un échec de sauvetage du stress réplicatif en mitose

L’ADN sous répliqué persistant peut finalement étre résolu en mitose pour permettre une ségrégation
normale des chromosomes en télophase. Cependant, dans les cas ou cette résolution ne peut avoir
lieu, la stabilité génomique est mise en péril (Figure 32).
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Figure 32 : Les conséquences d'un stress réplicatif non résolu en mitose : induction d'instabilité génétique dans
les cellules. Image extraite de Fragkos et Naim. 2017.

Les échecs de la cytokinése

La cytokinese est I'étape finale de la mitose qui permet une séparation physique du cytoplasme de la
cellule mere en deux cellules filles. La régulation de la cytokinése doit étre fine et coordonnée avec la
ségrégation des chromosomes. Un échec de la cytokinése peut mener a une cellule tétraploide
binucléee (4N) pouvant induire la génération de cellules aneuploidiques et la diversité génétique3163%7,
La duplication des centrosomes doit étre synchronisée avec la réplication pour entrer en mitose avec
2 centrosomes, chacun contenant 2 centrioles®®®, En effet, le stress réplicatif affecte la fidélité de la
mitose et un retard dans les phases S et G2 peut mener a la duplication continuelle des centrosomes,
majoritairement dans un contexte muté pour p533%°. Un défaut dans la cytokinése génére la formation
d’une cellule tétraploide en G1 contenant 2 noyaux et 4 centrosomes3*® (Figure 32). En conséquent, la
division cellulaire de la cellule tétraploide génere des erreurs amplificatrices de I'hétérogénéité
génétique3?, Un échec dans la cytokinése peut venir d’'une mutation ou de I'expression altérée d’un
facteur de régulation de la cytokinése ou d’une obstruction physique a la scission comme la persistance
de ponts anaphasiques ou d’UFB générant un retard de la scission3®. Ainsi, une coordination efficace
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entre la prise en charge de I’ADN non répliqué pour sa réplication et la cytokinese semble cruciale pour
la mise en place et le bon déroulement de la scission, préservant la diploidie?®7:316,

Les catastrophes mitotiques

Les catastrophes mitotiques correspondent a la mort des cellules induite par un échec dans le
déroulement de la mitose (Figure 32). Ces catastrophes peuvent étre vues comme un éclatement de
la cellule en mitose afin d’éliminer de I'organisme une cellule contenant des dommages a I’ADN
persistants pour ainsi préserver l'intégrité du génome. Ce sont souvent des conséquences de non-
séparation des chromosomes ou apres une sur-duplication des centrosomes et donc une entrée en
mitose avec de multiples poles mitotiques. De plus, un fort stress réplicatif induit par de I’"hydroxyurée
(HU, inhibiteur de la RNR) ou de I'aphidicoline, engendre des catastrophes mitotiques si les cellules
parviennent jusqu’en mitose. Les mécanismes moléculaires ne sont pas encore trés connus mais les
catastrophes mitotiques sont proposées par Vitale et collegues comme un mécanisme
oncosuppresseur précédant I'apoptose, la nécrose et la sénescence, dérégulées dans les cancers®?.

Les micronoyaux

Le stress réplicatif non résolu en mitose peut étre a I'origine de la formation de micronoyaux. Ce sont
de petites masses de chromatines constituées de fragments chromosomiques ou des chromosomes
retardés qui n‘ont pas été capables de ségréger correctement et qui ont été enfermés dans un
compartiment nucléaire a la fin de la mitose, voir Figure 32322, La réplication de ces micronoyaux
pendant la phase S suivante risque d’étre compromise, engendrant un large panel d’altérations
génomiques. L'une d’entre elles est la chromothripsie, un processus durant lequel des centaines de
réarrangements sont acquis au sein d’un seul événement catastrophique3?*-3%, En effet, la membrane
nucléaire entourant le micronoyau est fragile et lorsque le chromosome contenu dans le micronoyau
entre en contact avec le cytoplasme il explose. Les fragments produits sont ensuite aléatoirement
réassemblés favorisant ainsi les réarrangements génomiques3!%323-325_ | e micronoyau peut fusionner
avec le noyau et ainsi créer des anomalies chromosomiques induisant de I'instabilité chromosomique
irréversible telles que des duplications, des amplifications, des inversions et des translocations de
chromosomes, générant des variations du nombre de copies (CNV)*7322, La formation de micronoyaux
est facilement visualisable avec un intercalent de I’ADN et sert de marqueur robuste de I'instabilité
génomique3?®. Une large portion des micronoyaux sont positifs pour y-H2AX, marqueur des cassures
double-brins de I’ADN. Ces micronoyaux sont induits par des traitements connus pour induire du stress
réplicatif. Les auteurs de ces travaux proposent une catégorie de micronoyaux positifs pour y-H2AX et
probablement issus du stress réplicatif du cycle cellulaire précédant. Ainsi, il serait possible de

discerner les micronoyaux issus du stress réplicatif et ceux issus de défauts mitotiques3?°.

Les corps 53BP1

Le stress réplicatif induit des lésions chromosomiques qui peuvent étre transmises aux cellules filles si
non résolues pendant les phases du cycle cellulaire de la cellule mere. Pendant la phase G1 des cellules
filles, les Iésions sont séquestrées dans des compartiments nucléaires marqués par 53BP1 et d’autres
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protéines associées a la chromatine impliquées dans la stabilité du génome (Figure 32). Ces corps
nucléaires 53BP1 pourraient représenter un bouclier protecteur des régions chromosomiques fragiles
séquestrées pour éviter leur dégradation, permettant ainsi leur réparation au cours du cycle cellulaire
des cellules filles*?’. De plus, les corps 53BP1 en G1 contiennent de I’ADN simple brin marqué par RPA
et sont augmentés en réponse a I'aphidicoline, prouvant que la formation de ces corps est bien une
conséquence d’'une sous-réplication de I’ADN non résolue au cycle cellulaire précédant et que ces
corps sont enrichis au niveau des sites fragiles communs en conséquence d’un stress réplicatif32832°,

L’aneuploidie et I'instabilité chromosomique (CIN)

L'instabilité chromosomique peut étre numérique avec un défaut de gain ou de perte de chromosome
entier, ou structurelle avec seulement des segments chromosomiques concernés par les gains et
pertes, voir Figure 33. De facon plus générale I'aneuploidie est définie par un nombre anormal de
chromosomes. L'origine de I'instabilité chromosomique numérique (CIN) est présumée mitotique et
I'origine de CIN structurelle est plutét présumée pré-mitotique vu que les aberrations structurelles
sont majoritairement issues de défauts de processus cellulaires tels que la réplication et la
réparation?%,

Figure 33 : Instabilité chromosomique (CIN) numérique et structurelle. Le schéma montre des gains et pertes de
chromosomes entiers (CIN numérique) et des gains, des pertes, des inversions et des translocations
chromosomiques (CIN structurelle). Image extraite de BioRender.

Le gain ou la perte d’un chromosome entier correspond au gain ou a la perte de milliers de copies
géniques mettant en péril I'intégrité de la cellule®°. Un stress réplicatif non résolu peut induire des
erreurs de ségrégation des chromosomes menant a de l'instabilité chromosomique CIN ou a de
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I’aneuploidie si un chromosome entier est gagné ou perdu®!. Les cellules trisomiques et tétrasomiques
sont enrichies en dommages a I’ADN et sont plus sensibles au stress réplicatif*32. Enfin, il a été montré
gue l'instabilité génomique induite par I'aneuploidie peut s’expliquer par la diminution de I'expression
de I'hélicase réplicative MCM2-7. De fagon intéressante, restaurer les niveaux des MCM diminue
partiellement le phénotype d’instabilité génomique332. Ces résultats mettent en avant le lien entre la
réplication de I’ADN et l'instabilité génomique. Ensuite, I'instabilité chromosomique induite par du
stress réplicatif conduit a des stress associés a I'aneuploidie tels que des stress métaboliques, oxydatifs
ou encore l'altération du niveau des facteurs de réplication. Ces stress associés induisent a leur tour

298,333 Ces

du stress réplicatif pendant la phase S suivante, nourrissant ainsi un cercle vicieux
informations suggérent que I'aneuploidie peut renforcer I'instabilité génomique des cellules°. Pour
stopper ce cercle, I'instabilité génomique accumulée doit activer des voies d’élimination telles que
I"apoptose, la sénescence ou une réponse immunitaire spécifique, souvent altérées dans les cancers
2% Les conséquences de I'aneuploidie dans une cellule normale dépendent de plusieurs paramétres
tels que le type cellulaire, de la région chromosomique concernée, ou du microenvironnement
cellulaire. Ces parametres sont importants pour déterminer si I'aneuploidie représente un bénéfice ou
un désavantage prolifératif pour la cellule. L’instabilité chromosomique peut aussi modifier le nombre

de copies (CNV), souvent retrouvés dans les régions CFS et associés a des pathologies comme le cancer.
Conclusion : échec de la fidélité mitotique

Le stress réplicatif dans des cellules normales favorise la formation de fuseaux mitotiques multipolaires
a l'origine de chromosomes retardés et de micronoyaux, voir Figure 32. La dissociation prématurée
des centrioles est dépendante I'activité de CDK, Plk1 et ATR en G2, montrant I'implication du point de
controle des dommages a ’ADN dans la dérégulation du cycle des centrosomes. Wilhelm et collegues
suggerent qu’un faible taux de stress réplicatif est la menace la plus importante pour l'intégrité
génomique, étant donné que le point de controle de mitose soit ne le détecte pas (pas d’induction de
catastrophe chromosomique), soit est outrepassé menant a une sortie de mitose accompagnée
d’aberrations chromosomiques de nombre et de structures?®29°334 En conclusion, le stress réplicatif
non résolu favorise un génome désorganisé et instable par la perte d’informations génétiques, des
mutations, des altérations du nombre de copies et des réarrangements chromosomiques participant
au développement de pathologies®!?, Figure 34.
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Figure 34 : L'instabilité génomique résultante du stress réplicatif. L'instabilité génétique peut étre visualisée par
un niveau élevé de mutations ponctuelles, des délétions et amplifications de segments chromosomiques, la perte
d'hétérozygotie (LOH), des réarrangements chromosomiques grossiers (GCR) et des gains et pertes de
chromosomes entiers. Image extraite de Gaillard et al. 2015.

2.1.Les pathologies liées au stress réplicatif
a. Généralités

Le stress réplicatif peut induire des dommages a I’ADN et des mutations qui vont fatalement, dans
certains contextes, étre a I'origine de maladies chez I’lhomme?¥°, Les pathologies associées a un défaut
dans la signalisation du stress réplicatif sont tres nombreuses et hétérogenes. Elles sont souvent
associées a des retards de développement (microcéphalie), a des retards mentaux, au vieillissement
prématuré, a I'ataxie, a des malformations et la prédisposition aux cancers. C'est le cas par exemple
du syndrome de Seckel (mutation d’ATR)**® et du syndrome de Bloom (perte de I’hélicase BLM)%*®. La
pathologie associée au stress réplicatif la plus commune chez ’homme étant le cancer (Figure 35).

Figure 35 : Les défauts génétiques des génes de la DDR et leur association aux pathologies humaines. Table
extraite de Pilzecker et al. 2018.
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La mutation hypomorphe d’ATR (ATR fonctionnel mais moins exprimé ou moins actif) cause le
syndrome de Seckel, un désordre autosomale récessif caractérisé par de séveres défauts de
développement. Dans des modeles murins, la perte totale d’ATR est |étale chez les souris a |'état

t%>>337_ |’anémie de Fanconi

embryonnaire, montrant I'importance d’ATR au cours du développemen
(FA) est une maladie génétique humaine rare causée par des mutations dans un des genes FA et
caractérisée par un vieillissement précoce, une dysmorphie faciale, des anomalies hématologiques
(anémie macrocytaire, aplasies, myélodysplasies, leucémies aigue myéloblastiques), une
prédisposition élevée aux cancers et avec des changements cytogéniques complexes338339
(https://www.orphanet.net). Mieux comprendre les mécanismes de réponse aux dommages a ’ADN
de ces pathologies pourrait aider a trouver de nouvelles solutions thérapeutiques plus adaptées afin

d’améliorer la survie et les conditions de vie des patients.

b. Le Syndrome de Bloom
La pathologie

Le syndrome de Bloom (BS) est une maladie héréditaire rare, autosomale et récessive, et caractérisée
par un important désordre génétique. Cette pathologie est associée a divers symptdémes comme un
retard de croissance, une déficience immunitaire, un risque élevé de diabete et d’infertilité et une
prédisposition accrue a divers cancers®%3%0, Le diagnostic clinique peut étre confirmé par
I'identification d’'une mutation bi-alléligue de BLM apres séquencage. Une analyse cytogénétique
(analyse des chromosomes de I'individu) permet d’identifier une augmentation du nombre d’échanges
entre chromatides sceurs (SCE) caractéristique de la pathologie (environ 10 fois supérieure a la
normale)3¥%3%2 Les complications les plus sévéres pour les patients sont le développement de maladies
pulmonaires chroniques, de myélodysplasie, de diabéte et de cancers, avec un age moyen au moment
du diagnostic de 25 ans. Les cancers les plus fréquents sont les carcinomes (peau, colon et sein étant
les majoritaires), le ymphome Non-Hodgkinien et la leucémie aiglie. Dans presque un tiers des cas, les
patients développent plusieurs tumeurs primaires issues de différents cancers, une conséquence
dramatique du syndrome de Bloom3¥%3%2, Pour toutes ces raisons, 'espérance de vie des patients
atteints de cette pathologie ne dépasse pas les 50ans (www.orpha.net, 2014).

Mutation BLM et instabilité génétique

Le géne BLM code pour une hélicase de ’ADN de la famille des hélicases RecQ?®.. Les hélicases utilisent
I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP pour dérouler les duplexes d’ADN. Comme les autres membres de la
famille des RecQ hélicases, BLM déroulent des structures particuliéres de I’ADN telles que les G4, les
boucles d’ADN et les jonctions Holliday®!. BLM posséde aussi des domaines d’interaction avec diverses
protéines importantes pour la réplication de I’ADN et la signalisation des dommages telles que RPA,
TOP1, ATM ou encore RAD513%. Ainsi, le géne BLM joue plusieurs rdles : stabilisation et réversion des
fourches de réplication, réparation des cassures de I’ADN et synthese d’ADN mitotique dans le but de
protéger 'intégrité du génome?®1341, Les mutations du géne BLM causent une diminution drastique du
niveau d’ARNm de BLM et une terminaison de traduction prémature. La mutation BLM*" est la plus
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récurrente, elle aboutit a une protéine tronquée non fonctionnelle qui entraine plusieurs

341

conséquences moléculaires pour les cellules®*, voir Figure 36.

Figure 36 : Les conséquences d'une mutation BLM dans les cellules BS.

En effet, les cellules de Bloom (BS) sont caractérisées par un fort stress réplicatif a I'origine de
I’'augmentation des sites de dommage a 'ADN3#3%, De plus, les cellules de patients atteints du
syndrome de Bloom présentent un nombre élevé de cassures de chromatides, de réarrangements
structurels chromosomiques, de ponts anaphasiques, des défauts de ségrégation chromosomique et
un niveau accru de mutations somatiques®*®3%, Ces mutations somatiques sont responsables de

I’augmentation du risque de cancers précoces, notamment du cancer colorectal3+1:343347,

Perte de I'expression de CDA et instabilité génétique dans les cellules BS

L’équipe de Mounira Amor-Guéret a mis en évidence la sous-expression du géne CDA dans les cellules
BS?%83%8 | ’expression de CDA est restaurée dans le modéle des cellules BS par réintroduction de
I’expression de BLM (BS-BLM) a I'aide d’un vecteur viral. La CDA est impliquée dans le maintien du pool
de pyrimidine nécessaire a la synthese d’ADN et d’ARN. Or, dans les cellules BS, le pool de pyrimidines
est retrouvé déséquilibré avec le double de la concentration en dCTP comparé aux cellules BS
exprimant BLM. Au contraire, Le pool de purines, lui, n’est pas retrouvé altéré dans ces cellules. En
conclusion, la perte d’expression de CDA dans les cellules BS, altere le pool de pyrimidines en créant
un exces de cytidine, substrat de la CDA. Le pool de dCTP est restauré aprés expression stable du gene
de la CDA dans les cellules BS*?2,

De fagon intéressante, |'expression stable de la CDA dans les cellules BS (BS-CDA) induit la diminution
de la fréquence des échanges entre chromatides sceurs (SCE) et augmente la vitesse des fourches de
réplication dans les cellules BS. L’extinction de la CDA (par ARN interférant) dans les cellules BS-BLM,
réexprimant BLM et la CDA, induit I'effet inverse accompagné de défauts de réplication et de la voie
de réponse au stress réplicatif??23%, D’aprés le groupe de Mounira Amor-Guéret, I'accumulation
intracellulaire de dCTP (induit par la perte de CDA) inhibe I'activité de PARP-1, entrainant une entrée
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en mitose avec un ADN non répliqué et donc la formation d’UFB au niveau des sites difficiles a
répliquer. L'augmentation de I'activité de PARP-1 dans les cellules déficientes pour la CDA suffit a
restaurer I'intégrité de la réplication et la ségrégation normale des chromosomes3*. De plus, la
diminution de I'activité de PARP-1 empéche I'activation optimale de Chkl en phase S, expliquant que
la cellule s’échappe de phase S avec un ADN non-répliqué®*° (Figure 37). L’équipe de Mounira Amor-
Guéret propose I'hypothése d’une voie commune d’action CDA/PARP-1/ATR/Chk1 afin d’empécher
I’accumulation d’ADN sous répliqué en mitose3#3%°,

Figure 37 : Conséquences d'une perte de I'expression de CDA sur le pool de dCTP, la réplication de I'ADN et
l'instabilité génétique dans les cellules BS. Image adaptée de Gemble et al. 2017.

c. Lecancer
1) Le stress réplicatif induit par un oncogéne

Un oncogene est un géne qui, lorsque muté, contribue a l'initiation, au développement ou a la
progression du cancer. L'activation d’'un oncogene déregle les processus cellulaires de réplication et
de transcription de I’ADN dans le but d’augmenter la croissance cellulaire. MYC par exemple régule la
transcription de nombreux genes impliqués dans le contréle de la croissance cellulaire et la progression
du cycle cellulaire et est retrouvé surexprimé et oncogénique dans de nombreux cancers ol ses
fonctions sont exacerbées®?!. L’activation oncogénique active constitutivement les voies de
prolifération cellulaire et de survie et représente une source importante de stress réplicatif dont les
différents mécanismes sont présentés Figure 38 ci-dessous®>%3>3,
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Figure 38 : Schéma des mécanismes de stress réplicatif induit par I'activation d'un oncogéne conduisant a de
I’ADN non répliqué et de I'instabilité génomique. Image extraite de Kotsantis et al. 2018.

Lors d’une activation oncogénique, le stress réplicatif est induit soit via une altération de l'initiation et
de l'activation des origines de réplication, une déplétion du pool de nucléotides, des collisions entre
les machineries de réplication et de transcription ou encore par des structures inhabituelles de
I’ADN3%23%3, La surexpression de c-MYC par exemple, induit une altération de I'organisation spatio-
temporelle de I'initiation de la réplication et augmente la densité des origines répliquées précocement,
provoquant I'arrét et I'effondrement des fourches de réplication3>.

Ensuite, I'activation constitutive d’'un oncogéne induit du stress réplicatif via 'augmentation globale
de la transcription qui provoque des conflits entre les machineries de transcription et de réplication.
En effet, 'oncogéne HRASV12 par exemple augmente la prolifération cellulaire via TBP (TATA-box
binding protein) qui stimule la transcription et favorise la formation de R-loops (hybrides ADN : ARN).
Si ces derniers ne sont pas résolus, ils encombrent la progression des fourches de réplication et
induisent des dommages a I’ADN. De plus, il a été montré que dans le cas ou la Cycline E est
surexprimée, les dommages a I’ADN sont partiellement supprimés par un inhibiteur de I’élongation de

la transcription (5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole)3*

. Par la suite, la surexpression
d’oncogenes tels que Cycline E, RAS et c-MYC augmente I'activation d’origines dormantes dans des
régions contenant des genes longs transcriptionnellement actifs en phase S. De ce fait, les risques de

215,242,355 Par

collisions entre les machineries et |'effondrement des fourches sont augmentés
conséquent, les collisions entre les deux machineries sont un promoteur de stress-réplicatif induit par

I’activation oncogénique?4%:356-3%8,

La biosynthése des nucléotides doit étre finement régulée pour assurer un apport suffisant tout au
long du processus de réplication de I’ADN. Un oncogéne actif peut interférer directement avec la
production des nucléotides pour causer une déplétion du pool et une terminaison prématurée des
fourches de réplication®’ (Figure 38 E). Certains oncogénes sont capables d’induire une prolifération
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cellulaire accrue avec une expansion du pool de nucléotides??’. C’est le cas de c-MYC qui induit
I’expression de genes du métabolisme dont la thymidylate synthétase (TS) afin d’augmenter le pool de
dNTPs, diminuer les dommages a I’ADN induits par 'oncogéne et accélérer la prolifération cellulaire3>®,
A I'opposé la surexpression de la cycline E augmente la prolifération cellulaire sans impacter la
biosynthese des nucléotides et mene a une déplétion du pool de nucléotides par épuisement. De fagon
intéressante, I'ajout exogene de dNTPs suffi a supprimer le stress réplicatif et les dommages a ’ADN
et diminue dramatiquement la transformation induite par I'oncogéne?”. Bester et ses collégues
suggeérent un modele précoce d’oncogenése dans lequel une mauvaise coordination de la régulation
des facteurs impliqués dans la prolifération cellulaire méne a un niveau de désoxynucléotides
insuffisants pour supporter la réplication normale et la stabilité du génome??’. En conclusion, la
surexpression d’un oncogéne dérégule I'activation des origines, dépléte le pool de nucléotides (de
fagon directe ou indirecte) et augmente les collisions transcription/réplication.

2) Laréponse aux dommages a I’ADN : une barriére anticancer
Le modéle de la barriére anticancer

La formation continuelle de cassures double-brins de I’ADN (DSBs) causées par le stress réplicatif induit
par l'oncogéne peut contribuer au développement d’instabilité génétique caractéristique de
nombreux cancers chez ’homme. Dans les |ésions pré-cancéreuses, ces DSBs activent la réponse aux
dommages a I’ADN (DDR) pour induire I'activation des points de contrdle cellulaires et la réparation,
I'apoptose ou la sénescence®?3%, || semble que seules les cellules dont le stress réplicatif et les
dommages a I’ADN dépassent un certain seuil activent la sénescence cellulaire et les voies de mort
induites par la mise en place de la DDR3%'3%4 Dans les lésions pré-cancéreuses humaines, les
marqueurs de sénescence co-ségregent avec les dommages a I’ADN. Cela suggeére que dans ces lésions,
la sénescence est une conséquence du stress réplicatif induit par 'oncogene, formant une barriere

352,360,362

contre la progression du cancer, cruciale pour préserver l'intégrité génomique Enfin,

I'inactivation expérimentale de la DDR supprime la sénescence et soutien la transformation cellulaire.
Outrepasser la barriére anticancer

La barriére anticancéreuse formée par la sénescence et I'apoptose est outrepassée par plusieurs
mécanismes. Ces mécanismes incluent des mutations qui perturbent la réponse aux dommages a
I’ADN et permettent le développement du cancer par pression de sélection (Figure 39).
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Figure 39 : Un modéle des dommages a I'ADN induits par I'activation d'un oncogéne dans le développement et la
progression du cancer. Image extraite de Halazonetis et al. 2008.

Une déficience de la DDR est associée avec une dérégulation des point de contrdles cellulaires,
I’accumulation de dommages a I’ADN, I'instabilité génomique et la susceptibilité aux cancers®?. La
mutation la plus fréquemment retrouvée dans le cancer est celle de TP53, crucial dans la réponse aux
dommages a I’ADN et le controle du cycle cellulaire. La progression vers le développement du cancer
est associée a I'inactivation de p53 et une diminution de I'apoptose. En conséquent, des les stades
précoces le cancer est associé au stress réplicatif de ’ADN qui mene finalement a la formation de DSB
et d’instabilité génomique®3. De plus, les personnes porteuses d’un défaut de la DDR (mutation
héréditaire ATM, BRCA) pourraient développer une malignité due a l'altération de la barriére
anticancer. Ensuite, il a été montré que la déficience d’ATR induit des échanges entre chromatides
sceurs, des cassures chromosomiques et une inhibition de la croissance des cellules oncogéniques. La
perte d’ATR crée donc une létalité synthétique avec I'activation des voies oncogéniques, ce qui
explique I'intérét d’ATR comme cible thérapeutique dans le contexte du cancer3¢>3%, Par conséquent,
les cellules pré-tumorales peuvent contourner la barriere de réponse aux dommages a I’ADN via
I'inactivation de genes impliqués dans la DDR et la surexpression de facteurs cellulaires tels que CDK1
et CDK2, leur conférant un avantage prolifératif pour le développement tumoral*®’, voir Figure 39. Le
stress réplicatif et les dommages induits par I'oncogéne peuvent expliquer deux caractéristiques
particuliéres du cancer, la premiére étant I'instabilité génomique et la seconde la forte prévalence des
mutations TP533%°, Les études sur le stress réplicatif dans le cancer sont de plus en plus hombreuses
et permettent de prendre du recul quant a la complexité des voies de réponse au stress réplicatif.
L'application de ces connaissances pourrait permettre de développer de nouvelles thérapies dans le
but d’exploiter la balance entre le niveau de stress réplicatif et le développement du cancer?!t,
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3) Instabilité génétique et cancers

Les mécanismes principaux d’induction d’instabilité génomique dans le cancer sont un stress réplicatif
accru, un défaut dans la réparation de ’ADN et un dysfonctionnement télomériques3>3. L’instabilité
chromosomique est caractéristique de la plupart des cancers chez 'homme et a l'origine de
I'hétérogénéité intratumorale3®®-37°, En effet, une majorité des cancers sont aneuploides (80% des
tumeurs solides) et chromosomiquement instables avec des gains et pertes de chromosomes a chaque
division cellulaire3'®3"! (NCI cancer genome anatomy project). Dans les données du TCGA (The Cancer
Genome Atlas), I'aneuploidie des tumeurs est associée aux mutations p53, au taux de mutations

372 |’instabilité chromosomique est requise pour

somatiques et a I'expression de génes de prolifération
Iinitiation des erreurs dans un premier temps, puis pour la tolérance des altérations génomiques
résultantes dans les cellules filles dans un second temps3’374, Shoshani et al ont proposé les
évenements de comme un mécanisme précoce accélérateur de I'amplification génomique de I’ADN
dans le but d’acquérir rapidement une tolérance aux conditions stressantes de croissance3”. De plus,
les événements de chromothripsie sont omniprésents dans les cancers avec une fréquence dépassant
les 50% dans plusieurs types de cancer incluant notamment le sarcome (100%), le mélanome et les

cancer du poumon, du sein, du pancréas et des ovaires (voir Figure 40).
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Figure 40 : Vue d'ensemble du pourcentage de cancers avec de la chromothripsie, parmi 30 types de cancer. La
fleche noire pointe I'adénocarcinome pancréatique. Image adaptée de Cortés-Ciriano et al. 2020.

La chromothripsie participe a I'amplification d’oncogenes et I'inactivation d’autres genes tels que ceux
impliqués dans la réparation de I’ADN. L'instabilité chromosomique et I'aneuploidie sont toutes deux
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associées a un plus faible pronostic pour les patients, la multirésistance aux molécules thérapeutiques
et I'agressivité de la maladie3®®379376 Cela s’explique notamment par le fait que les cellules tétraploides
sont plus résistantes aux agents thérapeutiques que la population parentale diploide3’#37%, Cette
relation montre I'importance de caractériser le statut CIN des tumeurs en clinique et de classer les
tumeurs selon les niveaux de CIN pour faciliter I’évaluation clinique des risques®®3’¢, En conclusion,
comprendre les causes de la tolérance au CIN pourrait avoir une importance thérapeutique pour
limiter la diversité, I’évolution et I'adaptation de la tumeur®’*, Cependant, I’exploitation clinique de CIN
est limitée par nos connaissances insuffisantes des mécanismes inducteurs de CIN, pour cela d’autres
études sont requises®®,

3. Les connaissances sur le stress réplicatif et I'instabilité génétique dans le PDAC
3.1.l'instabilité génétique pendant I'oncogenése pancréatique

Les pancréatites chroniques prédisposent a la formation d’'un cancer du pancréas. Cependant, les
mécanismes moléculaires de développement du cancer ne sont pas encore clairement définis. Les
mutations de TP53 et CDKN2A et I'instabilité chromosomique existent dans les |ésions précoces et sont
amplifiées de fagon clonale. En effet, I'aneuploidie évolue depuis les stades précoces PanIN-1A

jusqu’au développement du cancer chez les patients®”’

, voir Figure 41. De plus, en comparaison avec
le tissu normal des patients, la longueur des télomeéres est diminuée de facon progressive dans les
stades PanIN-1, 2 et 3 et le cancer (Figure 41). Cette diminution s’accompagne de mitoses atypiques

378 Ces

et de ponts anaphasiques, caractéristiques morphologiques de linstabilité génétique
informations révelent que la diminution de la longueur des téloméres et I'instabilité chromosomique
apparaissent a des stades précoces de l'oncogenése pancréatique et progresse au cours du
développement des lésions précancéreuses. Ces marqueurs pourraient avoir une valeur clinique dans

le diagnostic précoce et correct du PDAC, mais semble difficilement réalisable3”7378,

Figure 41 : Aneuploidie et longueur des téloméres dans |'oncogenese pancréatique. PDAC :
adénocarcinome pancréatique canalaire, Panin : Iésion pré-néoplasique pancréatique.

Dans un modéle murin, le ciblage concomitant de TP53 et K-RAS®?® dans le pancréas méne au
développement d’un carcinome invasif et métastatique ressemblant a la pathologie humaine, sans
induire de mutation dans un autre géne suppresseur de tumeurs. Les tumeurs primaires et les
métastases induites présentent un degré élevé d’instabilité génomique manifestée par des
translocations non réciproques, des amplifications de centrosomes, des ponts anaphasiques et des
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mitoses anormales®”®. Cependant, des études moléculaires supplémentaires sont requises car trop peu

est connu sur l'origine de l'instabilité génétique pendant I'oncogénése pancréatique.
3.2.Anomalies chromosomiques dans le PDAC

Le caryotype anormal des tumeurs pancréatiques est révélé pour la premiere fois en 1995. Un tiers
des carcinomes pancréatiques ont I'intégralité de leurs chromosomes impliquée dans un phénomene
de gain, de perte ou de gain et de perte du chromosome entier®°. De plus, 60-65% des cancers du
pancréas ont au moins un événement de chromothripsie (voir Figure 40). Ces événements impactent
notamment les chromosomes 18 et 12 menant a une perte du géne suppresseur de tumeur SMAD4 et
une amplification focale de la région contenant le géne K-RAS, respectivement®3. La chromothripsie
est a l'origine d’amplification génique et de la polyploide des tumeurs®*380381 En effet, 45% des
tumeurs pancréatiques étudiées ont un changement dans le nombre de copie compatible avec une
polyploidie et toutes les métastases sont polyploides®. En conséquence, la duplication du génome
entier est trés fréquemment retrouvée dans le PDAC et associé a une plus faible survie des
patients°*32, Ce phénoméne est plus fréquent dans les métastases que dans les tumeurs primaires.
En conclusion, les tumeurs pancréatiques possedent un niveau élevé d’anomalies chromosomiques
qui évolue au cours de I'oncogenése. Ces évenements chromosomiques particuliers peuvent participer
a 'augmentation de I’hétérogénéité intratumorale et de la diversité du génome3?.

Les tumeurs pancréatiques possedent un nombre important de réarrangements génomiques tels que
les délétions, duplications, inversions ou translocations. Il existe une grande hétérogénéité inter-
patient avec des différences entre le nombre et les types de réarrangement chromosomiques. Au sein
d’un méme cancer, des réarrangements communs sont retrouvés entre la tumeur primaire et les
métastases et sont caractérisés d’évenements précoces. D’autres sont présents dans les cellules
métastatiques uniquement et sont considérés comme des événements acquis tardivement. Dans le
PDAC, une majorité des réarrangements sont acquis pendant le développement tumoral®®, Dans les
tumeurs pancréatiques, plus de 80% des réarrangements sont intrachromosomiques®. Le séquencage
du génome sur un grand nombre d’échantillons en 2015 a permis a Waddell et colléegues de mettre au
point une nouvelle classification des PDAC en 4 sous-types selon le type et le nombre de variants de
structures chromosomiques (SV) : les tumeurs au génome stable, localement réarrangé, dispersé ou
instable (Table 8).
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Stable

20% des échantillons

Localement réarrangé

30% des échantillons

Dispersé

36% des échantillons

Instable

14% des échantillons

<50 événements SV

Evénement focal sur un
ou deux chromosomes

<200 événements SV

>200 événements SV

Aneuploidie fréquente,

probable défaut dans le

cycle cellulaire et/ou la
mitose

1/3 contiennent des
gains de nombre de
copie dans des régions
contenant des
oncogenes

Niveau modére de
dommages
chromosomiques non
aléatoires

Probable défaut dans la
maintenance de I’ADN
(mutation), potentielle
sensibilité aux agents
ciblant 'ADN

Table 8 : classification des tumeurs pancréatiques selon le nombre et le type de variants structuraux (Waddell et
al. 2015).

80% des tumeurs possedent un génome classé dans des catégories considérées comme génome non-
stable avec des profils de réarrangements plus ou moins complexes. Les génomes les plus instables
corrélent fortement avec une inactivation dans la voie de réparation des cassures double-brins et une
sensibilité accrue aux agents a base de sels de platine notamment®. Cette instabilité est d’autant plus
exacerbée dans les métastases®®. Cette classification de Waddell et collégues permet de mieux
comprendre I'hétérogénéité inter-patient pour mieux appréhender les sensibilités et résistance aux
traitements. L'objectif final d’'une telle classification est d’améliorer la prise en charge des patients et
les orienter vers des traitements plus adaptées, comme une thérapie ciblée a base d’Olaparib ou
chimiothérapie a base de sels de platine pour le groupe instable®.

Les tumeurs pancréatiques avec une mutation BRCA ou un génotype BRCAness ont été associées a un
nombre trés élevé de réarrangements intrachromosomiques®*. De facon intéressante, une mutation
dans la DDR est corrélée a une augmentation générale de la charge mutationnelle, de I'instabilité
génomique et est associée a un plus faible pronostique pour les patients. Récemment, Dreyer et ses
collégues ont proposé une nouvelle approche pour définir le statut DDR d’une tumeur, au-dela des
mutations BRCA connues. Ce systéme est basé sur la présence d’au moins un des 4 biomarqueurs
suivants : i) Le nombre de variants structuraux (>200 SV, génome instable), ii) une signature
mutationnelle BRCA (COSMIC, catalogue des mutations somatiques dans le cancer), iii) un test
commercial de déficience de la recombinaison homologue positif (HRD score) et iv) une mutation dans
un des génes clé de la DDR (BRCA, ATM, RAD51...), germinale ou somatique®>, Il estimportant de noter
gu’il existe aujourd’hui de multiples tests commerciaux approuvés par la FDA permettant de définir un
HRD score a partir de tissu tumoral. Le score HRD est basé sur trois mesures de ’ADN : la somme de la
perte d’hétérozygotie (LOH), le déséquilibre allélique des téloméres et I'instabilité génomique a grande
échelle (modification de ploidie). En effet, tous ces marqueurs ont été associés a une déficience de la
voie HR3®, De facon importante, les mutations somatiques et germinales sont toutes prises en compte
dans cette approche. Pour conclure, une déficience dans un géne impliqué dans la réparation des
cassures de I’ADN est aujourd’hui considérée comme un des biomarqueurs d’instabilité génomique
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dans les tumeurs pancréatiques. La signature BRCAness est d’ailleurs utilisée aujourd’hui en clinique
afin de déterminer le comportement de la pathologie et les dispositifs cliniques a mettre en place pour
cette pathologie. Prendre en compte le statut DDR, mieux défini par Dreyer et collegues, permettrait
d’inclure une plus grande proportion de patients éligibles pour les sels de platine ou les thérapies
ciblées?384385,

4. Les outils thérapeutiques basés sur le stress réplicatif dans le PDAC
4.1.Le rationnel d’induire du stress réplicatif dans les cancers

Les thérapies ciblées dans les cancers font aujourd’hui I'objet de nombreuses études cliniques. Dans
le mélanome par exemple, BRAF est constitutivement activé par mutation dans un pourcentage élevé
de mélanomes et son inhibition (vémurafénib) augmente la survie des patients. Ainsi I’exploitation de
cette hétérogénéité a permis le développement d’un traitement adapté, améliorant pour la premiere
fois la survie globale des patients avec un mélanome métastatique3®”. Cette étude se base sur un
principe d’addiction oncogénique. D’autres stratégies s’appuient sur des mécanismes de létalité
synthétique, c’est le cas par exemple des inhibiteurs de PARP dans un contexte de mutation BRCA.

Le stress réplicatif chronique et la capacité a outrepasser les points de contréles du cycle cellulaire sont
des caractéristiques uniques des cellules cancéreuses due a leur prolifération exacerbée et la présence
de mutations dans la signalisation des dommages a I’ADN. De plus, le stress réplicatif induit de
I'instabilité génomique et est précurseur de la tumorigénéese. Dans ce contexte, il est donc pertinent
d’utiliser des agents inducteurs de stress réplicatif afin d’augmenter les catastrophes mitotiques et

induire la létalité des cellules cancéreuses®®

, voir Figure 42. L'augmentation de ce stress peut se faire
en utilisant des radiations ou des chimiothérapies conventionnelles et des approches plus récentes de

ciblage de la signalisation des dommages a I’ADN.
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Figure 42 : Le rationnel d'augmenter le stress réplicatif pour tuer les cellules cancéreuses (Zhang et al. 2016).

4.2.Les traitements déja validés dans le PDAC (platines, PARPi)

Les tumeurs avec un profil génomique distinct (instables) sont souvent associées a une recombinaison
homologue défectueuse (déficience HR) et correlent a une meilleure réponse aux thérapies a base de
sels de platine*>®, De facon intéressante, les patients HR déficients ont une meilleure survie sans
progression de la maladie par rapport aux patients non HRD apreés traitement avec une premiere ligne
a base de sels de platine uniquement®?, La nouvelle signature DDR déficience est associée avec une
réponse positive aux sels de platine montrant ainsi que le statut DDR déficient défini par Dreyer et
collegues peut présenter un intérét clinique dans la prédiction de la réponse aux sels de platine. Ces
auteurs ont aussi montré que parmi les 4 biomarqueurs décrits, la signature COSMIC semble étre le

pire indicateur pronostique de réponse aux thérapies a base de sels de platine3®

. De fagon
surprenante, 2 patients du groupe HR mutés ont présenté une réponse exceptionnelle au traitement
FOLFIRINOX avec une survie sans progression de plus de 2 ans®*®. La combinaison Capécitabine et
Oxaliplatine a aussi révélé des bénéfices dans une étude de phase Il, en seconde-ligne de traitement
pour des patients avec un PDAC avancé traités par une premiére ligne de gemcitabine3°!. Une étude
rétrospective supplémentaire d’une cohorte de patients atteints de PDAC avancés traités avec des
chimiothérapies a base de sels de platine montre une médiane de survie globale de 10,1 mois pour les
patients avec une mutation germinale BRCA contre 6,9 pour les patients présentant un gene BRCA
intact. Les patients mutés pour BRCA ou PALB2 peuvent tirer un meilleur bénéfice des chimiothérapies

a base de sels de platine comme premiére ligne de traitement3%2,
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Les inhibiteurs de PARP sont étudiés en combinaison avec d’autres agents thérapeutiques tels que
notamment les sels de platine, la gemcitabine, les inhibiteurs de topoisomérase, les inhibiteurs de
points de contrdles cellulaires®®. Ces agents induisent une accumulation de dommages a I’ADN qui
induisent une réparation de I’ADN dépendante de PARP. Les modeles PDX de tumeurs pancréatiques
avec un génome instable ou une signature mutationnelle BRCA répondent positivement au cisplatine
en combinaison avec I’Olaparib®®. Une étude de phase Il a échoué a montrer le bénéfice du véliparib
(inhibiteur de PARP) pour améliorer I'effet d’'une combinaison gemcitabine et cisplatine pour des
patients avec un PDAC avancé et avec une mutation germinale BRCA2 ou PALB23%. Le véliparib en
seconde ligne de traitement est plut6ét bien toléré par les patients mais n’apporte pas de réponse
particuliére des tumeurs mutées pour BRCA1/2 ou PALB23%, Cela suggére que le traitement séquentiel
permet de mieux sélectionner les patients et ques les mécanismes de résistance aux platines et aux
anti-PARP sont possiblement croisés. L'essai en cours NCT01585805, mentionné précédemment, a
aussi pour but d’évaluer I'efficacité de la combinaison gemcitabine hydrochloride et cisplatine avec ou
sans véliparib dans un contexte PDAC muté pour BRCA/PALB2. Le nombre et I'avancée des études
cliniqués, présentées dans la Table 9, démontrent I'engouement des recherches actuelles pour
|'utilisation des inhibiteurs de PARP en clinique afin de traiter le cancer du pancréas. Une grande
majorité des essais cliniques sont en cours et 46% des essais répertoriés sont au moins en étude de
phase Il, I'Olaparib étant le seul inhibiteur de PARP actuellement en essai clinique de phase Il dans le
cancer du pancréas.

Mombre d’essais

T clinigues 0 L[5 TR z Etude phase 2 Monothérapie  Combinaisons
PARP 3 o2 ENCOre en cours
répertories

Talazoparib 3 33% 33% 66% 33%
Miraparib 7 100% 57% 29% 71%
Rucaparib 5 60% 60% 60% 40%
Olaparib 14 B86% 57% 36% G64%
Veliparib 9 44% 22% 11% 3B%

Table 9 : Caractéristiques des inhibiteurs de PARP les plus étudiés. ClinicalTrials.gov, Juillet 2021.

L'inclusion des mutations somatiques et de d’autres mutations germinales de la réparation homologue
pourrait &tre envisagée aprés des études prospectives’®.,

4.3.Les traitements en développement dans le PDAC : inhibiteurs des points de contréle du cycle
cellulaire

Le programme américain « Know Your Tumor » réveéle que 25% des patients atteints d’'un PDAC ont
une altération moléculaire qui pourrait faire 'objet d’une thérapie ciblée3%®37, Seulement, pour des
raisons cliniques et administratives (agressivité de la pathologie et probléemes logistiques et
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économiques), seuls 5% des cas peuvent recevoir ce type de thérapie adaptée. La survie globale des
patients semble plus longue pour les patients traités avec une thérapie ciblée comparée aux patients
traités avec chimiothérapies classiques et encouragent de futures études cliniques basées sur le
profilage moléculaire des tumeurs et 'utilisation de thérapies ciblées3%637,

ATM est retrouvé muté dans environ 8% des PDAC, c’es un des genes de la DDR retrouvé le plus
fréquemment muté*>%, ATM est une kinase essentielle au point de contréle du cycle cellulaire
capable d’activer un grand nombre de protéines en réponse aux dommages a I’ADN, et ce afin de
prendre en charge les DSB, réguler la progression du cycle cellulaire et préserver la stabilité du génome.
Les PDAC mutés pour ATM sont donc plus susceptibles d’étre sensibles aux agents induisant des
dommages a ’ADN comme les thérapies a base de sels de platine ou les inhibiteurs de PARP. De plus,
lors de I'altération de la voie de signalisation ATM, les cellules reposent plus sur la voie ATR/Chk1 pour
répondre aux dommages a I’ADN, ouvrant ainsi une opportunité de létalité synthétique par ciblage
d’ATR et de Chk1 dans les PDAC mutés pour ATM%63%_ Les patients porteurs d’une mutation ATM,

ATR ou Chk2 répondent partiellement aux chimiothérapies a base d’Oxaliplatine3®®

, cependant, les
études cliniques sur les PDAC porteurs de ces mutations sont encore trés limitées3®, Des études
précliniques sont dédiées a une meilleure compréhension des conséquences de la mutation d’ATM
dans les cellules de PDAC et des bénéfices thérapeutiques éventuels. En effet, la perte d’ATM in vitro
s’accompagne d’une dérégulation des points de controles cellulaires, de défauts de mitose et de

réarrangements génomiques récurrents, pouvant mener a des nouvelles options de thérapie ciblée*®,

Dans la méme ligne que les inhibiteurs de PARP, des inhibiteurs ciblant des protéines des points de
contréles cellulaire comme ATR, ATM, Chk1, Chek2, CDK4/CDK6 sont étudiées pour essayer de trouver
de nouvelles approches de thérapies ciblées dans le cancer du pancréas. L'objectif de ces approches
est soit i) de créer des létalités synthétiques ou des vulnérabilités dans un contexte de mutation dans
la DDR (déficience) et ii) d’améliorer I'efficacité et diminuer la toxicité des thérapies actuelles (PARPi,
sels de platine).

a. Lesinhibiteurs d’ATR

ATR est la kinase senseur du checkpoint intra-S de réponse aux dommages a I’ADN et joue un rdle de
protection contre le stress réplicatif via ses différents roles dans le point de contréle de phase S (voir
Introduction I1l.1.4.a. p51). ATR pourrait de ce fait limiter 'efficacité des antimétabolites?®4°!, VE-821
est le premier inhibiteur hautement spécifique et efficace d’ATR. De fagon intéressante, il augmente
la sensibilité aux radiations et a la gemcitabine des cellules cancéreuses pancréatiques®®. L'inhibiteur
d’ATR AZD6738 a ensuite été développé et inhibe I'activation de Chkl induite par la gemcitabine in
vitro, empéchant ainsi 'arrét du cycle cellulaire en réponse au stress réplicatif induit®®?. In vivo, la
combinaison du Ceralasertib (AZD6738) avec la gemcitabine est bien tolérée et induit une régression
tumorale dans un modele de KPC avec tumeur sous-cutanée. Ces résultats prometteurs méritent

401 Les tumeurs portant cette mutation dépendent

d’étre investigués au cours d’un essai clinique
éventuellement plus de la voie de signalisation ATR pour la prise en charge des dommages a I’ADN,

offrant ainsi des vulnérabilités potentielles aux inhibiteurs de cette protéine**. Une mutation ATM
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dans un modéle murin de PDAC diminue la viabilité tumorale aprés traitement Olaparib ou inhibiteur
d’ATR VE-822. Les tumeurs pancréatiques murines semblent donc dépendantes d’ATR et sensibles a la
stratégie de |étalité synthétique par utilisation d’inhibiteur ATR*®. De plus, dans des xénogreffes de
PDAC avec mutation ATM, I’AZD6738 en monothérapie induit un retard de croissance et une
combinaison supplémentaire avec la gemcitabine induit une régression tumorale®®. Toutefois, il
n’existe pas d’essai clinique a I’heure actuelle visant a étudier I'effet des inhibiteurs d’ATR dans un
contexte de mutation ATM. L’Elimusertin (BAY 1895344) est un nouvel inhibiteur d’ATR administrable
par voie orale, bien toléré par les patients et avec un bénéfique clinique dans d’autres cancers*®, 3
essais cliniques sur les inhibiteurs d’ATR sont répertoriés : un essai de phase Il débuté en 2019 visant
a évaluer I'efficacité du Ceralasertib seul ou en combinaison avec I'Olaparib dans les cancers avancés,
puis 2 essais de phase | sur le traitement de I'Elimusertib (BAY 1895344) en combinaison avec la
gemcitabine (NCT04616534), ou l'irinotecan et le topotecan hydrochloride (NCT04514497) dans le
cancer du pancréas (ClinicalTrial.gov, accés septembre 2021).

b. Les inhibiteurs de Chk1l

Chk1 est la kinase effectrice d’ATR, centrale pour les points de contréle intra-S et G2/M. Chk1 est
impliqué dans diverses fonctions afin de maintenir I'intégrité de la réplication et la stabilité du génome
(voir Introduction Ill.1.4.a. p51). MK8776 est un inhibiteur de deuxieme génération, publié en 2011, et
développé pour étre plus spécifique de Chkl et moins toxique. L’inhibiteur LY2603618 ou Rabusertif,
développé peu aprés, est le premier inhibiteur spécifique de Chk1 utilisé en clinique®®. Dans le cancer
du pancréas, une étude de phase Il n’a malheureusement montré aucun bénéfice clinique de la
combinaison de LY2603618 avec la gemcitabine comparé a la gemcitabine seule®. Pourtant, dans une
étude pré-clinique de PDAC, la combinaison des inhibiteurs de Chk1 et des chimiothérapies a base de
gemcitabine induit un effet synergique via I'augmentation des dommages a I’ADN et de I'apoptose*”’.
Ces études restent préliminaires et aucune étude a I'heure actuelle n’apporte de preuves cliniques
solides sur I'efficacité des inhibiteurs de Chk1 dans le cancer du pancréas, il n’y a d’ailleurs pas d’essai
clinique en cours répertorié (ClinicalTrial.gov, accés septembre 2021).

c. Autres inhibiteurs du cycle cellulaire

D’autres inhibiteurs impliqués dans la régulation des points de contrdles cellulaires sont étudiés dans
des contextes de thérapie ciblée. L’Adavosertib (MK1775) est un inhibiteur spécifique de la
sérine/tyrosine kinase Wee-1, impliquée dans la division cellulaire et le point de contréle G2/M en
régulant négativement I'entrée en mitose. A I’heure actuelle 2 essais cliniques sont en cours dans le
cancer du pancréas (clinicalTrial.gov). Le premier de phase I/1l (NCT02194829) étudie I'efficacité d’une
combinaison de molécules (nab-paclitaxel, gemcitabine hydrochloride et adavosertib) en premiére
lighe de traitement dans des PDAC avancés. Le second de phase Il (NCT02465060) appelé essai
« MATCH » est un criblage de 34 molécules de thérapies ciblées dirigées contre des anomalies
génétiques (mutations, amplifications) sur un large panel de cancers solides avancés. Aujourd’hui
aucun inhibiteur de Weel n’a encore été approuvé par la FDA. Le Palbociclib (PD0332991), inhibiteur
des CDK4 et CDK®6, a aussi été intégré dans I'essai clinique de phase Il MATCH. CDK4 et CDK6 sont des
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kinases dépendantes des cyclines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. Dans le cancer du
pancréas, outre I'essai MATCH, le Palbociclib est impliqué dans 5 essais cliniques de phase |, en
combinaison avec différents agents tels que des inhibiteurs de ERK, des sels de platine ou en criblage
sur un large panel de molécules. Le Palbociblib a été approuvé par la FDA depuis 2015 dans le cancer
du sein avancé HER2 négatif. Enfin, dans une étude pré-clinique I'inhibiteur de Chk2, NSC109555, en
combinaison avec la gemcitabine, induit 'apoptose des cellules pancréatiques cancéreuses*®®. Chk2
est la kinase effectrice d’ATM, cruciale pour les points de contrdles de dommages a ’/ADN?®,

d. Combinaisons thérapeutiques

L’étude de Gout et al de 2021 consiste en un criblage de combinaisons pour essayer d’identifier un
traitement ciblé contre les anomalies génomiques, contrecarrer d’éventuelles résistances et améliorer
I’efficacité et la tolérance du traitement'?. Dans leurs travaux, au contraire de la déficience BRCA, la
déficience d’ATM n’a pas augmenté la sensibilité des cellules pour les chimiothérapies a base de sels
de platine. Cependant, une |étalité synthétique est induite lors de la combinaison des inhibitions de
PARP, d’ATR et de la DNA-PK dans des souris déficiente pour ATM et des PDAC humains. En effet, a
des faibles doses, dans les modéles PDAC murins mutés pour ATM, I'Olaparib, le VE-822 et I'inhibiteur
de la DNA-PK permettent un blocage de la progression tumorale accompagné d’une augmentation des
dommages a I’ADN (yH2AX) et d’apoptose (comparé aux tumeurs témoin). In vitro, cette combinaison
augmente les dommages a I’ADN et I'aneuploidie dans les cellules PDAC déficientes pour ATM%, Une
autre étude de criblage a montré que la combinaison de l'inhibition de Chkl et de Weel avec un
traitement gemcitabine suffi a controler la progression de la maladie dans les modéles de xénogreffes
de PDAC étudiés. Ces résultats prouvent ainsi qu’une combinaison entre des inhibiteurs des points de
contréle du cycle cellulaire et des chimiothérapies pourrait étre efficace?®.

e. Conclusion

Les inhibiteurs d’ATR semblent aujourd’hui les plus prometteurs avec plusieurs essais cliniques a leur
actif et plusieurs études montrant une létalité synthétique dans les tumeurs déficientes pour ATM.
Cependant méme si les approches évoquées précédemment sont encourageantes, aucune d’entre elle
n’est approuvée par la FDA pour le traitement du cancer du pancréas outre I’Olaparib pour les tumeurs
avec une mutation germinale BRCA. |l est crucial de poursuivre les études pré-cliniques et cliniques et
afin d’optimiser les combinaisons thérapeutiques et contrecarrer les résistances pour pouvoir espérer
un jour traiter les patients atteints d’un cancer du pancréas avec une thérapie de précision adaptée.

La présence de mutations dans les voies de réparation de I’ADN a suscité de nombreux travaux pour
adopter de nouvelles stratégies de thérapies ciblées. L'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques reste difficile, et ce a cause de la faible prévalence de ces mutations dans les tumeurs
pancréatiques et le manque d’approches pharmacologiques. Il est nécessaire de trouver de meilleurs
biomarqueurs de réponse a ces molécules®®. De plus, les essais cliniques en cours, mentionnés
précédemment, et visant a étudier I'efficacité des inhibiteurs des points de contréle du cycle cellulaire
(ATR, Chk1, Weel) sont mises en place sans critéres moléculaires de sélection des patients (tel que les
inhibiteurs de PARP pour des patients porteurs d’une mutation BRCA).
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4.4.Stratégies thérapeutiques basées sur le stress réplicatif dans le PDAC

Dans des lignées cellulaires cancéreuses, I'oncogene K-RAS a associé a un ralentissement des fourches
de réplication, une augmentation des fréquences de fourches asymétriques et de blocage des fourches
de réplication et d’ADN double-brin dans le cytosol. Le stress réplicatif induit par la mutation K-RAS ne
permet cependant pas de létalité en réponse aux agents induisant des défauts de réplication car les
cellules seraient protégées par Chk1. Cette analyse ouvre ainsi de nouvelles possibilités thérapeutiques
quant a l'utilisation d’inhibiteurs de Chk1 dans des tumeurs K-RAS mutées*'°. Toutefois, les premiers
essais de traitement des tumeurs pancréatiques avec un inhibiteur de Chkl ont échoué a montré un
bénéfice pour les patients?®, Etant donné que le cancer du pancréas est le cancer avec la plus grande
prévalence de mutation K-RAS (60-95%), il serait prometteur d’étudier des stratégies thérapeutiques
basées sur le stress réplicatif induit par I'oncogéne K-RAS*C,

Les travaux de Dreyer et al de 2021 ont mis en évidence une nouvelle signature de stress réplicatif,
issue des génes impliqués dans les voies de réponses aux dommages a I’ADN de Gene Ontology. Le
niveau de stress réplicatif corréle avec le sous-type basal/squameux du cancer du pancréas.
Cependant, la signature de stress réplicatif est indépendante d’une déficience de DDR dans le PDAC.
Ceci indique que les tumeurs enrichies pour la signature de stress réplicatif (RS) ne sont pas forcément
déficientes pour la DDR. Grace a I'enrichissement des génes impliqués dans cette signature, Dreyer et
ses collaborateurs ont pu classer les lignées primaires dérivées de patients (PDCL) selon un niveau de
stress réplicatif (RS) qualifié d’élevé ou de faible a partir de données transcriptomiques. De fagon
remarquable, les PDCL et modeles organoides 3D avec un score de stress réplicatif élevé sont plus
sensibles aux inhibiteurs d’ATR et de Weel (AZD6738 et AZD1775 respectivement), indépendamment
du statut DDR. Cela suggére que I'enrichissement de la signature de stress réplicatif est un meilleur
biomarqueur prédictif de la réponse aux inhibiteurs d’ATR et de Weel qu’une mutation DDR ou que le
sous-type basal. Ainsi, selon le niveau d’enrichissement de la signature de stress réplicatif (RS élevé ou
RS faible) et la capacité des cellules a utiliser la DDR (DDR déficiente ou compétente) il est possible de
classer les PDCL et d’adapter la stratégie thérapeutique. Dans ce modele, les inhibiteurs de la DDR sont
utilisés pour créer une létalité synthétique lorsqu’un géne clé de la DDR est muté au sein de la tumeur,
alors que les inhibiteurs du cycle cellulaire sont utilisés pour augmenter le niveau de dommages a

385

I’ADN via le blocage de leur détection et de leur prise en charge®*>, comme présenté Figure 43.
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Figure 43: sensibilité des PDCL aux inhibiteurs de la DDR et/ou du cycle cellulaire selon le niveau d'enrichissement
de la signature transcriptomique de stress réplication (élevé ou faible) et le statut DDR (compétent ou déficient),
adapté de Dreyer et al. 2021.

Les PDCL avec un taux de stress réplicatif élevé et/ou une déficience dans la DDR sont donc plus
sensibles soit aux inhibiteurs du cycle cellulaire soit aux inhibiteurs de PARP, respectivement®®, Une
catégorie de cas non-répondeurs a ces thérapies subsiste, les lignées avec un faible RS et une DDR
compétente, représentant un vide thérapeutique dans cette stratégie. Ces travaux offrent toutefois
de nouvelles possibilités pour les patients avec un niveau élevé de stress réplicatif, outre la présence
d’une mutation dans la DDR3®, Le niveau de stress réplicatif semble donc étre un biomarqueur
prometteur permettant d’inclure plus de patients que les mutations DDR, basé sur une analyse
transcriptomique facilement réalisable et prédicteur de la réponse aux inhibiteurs du cycle cellulaire,
de la DDR et des sels de platine. Cette stratégie devrait étre évaluée au cours d’études rétrospectives.
Un essai clinique PRIMUS-004 (ISRCTN16004234) de phase Il vise actuellement a évaluer de nouveaux
traitements de deuxiéme ligne dirigés par des biomarqueurs de réponse tels que le stress réplicatif,
dans des PDAC métastatiques.

Il est donc important de mieux comprendre comment exploiter le stress réplicatif des cellules de PDAC
pour identifier des stratégies thérapeutiques plus efficaces. Pour cela il est nécessaire d’augmenter les
connaissances sur les mécanismes et |'origines du stress réplicatif dans les tumeurs pancréatiques.
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IV. Contexte du projet de these

Dans le cancer, la prolifération cellulaire et le cycle cellulaire sont dérégulés, notamment a la suite de
I'activation oncogénique. Le stress réplicatif qui en résulte représente un facteur clé de la
diversification clonale, nécessaire pour favoriser des génomes cellulaires et initier le développement
tumoral. Par conséquent les cellules cancéreuses doivent développer des contremesures efficaces
pour survivre au stress réplicatif qui leur est imposé, nourrissant I'agressivité et la résistance aux
traitements des cellules tumorales. Cette dépendance des cellules cancéreuses pour le stress réplicatif
pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante. Un sous-type de tumeurs pancréatiques

montre un niveau intrinseque élevé d’instabilité génétique, associé la plupart du temps a une mutation
dans les voies de réponse aux dommages a I'’ADN. Les patients avec un PDAC métastatique et une
mutation germinale dans le gene BRCA2 bénéficient d’'une thérapie de maintenance a base
d’inhibiteurs de PARP (Olaparib), si la tumeur est sous contrble aprés a une thérapie a base de sels de
platine. Le stress réplicatif commence a étre exploité thérapeutiquement et pourrait permettre de
stratifier les patients et de révéler des chimiosensibilités. Paradoxalement, les mécanismes
moléculaires impliqués dans la tolérance des cellules cancéreuses pancréatiques au stress réplicatif

restent méconnus.

Mon équipe a publié les travaux de I'essai clinique de phase | TherGAP dont I'objectif est d’utiliser une

approche de thérapie génique pour diminuer la résistance a la chimiothérapie par gemcitabine par la
surexpression de genes impliqués dans son métabolisme intracellulaire. Cette étude a démontré la
faisabilité et la sécurité de I'approche. Cette approche « premiere chez 'homme » est actuellement
poursuivie dans le cadre d’un essai clinique de phase Il qui doit déterminer son efficacité. Mon équipe
d’accueil a poursuivi son travail de recherche en explorant d’autres stratégies pour chimiosensibiliser
les tumeurs du pancréas a la gemcitabine. Nous avons ainsi identifié, a travers deux théses qui ont
précédées la mienne, la surexpression de la CDA dans le PDAC au moment du diagnostic dans des
tumeurs naives de traitement et sa corrélation avec un plus faible pronostic. Ces études ont
notamment démontré pour la premiére fois I'importance de la CDA per se dans le développement de

tumeurs expérimentales pancréatiques, en présence ou non de chimiothérapie.

Dans le syndrome de Bloom, la perte de I'expression de CDA induirait un déséquilibre du pool de
pyrimidines, via une accumulation du substrat de la CDA, a 'origine de stress réplicatif et défaut de
ségrégation en mitose. Compte tenu de ces données de la bibliographie, et de la part prédominante
que prend le stress réplicatif dans le PDAC, je me suis donc plus particulierement intéressée au cours
de ma these au role de la CDA dans le contrble du stress réplicatif dans les cellules cancéreuses
pancréatiques. Pour cela j'ai étudié le r6le de cette enzyme sur la réplication de I'ADN et les
mécanismes moléculaires mis en jeu. Par la suite, j’ai recherché si la CDA régule le stress réplicatif et
I'instabilité génétique dans ces cellules. Enfin, j’ai valorisé ce travail fondamental par la recherche de
nouvelles opportunités thérapeutiques basées sur ce nouveau role de la CDA dans les cellules
cancéreuses pancréatiques.
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Résultats




L’équipe de Pierre Cordelier a commencé a travailler sur la chimiosensibilisation a la gemcitabine dans
le cancer du pancréas en 2014. lls ont pu montrer in vitro et in vivo que le ciblage génétique ou
pharmacologique de la CDA chimiosensibilise les cellules cancéreuses a la gemcitabine (collaboration
avec Jérome Cros, manuscrit en cours de préparation).

De facon intéressante, I'équipe a observé une inhibition robuste de la prolifération cellulaire et de la
progression tumorale lors de la déplétion seule de I'expression de CDA, en absence de chimiothérapie
(résultats Figure 1 du papier présenté ci-dessous). Cette révélation a soulevé de nombreuses questions
dont la principale étant quel est le réle de la CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques outre
son activité de chimiorésistance aux analogues de désoxycytidine telle que la gemcitabine ? Deux
projets de these ont découlé de cette question. Le premier projet mené par Audrey Frances (2016-
2019) a visé a montrer le role de la CDA dans la biogénése mitochondriale et I'aggresivité des cellules
cancéreuses pancréatiques (manuscrit en cours de préparation, Frances, Lumeau et al.). Elle a réalisé
les études de mutagénese dirigée qui nous ont permis de surexprimer la CDA mutée et
catalytiguement inactive E67Q. Le deuxiéme est mon projet de thése dont l'objectif a été de
déterminer le réle de la CDA dans la régulation du stress réplicatif des cellules cancéreuses
pancréatiques. Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis d’écrire un article scientifique
actuellement disponible sur BioxRiv (https://doi.org/10.1101/2021.10.23.465566) et bientdt soumis,
présenté ci-dessous. Les expériences d’IPOND ont été réalisées en collaboration avec Cyril Ribeyre et
les anayses bioinformatiques ont été faites en collaboration avec Vera Pancaldi, Miguel Madrid-Mencia
et Samad Elkaoutari.
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ABSTRACT

Chronic DNA replication stress and genome instability are two hallmarks of cancer that fuel
oncogenesis and tumor diversity. Therapeutic approaches aimed to leverage tumor-specific replication
stress to intolerable levels or to expose vulnerabilities for synthetic lethality purposes have recently
gained momentum, especially for pancreatic cancer, a disease with no cure. However, the current
knowledge regarding the molecular mechanisms involved in the replication stress response in
pancreatic tumors is limited. Cytidine deaminase (CDA) is involved in the pyrimidine salvage pathway
for DNA and RNA synthesis. A loss of CDA induces genomic instability in Bloom Syndrome, and CDA
protects tumor cells from chemotherapy with pyrimidine analogs. Here, we show that CDA is
overexpressed in genetically unstable pancreatic tumors, associates with a DNA replication signature,
and is instrumental for experimental tumor growth. In cancer cells, CDA promotes DNA replication,
increases replication fork speed, controls replication stress and genomic stability levels. CDA
expression is predictive of DNA-damaging drug efficacy and targeting CDA relieves resistance to
chemotherapy in patients-derived models, both in vitro and in vivo. Our findings shed new light on the
mechanisms by which pancreatic cancer cells control replication stress, and highlight targeting of CDA
as a potential therapeutic strategy to defeat tumor resistance to treatment.

All authors have seen and approved the manuscript, and that it hasn't been accepted or published
elsewhere.

There is no conflict of interest.
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INTRODUCTION

At each cell division, billions of nucleotides must be accurately polymerized, and ensuring that this
process occurs prior to the next cell cycle is essential for cellular homeostasis®. The DNA replication
machinery successfully carries out accurate genome duplication in the face of numerous obstacles,
many of which cause DNA replication stress. Replication stress is defined as any hindrance to DNA
replication that either stalls, blocks or terminates DNA polymerization. Due to high levels of
proliferation and a deregulated cell cycle, DNA replication stress represents one of the main drivers of
clonal diversification, creating the multi-layered genomic instability often seen in cancer?.
Consequently, cancer cells have evolved to fine-tune DNA replication stress, notably following
oncogene activation®, for the acquisition of genetic heterogeneity while preserving favorable
genotypes that are compatible with tumor growth. This dependence can be exploited for a
therapeutical benefit as cancer cells can be pushed towards cell death by increasing DNA damage,
without necessarily killing normal cells that have an intrinsically lower DNA damage level and efficient
DNA damage repair pathways.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a disease with no cure that will soon th second cause of
death by cancer worldwide* PDAC is dominated by mutations in KRAS, TP53, CDKN2A, and SMAD4
with a handful of gene infrequently mutated in most PDAC patients>®. So-called unstable genotypes
with numerous chromosomal structural variations are present in a significant proportion of PDAC
patients (10-15%), characterized by an inactivation of DNA maintenance genes and somatic mutations
in genes involved in DNA repair (BRCA2, BRCA1, PALB2, ATM, and RAD51)>%. This genetic diversity may
explain why PDAC has been historically highly recalcitrant to chemotherapies and targeted therapies.
However, recent studies have shown that patients with germline mutations in BRCA2 demonstrate
therapeutic response following a first line platinum containing FOLFIRINOX regimen, followed by PARP
inhibitor (Olaparib) treatment’. In a recent work, Dreyer et al further classified PDAC experimental
models using a DNA repair deficiency (DDR) signature and found that a subset of PDAC samples with
squamous transcriptomic profile harbor a high replication stress, that predicts response to ATR and
WEE1 inhibitors®. Collectively, these works demonstrate that a significant fraction of PDAC tumours
show intrinsic evidence of genetic instability, and that replication stress is beginning to be explored as
an attractive target in the clinic>°. However, the molecular mechanisms that govern replication stress
in PDAC remain largely unknown.

Cytidine deaminase (CDA) catalyzes the irreversible hydrolytic deamination of cytidine and
deoxycytidine to uridine and deoxyuridine, respectively, within the pyrimidine salvage pathway for
DNA and RNA synthesis (for review!?). In Bloom syndrome, a genetic disease with one of the strongest
known correlations between chromosomal instability and increased risk of malignancy'?, loss of CDA
expression results in a pyrimidine pool imbalance, which in turn generates replication stress leading to
segregation defects®®, In oncology, CDA expression is historically recognized as a key chemoresistance
factor to cytidine and deoxycytidine analogs such as cytarabine (ara-C), gemcitabine (dFdC), or
decitabine (5-Aza-dC) since it catalyzes their transformation into inactive metabolites that are excreted
by cancer cells. As an example, 80% of the intravenous Ara-C bolus is eliminated in the urine, 90% of
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which is in its uracil form, thus strongly suggesting direct and active “detoxification” by CDA. In PDAC,
patients with high CDA activity are 5-fold more likely to progress following gemcitabine-based
therapy?, and CDA from the tumor microbiome participates in tumor resistance to treatment?’.
However, the role of CDA per se in PDAC oncogenesis has never been investigated so far.

For this study, we aimed to consider the role of CDA on DNA replication in the context of PDAC,
independently of its role in resistance to gemcitabine treatment. We report here that CDA is
overexpressed in PDAC at diagnosis, and that CDA expression in tumors naives of treatment correlates
with a worse prognosis. Hence, CDA depletion strongly impairs PDAC experimental proliferation and
tumor growth, in the absence of gemcitabine. Gene signature analysis demonstrates that CDA
expression positively correlates with DNA replication signature in PDAC and is enriched in genetically
unstable tumors. In PDAC cells, CDA promotes DNA synthesis by increasing replication fork stability,
CDA is nuclear and locates at the DNA replication fork. In addition, we show that CDA activity is
essential to dampens replication stress and genomic instability in these cells. Finally, we show that CDA
expression drives resistance to DNA targeting drugs in PDAC experimental models, and that targeting
CDA both in vitro and in vivo sensitizes PDAC tumors to genotoxic treatment. Collectively, we
demonstrate here that CDA is involved in the regulation of replicative stress level in PDAC, a novel
dependence that can be exploited for a therapeutic benefit.

RESULTS
CDA is overexpressed in PDAC, essential to cell proliferation and tumor growth

CDA expression in tumors has been scarcely investigated to date?!. Previous reports indicate that CDA
is upregulated in human PDAC samples®® and in animal models'’. To further characterize the
expression of CDA in PDAC, we first analyzed surgical specimens from patients with pancreatic cancer.
Matching, normal adjacent parenchyma was obtained for each patient. Using RT-gPCR, we found that
CDA mRNA is significantly overexpressed in PDAC tissue (Fig. 1A, 5.1+/-1.5-fold increase, p<0.001). This
finding was confirmed by in silico investigation with the curated TCGA_PAAD dataset® (Extended
Figure 1A). In recent years, several studies have demonstrated that molecular data can define
subgroups in PDAC with distinct biology®®. Analysis of PDAC transcriptomes have revealed two main
molecular subtypes, with classical tumors on one side showing the highest expression of epithelial and
adhesion associated genes, as well as high levels of GATA binding protein 6 (GATA6) mRNA, and basal-
like tumors on the other side that are predominantly composed of poorly differentiated tumors, more
often CDKN2A or TP53 mutated, and that exhibit the worst outcome?®. We applied the Purity
Independent Subtyping of Tumors (PurlST) classifier?? to PDAC tumors from TCGA with known CDA
mMRNA levels and found that CDA expression is significantly enriched in PDAC primary cells with basal
phenotype (Fig. 1B 2.3+/-0.1-fold increase, p<0.001). We extended this analysis to a recently published
primary cell lines collection® and found that CDA mRNA is significantly overexpresed in PDAC primary
cells with the squamous phenotype, that largely corresponds to the basal-like molecular phenotype
(Extended Fig.1B, 1.2+/-0.04-fold increase, p<0.05). PDAC patient tumors from TCGA were next
classified as CDA high-expressing (top 25% quartile) or CDA low- expressing (bottom 25% quartile); we
found that CDA expression is positively associated with shorter survival (Fig. 1C, p<0.03, hazard ratio =
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2.021,). These results indicate that PDAC tumors with the most aggressive molecular phenotype and
the shortest survival overexpress CDA.

We next addressed the functional importance of CDA in PDAC. We inhibited CDA expression in PDAC
cell line using shRNA delivered by lentiviral vectors (Extended Fig. 1C-D) and found that CDA targeting
provokes a profound and long-term inhibition of cell proliferation, (-86%+3%, p<0.01, Fig. 1D). We
extended this finding to BxPC-3 and Capan-1 PDAC cells (Extended Fig. 1E) or using siRNA pools
targeting CDA in MIA PaCa-2 cells (Extended Fig. 1F). In addition, MIA PaCa-2 PDAC cells expressing
CDA hairpins showed a reduced ability to form colonies, as compared to control cells (Fig. 1E, -65%%3%,
p<0.05). In these cells, CDA invalidation increases cell death by apoptosis 10 folds monitored by FACS
for Annexin-V and Western blotting for caspase-3 and PARP cleavage (Fig. 1F-G). We next engrafted
human PDAC cell expressing CDA hairpins in the pancreas of athymic mice. Mice receiving PDAC cells
expressing control hairpins were used as control. We found that silencing CDA in PDAC cells results in
50% mice not developing experimental tumors (Fig. 1H). When tumors developed, CDA silencing
significantly decreased tumor growth, as compared to control tumors (-97%+17%, p<0.01, Fig. 1H and
Extended Figure 1G). Collectively, these data indicate that PDAC cell proliferation and tumor growth
strongly rely on CDA expression.

CDA increases replication fork speed and restart efficiency in PDAC cells.

To gain further insights into the role of CDA in PDAC growth, we performed gene signature enrichment
analysis in the quartile of PDAC tumors from TCGA overexpressing this enzyme. As shown in Fig. 2A
and Table 1, CDA expression positively correlates with the transcriptomic signature of DNA replication
(normalized enrichment score = 2.28, p<0.01). We next performed lentiviral transduction of CDA in
MIA PaCa-2 PDAC cells and verified efficient mRNA (Extended Fig.2 A) and protein (Extended Fig.2B)
expression and activity (Extended Fig. 2C). Cells expressing luciferase were used as control. We found
that CDA expression induces the DNA replication signature in these cells (Fig. 2B, normalized
enrichment score = 1.98, p<0.01 and Table 2). We next addressed whether CDA could act on DNA
replication in PDAC cells. We performed DNA spreading analysis to visualize and follow the spatial and
temporal progress of individual DNA replication forks. The method relies on the detection of
incorporated thymidine analogues during DNA synthesis in the S phase of the cell cycle by indirect
immunofluorescence following cell lysis and DNA fibers spread (Fig. 2C). Thus, PDAC cells expressing
CDA were incubated with IdU and CldU thymidine analogues. Cells expressing luciferase were used as
control. Figure 2D demonstrates that DNA tracks are significantly longer in cells overexpressing CDA as
compared to control cells (12.5um+0.37 um vs 9.4um+0.34um, p<0.001), indicating that replication
forks speed is increased in CDA-expressing PDAC cells.

We next investigated DNA replication fork restart in PDAC cells expressing CDA. To induce fork stalling,
we used hydroxyurea (HU) that inhibits riboside nucleotide reductase (RNR) and causes the depletion
of deoxynucleotide triphosphates (dNTPs). PDAC cells were incubated with thymidine analog IdU, to
measure initial fork speed, followed by treatment with HU and pulse with CldU. Here, the length of the
CldU tract after HU treatment served as a measure of fork restart efficiency. We found that cells

93



expressing CDA show significantly more CldU positive DNA fibers, as compared to control cells,
indicative of increased replication fork restart following HU treatment (Fig. 2F, Extended Fig. 2D,
91.7%+1.7% vs 78.7%+1.3%, respectively, p<0.001). In addition, the increase in CldU/IdU ratio
indicates that CDA increases replication fork speed following stalling (Fig. 2F-G, 43.3%+2.5% vs
28.2%+1.9%, respectively, p<0.001).

We next addressed whether CDA could physically interact with the DNA replication machinery to
increase DNA synthesis. Following cell fractionation of cells expressing FLAG-tagged CDA, we
demonstrate that CDA locates both in the cytoplasm, but also in the nucleus of cells overexpressing
the enzyme (Extended Fig.2E). Then, we performed Isolation of Proteins On Nascent DNA (iPOND)
analysis. Briefly, cells are incubated with the thymidine analogue EdU to label newly replicated DNA.
After cross-linking of proteins and DNA with formaldehyde, the click-it® reaction is performed to link
biotin to EdU. After cell lysis and sonication to shear chromatin, proteins in proximity to biotin and
EdU- labeled DNA are purified with streptavidin-coated agarose beads and resolved by Western
blotting (Extended Fig. 2F). Results presented in Fig. 2H show that MCM7 and PCNA, two major
components of the fork replisome, are detected within the EdU positive fraction, indicating interaction
with newly synthesized DNA. Remarkably, we also located CDA at the DNA replication fork (Fig. 2F,
bottom panel). We confirmed this finding in Hela cells that express relatively high levels of CDA
(Extended Fig. 2G). We explored another setting in the iPOND experiment and replaced EdU pulse with
a chase of thymidine to track how proteins assemble and disassemble from a nascent DNA segment
(Fig. 2F, right). In this condition, both MCM7, PCNA and CDA signal disappears, indicating that these
proteins progress with the DNA replication machinery. The latter result indicates that CDA is
progressing with the replisome rather than just being a protein constitutively bound on chromatin.
Collectively, we provide herein the first demonstration that CDA stimulates DNA synthesis, increases
replication fork restart efficiency and is located at the DNA replication fork in PDAC cells.

CDA controls replication stress levels in PDAC cells.

CDA loss in Bloom Syndrome cells participates in the formation of replication defects and sister
chromatid exchange?’. Considering the newly described role of CDA in DNA replication, we
investigated whether CDA may participate in DNA replication stress control in PDAC cells. We
measured DNA replication of cells expressing or not shRNA against CDA. Internal control consisted in
cells expressing control hairpins and treated with the DNA polymerase inhibitor aphidicolin. As shown
in Fig. 3A, both CDA targeting and aphidicolin treatment significantly decrease the length of DNA tracks
(Fig. 3A-B, -39% and -62%, p<0.001, respectively), highlighting a reduction of replication fork speed.
Transcriptomic analysis indicates that the ATR response to replicative stress signature is enriched in
response to CDA targeting in PDAC cells, when compared to control cells (Fig. 3B, normalized
enrichment score = 1.76, p<0.01, Table 3). This finding is further supported by the strong activation
ofthe Chkl effector kinase in MIA PaCa-2 cells (Fig. 3C), Capan-1 (Extended Fig. 3A) and BxPC-3
(Extended Fig. 3B) cells expressing hairpins against CDA, as compared to control cells. We next
measured y-H2AXfoci in S-phase cells as a canonical marker of DNA breaks and indicative of
replication stress. As indicated in Fig. 3E and 3F, CDA expression in MIA PaCa-2 cells significantly
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decreases y-H2AX foci in EdU-positive PDAC cells, as compared to control cells (Fig. 3F, -48%z7,
p<0.001). This effect is entirely dependent on CDA deaminase activity, as the expression of a
catalytically inactive mutant of CDA has no impact on y-H2AX staining (Fig. 3E-F). On the contrary,
silencing CDA in BxPC-3 cells results in y-H2AX accumulation in S-phase cells (Fig. 3G, 2+/-0.02-fold
increase, p<0.001). We extended this finding to Capan-1 cells expressing hairpins against CDA
(Extended Fig. 3C), and to MIA PaCa-2 cellstreated with pharmacological inhibitors of CDA (Extended
Fig. 3D) or incubated with cytidine and/or deoxycytidine to phenocopy pyrimidine pool imbalance
following CDA deficiency (Extended Fig. 3E). RPA (replication protein A) protects exposed single-
stranded DNA during DNA replication, accumulates in response to replicative stress, and is
phosphorylated at single-strand breaks. Remarkably, we foundthat CDA expression decreases the
number of RPA foci and p-RPA intensity in PDAC cells (Extended Fig3F, -67%%8%, p<0.001,).

The p53-binding protein 1 (53BP1) is a well-known DNA damage response (DDR) factor, which is
recruited to nuclear structures at the site of DNA damage notably following DNA replication stress. In
MIA PaCa-2 cells overexpressing CDA, we found that phospho-53BP1 (P-53BP1) foci are reduced as
compared to control cells (Fig. 3H-1, -56%%+5%, p<0.001,). On the contrary, BxPC-3 cells that express
CDA hairpins demonstrate higher levels of P-53BP1 foci in S-phase than control cells (Fig. 3J
+30%%+1%, p<0.001). The latter finding not only confirms that CDA depletion provokes DNA
replication stress, but also indicates that the DDR pathway is unaltered in these cells. Collectively, these
results indicate that replication stress level in PDAC cells depends on CDA expression level.

CDA controls of genomic instability in PDAC cells.

Residual and unsolved replication stress can lead to genetic instability, including in Bloom syndrome
cells depleted for CDA*. Common fragile sites (CFSs) are large chromosomal regions that exhibit
breakage on mitotic chromosomes upon replication stress. They become preferentially unstable at the
early stage of cancer development and are hotspots for chromosomal rearrangements in cancers?,
Recent studies have shown that FANCD2 facilitates replication across CFSs and can be used as a marker
of the presence of unstable CSFs in cells subjected to replication stress?. Hence, if under-replicated
DNA at CFSs persists into late mitosis, it will lead to the formation of ultrafine anaphase bridges (UFBs),
causing chromosome non-disjunction and mitotic catastrophes?®. FANCD2 forms symmetric foci at
each end of UFBs and has a role in the resolution of UFBs in mitosis. As shown in Figure 4A-B, MIA
PaCa-2 cells highly expressing CDA show significantly less FANCD2 foci in early mitosis (-56%%+14%,
p<0.001), while CDA targeting strongly increases the number of leased CFSs in these cells (Fig. 4A-
B, +76%%+7%, p<0.001). These results strongly suggest that CDA limits the number of UFBs in PDAC
cellsbecause of reduced replication stress. Micronuclei are the small sized nuclei that form from one
or a few chromosomes or chromatin fragments that are not incorporated into the daughter nuclei
during cell division26. Micronuclei formation usually serves as an index of genotoxic effects and
chromosomal instability. By microscopy, we found that CDA expression significantly limits the
number of DAPI-positive micronuclei in MIA PaCa- 2 cells (Fig. 4C-D, -60%%+13%, p<0.05), whereas
the catalytically inactive CDA mutant was ineffective. Moreover, that targeting CDA increases FANCD2
genomic instability markers in PDAC cells (Fig. 4C-D, +111%+7%, p<0.05). The latter was further
validated in BxPC-3 (Extended Fig. 4A) and Capan-1 (Extended Fig. 4B) cells. Interestingly, markers of
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genomic stress such as remnants of incomplete replication can be inherited by daughter G; cells and
are sequestered to specific nuclear bodies that are colocalized with 53BP1. We found that CDA
targeting in MIA PaCa-2 cells using shRNA significantly increases the number of G; cells with 53BP1
bodies (Fig. 4E-F, +236%%14%, p<0.001). Collectively, these results strongly suggest that CDA
participates to limite genomic instability in PDAC cells.

Intrigued by these results, we extended our investigations to PDAC tumors. As shown in Fig. 5A, tumors
with high levels of CDA expression demonstrate significant enrichment in activation of the ATR in
response to replicative stress (Fig. 5A, normalized enrichment score =1.72, p=0.01) and in the Cinsarc?’
signatures of chromosome instability (Fig. 5B, normalized enrichment score =2.83 p<0.01). We next
explored the aneuploidy score and the number of non-silent mutation per megabase of genomic DNA
in PDAC tumors from TCGA that were classified as low or high for the expression of genes involved in
genomic stability. As expected, POLQ, which is a low fidelity DNA polymerase that introduces various
kinds of mutations during DNA repair, is enriched in PDAC tumors with high genomic instability (Fig.
5C-D, p<0.01). On the other hand, BRCA2 and DHODH expression levels were found to be unrelated
with such markers of genomic instability of PDAC tumors (Fig. 5C-D). Remarkably, PDAC tumors with
high levels of CDA demonstrate significantly higher aneuploidy scores (Fig. 5C, +69%+10%, p<0.01) and
non-silent mutations per megabase (Fig. 5D, +43%+7%, p<0.005) as compared to tumors with lower
CDA expression. Thus, we show that CDA levels are associated with genetically unstable PDAC tumours
and could control genomic instability.

CDA drives resistance to DNA-damaging drugs in PDAC cells.

Replication stress is starting to be rationally leveraged in cancer therapies, including for PDACE,
especially to better position traditional anticancer drugs, such as oxaliplatin, that act by increasing the
replication stress within the tumor cell to induce cell death. Considering the new role of CDA we
describe herein, we aimed to investigate whether CDA levels can predict DNA-damaging drug efficacy.
We first explored the cancer cell line encyclopedia (CCLE) database and found that CDA expression
significantly correlates with resistance to oxaliplatin (Fig. 6A, p=0.014) and to Topoisomerase | inhibitor
irinotecan (Extended Fig. 6A, p=0.039) in a panel of 26 PDAC cell lines. We selected 4 cell lines with low
(DAN-G, MIA PaCa-2, CAPAN-1, KP-4) or high (CAPAN-2, AsPC-1, BxPC-3, SU8686) CDA expression. As
shown in Figure 6B, PDAC cells with high levels of CDA are 67-fold+0.3 (p<0.01) more resistant to
oxaliplatin as compared to cells expressing low levels of the enzyme. We extended this observation to
SN38, the active metabolite of CPT-11, a derivative of campthotecin? that inhibits DNA topoisomerase
I, Cisplatin, that forms DNA adducts, temozolomide, that deposits methyl groups on DNA guanine
bases, and mitoxantrone, that causes single- and double-stranded disruptions after intercalating with
the DNA molecule. PDAC cells with high CDA expression are 19-fold+0.2 (p<0.05), 9-fold+0.3 (p<0.05),
5.9-fold+0.3 (p<0.05) and 39-fold+0.15 (p<0.05) more resistant to SN38, cisplatin, temozolomide and
mitoxantrone, as compared to cells expressing low levels of the enzyme, respectively (Fig. 6B). To
obtain direct evidence of the role of CDA in the resistance to DNA-damaging drugs in PDAC cells, we
treated MIA PaCa-2 cells expressing CDA or the catalytically inactive mutant of CDA (CDAE67Q) with
5uM camptothecin. Cells expressing luciferase were used as a control. As shown in Figure 6C,
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camptothecin shows similar antiproliferative activity in control cells and cells expressing a catalytically
inactive mutant of CDA (Fig. 6C, -57%+5%, p<0.005). On the other hand, CDA expression significantly
antagonizes the antiproliferative activity of the drug (Fig. 6C, -29%+2.5%, p<0.01), corresponding to a
two-fold decrease in camptothecin efficacy.

We next investigated whether CDA silencing could sensitize PDAC cells to DNA-damaging drugs. Thus,
we used PDACO51T primary cells?, derived from a PDAC patient with known CDA expression, that were
treated with siRNA targeting CDA for 72-hours. Control cells were transfected with a pool of control
siRNA. We found that CDA silencing inhibits PDACO51T proliferation by 2-fold (Fig. 6D, p<0.0001), thus
confirming our findings that CDA is important for PDAC cell proliferation. We extended this finding to
PDACO15T, described from another PDAC patient sample that also expressed high levels of CDA
(Extended Fig. 6B, p<0.001). Next, PDACO51T cells were then treated by 10uM of the clinically relevant
drug oxaliplatin. As shown in Fig.6E and extended Fig. 6C, a combination of CDA silencing followed by
oxaliplatin treatment significantly sensitized PDAC cells to therapy and inhibited cell proliferation, as
compared to primary cells transfected with control siRNA (-61%+5%, p<0.0001).

Further, we asked whether targeting CDA may represent a novel interventional strategy to improve
drug response in PDAC preclinical models, in vivo. Thus, PDACO51T were implanted in nude mice and
transfected with siRNA targeting CDA. Mice with PDACO51T and transfected with control siRNA were
used as control. Forty-eight hours later, mice were treated with oxaliplatin as previously described®.
The combination of siRNA transfection and oxaliplatin treatment was repeated three days later. Ten
days later, mice were sacrificed and tumors were measured and sampled. We found that tumors
receiving siRNA targeting CDA and treated by oxaliplatin showed a robust reduction in tumor growth
as compared to control tumors (-29%+2%, p<0.005, Fig.6F and extended Fig.6D). Taken together, our
results demonstrate for the first time that CDA expression is predictive of the therapeutic efficacy of
DNA- damaging drugs in PDAC, and that CDA targeting sensitizes PDAC tumors to drugs inducing
replication stress.

DISCUSSION

Exploiting DNA replication stress has recently emerged as a promising strategy for cancer therapy*
and is beginning to be explored as an attractive target for PDAC management, a disease with no
cure”®0, Still, the identification of the molecular mechanisms involved in the dependency of tumor
cells on the replication stress response is key to devise future and selective therapies centered on
enhancing both endogenous and drug-induced replication stress.

In this work, we identify that CDA, a key protein from the pyrimidine salvage pathway, is overexpressed
in the most lethal PDAC tumors, that CDA silencing provokes tumor cell death by apoptosis, and it
strongly inhibits experimental tumor growth. To our knowledge, this is the first description that CDA is
essential to PDAC tumor growth, independently of its role in tumor resistance to pyrimidine-based
therapies!!. Others have identified that PDAC cells are dependent on de novo pyrimidine production
driven by dihydroorotate dehydrogenase (DHODH)332, However, targeting DHODH would not be
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selective of PDAC cells, as we found that DHODH is equally expressed at low levels in normal and
tumoral pancreatic tissues (personal data and TCGA analysis).

In silico exploration of PDAC patient samples indicates that CDA expression is strongly associated with
DNA replication signature. In PDAC cell lines, we show that CDA promotes DNA replication and reduces
endogenous replication stress. Interestingly, these effects are independent of cell proliferation (data
not shown). Importantly, we report here that the reduction of CDA levels in PDAC cell lines slows fork
progression and increases y-H2AX levels in cells that are checkpoint and DNA damage repair proficient.
Considering that replication nucleotide shortage is one of the main promoters of replication stress and
that catalytically dead CDA mutants fail to reduce the level of DNA breaks in PDAC cells, our results
strongly suggests that CDA controls PDAC cells replication stress by recycling pyrimidines from
nucleotide degradation through the salvage pathway. This occurs upstream of the reduction of
ribonucleoside diphosphates to deoxyribonucleoside diphosphates by the ribonucleotide reductase
(RNR). Thus, our results may help revisit the central position of RNR in controlling DNA replication in
PDAC cells. Notably, we show in this study that CDA, generally considered a cytoplasmic enzyme??, is
nuclear and locates at the replication fork, but the mechanism involved is currently unclear. In
proteomic databases, CDA is documented to co-eluate with Minichromosome Maintenance Complex
Component 2 (MCM2), but we could not see this association in PDAC cells (data not shown). Hence,
our findings may revive the “dNTP channeling hypothesis” based on the existence of a functional
complex, known as 'replitase', that concentrates dNTP in the environment of replication forks for
maximal efficacy. Replitase is thought to contain enzymes that are involved in nucleotide precursors
synthesis and DNA replication, such as RNR**, NDP-kinase (NDPK) and DNA polymerase a (Pol a)%®.
Interestingly, as deoxyribonucleotides are detected in newly synthesized DNA much faster than in the
dNTP pool®, this strongly suggests that the salvage pathway may also actively participate to channel
dNTPs to the fork environment. Further studies are underway to characterize the interactome of CDA
in these cells, and to determine whether CDA belongs to the replitase complex.

Although replication stress contributes to cancer development by promoting genomic instability, it
slows down cell proliferation and activates anticancer barriers leading to apoptosis or senescence®’.
To proliferate, cancer cells must therefore bypass these barriers, while avoiding severe replicative
defects that are incompatible with cell survival. It is generally believed that cells adapt to replication
stress by modulating the intensity of the ATR-CHK1 checkpoint response. Here, we found that CDA
dampens endogenous replication stress in PDAC cells and is overexpressed in genetically unstable
tumors. In addition, we found that CDA expression is specifically elevated in primary cells from the
squamous molecular subtype, which is strongly associated with replication stress®. Therefore, it is likely
that the adaptation to replication stress mediated by increased CDA expression occurs at the expense
of genome integrity and would therefore promote cancer progression. Another important question
raised by our study concerns the mechanism by which cancer cells overexpress CDA. Oncogene
activation drives replication stress, particularly through RAS and MYC signalling, both of which are
prevalent molecular features of PDAC3®. While this field is currently unexplored in PDAC, considering
the new role of CDA we describe here, it is tempting to speculate that CDA is expressed as a result of
oncogene-induced replication stress to sustain PDAC tumors’ growth.
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Our work may have important implications for the treatment of patients, as it could influence future
studies. With a handful of mechanism-based therapies, the future of PDAC treatment lies in rational
therapy combinations for durable tumor control in patients. Our study provides a strong scientific
rationale for using CDA expression as a marker of resistance to DNA-damaging drugs used in routine
clinical practice such as SN38 and oxaliplatin. In addition, we show that targeting CDA strongly
increases tumor replicative stress and sensitizes to oxaliplatin treatment, both in vitro and in vivo.
Interestingly, Dreyer et al have recently proposed an elegant matrix for therapeutic decision using DDR
agents and/or cell cycle checkpoint inhibitors based on the DDR proficiency and the level of replication
stress of PDAC cells®. Unfortunately, DDR-proficient PDAC cells with low replication stress that account
for half of samples, respond to neither class of agent. Thus, interventional studies aimed at targeting
CDA have the potential to raise the level of replication stress in PDAC tumors in combination with ATR
or WEE1 inhibitors, which can be further combined with PARP inhibitors in the context of DDR
deficiency.

MATERIALS AND METHODS
Cell lines and culture conditions

MIA PaCa-2, BxPC-3, Capan-1, Hela S3 human cancer cells were obtained from ATCC and cultured in
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) 4.5g/L glucose (for MIA PaCa-2) or Roswell Park Memorial
Institute medium (RPMI) (BxPC-3 and Capan-1) containing 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 100 IU/mL
penicillin, 100pg/mL streptomycin, and 250ng/mL fungizone (AB). Cells were incubated at 37°C with
5% CO,. Pancreatic cancer patient-derived cell lines (PDCL) PDACO15T and PDACO51T were cultured
as described before?. Cells were incubated at 37°C with 5% CO..

Mouse models

Experimental procedures performed on mice were approved by the ethical committee of INSERM
CREFRE US006 animal facility and authorized by the French Ministry of Research: APAFIS#3600-
2015121608386111v3. MIA PaCa-2 (2x10e6) stably expressing luciferase and shRNA targeting CDA
following lentiviral delivery were engrafted into the pancreas of SCID CB17 mice as previously
described®®. MIA PaCa-2 cells expressing random hairpins were used as control. Tumor progression
was monitored once per week by luminescence after intra peritoneal injection of Rediject D-Luciferin
(Perkin Elmer). Measurement of luminescence was assessed with VIS Spectrum (Perkin Elmer). For
interventional studies, 1x10e6 PDAC015T cells resuspended in matrigel were injected subcutaneously
in atymic mice. Tumors were measured with a caliper and tumor volume was calculated using the
formula V = (Width? x Lenght)/2. Two weeks later, tumors ranging from 150 to 350 mm?3 were
randomized in two groups (day 0). Tumors were injected intratumorally at days 0 and 5 with 4ug of
siRNA pool targeting CDA (Dharmacon) using in vivo JetPEI (N/P=6) according to the manufacturer’s
recommendation (Polyplus). Tumors receiving control siRNA pool (Dharmacon) were used as control.
At days 2 and 7, mice received 5mg/kg oxaliplatin I.V. Mice were sacrificed at day 10.

Patient cohorts and clinical sample processing
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We used two patient cohorts for CDA expression analysis in PDAC and normal adjacent tissues. The
first one includes pancreatic tissue samples obtained from patients receiving pancreatic surgery
following the policies and the practices of the facility’s ethical committee at the Centre Hospitalo-
Universitaires (CHU) of Toulouse and Bordeaux, and the Cancéropole Grand Sud-Ouest (France), as
stated before®. All patients gave their informed written consent. Histopathology faculty selected
cancerous pancreatic tissue with matched adjacent tissue. RNA was extracted and processed as stated
before*’. The second cohort was established from pancreatic carcinoma tissues and normal adjacent
pancreatic parenchyma collected from 48 patients who had undergone surgical resection for ductal
adenocarcinoma of the pancreas between 2003 and 2011 at the Bellvitge Hospital, Barcelona, Spain®.
The study was approved by the Ethical Committee of University Hospital of Bellvitge CEIC 02/04 and
written informed consent was obtained from all patients for the use of their tissues.

Plasmid cloning

For silencing studies, lentiviral vectors encoding for shRNAs sequences targeting CDA
(CCGGCATGAGAGAGTTTGGCACCAACTCGAGTTGGTGCCAAACTCTCTCATGTTTTTG ) were cloned into
pLKO.1 puromycin vector and obtained from Sigma. Vectors encoding for random shRNA (Sigma) were
used as a control. For overexpression studies, we generated an open reading frame (ORF) for CDA by
PCR that was subcloned in pDonor221 (Invitrogen). CDA E67Q catalytically inactive mutant*? was
generated by site directed mutagenesis according to the manufacturer instructions (New England
Biolabs). Lentiviral expression constructs were obtained by cloning CDA and CDAE67Q ORF into pCMV
blasticidin DEST 706-1 vectors (Addgene) using the Gateway® strategy (Invitrogen). Luciferase was
used as a control. All constructs were sequence verified. Lentiviral particles were produced in HEK
293FT cells aspreviously described®® and quantified for p24 presence using INNOTEST HIV Antigen
mAb (Fujirebio). For lentiviral transduction of shRNAs and ORF-expressing constructs, 250ng
p24/50.000cells were used in Opti-MEM medium (ThermoFisher Scientific) containing 4ug/mL
protamin sulfate, as previously described®. Transductions were performed overnight, the medium
was changed the next day and transduced cells were selected with 5ug/mL 2 days later. Cell cultures
were maintained as pools and certified mycoplasma-free (Lonza).

Proliferation assay

For proliferation studies, 6x10e3 cells were seeded in 96-well plates in 100ul of complete medium.
Medium was changed and cells were treated 24h after seeding. Confluence was quanitfied non-
invasively using the Incucyte Zoom (Sartorius). For silencing studies, siRNA smartpools were purchased
from Dharmacon. Cells were transfected with 20nM siRNA targeting CDA using JetPrime (Polyplus) as
per the manufacturer recommendation. Control cells were transfected with control siRNA
(Dharmacon). Three days later, cells were treated or not with 10uM oxaliplatin and cell confluence was
monitored as previously described.

Colony formation assays were performed in 6-well plates, with 250 cells initially seeded. Colony
presence was revealed at day 10 by cold methanol staining and Crystal violet coloration. Density was
measured with Image lab software (BioRAD).
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RNA isolation and gene expression analysis

Total RNA was extracted with RNeasy kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions; quality
and quantity were measured on a Nanodrop (Thermo Scientific). cDNA synthesis was performed with
Revertaid H minus kit (Thermo Scientific). cDNA expression analysis was performed using Sybr Green
(Bio-RAD) quantitative real time PCR on a StepOne (ThermoFisher Scientific). CDA forward: GGGG ACA
AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TAT GGC TAT GGC CCA GAA GCG T. CDA reverse: GGGG AC CACTTT
GTA CAAGAAAGCTGG GTTCACTGAGTCTTCTG.

Western Blot

Total cell lysate protein extraction forimmunoblot analysis was performed using RIPA buffer (Biotech)
(Tris-HCI 50mM pH=8, NaCl 150mM, NP40 0,5%, sodium deoxycholate 0,5%, SDS 0,1%) in the presence
of protease inhibitors (Sigma). Extracts were separated by SDS-PAGE under reducing conditions,
transferred to a nitrocellulose membrane and analysed by immunoblotting for cleaved PARP (bethyl
9541), Cleaved caspase-3 (Cell signalling #9664, 1:1000), P-Chk1 S345 (Cell signaling #2348, 1:1000),
Chk1 (Cell signaling #2360, 1:1000), CDA (abclonal A13959, 1:1000), FLAG, (Sigma Aldrich F1804,
1:5000), GAPDH (Cell signaling #5174, 1:5000), actin B (santa cruz sc-47778, 1:2000), HSP90 (Cell
signaling #4874, 1:2000), SP1 (Santa cruz sc-59 1:5000), 4EBP1 (Cell signalling #9644 1:5000), PCNA
(Sigma Aldrich P8825), MCM7 (Abcam ab2360). Appropriate HRP conjugate secondary antibodies were
from Promega. Signal was detected using the ECL system (BioRAD) according to the manufacturer’s
instructions. Densitometry of the blots was done using Chemidoc (BioRAD) and image Lab software.

Cytoplasmic/nuclear extract isolation was performed as following: cell pellet was resuspended in
10mM TRIS, pH 7.4 containing 1.5mM MgCl2, 5mM KCl, 0.5mM dithiothreitol, 0.5%NP40 and 0.5mM
phenylmethylsulfonyl fluoride complemented with protease inhibitors and incubated onice for 10min.
The mixture was centrifuged for 15min at 4°C at 2000 rpm. Supernatant was collected (cyplasmic
fraction) and the pellet was washed and centrifuged twice with the same buffer as previously. The
pellet was then resuspended in 20mM TRIS, 0.025% glycerol, 1.5mM MgCl,, 0.5mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.2mM EDTA, 0.5mM dithiothreitol and 0.4M NaCl complemented with
protease inhibitors and incubated on ice for 15min. The mixture was centrifuged 20min at 4°C at
12000rpm and supernatant was collected (nuclear fraction).

Indirect immunofluorescence protocol

Cells were seeded in 6-well or 12-well plates, containing coverslips, in 1-3mL of complete medium.
Medium was changed and cells were treated 24h after seeding. For the study of cells in S-phase, EdU
10uM (5-ethynyl-2'-deoxyuridine, ThermoFisher Scientific) diluted in fresh medium was added in the
well for 10 minutes (MIA PaCa-2), 15 minutes (Capan-1) or 20 minutes (BxPC-3). Then, cells were pre-
extracted with 0.2% triton 3 minutes, fixed in 4% PFA 15 minutes and permeabilized with 0.5% Triton
X-100 for 20 minutes. For revealing EdU, the Click-iT EdU Imaging kits protocol (ThermoFisher
Scientific) was followed. Samples were blocked with PBS 5% BSA. Primary antibodies were mouse anti-
phospho-Histone (Ser139) (JBW301, Milipore 05-636, 1:1000), rabbit anti-phospho-53BP1 (S1778)
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(Cell Signaling #2675, 1:1000), rabbit anti-phospho-RPA2 (S4-S8) (Bethyl A300-245A, 1:500), rabbit
anti-RPA70 (Cell Signaling #2267, 1:500), rabbit anti-FANCD2 (NOVUSBIO NB100-182, 1:1000) and
rabbit anti-53BP1 (Bethyl A300-272A, 1:2500). DNA was stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) and images acquired as followed. Images acquires on Nikon DS-Qi2 fluorescence microscope
and Imagel and CellProfiler were used to quantify the number of foci and staining intensity per nucleus.
For each condition, at least 500 cells were measured. For quantification in early mitotic cells, at least
50 prophase and pro-metaphase cells were counted.

DNA fibre assay

Cells were seeded in @6cm petri dishes in 3mL of complete medium. Cells were incubated with 50uM
IdU and 100uM CldU for 30 minutes at 37°C, with washing between the two pulses. Cells were
harvested, resuspended (0.5 10° — cells/mL in PBS) and 2uL were spotted onto microscope slides after
what were added 7uL of lysis buffer (200mM TriHCI pH7.4, 50mM EDTA 0.5M, 0.5% SDS). Glass slides
were tilted and dried overnight, DNA spreads were then fixed in ethanol/acetic acid (3:1) 20 minutes
at -20°C. Samples were incubated in Pepsin Buffer (0.5mg/mL Pepsin, 30mM HCl) at 37°C for 20
minutes, denaturated in HCI 2.5M at 37°C for 45 minutes and blocked in PBS 1% BSA 0.1% tween-20.
DNA fibers were incubated with mouse-FITC-anti-bromodeoxyuridine (detects IdU, B44, Becton
Dickinson, 1:50) and rat-anti-bromodeoxyuridine (detects CldU, abcam ab6326, 1:100), at 37°C for 1
hour and then with anti-mouse IgG AlexaFluor 488 (Invitrogen A11029, 1:200) and anti-rat I1gG
AlexaFluor 555 (Invitrogen A21094, 1:200), at 37°C for 1 hour. Images were acquired on Nikon DS-Qi2
fluorescence microscope and Axio Observer Z1 Zeiss and Imagel was used to quantify the length of
DNA tracks in um. In each condition, at least 100 fibres were measured.

iPOND assay

EdU-labeled sample preparation. MIA PaCa-2 cells overexpressing CDA-FLAG (~2.10% cells per
condition) were incubated with 10uM of EdU for 15 minutes. For pulse-chase experiments with
thymidine, EdU-labeled cells were washed once with warm media to remove the EdU and then
incubated with 10uM thymidine for 2 hours. Next, cells were cross-linked in 2% PFA for 15 minutes,
guenched using 0.125M glycine and washed with three times with PBS. Collected cell pellets were
frozen at -80°C. Cells were permeabilized with 0.5% triton for 30 min and click chemistry was used to
conjugate biotin-TEG-azide (Eurogentec) to EdU-labelled DNA in PBS containing 10 mM sodium
Ascorbate, 10 uM biotin-TEG-azide, 2 mM CuSQO,. Cells were re-suspended in lysis buffer (10 mM
Hepes-NaOH; 100 mM NaCl; 2 mM EDTA PH8; 1 mM EGTA; 1 mM PMSF; 0.2% SDS; 0.1% Sarkozyl) and
sonication was performed using a Qsonica sonicator with the following settings: 30% power, 20 sec
constant pulse and 50 sec pauses for a total sonication time of 5 min on ice with water. Lysates were
centrifuged at 13,200 rpm for 10 mins at RT. Supernatants were normalized by DNA quantification
using a nanodrop device. Biotin conjugated DNA-protein complexes were captured using overnight
incubation with magnetic beads coated with streptavidin (Ademtech). Captured complexes were
washed with lysis buffer and 500 mM NaCl. Proteins associated with nascent DNA were eluted under
reducing conditions by boiling into SDS sample buffer for 30 min at 95°C and analyzed by Western blot.
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RNAseq data analysis

RNA-seq data was first converted from Illumina format to fastg using

bcl2fastg pttps://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/bcl2fastg-conversion-
software.html). Quality control was performed with fastgc and adaptor sequences were trimmed using
Trimmomatic. Quality control with fastqc was run again after adaptor removal. Gene expression was

quantified at the transcript level by Salmon. Import of Transcript-level abundances and counts from
Salmon and name conversion to HUGO gene symbols was performed with the tximport R package.
Differential expression analysis was performed with DeSeqg2 using CTRL samples as the reference for
the sign of the log2FoldChange.

Functional enrichment

Enrichment analyses were performed using GSEA Hallmarks and Reactome and most other pathways
were extracted from MSigDB. No genes were removed during the analysis.

TCGA

HTSeq counts for pancreas were downloaded from the gdc portal. Curated pancreas samples were
filtered based on information from!®. Samples were classified according to low (less than second
quartile), normal (between second and third quartile) and high (higher than third quartile) values of
CDA expression. Differential expression analysis comparing low CDA vs high CDA samples was
performed with DeSeq using low samples as the reference for the sign of the log2FoldChange. A similar
procedure was used to define the low/high DHODH/BRCA/POLQ sample sets.

Instability signatures and metrics

The CINSARC signature gene list was obtained from?’. Aneuploidy score and Mutational Load score
(number of mutations per Mb) data was downloaded from the gdc portal.

Statistical analysis

Unpaired Student’s t-or Wilcoxon-Mann-Whitney tests were used to determine the statistical
significance of differences between two groups using GraphPad Prism 9 software with the default
settings. Methods of statistical analysis are indicated in the figure captions. Values are presented as
*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.005 and **** P<0.001. Error bars are s.e.m. unless otherwise
stated. The experiments were performed with a sample size n greater than or equal to three replicates
and the results from representative experiments were confirmed in at least two independent
experiment repeats and multiple cell lines. For the animal studies, female mice were used in an age-
matched manner. Sample sizes (n = 5 mice) were calculated using a t-test for two-group independent
samples (ensuring that a power of 0.8 was reached) and a significance level of 0.05. P <0.05 was
considered statistically significant. When monitoring tumor growth, the investigators were blinded
tothe group allocation during bioluminescence imaging but were aware of group allocation when
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assessing the outcome. For the other experiments, sample size was determined empirically based on
our preliminary or previous studies; experiments were not randomized; and the investigators were not
blinded to allocation during the experiments or outcome assessment. No data were excluded from the
analyses.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. CDA is overexpressed in PDAC tumors and essential to cell proliferation and tumor growth.

A. Expression of CDA mRNA in pancreatic tumors and matched normal tissue (n=37) from CHU
Toulouse and Idibell cohorts. ***p<0.001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). B. CDA mRNA expression
inPDAC tumors from TCGA with basal (n=37) or classic (n=40) molecular subtype. p<0.005. C. Kaplan
Meyer survival plot for CDA expression in PDAC patients (n=41). D. Proliferation of CDA-depleted and
control MIA PaCa-2 cells measured with the IncuCyte Zoom. Representative of at least three
independent experiments performed in triplicate. ***p<0.001 (unpaired t-test) E. Colony formation
assay of CDA-depleted vs MIA PaCa-2 control cells. Representative of four independent experiments
performed from four different transductions and mean quantification of colony areas. *: p-value < 0.05
respectively (unpaired t-test). F. Annexin V staining of MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells, stably
expressing or not CDA hairpins. Mean of four independent experiments from three different
transductions. *: p-value < 0.05 (unpaired t-test). G. Western blotting of key apoptotic proteins:
cleaved PARP, cleaved caspase 3 in CDA-depleted vs MIA PaCa-2 control cells. Representative of seven
and five independent experiments respectively. H. Representative tumor formation and growth
monitoring in mice with CDA-depleted or control MIA PaCa-2 experimental tumors.

Figure 2. CDA increases replication fork speed and restart efficiency in PDAC cells. Enrichment plots for
DNA replication pathway (GSEA-Reactome) of (A) CDA high expressing TCGA PDAC samples (high CDA
n=39, low CDA n=38) and (B) MIA PaCa-2 cells overexpressing CDA. Such enrichment was not found in

cells overexpressing the catalytic mutant of CDA. Representative of 5 independent transduction pools.
C. Schematic procedure of DNA stretching experiment. IdU = 5-lodo-2'-deoxyuridine, CldU = 5-chloro-
2’-deoxyuridine. D. Immunofluorescence detection of IdU (green) and CldU (red) DNA tracks after DNA
stretching of MIA PaCa-2 overexpressing or not CDA, white arrows show the measured red tracks. E.
Quantification of the length of DNA tracks (um), at least 100 DNA fibres were measured per condition.
**%*: p<0.001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). F. Immunofluorescence detection of IdU (green) and
CldU (red) DNA tracks after DNA stretching of control MIA PaCa-2 cells, or cells overexpressing CDA,
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white arrows show the measured CldU tracks. HU: Hydroxyurea, treatment at 4mM for 1h. G.
Quantification of the length of CldU tracks after HU treatment (um), at least 70 DNA fibres were
measured per condition. Results are representative of 3 independent transduction pools. ****:
p<0.0001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). H. IPOND experiment in MIA PaCa-2 cells overexpressing
CDA-FLAG. PCNA and MCM7 were used as control. Cells were treated with EdU and revealed or not
with Click-it EAU (EdU- and EdU+, respectively). After EdU incorporation, cells were treated with
Thymidine to chase EdU and to address whether candidate proteins progress with replication fork.
Results are representative of four independent experiments.

Figure 3. CDA controls replication stress levels in PDAC cells. A. Immunofluorescence detection of IdU
(green) and CldU (red) DNA tracks after DNA stretching of MIA PaCa-2 cells expressing or not CDA
hairpins, white arrows show the measured red tracks, Aphidicoline treatment 24h at 0,2uM was used

as a positive control of DNA elongation inhibition, IdU: iodo deoxyuridine, CldU: chloro-deoxyuridine.
B. Quantification of the length of DNA tracks (um), at least 150 fibres were measured per condition.
Results representative of three independent experiments. ****: p<0.0001 (Mann & Whitney test). C.
Enrichment plot for Reactome activation of ATR in response to replication stress pathway in MIA PaCa-
2 cells depleted for CDA (CDA hairpins), NES = 1,76, p <0.01. Results are representative of three
independent transduction pools. D. Western Blotting for P-Chk1 (S345), and Chk1 in MIA PaCa-2 cells
depleted for CDA or expressing control hairpins. B-actin is used as loading control. Results are
representative of three independent pools of transduction. E. Immunofluorescence detection of P-
H2AX foci (S139) (green), DAPI (blue) and EdU (red). F. Quantification of yH2AX foci in S-phase cells
(EdU+), in at least 500 control cells of cells overexpressing CDA (MIA PaCa-2) and CDAE67Q (MIA PaCa-
2) or depleted for CDA (CDA hairpins, BxPC-3, G). Results are representative of three independent
transduction pools. ***: p<0.001 (Mann & Whitney test). H. Immunofluorescence detection of P-
53BP1 (green) and EdU (red). Quantification of the number of p-53BP1 foci and intensity per cell in S-
phase (EdU+, red) in at least 500 cells control cells, in MIA PaCa-2 overexpressing CDA (CDA, 1) or BxPC-
3 depleted for CDA (CDA hairpins, J). Results are representative of three independent transduction
pools of MiA PaCa-2 and two independent transduction pools of BxPC-3. ****: p<0.0001 (Wilcoxon-
Mann-Whitney test).

Figure 4. CDA controls genomic instability of PDAC cells. A. Immunofluorescence detection of FANCD2

foci (green), DAPI (blue). B. Quantification of the number of FANCD2 foci in early mitotic cells
(prophase, metaphase) in at least 100 control cells, or cells overexpressing CDA (MIA PaCa-2) or
depleted for CDA (CDA hairpins, Capan-1). ****: p<0.0001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). C.
Fluorescence detection of micronuclei using DAPI staining, white arrows show micronuclei. D.
guantification of the percentage of MIA PaCa-2 and BxPC-3 cells with at least one micronucleus. Results
arerepresentative of three independent transduction pools. *: p<0.05 (Wilcoxon-Mann-Whitney test).
E. Immunofluorescence detection of 53BP1 bodies (green) and DAPI (blue). F. Quantification of the
number of 53BP1 bodies in G; cells in at least 1000 control cells and cells expressing CDA hairpins.
Results are representative of three independent transduction pools. ***: p<0.001 (Wilcoxon-Mann-
Whitney test).
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Figure 5. CDA expression is associated with genetic instability in PDAC tumors. Enrichment plots for A)

Activation of ATR in response to replicative stress (Reactome — GSEA) and B) CINSARC signatures in
TCGA PDAC samples expressing high or low CDA mRNA levels. C. Quantification of Aneuploidy score in
TCGA PDAC samples with high and low levels of CDA, DHODH, BRCA and POLQ expression. Aneuploidy
score is the total number of chromosome arms containing at least one variation of copy number in
anarm, per sample (Taylor et al. 2018). **: p<0.01 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). D. Quantification
of the number of non-silent mutations per Mb in TCGA PDAC samples with high and low levels of
CDA, DHODH, BRCA and POLQ expression. ***: p<0,001, **: p<0,01 (Wilcoxon-Mann-Whitney test)
(TCGA PDAC samples: n=39 high CDA, n=38 low CDA, n=34 DHODH high, n=33 DHODH low, n=33 BRCA
high, n=34 BRCA low, n=34 POLQ high and n=34 POLQ low).

Figure 6. CDA drives resistance to replication stress-inducing drugs in PDAC cells. A. Correlation plot of

CDA expression and logiolCso for irinotecan in PDAC cell lines from CCLE. B. ICso of irinotecan, SN38,
cisplatin, temozolomide and mitoxantrone in PDAC cell lines with high and low CDA expression (n=4
for each). *: p<0.05, **: p<0.01 (unpaired t-test). C. Cell confluence (%) of MIA PaCa-2 control cells or
overexpressing CDA and CDAE67Q catalytically inactive mutant and treated for 72h by 10uM
campthotecin. *: p<0.05, **: p<0.01, ***. p<0.005 (unpaired t-test). D. Cell confluence (%) of
PDACO51T cells depleted for CDA using siRNA 72 hours after transfection. **: p<0.01, ****: p<0.001
(unpaired t-test). E. Long term confluence follow-up of PDACO51T cells transfected with control or CDA
siRNA, then treated by 10uM oxaliplatin ****: p<0.001 (unpaired t-test). F. Tumor growth (fold
increase) of PDACO51T cells treated by siRNA targeting CDA and receiving oxaliplatin (n=7). Control
tumors received control siRNA gnd oxapliplatin (n=6) ***: p<0.005 (unpaired t-test).

Extended Figure 1. CDA is overexpressed in PDAC tumors and essential for cell proliferation and tumor

growth. A. CDA expression (mRNA) in pancreatic tumors (red, n=179) and normal pancreas (grey,
n=171) of TCGA PDAC samples. *: p<0,05 (unpaired t-test). B. CDA mRNA expression in primary cells
from squamous and pancreatic molecular subtype. *: p<0.05. C. CDA mRNA expression in MIA PaCa-
2receiving CDA hairpins vs control cells (control hairpins). Mean of nine independent pools of
transduction. ***: p<0.001 (unpaired t-test). D. Western Blotting of CDA in MIA PaCa-2 cells receiving
CDA hairpins vs control cells (control hairpins). Representative of at least nine independent pools of
transduction. Long term follow-up of cell confluence (%) of Capan-1 cells (E) transduced with CDA
hairpins and control hairpins and (F) of BxPC-3 transfected with CTRL siRNA or CDA siRNA. G. Mean
guantification of the tumor growth of MIA PaCa-2 cells expressing CDA hairpins as compared to control
cells and assessed by luminescence (n=6 per group). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 (unpaired t-
test).

Extended Figure 2. CDA increases replication fork speed and restart efficiency in PDAC cells. A. CDA

expression (mRNA) in cells overexpressing control, CDA or CDAE67Q. Representative of five
transduction pools. ***: p<0.001 (paired t-test). B. Western Blotting for CDA and FLAG in cells
overexpressing control, CDA —FLAG or CDAE67Q-FLAG cells. HSP90 is used as a loading control.
Representative of five transduction pools. C. CDA activity (relative fluorescence units) measured by
CDA activity assay (fluorometric assay) in MIA PaCa-2 cells overexpressing luciferase (control), CDA
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or CDAE67Q. Representative of three transduction pools. *: p<0.05 (unpaired t-test). D. Percentage
of CldU positive fibers following HU treatment, in cells overexpressing CDA versus cells
overexpressing luciferase (control). Representative of three independent transduction pools. ***:
p<0.001 (unpaired t-test). E. Western Blotting of CDA-FLAG, 4EBP1 and SP1 in cytosolic and nuclear
fractions of MIA PaCa-2 cells overexpression FLAG-CDA cells. Representative of three independent
experiments. F. Schematic procedure of iPOND experiment. G. IPOND experiment in Hela S3 cells.
PCNA is used as control. Results are representative of 3 independent experiments.

Extended Figure 3. CDA controls replication stress levels of PDAC cells. Western Blotting for P-Chk1
(5345) and Chk1, HSP90 and GAPDH were used as loading control, in (A) control Capan-1 cellls and
Capan-1 cells expressing CDA hairpins and in (B) control BxPC-3 cells and BxPC-3 cells expressing CDA

hairpins C. Quantification of the number of y-H2AX foci per cell in S-phase in Capan-1 cells depleted of
not for CDA (CDA hairpins, control hairpins). Results are representative of three independent
transduction pools. ****: p<0,0001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test). Quantification of the number of
y-H2AX foci in S-phase cells in MIA PaCa-2 treated with (D) 100uM of CDA inhibitors THU and DR for
72 hours or (E) 1mM Cytidine (C), Deoxycytidine (dC) or both for 72 hours. Results are representative
of two independent experiments. *: p<0.05, ***: p<0.001, ****: p<0.0001 (Wilcoxon-Mann-Whitney
test). F. Quantification of RPA foci per S-phase cells (EdU+) (at least 500 cells) in MIA PaCa-2 cells
overexpressing CDA versus control cells. Results are representative of three independent transduction
pools. ***: p<0.001 (Wilcoxon-Mann-Whitney test).

Extended Figure 4. CDA controls genomic instability of PDAC cells. Quantification of the percentage of

Capan-1 (A) or MIA PaCa-2 cells (B) depleted for CDA with at least one micronucleus as compared to
control and. Representative of five independent experiments for Capan-1 and two independent
experiments for MIA PaCa-2. **: p<0,01 (paired t-test).

Extended Figure 6. CDA drives resistance to replication stress-inducing drugs in PDAC cells. A.

Correlation plot of CDA expression and logiolCso Irinotecan in PDAC cell lines from CCLE. B. Cell
confluence (%) of PDACO15T transfected with control siRNA or CDA siRNA, 72 hours after transfection.
**: p<0.01, ****: p<0.0001, unpaired t-test. C. Representative captions of PDACO51T cells treated by
siRNA targeting CDA and 10uM oxaliplatin. D. Individual tumor growth of tumors, 10 days following
treatment by CDA siRNA and oxaliplatin (n=7) or receiving control siRNA and oxaliplatin (n=6).
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Table 1

NAME ES NES |NOM p-val| FDRg-val | SIZE
REACTOMEiDEPOSITIONiOFiNEWE(EZrlﬁ:g E’('I:EORI\ElT,t\lNlNGJ\IUICLEOSOMESJ&TJH E| 0,748 | 2,3021 0 o 26
REACTOME_DNA_REPLICATION 0,6038 | 2,2845 0 0 157
REACTOME_CELL_CYCLE 0,5649 | 2,2644 0 0 319
REACTOME_MITOTIC_M_M_G1_PHASES 0,6025 | 2,2103 0 3,08E-04 | 142
REACTOME_RNA_POL_|_PROMOTER_OPENING 0,7806 | 2,1812 0 2,47E-04 29
REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC 0,5591 | 2,1782 0 2,05E-04 | 260
REACTOME_PACKAGING_OF_TELOMERE_ENDS 0,7957 | 2,1750 0 1,76E-04 26
REACTOME_MITOTIC_G1_G1_S_PHASES 0,6025 | 2,1483 0 3,04E-04 | 112
REACTOME_G1_S_TRANSITION 0,6199 | 2,1140 0 4,09E-04 92
REACTOME_MITOTIC_PROMETAPHASE 0,6241 | 2,0892 0 6,20E-04 69
REACTOME_S_PHASE 0,6146 | 2,0736 0 6,81E-04 90
REACTOME_CHROMOSOME_MAINTENANCE 0,6096 | 2,0627 0 6,24E-04 81
REACTOME_RNA_POL_I_TRANSCRIPTION 0,6463 | 2,0334 0 9,58E-04 52
REACTOME_TELOMERE_MAINTENANCE 0,6617 | 2,0177 0 0,0012 a6
REACTOME_SYNTHESIS_OF DNA 0,6040 | 2,0176 0 0,0011 76
REACTOME_CYCLIN_E_ASSOCIATED_EVENTS_DURING_G1 S _TRANSITION 0,6380 | 2,0032 0 0,0013 58
REACTOME_SCFSKP2_MEDIATED_DEGRADATION_OF_P27_P21 0,6575 | 1,9924 0 0,0016 49
REACTOME_CELL_CYCLE_CHECKPOINTS 0,5721 | 1,9921 0 0,0015 101
REACTOME_MEIOTIC_RECOMBINATION 0,6379 | 1,9761 0 0,0018 51
REACTOME_REGULATION_OF_MITOTIC_CELL_CYCLE 0,5947 | 1,9720 0 0,0018 72
REACTOME_ORC1_REMOVAL _FROM_CHROMATIN 0,6226 | 1,9647 0 0,0020 57
REACTOME_GAP_JUNCTION_TRAFFICKING 0,7490 | 1,9558 0 0,0022 22
REACTOME_INTERFERON_ALPHA_BETA_SIGNALING 0,6106 | 1,9433 0 0,0026 57
REACTOME_MEIOTIC_SYNAPSIS 0,6343 | 1,9271 0 0,0031 a5
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Table 2

NAME ES NES | NOM p-val | FDR q-val| SIZE
REACTOME_PD1_SIGNALING 0,8315 | 1,9941 0 0,0240 18
REACTOME_INTERFERON_SIGNALING 0,5695 | 1,9797 0 0,0167 | 144
REACTOME_DNA_REPLICATION 0,5610 | 1,9787 0 0,0111 | 158
REACTOME_G1_S_TRANSITION 0,5836 | 1,9270 0 0,0183 96
REACTOME_MITOTIC_M_M_G1_PHASES 0,5584 | 1,9256 0 0,0148 | 139
REACTOME_ORC1_REMOVAL_FROM_CHROMATIN 0,6198 | 1,8950 0 0,0200 59
REACTOME_METABOLISM_OF_NUCLEOTIDES 0,6164 | 1,8950 0 0,0171 64
REACTOME_M_G1_TRANSITION 0,6013 | 1,8905 0 0,0153 70
REACTOME_ASSEMBLY_OF_THE_PRE_REPLICATIVE_COMPLEX 0,6245 | 1,8836 0 0,0145 57
REACTOME_CYTOKINE_SIGNALING_IN_IMMUNE_SYSTEM 0,5075 | 1,8828 0 0,0135 | 246
REACTOME_INTERFERON_ALPHA_BETA_SIGNALING 0,6130 | 1,8768 0 0,0137 59
REACTOME_SYNTHESIS_OF DNA 0,5833 | 1,8587 0 0,0175 81
REACTOME_PYRIMIDINE_METABOLISM 0,7429 | 1,8552 | 0,0036 0,0169 22
REACTOME_PURINE_METABOLISM 0,6899 | 1,8265 | 0,0036 0,0241 30
REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC 0,4919 | 1,8186 0 0,0254 | 263
REACTOME_S_PHASE 0,5482 | 1,8122 0 0,0253 96
REACTOME_SIGNALING_BY_FGFR1_MUTANTS 0,7015 | 1,8100 0 0,0245 26
REACTOME_P53_INDEPENDENT_G1_S_DNA_DAMAGE_CHECKPOINT 0,6086 | 1,8030 0 0,0248 48
REACTOME_CELL_CYCLE_CHECKPOINTS 0,5517 | 1,8007 0 0,0240 | 101
REACTOME_CDT1 ASSOCIATION WITH THE CDC6 ORC_ORIGIN COMPLEX 0,6076 | 1,7951 0 0,0245 48
REACTOME_MITOTIC_G1_G1_S_PHASES 0,5302 | 1,7593 0 0,0378 | 116
REACTOME_REGULATION_OF_MITOTIC_CELL_CYCLE 0,5443 | 1,7516 | 0,0032 0,0396 75
REACTOME_CDK_MEDIATED PHOSPHORYLATION AND REMOVAL OF CDC6 0,5946 | 1,7431 | 0,0050 0,0424 46
REACTOME_PHOSPHORYLATION_OF_CD3_AND_TCR_ZETA_CHAINS 0,7450 | 1,7382 | 10,0019 0,0429 16
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Discussion
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1. Mécanismes moléculaires

Cette étude révele une nouvelle fonction de la CDA dans la régulation des niveaux de stress réplicatif
et son influence sur la réponse au traitement des cellules cancéreuses pancréatiques. Tout d’abord
nos résultats montrent la surexpression de la CDA dans les tumeurs pancréatiques ainsi que son
importance pour le développement de tumeurs expérimentales et la prolifération cellulaire. Il aurait
été intéressant de réaliser des coupes histologiques afin de marquer la CDA dans les cellules tumorales
et les cellules du microenvironnement (cellules stromales et bactéries). Ainsi il aurait été possible de
confirmer que la surexpression de CDA, mise en évidence via I’étude I'ARN, est bien visible dans les
cellules tumorales. Il est toutefois intéressant de relever que la CDA n’est pas la seule enzyme de
synthése des pyrimidines fortement exprimée dans le PDAC. En effet, d’aprées les données RNA-seq
des lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques (CCLE, cancer cell line encyclopedia), les genes des
voies de recyclage et biosynthése des pyrimidines les plus exprimés sont CDA, DCK, UPP1 et TK1, toutes
issues de la voie de recyclage des pyrimidines (voir Figure 44).
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Figure 44 : Expression des ARNms (exp(xIn(2)) codants pour les génes impliqués dans le recyclage ou la
biosynthése des pyrimidines. Données extraites de la base de données CCLE (cancer cell lines atlas).

De plus, la thymidylate synthétase (TS) et la nucléoside diphosphate kinase (NDPK), qui sont
nécessaires pour métaboliser 'UMP (uridine monophosphate), sont aussi fortement exprimées
(résultats non montrés). En conséquent toutes les enzymes impliquées dans le métabolisme du dC/dU
vers la formation du dTTP final sont tres exprimées dans les lignées pancréatiques cancéreuses alors
que les enzymes de biosynthése (DHODH, CAD et UMPS) sont beaucoup plus faiblement exprimées
(voir Figure 44 et Figure 45). Nous avons confirmé ces différences d’expressions de CDA et de DHODH
au niveau protéique dans plusieurs lignées cancéreuses pancréatiques (non montrées). Ces résultats
suggerent que les génes de la voie de recyclage des pyrimidines sont plus exprimés que les génes de
la voie de synthése de novo dans les cellules cancéreuses pancréatiques.
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Figure 45 : Enzymes des voies de recyclage et de biosyntheése des pyrimidines les plus exprimées dans les données
lignées cancéreuses pancréatiques (CCLE). L'action de ces enzymes est pointée avec une fleche rouge.

Dans les données RNA-Seq de lignées cellulaires de PDAC dérivées de patients (PDCL), CAD et UMPS
sont exprimés plus fortement que dans les lignées cellulaires du CCLE (résultats non montrés).
Cependant la DHODH, nécessaire pour la voie de biosynthése, reste faiblement exprimée. Chaque type
de cancer a sa propre dépendance pour la voie de biosynthése ou pour la voie de recyclage des
nucléotides. En effet, la contribution de chacune de ces deux voies dépend du type cellulaire et du
stade de développement®'¥™#13, Etant donné la capacité des cellules cancéreuses pancréatiques a
survivre dans des conditions extrémes de privation métabolique, jusqu’a dégrader leur matrice
extracellulaire pour se fournir en nutriments”’, combinée aux données transcriptomiques présentées
ci-dessus, nous suggérons que les tumeurs pancréatiques seraient dépendantes de la voie de recyclage
des pyrimidines dont la CDA est essentielle. D’apres nos résultats, le ciblage de la CDA est létal pour
les cellules de PDAC, alors que la voie de novo toujours fonctionnelle permet de métaboliser des
nucléotides, argumentant pour une dépendance des cellules cancéreuses pancréatiques pour la CDA.
D’autres études fonctionnelles sont nécessaires pour confirmer cette hypothese. Il serait par exemple
intéressant d’étudier les conséquences moléculaires de I'inhibition d’enzymes des voies de recyclage
et de biosynthese afin de mieux comprendre la dépendance des cellules cancéreuses pancréatiques
pour ceux deux voies.

D’autre part, nos études transcriptomiques, basées sur les tumeurs pancréatiques du TCGA et sur un
modele cellulaire de surexpression de I'’enzyme, démontrent une forte corrélation entre I'expression
de CDA et l'enrichissement des genes impliqués dans la réplication de 'ADN (REACTOME). La
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surexpression de la forme mutante de la CDA n’est pas associée a cet enrichissement. De plus, nous
montrons par étalement des fibres d’ADN que la CDA augmente la vitesse des fourches de réplication.
Ensuite, aprés un blocage des fourches de réplication par un traitement fort de HU (Hydroxy-Urée,
inhibiteur de RNR), la synthese d’ADN est aussi plus rapide dans les cellules surexprimant la CDA. Ces
résultats suggerent que la CDA aide les fourches de réplication a redémarrer plus rapidement et plus
efficacement aprées le blocage. Sachant que l'inhibition de RNR induit une déplétion du pool de
nucléotides, provenant de la voie de synthése de novo et du recyclage des cytidines, nous pouvons
imaginer que la CDA restaure le taux de pyrimidines via le recyclage des désoxycytidines en
désoxyuridines, indépendamment de la RNR, via la thymidine kinase (TK) et la thymidylate synthétase
(TS) (voir Figure 45). Pour confirmer cette hypothese, il serait possible de mesurer I'efficacité de
redémarrage des fourches de réplication aprés un blocage par le HU en co-traitement avec du 5-FU
(inhibiteur de TS) afin de déterminer si I'effet protecteur de la CDA est levé ou maintenu. De plus, il
serait aussi intéressant d’utiliser d’autres agents pour bloquer les fourches qui n’inhibent pas le pool
de nucléotides, comme la camptothécine, afin de voir si la CDA confére aussi un avantage aux cellules
ou si cet effet n’a lieu qu’en réponse au HU, probablement via une compensation du pool du
nucléotides.

Aussi, nous révélons pour la premiere fois des preuves que la CDA serait présente aux fourches de
réplication et progresserait avec le réplisome, de facon similaire a PCNA dans des cellules cancéreuses
pancréatiques. Ces expériences d’'IPOND (immunoprécipitation des protéines présentes a la fourche
de réplication) ont été difficiles a réaliser étant donné la mauvaise qualité des anticorps commerciaux
anti-CDA actuellement disponibles. Nous avons tout d’abord effectué des expériences d’iPOND sur des
Hela S3. Les expériences ont été réalisées 3 fois et ont montré a chaque fois un marquage CDA dans la
fraction EdU+, cependant accompagné de bandes non spécifiques autour de la taille de la CDA. Nous
avons donc poursuivi en utilisant un modele de cellules cancéreuses pancréatiques surexprimant la
construction FLAG-CDA afin de révéler la CDA via un anticorps anti-FLAG beaucoup plus spécifique et
fiable. Seulement a cause de la difficulté a cultiver les cellules cancéreuses pancréatiques, nous n’avons
pas pu correctement détecter la CDA et PCNA dans deux expériences. Dans deux autres expériences la
CDA est bien marquée dans la fraction EdU+ comparé a la fraction EdU- mais ne semble pas disparaitre
dans la fraction de chasse avec la thymidine. Finalement aprés un gros effort pour rassembler un
nombre beaucoup plus important de cellules, nous avons réalisé une derniere fois I'expérience
d’IPOND et révélé de fagon claire la CDA dans la fraction EdU+ qui disparait dans la fraction du chasse
avec la thymidine. Méme si nous avons confiance en ce dernier résultat, ces expériences sont réalisées
dans un modéle de surexpression de la CDA. Nous avons produit par technologie CrispR des cellules
cancéreuses pancréatiques et des Hela S3 dans lesquelles la séquence codante de la CDA est étiquetée
par 3-FLAG. Ces cellules sont en cours de validation et nous permettraient de pouvoir réaliser
I’expérience d’IPOND a nouveau en révélant la CDA endogene avec un anticorps anti-FLAG fiable. De
plus, la mauvaise qualité des anticorps anti-CDA n’est pas compatible avec des approches
d’'immunofluorescence pour la détection de la CDA (marquage CDA non diminué apres un ciblage
génétique, résultats non montrés). Nos analyses de fractionnement cellulaire sur les cellules
surexprimant la construction FLAG-CDA montrent un marquage majoritairement cytosolique, de fagon
plus minoritaire nucléaire de la CDA, confirmé par immunofluorescence (Figure 46). 4EBP1 (facteur de
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traduction, cytosolique) et SP1 (facteur de transcription, nucléaire) sont utilisés comme contrdles du
bon fractionnement cellulaire. Ces résultats ont été confirmé dans plusieurs lignées PDAC sur la CDA
endogene, avec toujours la présence de bandes non-spécifiques autour de la taille de la CDA. De plus
par transfection transitoire de FLAG-CDA ou GFP-CDA dans des Hela S3 et MIA PaCa-2, nous révélons
aussi un marquage nucléaire de la CDA. Le modele de tag de la CDA endogéne via la technologie CRISPR
nous permettra de faire des études de localisation subcellulaire de la CDA plus approfondies et de
confirmer la localisation nucléaire de la CDA endogéne. De plus ce modele nous permettra aussi de
réaliser des études de colocalisation, des essais de proximité de ligation (PLA) (PLA EdU et FLAG-CDA
par exemple) ou des immunoprécipitations pour obtenir des preuves supplémentaires de la CDA a la
fourche de réplication, en interaction avec d’autres membres du réplisome.

C | N
A ytoso oyau B FLAG DAPI Merge
90kDa i | SP1
17kDa — 4EBP1
16kDa CDA-
FLAG
FLAG DAPI Merge
C
HELA S3
FLAG-CDA
transitoire
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MIA PaCa-2
GFP-CDA
transitoire

Figure 46 : Analyse de la localisation subcellulaire de la CDA dans des cellules PDAC surexprimant la CDA. A)
Fractionnements cellulaire et B) Immunofluorescence révélés par un anti-FLAG dans les lignées surexprimant
FLAG-CDA. L’image FLAG-CDA représente une coupe z a laquelle il est possible de distinguer le signal nucléaire,
elle ne reflete pas I'expression de CDA dans une cellule. Images prises au microscope confocal Zeiss LSM 880,
objectif x60. Représentatifs de 3 expériences indépendantes. C) Immunofluorescence FLAG (vert) dans des Hela
S3 aprés transfection transitoire d’un plasmide FLAG-CDA (méme construction que pour les transductions A et B).
D) Immunofluorescence GFP (vert) dans des MIA PaCa-2 aprés transfection transitoire d’un plasmide GFP-CDA.

Dans les bases de données, la CDA est présentée comme une protéine cytoplasmique, qui est
retrouvée aussi dans le milieu extra cellulaire. La localisation nucléaire de la CDA que nous décrivons
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ici pourrait s’expliquer par la présence d’'une séquence NLS permettant a la CDA d’étre reconnue par
le récepteur nucléaire de I'importine et adressez dans le noyau®l. En théorie, muter cette séquence
devrait concentrer la CDA dans le cytoplasme et ainsi limiter son action au niveau de la fourche de
réplication. Cependant, au-dela de sa localisation nucléaire, les mécanismes permettant le potentiel
recrutement de la CDA a la fourche de réplication restent inconnus. Dans la base de données BioGRID
regroupant les potentiels interacteurs de la CDA, a la suite d’'une étude de spectrométrie de masse,
nous avons relevé que la CDA est co-ségréguée avec la protéine MCMZ2, un des principaux facteurs de
réplication de I’ADN dans les cellules eucaryotes!'>#% (thebiogrid.org). De plus, nous avons mesuré
que I'expression de MCM2 est induite dans les cellules surexprimant la CDA. Cela peut aussi s’expliquer
par une faible augmentation globale de la prolifération cellulaire, et une augmentation globale de la
signature transcriptomique de réplication de I’ADN. Toutefois nos résultats préliminaires de co-
immunoprécipitation de CDA et MCM dans des MIA PaCa-2 surexprimant FLAG-CDA ne nous ont pas
permis de confirmer cette interaction. Il faudrait réaliser d’autres expériences et préférentiellement a
partir d’extraits nucléaires afin d’enrichir la potentielle interaction et augmenter les chances de la
visualiser par Western Blot. Une fois le modele CRISPR de CDA-FLAG endogene, il sera aussi possible
de confirmer cette interaction par essai de liaison de proximité (PLA) en utilisant I'anticorps anti-FLAG.

Cependant, la question demeure du réle exact de la CDA a la fourche de réplication, et notamment si
I’enzyme agit seule ou au sein d’un complexe avec d’autres enzymes impliquées aussi dans la synthése
des pyrimidines. En théorie, la synthése de novo et le recyclage des pyrimidines se déroulent dans le
cytoplasme, car c’est un processus essentiel a la réplication de I’ADN nucléaire et de I’ADN
mitochondrial. De plus, la fonction de la CDA dans la résistance aux chimiothérapies a base d’analogues
de désoxycytidine est décrite dans le cytoplasme®®2'>*, Cependant, de plus en plus d’études rapportent
des preuves d’enzymes relocalisées a la mitochondrie ou dans le noyau notamment en réponse aux
dommages a 'ADN en phase S***7_ Nous avons donc cherché a savoir si d’autres enzymes du
métabolisme des pyrimidines peuvent étre nucléaires. Il a été montré que, dans des cellules de
mammiferes, la RNR interagit avec Chkl et localise la distribution des dNTPs entre les fourches de
réplication et les foyers de réparation*?. Ainsi, en phase S non perturbée, la RNR localise dans le
cytosol et participe au maintien du pool global de nucléotides pour la synthése d’ADN mitochondrial
et nucléaire. L'enzyme est également retrouvée dans le noyau au niveau des fourches de réplication,
pour stimuler leur progression. En réponse aux dommages a I’ADN, RRM2 (sous-unité catalytique de
la RNR) serait relocalisée aux foyers de réparation pour augmenter la disponibilité locale des dNTPs au
détriment de la progression des fourches de réplication*®. Une autre étude a montré que CAD,
impliquée dans la voie de biosynthese des pyrimidines, est majoritairement cytosolique et a une
moindre mesure nucléaire, mais son rdle n’est pas connu*3, Ces résultats sont un premier argument
en faveur d’une synthése pyrimidique de novo nucléaire. A I'inverse, la DHODH, qui est une protéine
majeure dans cette voie de synthése de novo est exclusivement mitochondriale**?, démontrant qu'il
n’existe pas de regle exacte dans ce domaine. Dans I’hypothése que la CDA soit présente a la fourche
de réplication, nous pouvons imaginer que cette enzyme agisse dans un complexe enzymatique, par
exemple en présence de TS et de TK, pour recycler les dTTP prés de la fourche de réplication. En effet,
il a été montré notamment que TS1 et TK1 sont nucléaires*?%42!, TK1, qui est la forme cytosolique de
TK, est surexprimée et relocalisée dans le noyau en réponses aux dommages a I’ADN pour participer a
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la réparation dans un contexte de déficience de p53. TK1 apparait dispensable pour la prolifération
cellulaire mais est crucial pour fournir le surplus de dTTPs nécessaire a la réparation des dommages a
I’ADN*?t, De plus, I'analyse des données TCGA des tumeurs du pancréas indique que les niveaux
d’expression de CDA et de TK1 sont positivement corrélés (résultats non montrés), ce qui pourrait
suggérer une codépendance fonctionnelle. L'ensemble de ces considérations est en droite ligne de la
théorie datant des années 80 concernant I'existence d’un cluster physique d’enzymes nucléaires
pouvant favoriser I'apport des précurseurs au plus prés des polymérases réplicatives et des enzymes
de réparation??, Ce travail de thése, des études de localisation, et la réalisation de I'interactome de la
CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques pourraient apporter un nouvel éclairage a cette
théorie.

Ensuite, nos résultats démontrent que la perte de CDA se traduit par une augmentation des marqueurs
de stress réplicatif, de catastrophes mitotiques et la transmission des dommages a I'’ADN aux
générations suivantes dans les cellules de PDAC. Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature
qui indiquent que dans les cellules de Bloom3*, |a perte d’expression de la CDA augmente le pool de
dCTP qui est a I'origine de stress réplicatif. D’autres études ont associé la perturbation du pool des
nucléotides avec I'induction de ce type de stress. En effet, la perte de TK1 et de DCK (désoxycytidine
kinase) provoque I'induction de stress réplicatif dans des lignées lymphoides via une déplétion en dTTP

t423

et dCTP respectivement*=. De plus, I'inhibition de la dihydropyrimidase (DHP) dans des cellules
cancéreuses induit l'accumulation de dihydropyrimidines a I'origine de stress réplicatif et
transcriptionnel via la formation de liaisons croisées d’ADN*?*, L’ensemble de ces données révélent
I'importance des enzymes impliquées dans le métabolisme des pyrimidines afin de préserver l'intégrité
de la réplication de ’ADN. Inversement, la surexpression de la CDA protege les cellules cancéreuses
contre les cassures de I’ADN dans les cellules en phase S, I'exposition d’ADN simple-brin et I'expression
des sites fragiles communs et cet effet protecteur est dépendant de désamination de la CDA. Chez la
levure, un alléle supplémentaire de RRM2 permet des niveaux supra-physiologiques de I'activité de
RNR et diminue les cassures chromosomiques au niveau des sites fragiles communs. Le dosage élevé
de RRM2 devient protecteur dans un contexte d’insuffisance en dNTPs*?. De facon similaire, notre
étude révele le role protecteur du dosage élevé de I'activité de CDA, dans les cellules cancéreuses
pancréatiques humaines. Cette nouvelle similitude entre CDA et RNR pourrait renforcer le concept de
complexe supra protéique impliqué dans la synthése de nucléotides, au plus prés de la fourche de
réplication.

Nos travaux démontrent pour la premiére fois que la CDA stimule la synthése d’ADN des cellules en
phase S. Récemment, un nouveau concept de synthese d’ADN tardive a été mis en avant dans les
cellules soumises a un stress de réplication. En effet, la MiDAS est un processus de dernier recours
pour la cellule afin de résoudre I’ADN non-répliqué ou les intermédiaires de réplication persistant en

mitose3!3

, comme décrit en Introduction de cette these, page 61. La synthese d’ADN en mitose peut
étre visualisée apres incorporation de I'EdU (5-ethynyl-2’désoxyuridine) dans I’ADN sous forme de
foyers sur les chromosomes condensés (voir protocole Figure 47A)3%, Cette synthése d’ADN s’exerce
au niveau de I’ADN non répliqué, notamment au niveau des UFBs qui émergent des intermédiaires de

réplication d’ADN non résolus en anaphase. Les UFB auxquels nous nous intéressons plus
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particulierement sont ceux induits par le stress réplicatif, majoritairement au niveau des sites fragiles

communs (CFS) et marqués par FANCD23%, Nous avons réalisé un marquage des foyers FANCD2 pour

révéler les extrémités de I’ADN sous répliqué au niveau des CFS, combiné a I'EdU pour identifier les
foyers de synthése d’ADN tardive, dans les cellules en début de mitose (prophase, métaphase) afin

d’augmenter le nombre d’événements.
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Figure 47 : Conséquences de I'expression de CDA sur la synthese d’ADN en mitose (MiDAS). A) Schéma du
protocole appliqué pour visualiser la MiDAS) Image représentative des foyers EdU (vert) et foyers FANCD2
(orange) dans les cellules ne prophase et métaphase. C) et D) montrent le nombre et le pourcentage de foyers
FANCD2 dans les cellules apres traitement de 24h d’Aphidicoline. E) Quantification du pourcentage de cellules
avec au moins un foyer EdU par cellule apres traitement aphidicoline. F) Quantification du pourcentage de foyers
FANCD2 colocalisant avec un foyers EdU apres traitement aphidicoline. G) et H) montrent le pourcentage de
cellules avec au moins un foyers EdU par cellule et le nombre moyen de foyers EdU par cellule, en absence de
traitement. |) et J) sont les quantifications du pourcentage de cellule avec au moins une colocalisation
FANCD2/EdU par cellule et du pourcentage de foyers FANCD2 colocalisant avec un foyers EdU. Les résultats
comparent les cellules cancéreuses pancréatiques surexprimant la CDA aux cellules témoins, résultats
représentatifs de 3 pools de transduction indépendants. K) et L) sont les quantifications du nombre de foyers
FANCD2 par cellule et le pourcentage de foyers FANCDZ2 colocalisant avec un foyer EdU dans les cellules déplétées
ou non pour la CDA, résultats préliminaires issus de 2 expériences indépendantes.

Dans la littérature, I’Aphidicoline est utilisée comme inducteur de synthese d’ADN tardive au niveau
des CFS compte tenu de son rdle inhibiteur des polymérases réplicatives3®®. Nous avons donc traité ou
non les cellules cancéreuses pancréatiques avec cette molécule, puis co-détecté les foyers FANCD2 et
EdU dans les cellules en prophase et métaphase. Nous avons tout d’abord quantifié le nombre de
foyers FANCD2 par cellule (déja déterminé pour la condition non traitée), puis le pourcentage de
cellules présentant au moins un foyer EdU, synonyme de synthése d’ADN mitotique. Enfin, nous avons
quantifié le pourcentage de foyers FANCD2 colocalisant avec un foyer EdU afin de déterminer la
proportion d’ADN non répliqué des CFS en cours de réplication. Les résultats Figure 47C indiquent que
le traitement de longue durée par I’Aphidicoline induit le méme nombre de foyers FANCD2 en
moyenne (18) indépendamment de I'expression de CDA, qui ne protége donc pas de ce traitement
drastique (Figure 47D). Cependant, les résultats présentés Figure 47E-F révelent une augmentation du
pourcentage de cellules présentant des foyers EdU et du ratio de foyers FANCD2 colocalisant avec un
foyer EdU dans les cellules surexprimant la CDA. Ainsi, il semble que méme si le nombre de foyers
FANCD2 induits par le traitement de longue durée d’Aphidicoline est similaire entre les deux
conditions, plus de foyers de colocalisation EdU/FANCD2 sont détectables dans les cellules
surexprimant la CDA. En condition basale, nous mesurons une augmentation du pourcentage de
cellules avec des foyers EdU, du nombre de foyers EdU par cellule, ainsi qu’une augmentation du
pourcentage de foyers FANCD2 colocalisant avec un foyer EdU dans les cellules surexprimant la CDA
(Figure 47G-J), et ce alors que les foyers FANCD2 sont moins nombreux. Enfin, les cellules invalidées
génétiquement pour la CDA présentent un nombre de foyers FANCD2 plus élevées que les cellules
témoins, et moins d’évidences de synthése d’ADN tardive (colocalisation foyers EdU / foyers FANCD2)
(résultats préliminaires, Figure 47K-L). Ces résultats pourraient aussi expliquer la diminution du
nombre de micronoyaux et de corps 53BP1 observés dans les cellules en G1 lorsque les cellules
surexpriment la CDA. Ainsi, la CDA pourrait permettre de stimuler la synthese d’ADN en phase S et
durant des stades plus tardifs pour limiter les conséquences du stress réplicatif et les catastrophes
mitotiques. Etant donné la diminution drastique du pool de nucléotides apres la phase S, il est
concevable que l'expression de la CDA et d’autres enzymes du métabolisme pourraient étre
maintenues pendant la phase G2 et en début de mitose afin d’apporter le supplément de nucléotides
nécessaires. De facon intéressante, nos résultats préliminaires dans des cellules cancéreuses
pancréatiques (BxPC-3) montrent une augmentation de la quantité protéique de CDA entre les phases
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G1 et S puis un maintien entre les phases S et G2 (résultats non montrés). Ainsi, la CDA ne serait pas

dégradée aprés la phase S quand le niveau du pool de pyrimidines est trés faible*?®

, argumentant pour
un role au-dela de la phase S. Ces résultats sont d'importance car a ce jour peu de protéines ont été
démontrées associées au processus de synthése d’ADN tardive3!##?’, Cependant, nos données restent
faibles et nécessites des expériences supplémentaires, notamment pour confirmer la diminution de la
MIiDAS apres ciblage génétique de la CDA. De plus, ces résultats ne sont pas purement quantitatifs car
il est difficile de mesurer le nombre exact de foyers FANCD2 et EdU dans les cellules, comme observé
Figure 47B. Enfin, afin de renforcer ces résultats, un co-marquage P-H3 pourrait étre réalisé pour mieux
visualiser I'état de compaction des chromosomes et valider que les cellules étudiées sont bien en
mitose.

2. Valeur translationnelle

Nous avons par la suite exploré la valeur translationnelle de nos résultats de recherche. Tout d’abord,
nous avons observé une forte hétérogénéité d’expression de la CDA au sein des tumeurs
pancréatiques. Puis, nous avons découvert que les tumeurs pancréatiques (TCGA) avec les plus hauts
niveaux de CDA étaient les plus sujettes au stress réplicatif, et trés instables génétiqguement (niveaux
d’aneuploidie et de mutations plus élevés). De plus, dans des modeéles cellulaires dérivés de patients
(PDCL), en collaboration avec le Dr. Nelson Dusseti (CRCM), j'ai observé une corrélation positive entre
le niveau de CDA et le niveau de y-H2AX dans les cellules en phase S (EdU+) par immunofluorescence,
voir Figure 48. Le niveau de y-H2AX est confirmé par IHC sur des coupes histologiques a partir des PDX,
réalisées par nos collaborateurs (CRCM). Ces résultats paraissent contre-intuitifs au premier rapport
étant donné le réle de la CDA dans la régulation du stress réplicatif que nous décrivons précédemment.
En effet, 'expression de CDA diminue le taux de stress réplicatif des cellules PDAC et toutefois les
tumeurs et PDCL avec un niveau élevé de CDA sont celles qui expriment le plus de marques de stress
réplicatif. 1l est possible alors d’'imaginer que les cellules avec un fort stress réplicatif endogéne
expriment plus de CDA pour le tolérer et continuer a proliférer. Nos résultats montrent que les PDAC
avec un niveau faible de stress réplicatif et d’instabilité génétique expriment plus faiblement la CDA.
D’apres nos données, nous suggérons que I'hétérogénéité d’expression de la CDA dans le PDAC
s’explique par I'hétérogénéité des niveaux des stress réplicatif et d’instabilité génétique des tumeurs
pancréatiques. Des études sur d’autres cohortes de patients avec d’autres marqueurs d’instabilité
génétique que I'aneuploidie et le taux de mutations pourraient permettre de mieux renforcer et
comprendre la corrélation entre le niveau de CDA et I'instabilité génétique des tumeurs pancréatiques.
De fagon intéressante, des niveaux d’expression élevés de TK1 et d’UCK2 dans les tumeurs
pancréatiques corrélent aussi avec I'aneuploidie et le score de mutations (résultats non montrés), ce
qui n’est pas le cas pour la DHODH de la voie de biosynthése des pyrimidines. Ces résultats révelent
que I'expression de plusieurs enzymes de la voie de recyclage des pyrimidines correle avec I'instabilité
génétique des tumeurs.
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Figure 48: Corrélation entre le niveau de y-H2AX et I'expression de CDA dans des modéles de PDAC dérivés de
patients. A) Quantification du nombre de foyers y -H2AX dans les cellules en phase S (EdU+) dans des lignées PDCL
avec un niveau faible ou élevé de CDA. B) Western-Blot pour I’expression de CDA dans les lignées PDCL, HSP90
étant utilisé comme contréle. C) Image du marquage y-H2AX sur des coupes histologiques de modéles PDX (4
PDX), réalisées par nos collaborateurs du CRCM.

Il est aussi possible d’envisager que la CDA joue un réle plus direct dans lI'instabilité génétique de ces
tumeurs. D’une part, une étude tres intéressante de 2018, met en évidence qu’une augmentation de
la vitesse des fourches de réplication au-dessus d’un certain seuil (+40%) induit des dommages a I’ADN
et active la voie de réponse aux dommages a I’/ADN*?, Ainsi, accélérer les fourches de réplication peut
étre source de stress réplicatif et d’instabilité génétique. Seulement dans notre modele cellulaire,
I’expression de CDA augmente la vitesse des fourches (+25%) et diminue les dommages a I’ADN et les
catastrophes chromosomiques, suggérant que la vitesse des fourches reste en dessous du seuil de
tolérance. D’autre part, la CDA pourrait induire des mutations en provoquant au plus prés des fourches
de réplication une surreprésentation de (désoxy)uridine, un déséquilibre entre les dTTP/TTP et
dCTP/CTP ou méme lincorporation d’UTP ou de dUTP a fort pouvoir mutagéne dans I'ADN
nouvellement synthétisé, comme cela a été montré dans la levure en cas de transcription exacerbée*?*~
1, Afin de déterminer si I'expression de la CDA pourrait induire des mutations dans le génome, nous
avons réalisé des expériences de séquencage du génome entier (WGS) a partir des cellules
surexprimant la CDA ou son mutant catalytiquement inactif. Nous avons réalisé cette analyse 3 jours
jusqu’a 55 jours apres expression de la protéine. Les données de prolifération obtenues par incucyte
nous permettent de dire que les cellules surexprimant la CDA proliferent légérement plus rapidement
que les cellules témoins. Les analyses de FACS n’ont pas révélé de différences significatives du nombre
de cellules dans chaque phase du cycle cellulaire lorsque la CDA est surexprimée. Les cellules ont été
passées aux mémes moments pendant 55 jours, ainsi nous admettons que les conditions permettent
de comparer ces lignées. Les résultats sont en cours d’analyses afin de déterminer si I’expression de la
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CDA peut aider a la diversité génomique (expérience a court terme) et a la stabilisation de génomes
instables favorisant la croissance tumorale (expérience a long terme).

Nos travaux laissent également entrevoir de nouvelles possibilités thérapeutiques pour les patients
atteints de PDAC, notamment soumis au stress réplicatif exogene induit par les chimiothérapies qui
ciblent le métabolisme de I’ADN. La CDA joue un role direct dans la chimiorésistance a la gemcitabine
via son activité de désamination, depuis le cytosol des cellules cancéreuses?®>*>*, Dans le PDAC, nos
collaborateurs révélent pour la premiere fois, dans une étude clinique de recherche de biomarqueurs
a grande échelle, que I'expression de CDA a elle seule permet de prédire I'action antiproliférative et
antitumorale de la gemcitabine (Coll. Pr. J. Cros et C. Neuzillet, manuscrit en cours de préparation).
Grace a cette étude, nous décrivons une nouvelle fonction originale de la CDA dans la chimiorésistance
aux agents ciblant 'ADN dans le noyau, proche de la fourche de réplication. Cette fonction est
dépendante de I'activité catalytique de la CDA et est probablement indirect, via I'action de la CDA sur
les niveaux des pools de pyrimidines. En effet, nous avons démontré a partir de bases de données
cellulaires que I'expression de CDA corréle avec la résistance des cellules aux traitements a base
d’oxaliplatine, de cisplatine et d’irinotecan. Nous avons validé dans nos modeéles cellulaires que
I’expression de CDA protege contre la camptothécine, il manque toutefois des données similaires en
réponse a un traitement a base d’oxaliplatine. Nous pouvons imaginer que cette résistance aux agents
ciblant 'ADN s’explique par une augmentation et une relocalisation de la disponibilité du pool de
pyrimidines dans le noyau en présence de CDA, probablement en collaboration avec d’autres
partenaires enzymatiques. Il serait intéressant de voir si la surexpression d’autres enzymes de la voie
de recyclage telles que TK1, TS, UPP1 a aussi un effet chimioprotecteur comme il a pu étre montré
pour la RNR chez la levure*?®. Nous avons par la suite étudié cette corrélation dans les PDCL a notre
disposition. Nous avons retrouvé une corrélation négative significative entre le niveau d’expression de
la CDA et I'effet antiprolifératif de la gemcitabine. Cependant, dans ces échantillons, I'expression de la
CDA a elle seule n’est pas prédictive de I'activité des chimiothérapies dérivées de la camptothécine
(SN38, irinotecan) et de l'oxaliplatine, méme si pour cette derniére la tendance est presque
significative. En effet, les PDCL présentées Figure 48, sont presque toutes résistances a ces molécules.
Ceci indique que la CDA pourrait faire partie d’'un ensemble plus grand au sein de ces échantillons
primaires de patients qui récapitulent I’'hétérogénéité du PDAC, qui pourrait associer signatures de
stress réplicatif, réponse des dommages a I’ADN, statut BRCaness et enzymes du métabolisme des
nucléotides pour permettre de prédire I'efficacité de molécules ciblant la réplication de I’ADN.

Toutefois, nos travaux démontrent que la CDA est une nouvelle cible thérapeutique d’intérét pour
améliorer I'efficacité de ces chimiothérapies qui ciblent le métabolisme de I’ADN. En effet, nous avons
montré que, au contraire, cibler la CDA par interférence a ARN sensibilise les cellules cancéreuses
pancréatiques et les PDCL a ces chimiothérapies. Il serait intéressant de confirmer ces résultats dans
un modele murin, non seulement pour valider I'intérét de la CDA en tant que cible thérapeutique dans
ce contexte, et également afin d’étudier de possibles résistances. Cette expérimentation est
actuellement en phase de test au sein de I'équipe. Dans les cellules de mammiferes, la déficience de
plusieurs enzymes impliquées dans la synthese des pyrimidines (dTMP synthase, dCTP kinase, CTP
synthase, dCMP désaminase) sensibilise aux agents induisant des dommages de I’ADN, augmente la

138



capacité de recombinaison homologue et les anomalies chromosomiques®*?>*3°. Nos travaux sur
I'importance de la CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques s’inscrivent dans une nouvelle
stratégie de traitement de ces tumeurs basé sur les niveaux de stress réplicatif et d’instabilité
génétique. En effet, les travaux de Dreyer et collégues permettent la classification des PDCL selon le
niveau de stress réplicatif (RS) et de capacité de réponse aux dommages a I’ADN (DDR déficient ou
compétent). Sur cette base, ces auteurs proposent un nouveau modele de décision thérapeutique basé
sur le statut RS et DDR des tumeurs. En effet, les PDCL avec une signature élevée de stress réplicatif
sont plus sensibles aux inhibiteurs de Weel et d’ATR comparé aux PDCL avec un faible RS,
indépendamment du statut DDR. Ensuite, les PDCL avec une déficience de la DDR sont plus sensibles
aux inhibiteurs de PARP via mécanisme de létalité synthétique. Cependant, ce modéle n’est pas
décisionnel concernant les tumeurs « non stressées » génétiquement (faible RS), dans lesquelles la
DDR est intacte et qui représentent environ un tiers des échantillons®®. Nos travaux apportent un
nouvel éclairage pour combler ce vide thérapeutique. En effet, nous démontrons qu’il est tout a fait
possible d’augmenter le niveau de stress réplicatif endogéne en ciblant la CDA dans les cellules
cancéreuses pancréatiques. Ce passage des tumeurs d’un statut RS « faible » vers RS « élevé » devrait
en conséquence renforcer I'activité thérapeutique des inhibiteurs du cycle cellulaire et des agents
ciblant I’ADN tels que des platines (Figure 49). Ce modéle encourage la poursuite de travaux basé sur
la combinaison du ciblage de la CDA et d’agents inhibiteurs du cycle cellulaire tels que les inhibiteurs
de Chk1, ATR, ou Weel. (Figure 49).

Ciblage CDA

N

Figure 49 : Modéle hypothétique du potentiel thérapeutique du ciblage de la CDA dans un contexte de vide
thérapeutique pour une catégorie dominante du PDAC avec un niveau faible de stress réplicatif et une DDR
fonctionnelle.

Cette stratégie est d’autant plus prometteuse que dans les tumeurs pancréatiques, I'expression de
CDA correle avec celle de Chk1, au contraire d’ATR et de Chk2, et que I'invalidation de la CDA conduit
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a une activation massive de Chk1. Ces résultats renforcent I'intérét d’'une combinaison thérapeutique
basée sur le ciblage de CDA et de Chk1, plutdt qu’ATR, voir Figure 50.

A 3000+
W CDA High
_ mE CDALow
=
£ 2000+
<
c
S
)]
3
£ 1000~
X
L
O-

CHK1 ATR CHK2 ATM WEE1

B C
Chk1 8000 WEE1
2000+
p=0,0495
—_— w g 6000
£ 1500 2z
5 o
< <
c _
S 1000- S 4000
: ¢
o
B -
5 500 5 2000

T T T T
CDA High CDA Low CDA High CDA Low

Figure 50 : Expression des génes de checkpoint cellulaires dans les tumeurs pancréatiques (TCGA) avec un niveau
élevé de CDA ou un niveau faible de CDA. A) Expression de CHK1, ATR, CHK2, ATM et WEE1 dans les tumeurs High
et Low CDA. Quantifications statistiques de B) CHK1 et C) WEE1. Les groupes High CDA et Low CDA comptent
chacun 40 échantillons de patients.

Enfin, ce travail repose sur le développement de nouvelles stratégies de ciblage de I’'enzyme, compte
tenu de I'efficacité modeste et de la mauvaise biodisponibilité des inhibiteurs pharmacologiques
disponibles a I'heure actuelle?®*1%, Par conséquent, notre groupe de recherche a récemment mis en
évidence de nouveaux anticorps intracellulaires capables de fixer la CDA et d’inhiber son activité
catalytique et son effet prolifératif (résultats non publiés). Nous envisageons dans un futur proche de
proposer de nouvelles modalités de vectorisation pour transférer ces anticorps dans les tumeurs du
pancréas, notamment selon des approches de thérapie génique pour lesquelles I'équipe est experte.

3. La CDA dans I'oncogenése pancréatique

Enfin, il reste aussi a déterminer pourquoi et comment la CDA est exprimée dans les tumeurs
pancréatiques. Dans la littérature, I'expression de la CDA est controlée de facon épigénétique
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(méthylation du promoteur, microARNs). Nos données ne montrent pas d’amplification du nombre de
copies de la CDA dans les PDCL avec fort ou faible niveau protéique (hybridation génomique
comparative, résultats non montrés, n=10 PDCL) (voir Figure 48B pour les niveaux protéiques de CDA).
Dans le cancer du pancréas, nous retrouvons I'expression de la CDA non seulement dans les tumeurs
humaines, mais également dans les cellules tumorales murines issues de modeles transgéniques apres
analyses transcriptomiques par RNA-seq (KPC : Pdx1-Cre; LSL-KrasG12D; LSL-p53R172H). Il s’agit méme
de I'enzyme la plus exprimée de la voie de recyclage dans ces lignées transgéniques, alors qu’elle n’est
pas exprimée dans le pancréas normal (voir Figure 51, Figure 18). Ces résultats suggerent que la CDA
est acquise lors de la carcinogéneése pancréatique.
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Figure 51 : Expression (FPKM) des génes de la voie de recyclage dans deux lignées murines transgéniques de
cancer du pancréas (Souris génétiquement modifiées, modéles KPC). FPKM : Fragments per kilobase of exon per
million.

Il faut encore déterminer si la CDA est exprimée de fagon précoce ou tardive dans ce cancer. Une idée
pourrait étre de réaliser des marquages immunohistochimiques de la CDA sur des coupes de tissus des
stades pré-néoplasiques (PanIN 1-2-3) et cancéreux du pancréas, afin de déterminer a quelle étape de
la carcinogénése pancréatique I'expression de CDA est acquise. Il serait d’autant plus intéressant si
I’analyse du niveau protéique de CDA pouvait étre réalisée en co-marquage avec y-H2AX afin de
déterminer une potentielle corrélation entre les niveaux de CDA et de dommages a I’ADN pendant
I’évolution des lésions pancréatiques vers le cancer. Nous pourrons aussi rechercher si la CDA est
indispensable a la croissance tumorale pancréatique, en croisant les souris KPC et/ou KIC avec les
animaux KO pour la CDA développés par notre collaboratrice Mounia Amor-Guéret. Etant donné que
certaines tumeurs pancréatiques expriment plus faiblement la CDA il est tout a fait possible que des
souris KO CDA puissent développer des tumeurs pancréatiques. Il serait alors intéressant d’étudier le
niveau de stress réplicatif et d’instabilité génétique de ces tumeurs, la vitesse de progression tumorale,
I"agressivité et la réponse aux traitements. Ces informations nous permettraient de mieux comprendre
et placer le réle de la CDA dans I'oncogenése pancréatique.

Une des hypothéses les plus vraisemblables serait que la CDA soit induite en réponse au stress de
réplication imposé par les oncogénes au cours de I'oncogenese pancréatique. Afin d’explorer cette
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possibilité, nous avons utilisé des cellules pancréatiques non cancéreuses immortalisées (HPNE hTERT)
inactivée ou non pour p53 et exprimant ou non une forme mutée constitutivement active de K-RAS (K-
RAS®120 voir Figure 52A). Nous avons identifié que ces cellules HPNE hTERT /AP53 / K-RAS®'?° (HPNE-
KRAS) sont transformées car elles forment des tumeurs lorsqu’implantées chez la souris (résultats non
montrés). L’activation de 'oncogene K-RAS dans des lignées cancéreuses induit du stress réplicatif via
un ralentissement de la vitesse des fourches, et des fréquences plus élevées de fourches asymétriques
et de blocage des fourches de réplication. Toutefois le pourcentage de cellules positives pour des
foyers y-H2AX n’est pas différent entre les cellules K-RAS WT et K-RAS mutées, protégées par Chk14°,
Dans les cellules cancéreuses pancréatiques il n’a jamais été montré que I'oncogéne K-RAS induit du
stress réplicatif. Dans les cellules HPNE-KRAS, la voie des MAPK est fortement activée (P-ERK1/2) et la
kinase Chk1l est tres fortement exprimée et activée voir Figure 52B-C, suggérant que des voies de
prolifération cellulaire sont stimulées et que le point de controle de phase S est sollicité. De plus, nous
avons mesuré un niveau de cassures de ’ADN (foyers y-H2AX) plus élevé dans les cellules en phase S
exprimant I'oncogéne K-RAS activé par rapport aux cellules témoins ne I'exprimant pas (Figure 52D).
Ces résultats suggerent que I'oncogene K-RAS provoque un fort stress réplicatif dans les cellules
cancéreuses pancréatiques. Toutefois ces cellules sont capables de proliférer plus rapidement
(résultats non montrés). De fagon surprenante, nous avons identifié que les cellules HPNE-KRAS
surexpriment la CDA, au niveau transcriptomique et protéique, par rapport aux cellules témoins non
transformées, voir Figure 52E-F. Cette augmentation est aussi mesurée apres la seule expression de
I'oncogéne KRAS®'?? dans les cellules HPNE hTERT, et ce méme si p53 est fonctionnel (résultats non
montrés). Cette induction semble spécifique de la CDA, car I’expression de la DHODH ne varie pas dans
les lignées exprimant 'oncogéne K-RAS. Cependant, les mécanismes mis en jeu ne sont pas connus.
Nous n’avons pas regardé I'expression des autres enzymes de la voie de recyclage des pyrimidines. |l
est possible que les cellules mutées pour K-RAS soient plus dépendantes de la voie de recyclage pour
pouvoir augmenter la production et la distribution des pools de pyrimidines pour ainsi supporter le
stress de réplication et la prolifération cellulaire exacerbée induits par I'oncogene. Le role de
I"oncogéne K-RAS sur le métabolisme cellulaire est bien connu. En effet 'oncogéne K-RAS induit la
surexpression de myc via activation de la voie des MAPK, ce qui se traduit par I'augmentation de la
biosynthése des nucléotides pour soutenir la prolifération cellulaire*®2. Ces informations suggérent que
I’expression de CDA pourrait étre induite via l'activation de la voie des MAPK dans les HPNE
surexprimant 'oncogéne K-RAS. Etant donné que K-RAS est I'oncogéne majoritaire du cancer du
pancréas (60-90%), ces résultats pourraient expliquer tout ou en partie pourquoi la CDA est
surexprimée particulierement dans les tumeurs pancréatiques.

De fagon exceptionnelle, nous avons identifié aprés utilisation d’ARNi spécifiques de la CDA que
I’expression de cette enzyme est essentielle a la prolifération cellulaire induite par 'oncogéne KRAS,
(voir Figure 52G). Ces résultats restent préliminaires et doivent étre reproduits. Nous émettons
I’hypothése que la CDA est indispensable a la prolifération cellulaire car elle protége les cellules
cancéreuses pancréatiques d’un stress réplicatif oncogénique trop exacerbé. D’autres expériences
sont requises pour confirmer cette hypothése, sur le modele de celles réalisées lors de cette these. Il
serait intéressant de voir si I'activation d’un autre oncogene dans des cellules pancréatiques induit
aussi I'expression de CDA, ou si I'enzyme est exprimée spécifiquement en réponse a I'activation
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oncogénique de K-RAS. De plus, cette nouvelle relation entre la CDA et I'oncogene K-RAS peut aussi
étre retrouvée dans les bases de patients. En effet, une premiere étude bio-informatique a partir des
données du TCGA nous a permis d’identifier que le pourcentage de mutation de KRAS dans les tumeurs
pancréatiques augmente avec |'expression de la CDA (70% dans les cellules présentant un taux faible
de CDA, jusqu’a 95% dans les tumeurs exprimant un taux élevé de I'enzyme, Figure 52H). Ces résultats
confortent notre théorie décrivant la nouvelle fonction de CDA comme un rhéostat moléculaire
permettant de contenir le stress réplicatif oncogénique essentiel a la diversité et a la croissance
tumorale, tout en limitant les catastrophes mitotiques.

Figure 52 : L'expression de CDA est induite par l'activation K-RAS®?C et nécessaire & la prolifération cellulaire
médiée par I'oncogéne dans un modele cellulaire pancréatiques non cancéreux. A) Génotype des différentes
lignées HPNE, B) Niveaux protéiques des p-ERK1 et 2 et de ERK1 et C) Niveaux protéiques de Chk1 et P-Chk1 (5345)
dans les HPNE hTERT et les HPNE mutées p53 et K-RAS, B-actine et GAPDH étant utilisés comme contréle de dépét.
D) quantification du nombre de foyers y-H2AX par cellule en phase S (EdU+) dans les cellules HPNE hTERT E6 E7
st avec ou sans mutation K-RAS®12P,

Il a été montré que Claspin et Timeless sont surexprimés dans le cancer (ovaire, colon, poumon),
associés a un plus faible pronostic et augmentent la tolérance des cellules cancéreuses au stress
réplicatif en protégeant les fourches de réplication**3. De plus, une autre étude a révélé qu’une copie
supplémentaire de Chk1 suffit a protéger les cellules des agents inducteurs de RS, a prolonger la survie
des souris avec un syndrome de Seckel (mutation d’ATR), et a favoriser la transformation en contenant

143



le stress réplicatif induit par 'oncogéne®**. De la méme maniére, nous montrons que la CDA est
surexprimée dans les tumeurs pancréatiques, associée a un plus faible pronostic et protége les cellules
PDAC du stress réplicatif. La CDA pourrait donc jouer un réle crucial au cours de I'oncogenese
pancréatique, en collaboration avec d’autres facteurs tels que Chk1, Claspin Timeless. La diversité
génétique « autorisée » par cette enzyme pourrait favoriser la croissance tumorale et métastatique en
réponse au stress réplicatif et génétique endogene imposé par I'oncogéne KRAS. Dans ce sens, des
études récentes démontrent que le métabolisme des pyrimidines induit la transition épithéliaux-
mésenchymateuse (EMT) des cellules cancéreuses, indépendamment de la prolifération??’. De facon
complémentaire, nous avons obtenu des résultats montrant que I'expression de CDA est augmentée
dans les tumeurs avancées des patients (localement avancées et métastatiques), comparé aux tumeurs
réséquées, et que la CDA augmente I'index métastatique de tumeurs expérimentales (article Frances
et al. 2021, en cours de préparation). Plus tard, cette méme CDA pourrait représenter une barriere
contre des molécules thérapeutiques dont le mode d’action est d’induire un stress réplicatif Iétal. Ainsi,
la CDA pourrait étre percue comme un nouvel acteur de I'oncogenése pancréatique, mais également
aussi comme une composante essentielle dans la progression tumorale, la résistance et I’échappement
thérapeutique des tumeurs pancréatiques (Figure 53).

Figure 53 : Le réle hypothétique de la CDA dans le maintien d'un seuil de stress réplicatif nécessaire a la
tumorigénese et non létale pour la cellule. Dans les Iésions pré-cancéreuses (gauche), le niveau d’instabilité
génomique augmente pendant la tumorigénése depuis I'activation oncogénique. S’il est exacerbé, il entraine la
létalité des cellules qui ne peuvent pas gérer ce stress. Les cellules expriment la CDA et d’autres facteurs (Chk1)
pour diminuer ce niveau d’instabilité génomique a un seuil optimal compatible avec le développement de
mutations et de résistances. Ainsi apres sélection naturelle, les cellules ayant réussi a maintenir un niveau élevé
d’instabilité génomique seraient celles qui se seraient adaptées en exprimant notamment la CDA. Ainsi dans la
tumeur pancréatique (droite), les cellules possédent toujours un niveau élevé d’instabilité génomique et sont
dépendantes de la CDA pour le tolérer. En conséquent, la ot les chimiothérapies visent a augmenter le niveau
d’instabilité génétique a un niveau létale pour la cellule, la CDA diminue les niveaux de stress réplicatif et
d’instabilité génétique et induit la chimiorésistance.

Enfin, il pourrait étre utile de considérer un modéle élaboré par Kaur et collégues concernant BLM
pour mieux comprendre le réle de la CDA dans le PDAC. Dans ce modeéle, le taux de BLM doit étre
finement régulé pour maintenir I'intégrité du génome. La mutation BLM induit la pathologie du
Syndrome de Bloom associée a I'instabilité génétique et un risque élevé de prédisposition aux cancers
de cancer3%343347 En cas de surexpression de BLM, les mécanismes de réparation de I'’ADN et de
recombinaison sont exacerbés. En effet, dans les cellules de leucémie myéloide chronique I'expression

de BLM est induite et stimule la HR via I'interaction BLM-RAD51 en réponse aux chimiothérapies. Ainsi
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la surexpression de BLM dans les cancers est associée a la prolifération tumorale, la chimiorésistance
et une faible survie des patients3*3. Nous pouvons imaginer un modéle similaire concernant la CDA,
pour laquelle des forts taux, probablement dus au contexte oncogénique, et plus particulierement au
stress réplicatif induit par K-RAS, favoriseraient la tumorigéneése et plus tard la résistance au traitement
(Figure 54).

Figure 54 : Modeéle hypothétique final des réles de la CDA dans le cancer du pancréas basé sur les résultats
obtenus pendant ma thése.

Ma thése apporte de nouvelles connaissances fondamentales sur le réle de la CDA dans la régulation
des niveaux de stress réplicatif et la synthése d’ADN qui peuvent se traduire non seulement par de
nouvelles avancées dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans I'oncogenése
pancréatique, mais aussi par de nouvelles opportunités thérapeutiques (Figure 55). Et ce notamment
pour lever les résistances aux molécules qui ciblent le métabolisme de I’ADN, selon une approche de
médecine de précision, afin d’améliorer le pronostic sombre des patients atteints de ce cancer.

145



Figure 55 : Réles connus de la CDA et nouveaux réles découverts grdce a mes travaux de these : le recrutement
potentiel de la CDA aux fourches de réplication, son réle dans la régulation du stress réplicatif et enfin son réle
chimioprotecteur des cellules PDAC contre les agents ciblant I’ADN. Ainsi, la CDA protége les cellules cancéreuses
pancréatiques contre le stress réplicatif endogene et exogene. Ces réles sont dépendants de I'activité catalytique
de la CDA.
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Communications orales et posters :

09-2021 American Association for Cancer Research: Pancreatic cancer (présentation flash,
anglais), visioconférence

06-2021 European Association for Cancer Research: innovative cancer science (présentation
flash, anglais), visioconférence

02-2021 Séminaire de 30 min au CRCT (présentation orale, francais), visioconférence

07-2020 The 52" meeting of the European Pancreatic Club (présentation flash, anglais),
visioconférence

11-2020 The 5™ AEK autumn school 2020: replicative stress and cancer (présentation orale,
anglais), visioconférence

02-2020 Toulouse Onco Week 2020 (poster, anglais), Toulouse
11-2019 GSO Cancéropole Grand Sud-Ouest 2019 (poster, anglais), Arcachon
10-2019 Association Francaise de la Recherche Contre le cancer du Pancréas (présentation

orale, anglais), Toulouse

09-2019 Réunion du Club Francais du Pancréas (présentation orale, francais), Lyon

05-2019 Workshop GSO « Cancer, genome dynamics and replicative stress » (poster, anglais),
Banyuls

04-2019 Journée de I'école doctorale de Toulouse (présentation orale, anglais)

Formations a I’école doctorale :

2020 APro’Doc : le serious game emploi

2020 Leadership et management

2020 Les docteurs et la fonction public — introduction et éléments de recrutement

2020 Journée sur les opportunités de carriere a l'internationale

2019 Vers le métier de chercheur

2018 Publier dans les revues scientifiques : enjeux et modalités pratiques a I"heure du
numérique

2018 S’exprimer avec aisance en public

2018 Analyse transcriptomique de cellules uniques par qPCR
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2017 Introduction a la cytométrie en flux
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