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RESUME

Role du calcium et son homéostasie lors de la sénescence cellulaire
et de ses effets paracrines

Implication de la protéine tamponnant le calcium, CALB1

MOTS-CLE : Sénescence cellulaire, calcium, tampon calcique, SASP, cancer du sein,
transdifférenciation neuroendocrine, vieillissement

RESUME : La sénescence cellulaire est un processus se mettant en place en réponse a
différents stress et correspondant a un arrét stable de la prolifération accompagné par
la sécrétion de nombreux facteurs (SASP), composé de molécules pro-inflammatoires.
La sénescence cellulaire, notamment par les facteurs du SASP, peut induire de la
sénescence paracrine sur d'autres types cellulaires, ce qui conduit a des effets
biologiques variés impactant entre autre le cancer et le vieillissement. Si la sénescence
finement régulée peut contribuer a des effets anti-tumoraux, l'accumulation de cellules
sénescentes et du SASP, comme lors du vieillissement, favorisent un environnement
pro-inflammatoire, responsable notamment de 'EMT ou de l'angiogenese, et donc
d'une progression tumorale. L'ensemble des mécanismes régulant l'induction de la
sénescence cellulaire et du SASP est encore mal connu et de récentes études ont
montré limplication de flux et canaux calciques. Cependant limportance de
l'homéostasie calcique via des protéines tamponnant le calcium a été tres peu étudiée
dans le contexte de sénescence. Mon travail de these tend a étudier les mécanismes
de 'homéostasie calcique et son impact sur la sénescence cellulaire, dont la production
de SASP et ses effets. Notamment, la chélation du calcium par CALB1, une protéine
senseur calcique tamponnant les niveaux de calcium, serait capable de contréler le
niveau de SASP pro-inflammatoire. De plus, ce travail démontre un nouvel effet
dépendant du calcium et du SASP pro-inflammatoire : celui d'induire une
transdifférenciation neuroendocrine de cellules cancéreuses mammaires. Cette étude
apporte de nouveaux éléments de réponses sur limportance du SASP et du
vieillissement et sur la biogénése des tumeurs neuroendocrines mammaires, encore
sous-étudiées. Pour résumer, ce travail met en exergue l'importance de 'homéostasie
calcique, notamment grace a des protéines tamponnant le calcium, dans la régulation
de la sénescence cellulaire, la production de SASP et de nouveaux effets paracrines.



ABSTRACT

Role of calcium and its homeostasis during cellular senescence and
its paracrine effects

Involvement of the calcium buffering protein, CALB1

KEYWORDS : Cellular senescence, calcium, calcium buffer, SASP, breast cancer,
neuroendocrine transdifferentiation, aging

ABSTRACT : Cellular senescence is a process taking place in response to different
stresses and corresponds to a stable arrest of proliferation accompanied by the
secretion of numerous factors (SASP), notably pro-inflammatory molecules. Cellular
senescence, in particular by SASP factors, can induce paracrine senescence on other
cell types, which leads to various biological effects impacting among others cancer and
aging. If tinely regulated senescence can contribute to anti-tumor effects, but the
accumulation of senescent cells and SASP, as in aging, promotes a pro-inflammatory
environment, responsible in particular for EMT or angiogenesis, and thus for tumor
progression. The mechanisms regulating the induction of cellular senescence and SASP
are still poorly understood and recent studies have shown the involvement of calcium
channels and fluxes. However, the importance of calcium homeostasis via calcium
buffering proteins has been little studied in the context of senescence. My thesis work
alms to study the mechanisms of calcium homeostasis and its impact on cellular
senescence, including SASP production and its effects. In particular, calcium chelation
by CALB1, a calcium-sensing protein that buffers calcium levels, would be able to
control the level of pro-inflammatory SASP. Furthermore, this work demonstrates a
new effect of calcium and pro-inflammatory SASP: induction of neuroendocrine
transdifferentiation of breast cancer cells. This study provides new insights into the
importance of SASP and aging on the biogenesis of breast neuroendocrine tumors,
which is still understudied. In summary, this work highlights the importance of calcium
homeostasis, including calcium buffering proteins, in the regulation of cellular
senescence, SASP production and novel paracrine effects.
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INTRODUCTION

1 Chapitre 1: Sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est un état cellulaire complexe, correspondant a un
arrét stable de prolifération cellulaire. Cet état a été découvert en 1961 par Hayflick et
Moorhead, lorsqu'ils ont remarqué que les fibroblastes qu'ils cultivaient atteignaient
une limite réplicative et arrétaient de proliférer apres plusieurs passages en culture.
Cette découverte a dans les premiers temps été discutée et il a fallu plusieurs décennies
pour valider cette hypothese et décrire les mécanismes sous-jacents. Aujourd’hui, cet
état est clairement validé et a donné naissance a une nouvelle thématique en biologie
cellulaire.

Outre l'arrét de prolifération, ces cellules sénescentes possedent d'autres
changements moléculaires et cellulaires, en particulier la sécrétion de biomolécules.
Pendant longtemps, la sénescence cellulaire a été considérée comme une réponse a
un stress réplicatif, mais aujourd’hui il est admis qu'elle est mise en place
« prématurément » a la suite d'autres stress. Actuellement, de plus en plus d'études
démontrent les roles physio-pathologiques a l'échelle de l'organisme de la sénescence
cellulaire a la fois dans le vieillissement, dans le cancer ou lors du développement
embryonnaire. Initialement, ces effets étaient implémentés a l'arrét de prolifération
uniquement mais aujourd’hui 'ensemble de la communauté décrit le sécrétome des
cellules sénescentes comme tout aussi, voire plus important, dans les effets physio-
pathologiques de la sénescence cellulaire, notamment en régulant l'environnement
des cellules sénescentes. Actuellement, de nombreuses études se concentrent sur de
nouveaux mécanismes de régulation de la sénescence et de nouveaux effets du
sécrétome sur l'organisme.

Dans ce chapitre, je vais d'abord décrire les caractéristiques moléculaires et
cellulaires des cellules sénescentes, les différents stress pouvant l'induire, puis les voies
moléculaires et effecteurs conduisant a sa mise place et enfin les différents effets
physio-pathologiques associés.

1.1 Caractéristiques des cellules sénescentes

Les cellules sénescentes possedent différentes caractéristiques moléculaires et
cellulaires qui permettent leur identification a la fois in vitro et in vivo. Parmi ces
biomarqueurs, certains refletent l'activation de certaines voies de signalisation
permettant la mise en place et le maintien de la sénescence. D'autres correspondent
aux conséquences phénotypiques de la mise en place de la sénescence. Cependant,
chacun de ces marqueurs pris individuellement, n'est pas spécifique des cellules
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sénescentes, il faut donc utiliser la combinaison de plusieurs d'entre eux pour
déterminer l'état de sénescence. De plus, certains de ces marqueurs sont universels,
alors que d'autres peuvent varier en fonction du type d'inducteur de sénescence et du
type cellulaire. Les caractéristiques principales de la sénescence sont: un arrét de
prolifération, un phénotype de sécrétion particulier, des changements morphologiques
et 'acquisition de l'activité de la B-galactosidase détectable a un pH de 6.

1.1.1 Arrét stable de la prolifération

La caractéristique majeure, mais insuffisante, pour déterminer l'état de
sénescence est l'incapacité des cellules sénescentes a avancer dans le cycle cellulaire.
A linverse de la quiescence, la sénescence correspond a un arrét stable du cycle
cellulaire, indépendamment de la stimulation par des facteurs de croissance. Le cycle
cellulaire est composé de quatre phases : phase G1 (préparation de la réplication),
phase S (réplication de 'ADN), phase G2 (préparation de la mitose) et phase M (division
cellulaire), et d'une cinquieme phase, GO, correspondant a la différenciation cellulaire
ou a la quiescence.

Toutes ces phases sont minutieusement controlées par des Kinases
Dépendantes de Cyclines (« Cyclin-Dependant Kinases », CDKs) qui activent des voies
moléculaires et facteurs de transcription permettant la progression dans le cycle
cellulaire. La protéine du rétinoblastome (RB), sous sa forme non phosphorylée,
séquestre initialement le facteur de transcription E2F, responsable de la transcription
de genes impliqués dans l'avancement dans le cycle cellulaire. Les CDKs, en complexe
avec des cyclines, phosphorylent la protéine RB (Figure 1). Ainsi libéré par la
phosphorylation de RB, E2F va pouvoir activer l'expression de génes permettant la
progression dans le cycle cellulaire, notamment d'autres cyclines, permettant
'avancement dans les différentes phases du cycle cellulaire. Notamment, les
complexes cycline D / CDK-4 ou -6 permettent le déroulement de la phase G1 et la
transition de la phase G1 a S et les complexes cycline A/CDK2 le bon déroulement de
la phase S et G2.
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Figure 1. Controle de l'avancement dans le cycle cellulaire par les cyclines et
cyclines dépendantes de kinases (CDKs).

A. Aux différentes phases du cycle, les complexes cyclines/CDKs permettent la
phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (RB) et ainsi la libération du facteur
de transcription E2F, nécessaire a l'expression des genes impliqués dans la progression
dans le cycle cellulatre.

B. Les inhibiteurs de CDKs, p21¢P1 et p16'Nk42 inhibent respectivement l'activité kinase
des cyclines et la formation des complexes cyclines/CDKs, ce qui permet l'arrét aux
différentes phases du cycle cellulaire.

Deux familles de protéines, appelées les CKls (« CDK Inhibitors »), permettent le
controle du cycle cellulaire via l'inhibition des CDKs: la famille INK4 (« INhibitor of
CDK4 ») et CIP/KIP (« CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein »). La famille
INK4, composée de p16'NK4a, p15INK4b 18INK4e hloque la formation des complexes de
la cycline D avec CDK4 et CDK6. Ceci leve la phosphorylation de pRB, qui séquestre

toujours E2F et 'empéche de transcrire les genes permettant d'avancer dans le cycle
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cellulaire et en particulier de la transition G1-S. La famille CIP/KIP est quant a elle
composée de p21°P1, p27KPT et p57XP2, qui inhibent lactivité kinase des cyclines et
empéchent les transitions entre toutes les différentes phases du cycle (Sherr et Roberts
1999). Durant la sénescence, les cellules surexpriment généralement p16'N*42 et/ou
p21¢P1 ce qui permet l'arrét du cycle cellulaire majoritairement en phase G1 (Leonardo
et al. 1994; Manuel Serrano et al. 1997; Herbig et al. 2004). Méme s'il n'y a eu que peu
d'études sur le role de p27XPT et p57XP? dans la sénescence, il semblerait que p27€P1
puisse étre impliqué dans la sénescence (X. Cao et al. 2011). De plus, quelques études
ont aussi montré un arrét en phase G2/M (Olsen et al. 2002; Shay et Roninson 2004).

Parmi les génes de la famille INK4, p16'NK4a reste le plus étudié et est l'un des
marqueurs moléculaires de la sénescence le plus utilisé a la fois in vitro et in vivo. En
effet, des études chez la souris ont montré une accumulation de cellules montrant une
forte expression de p16'Nk42 [ors de la sénescence cellulaire et du vieillissement (Baker
et al. 2011; Yamakosht et al. 2009; Burd et al. 2013). Cependant, ce marqueur n’est pas
parfait car l'expression de p16'Nk42 n'est pas toujours augmentée lors de la sénescence.
Par exemple, les cellules épithéliales mammaires (MEC) possedent une méthylation du
promoteur de p16'N*42 empéchant sa transcription mais n‘empéchant pas l'entrée en
sénescence des cellules (Kiyono et al. 1998).

1.1.2 Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence (SASP)

La sénescence cellulaire, outre l'arrét de prolifération stable, est associée a un
phénotype sécrétoire particulier, appelé SASP pour « Senescence-Associated Secretory
Phenotype ». Une premiére étude en 1999 par Shelton et ses collegues a montré grace
a des puces ADN un changement d'expression dans trois types cellulaires humains
(flbroblastes, cellules épithéliales et endothéliales) en sénescence réplicative (Shelton
et al. 1999). Ils ont alors observé que chaque type cellulaire arborait une signature
différente et que les fibroblastes sénescents étaient enrichis en genes de
l'inflammation. D'autres études ont ensuite montré la sécrétion des cellules
sénescentes et c'est en 2008 que l'équipe de Coppé précise grace a des analyses
protéomiques de fibroblastes en sénescence réplicative ou suite a un stress
génotoxique ou oncogénique les composants des SASP associés (Coppé et al. 2008).
Ils ont ainst montré que les SASP étaient relativement similaires et étaient
majoritairement composés de molécules pro-inflammatoires, tels que l'IL-6 et IL-8. Ce
sécrétome inflammatoire a été validé la méme année par deux autres études (Kuilman
et al. 2008; Juan C. Acosta et al. 2008).

Ce SASP est une marque commune de la sénescence mais la composition du
SASP est hétérogene et l'expression et sécrétion de ces protéines est variable en
fonction du type cellulaire (Hernandez-Segura et al. 2017), de linducteur de
sénescence (Hernandez-Segura et al. 2017; Wiley et al. 2016) et évolue au cours de la
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mise en place de la sénescence (Hoare et al. 2016; De Cecco et al. 2019). De plus, ce
réseau sécrétoire complexe peut avoir des effets sur les cellules sénescentes elles-
mémes (effets intracrine et autocrine renforcant la sénescence) et sur les cellules
environnantes et/ou a distance, normales et/ou tumorales (effet paracrine) (Coppé et
al. 2008; Kuilman et al. 2008; Juan C. Acosta et al. 2008) en activant des récepteurs
cellulaires et les voies de signalisations associées et en modifiant l'organisation et le
contenu de la matrice extracellulaire. Ainsi, ils participent grandement aux
conséquences physio(-patho)logiques associées a la sénescence, que je détaillerai
dans la partie décrivant les effets physio-pathologiques du SASP.

Les facteurs du SASP sont composés majoritairement de facteurs de
signalisation solubles, tels des interleukines et chimiokines, de facteurs de croissance
et de métalloprotéases sécrétées au niveau de la matrice extracellulaire (« Extra-
Cellular Matrix », ECM) (Coppé et al. 2010). De plus, il a réecemment été décrit que les
cellules sénescentes pouvaient aussi sécréter des vésicules extracellulaires, tel que des
exosomes, ainsi que des lipides comme les prostaglandines (Tableau 1).

Cytokines et interleukines

Les cellules sénescentes sécretent des cytokines et interleukines qui peuvent
impacter le microenvironnement cellulaire. Notamment, l'une des molécules les plus
étudiées est linterleukine (IL) pro-inflammatoire, IL-6. L'IL-6 semble étre
majoritairement régulé apres l'activation de la voie des dommages a 'ADN (« DNA
Damage Response », DDR). Les cellules sénescentes peuvent ainsi directement
communiquer avec elles-mémes et les cellules environnantes via le récepteur a l'IL-6
(IL-6R) et induire des cascades de signalisations cellulaires. D'autres interleukines
sécrétées lors de la sénescence comme les IL-TA et IL-1B, agissent sur les cellules
voisines par les récepteurs IL-1R et « Toll-like », qui permettent l'activation des facteurs
de transcription NF-kB (« Nuclear Factor Kappa B») et mTOR (« mammalian Target Of
Rapamycin »), nécessaires a la production et sécrétion des facteurs pro-inflammatoires
du SASP (décrit dans la partie « Régulation du SASP »). La plupart des cellules
sénescentes surexpriment également des chimiokines : essentiellement IL-8 (CXCL-8),
mais aussi CXCL-1, -2 et certaines de la famille CCL (CCL-8, -13, -16), qui font partie
des chimiokines activatrices du récepteur IL8-R (CXCR-2), permettant d'amplifier le
réseau de sécrétion (Coppé et al. 2010).
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Facteurs solubles Protéines Interleukines IL-6, IL-1q, IL-1B, IL-13, IL-15

Chimiokines (CXCL, CCL) 1L-8, CXCL1, CXCL2, CCL2, CCL3, CCL8
Autres molécules inflammatoires TGFB, IFN-y
Facteurs de croissance EGF, bFGF, VEGF, CSF2, Angiogenine,

IGFBPs, Amphiréguline,

Protéases MMP-1, -3, -9, TIMP-1, Cathespin B
Ligands ICAM-1, -3, CXCR2, OPG, Fas, EGF-R
Métabolites Espéces Réactives a I'Oxygéne (ROS) =
Dérivés lipidiques PGE2, 4-HNE
Facteurs insolubles Fibres Matrice extracellulaire Fibronectine, collagéne, laminine
Vésicules Lipides
Protéines

Acides nucléiques (miRNA, RNA, DNA)

Tableau 1. Composition hétérogene (et non-exhaustive) du SASP.

Adapté de (Coppé et al. 2010)

Le SASP est composé d'une multitude de biomolécules (molécules proinflammatoires,
facteurs de croissance, protéases, ligands ou métabolites) pouvant étre sécrétées de
maniere soluble dans l'environnement (orange) ou dans des vésicules (bleu). Il est aussi
composé d'autres facteurs insolubles, comme des fibres permettant de moduler
l'environnement des cellules sénescente (jaune).

Facteurs de croissance et protéines associées

Les cellules sénescentes sécretent des protéines de la famille des IGF-binding
protéines (IGFBPs), notamment -3 et -5 (Goldstein et al. 1991; K. S. Kim, Seu, et al. 2007).
Ces facteurs permettent de renforcer la sénescence, en effet des traitements avec les
protéines recombinantes IGFBP3 et -5 sur des cellules endothéliales humaines (HUVEC)
permettent d'induire la sénescence par activation de la voie p53 (K. S. Kim, Seu, et al.
2007; K. S. Kim, Kim, et al. 2007). Des facteurs de croissance impliqués dans l'activation
de la vole du TGFB (« Transforming Growth Factor B ») sont aussi surexprimés et
sécrétés lors de la sénescence (Juan Carlos Acosta et al. 2013; Park et al. 2016).
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Métalloprotéases

En plus de ces facteurs de signalisation, les cellules sénescentes sécretent des
métalloprotéases associées a la matrice extracellulaire (« extracellular Matrix
MetalloProteases », MMPs). Les MMPs sécrétées sont majoritairement les MMP-1, -3 et
-9 (Parrinello et al. 2005; Zeng et al. 1996), qui permettent de dégrader les fibres de
collagenes, la fibronectine et l'élastine et de remodeler l'environnement des cellules
sénescentes.

Vésicules extracellulaires

De récentes études ont identifié des vésicules extracellulaires (« Extracellular
Vesicles », EVs) comme composants du SASP. Ces vésicules réparties en trois sous-
groupes (exosomes, microvésicules et corps apoptotiques) sont constituées de
nombreuses molécules, telles des protéines, lipides, mRNA, miRNA, gDNA et mDNA.
En 2008, Lehmann fut le premier a décrire la présence de vésicules de type « exosome-
like » lors d'une sénescence induite par irradiation et ce d'une maniere dépendante de
p53 (Lehmann et al. 2008). P53 a dés lors été aussi décrit comme régulant U'expression
de genes impliqués dans la biosynthese des vésicules. Ainsi l'activation de p53 durant
la sénescence pourrait induire la sécrétion de vésicules extracellulaires. Dorénavant, la
présence d'EVs a été décrite dans différents contextes de sénescence, induits par : - un
oncogene (Borghesan et al. 2019); - un stress oxydatif (Terlecki-Zaniewicz et al.
2019) ou — un stress réplicatif (Mensa et al. 2020), démontrant que cette sécrétion
semble étre une caractéristique commune aux différents inducteurs de sénescence.

La composition exacte de ces vésicules lors de la sénescence reste encore a
décrire et constitue un réel défi technique. Cependant il a déja été montré qu’elles
contenaient les molécules solubles classiques du SASP, tel que l'IL-6 et U'IL-8 et des
composants moins décrits, tels que des miRNA ou la protéine de l'interféron IFITM3
(Urbanelli et al. 2016; Terlecki-Zaniewicz et al. 2019; Borghesan et al. 2019; Mensa et al.
2020).

Le SASP est donc un sécrétome bien spécifique des cellules sénescentes
composé d'une myriade de molécules et d'exosomes, mais dont la composition reste
hétérogene. En effet, le SASP dépend du type cellulaire, de l'inducteur de sénescence
et de la chronicité du stress. Ce SASP reste tres important pour les cellules sénescentes
pour communiquer avec et impacter leur environnement. Les effets paracrines du SASP
seront détaillés dans le deuxieme chapitre mais nous pouvons déja commenter qu'au-
dela des effets sur les cellules environnantes, le SASP peut aussi jouer un role a distance
sur d'autres types cellulaires, tissus ou organes. Ainsi, la découverte du SASP a permis
une meilleure compréhension des actions paracrines des cellules sénescentes et
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d'imaginer de nouvelles voies de communication a distance sur les tissus et les
organes.

1.1.3 Changements morphologiques

Il est souvent associé a la sénescence cellulaire des changements
morphologiques particuliers, au niveau cytoplasmique et nucléaire. Hayflick et
Moorhead avaient dans leur premiere étude déja observé un étalement des
fibroblastes en sénescence réplicative (Hayflick et Moorhead 1961). Cette hypertrophie
cellulaire avec un cytoplasme étendu est retrouvée dans beaucoup de types cellulaires
et inducteurs de sénescence. Méme si par exemple des cellules épithéliales mammaires
en sénescence induite par lactivation de Raf présentent une morphologie tres
allongée, en tige. La sénescence est aussi accompagnée par une augmentation de la
masse lysosomale (Kurz et al. 2000), ainst que mitochondriale (H.-C. Lee et al. 2002;
Stab et al. 2016), qui pourrait étre due a un déséquilibre dans les processus de fusion
et fission mitochondriale (Ziegler, Wiley, et Velarde 2015).

De plus, les cellules sénescentes présentent souvent des altérations nucléaires
et possedent un noyau plus gros, déformé voire sont multinuclées. L'enveloppe
nucléaire interne est composée de protéines de structure, les lamines, essentielles pour
la structure et fonction du noyau (Dechat et al. 2008). La perte de l'expression de
certaines lamines est un marqueur de sénescence (Freund et al. 2012) et la sénescence
induite par la progérine, conduisant a des modifications de lamine et a une enveloppe
nucléaire altérée, représente un modele de sénescence bien établi.

Il est intéressant d'observer que les morphologies associées a la sénescence
dépendent du type cellulaire et de linducteur de sénescence. Cependant, s'ils
représentent in vitro une marque de sénescence, ces changements morphologiques
sont peu utilisables in vivo.

1.1.4 Activité B-galactosidase

Le lysosome est un organite intracellulaire contenant des enzymes capables de
dégrader les déchets cellulaires. Parmi ces enzymes, la B-galactosidase possede une
activité optimale a pH = 4,5 dans les cellules normales et a un pH suboptimal de 6
dans les cellules sénescentes du fait d'une masse lysosomale associée a une quantité
d'enzyme plus importante (Kurz et al. 2000; B. Y. Lee et al. 2006). L'équipe de Judith
Campisi a donc utilisé cette particularité pour mettre au point un test colorimétrique,
permettant de marquer les cellules sénescentes en bleu (Dimri et al. 1995), appelé
activité B-galactosidase associée a la sénescence (« Senescence-Associated B-
galactosidase Activity », SA-B-Gal). Cette méthode de détection des cellules
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sénescentes a été l'une des premiéeres a étre développée et est aujourd’hui utilisée a la
fols in vitro et in vivo. Néanmoins, dans certains autres contextes cellulaires, comme
lors d'un état sub-confluent des cellules, il est possible d'observer une augmentation
de l'activité B-galactosidase (N.-C. Yang et Hu 2005). Ce marqueur n'est donc pas
complétement spécifique et ne suffit pas, a lui seul, pour valider l'état de sénescence.

1.1.5 Résistance a ’apoptose

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée qui permet
l'élimination rapide de cellules endommagées ou stressées. Contrairement aux cellules
en phase de croissance, les cellules sénescentes sont pour la plupart résistantes a
l'apoptose (E. Wang 1995; Seluanov et al. 2001). Cette résistance peut étre due a une
absence de stabilisation de p53 (Seluanov et al. 2001) ou a la régulation de protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (E. Wang 1995; Ryu, Oh, et Park 2007; Crescenzi,
Palumbo, et Brady 2003). En effet, les cellules sénescentes maintiennent un niveau
éleve de Bcl-2 (Ryu, Oh, et Park 2007) ou de Bcl-xL et Bcl-W (Yosef et al. 2016) les
rendant résistantes a l'apoptose. De plus, la sénescence est accompagnée d'une
diminution de l'expression et de l'activité des caspases, actrices majeures de l'apoptose
(Rebbaa et al. 2003; Marcotte, Lacelle, et Wang 2004). Il semble donc que les
mécanismes conduisant a la sénescence ou a l'apoptose soient interconnectés.

Les mécanismes moléculaires conduisant a l'entrée en sénescence ou en
apoptose sont encore mal compris et il semblerait que toutes les cellules soient
capables d'activer ces deux voies. C'est la nature et/ou l'intensité du stress qui pourrait
induire une réponse différente (Rodier, Campisi, et Bhaumik 2007).

De récentes études ont mis a profit cette forte expression des protéines anti-
apoptotiques des cellules sénescentes pour utiliser des agents pro-apoptotiques afin
d'éliminer spécifiquement les cellules sénescentes. Ces composés, dits sénolytiques,
peuvent cibler la famille des Bcl afin de restaurer l'apoptose dans les cellules
sénescentes (Y. Zhu et al. 2016; 2017; Chang et al. 2016; Yosef et al. 2016). Ces études,
suivies par d'autres, montrent en plus les bénéfices de ces composés dans des modeles
murins sur la qualité et U'espérance de vie des souris (M. Xu et al. 2018; Kirkland et
Tchkonia 2017). L'expression de ces protéines anti-apoptotiques apparait comme le
talon d'Achille des cellules sénescentes. Une grande partie de la communauté de la
sénescence cherche donc a déterminer de nouveaux mécanismes régulant la mort
cellulaire durant la sénescence afin de développer de nouveaux composés efficaces
afin de tuer sélectivement les cellules sénescentes.
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1.1.6 Dommages a PADN

Les dommages a 'ADN sont les dommages macromoléculaires les plus étudiés
dans la sénescence car ils représentent a la fois une caractéristique et un inducteur de
sénescence. Tout au long de la vie d'une cellule des dommages a 'ADN mineurs
(oxydation des bases) ou majeurs (cassures simple ou double brin, «Single or Double-
Strand Breaks », SSB ou DSB) peuvent s'accumuler (d'’Adda di Fagagna 2008). Suite a
ces altérations de U'ADN, une réponse aux dommages a 'ADN (« DNA Damage
Response », DDR) se met en place. Les kinases ATM et ATR (« Ataxia-Telangienctasia
Mutated » et « Ataxia-Telangienctasia and Rad3-related ») permettent la signalisation
du dommage. Elles recrutent ainsi entre autres les protéines yH2AX et 53BP1 (« p53-
Binding Protein »), deux marqueurs des dommages a LUADN, permettant la
phosphorylation des kinases CHK1 et CHK2, menant a l'activation de p53. Suivant la
nature et l'intensité du stress, la DDR induit la réparation de 'ADN, l'apoptose, ou la
sénescence.

Les extrémités des télomeres sont protégées par des protéines shelterines mais
la dégradation progressive des télomeres et leur découvrement peut induire une DDR
(d'Adda di Fagagna et al. 2003) ainsi que des foci induits par dysfonctionnement des
télomeres (« Telomere dysfunction-Induced Focis », TIFs) (Kaul et al. 2011; Takai,
Smogorzewska, et de Lange 2003). De plus, des stress génotoxiques ou des irradiations
peuvent induire des dommages a 'ADN et donc conduire a la sénescence.

1.1.7 Changements épigénétiques

Comme pour chaque état spécifique d'une cellule, les cellules sénescentes
possedent des modifications épigénétiques particulieres. Notamment, la sénescence
peut étre associée a des foyers d’hétérochromatine (« Senescence-Associated
Heterochromatin Foci », SAHFs) (Narita et al. 2003; Chandra et Narita 2013) enrichies
en H3K9me3 et en différents variants d'histone macroH2A. Ces structures complexes
semblent permettre de réprimer les genes cibles de E2F impliqués dans la prolifération
cellulaire (Narita et al. 2003) et ainsi de contribuer a la stabilité de l'arrét du cycle
cellulaire et de la sénescence. En effet, une fois que les SAHFs sont formés, la présence
des inhibiteurs du cycle et des dommages a 'ADN ne semble plus nécessaire au
maintien de la sénescence (Bakkenist et al. 2004). Cependant, on observe dans certains
contextes cellulaires et inducteurs de sénescence, la mise en place de la sénescence
sans présence de SAHFs (Kosar et al. 2011), ce qui pose la question de la nécessité des
SAHFs dans la mise en place ou le maintien de l'arrét du cycle cellulaire lors de la
sénescence.

De plus, durant la sénescence des changements dans les variants d’histones ou
des modifications post-traductionnelles des histones apparaissent. Notamment, il est
observé dans plusieurs contextes de sénescence une augmentation des variants H3.3
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et H2AJ et de la méthylation H4K20me3 (Paluvai, Di Giorgio, et Brancolini 2020). Il a
aussi été recensé une perte de l'histone H1 ou d'autres variants ainsi que la perte de la
protéine HMGB1 (Funayama et al. 2006; O'Sullivan et al. 2010; Davalos et al. 2013). En
plus des changements sur les variants d'histone, la sénescence réplicative est
accompagnée d'une diminution globale de la méthylation d'ilots CpG, dont la
méthylation permet la répression de promoteurs de genes (Cheng et al. 2017).

Il a été récemment démontré que l'histone acétyltransférase p300 était une
protéine clé dans l'expression des génes impliqués dans la sénescence cellulaire (Sen
et al. 2019). En effet, p300 induit une hyper-acétylation des histones, conduisant a la
décondensation de la chromatine. A linverse, l'invalidation de p300 conduit a la
réversion de l'induction de la sénescence (Sen et al. 2019).

Ainsi, les cellules sénescentes présentent différentes caractéristiques, qui
peuvent parfois étre propres au type cellulaire, a l'inducteur de sénescence et a
l'environnement tissulaire (Figure 2). Aucun de ces marqueurs ne peut a lui seul
déterminer 'état de sénescence. Cependant, l'arrét de prolifération, l'expression de
facteurs représentant le SASP et 'activité SA-B-Gal représentent les marqueurs les plus
couramment utilisés.

Dans la partie suivante, nous allons donc voir quels sont les différents stress
pouvant induire la sénescence cellulaire.
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Figure 2. Principaux biomarqueurs de la sénescence cellulaire.

Principales caractéristiques des cellules sénescentes, permettant leur identification in
vitro et (n vivo.

1.2 Stress induisant la sénescence cellulaire

La sénescence est un programme déclenché en réponse a différents stress. Ces
stress peuvent étre intra- ou extra-cellulaires et permettent a la cellule de répondre a
son environnement. Ces différents types de stresses peuvent aboutir a différents types
de sénescence.

1.2.1 Sénescence réplicative

La sénescence cellulaire a tout d'abord été décrite lorsque 'on a découvert que
des fibroblastes, Wi38, en culture ne proliféraient pas indéfiniment en culture et
atteignaient une limite réplicative (Hayflick et Moorhead 1961). Plus tard, il a été décrit
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que cette limite, dite de Hayflick, est atteinte lorsque les télomeres se raccourcissent
jusqu'a un certain point critique.

Les télomeres sont des structures ribonucléoprotéiques entourant les extrémités
des chromosomes en formant une boucle T. Ils sont composés de répétition TTAGGG,
d'ARN et de protéines spécialisées et protegent les chromosomes d'une potentielle
dégradation et perte d'informations génétiques. En effet, la réplication de 'ADN n’est
pas capable de répliquer les chromosomes jusqu'au bout de leurs extrémités et les
télomeres perdent environ 50 a 200 paires de base a chaque réplication. Ainsi, a chaque
division cellulaire, les télomeres se raccourcissent jusqu’a atteindre une limite critique.
Passé ce point, les télomeres ne peuvent plus former la boucle T, les extrémités simple
brin sont exposées, ce qui conduit a une réponse des dommages a l'ADN, entrainant
l'activation de p53 et un arrét stable du cycle cellulaire menant a la sénescence ou
l'apoptose.

Pour compenser cette réplication incompléete, la télomérase, une transcriptase
inverse, peut ajouter des domaines télomeériques riches en répétition G, rallongeant les
extrémités raccourcies des télomeres. Chez les mammiféeres, la télomérase est
composée d'une molécule d'ARN, servant de modele, et d'une sous-unité catalytique,
TERT (Chan et Blackburn 2002). Ainsi la réintroduction de TERT dans des cellules
rallonge les télomeres et peut permettre d'« immortaliser » les cellules et empécher
leur entrée en sénescence (Bodnar 1998). Le plus souvent les cellules cancéreuses
surexpriment ainsi la télomérase afin d'échapper a l'arrét du cycle cellulaire (Shay
1997). Elles peuvent utiliser aussi un autre mécanisme, appelé « Alternative
Lengthening Telomere » (ALT), reposant sur la recombinaison homologue entre les
séquences télomériques (Muntoni et Reddel 2005).

L'entrée en sénescence par le raccourcissement des télomeres est donc une
protection contre le dysfonctionnement des télomeres et la potentielle dégradation de
l'information génétique, qui pourrait mener a une instabilité génomique. Depuis la
découverte de cette sénescence réplicative, d'autres études ont montré la mise en
place d'une sénescence prématurée a la suite de divers stress, indépendante de
l'activité de la télomérase. Je vais notamment me concentrer sur l'induction de la
sénescence par un stress oncogénique, puis génotoxique, et enfin oxydatif.

1.2.2 Sénescence induite par un stress oncogénique

Les oncogenes représentent des genes qui, lorsqu'ils sont mutés ou suractivés
conduisent a la formation de tumeurs. Notamment, les oncogenes de la voie MAP
kinase (Ras/Raf/Mek) et leurs effets sur la prolifération et tumorigénese ont été bien
étudiés (Barbacid 1986). Mais de maniere surprenante, les cellules répondent d'abord
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a la suractivation d'un oncogene par l'induction de la sénescence. Serrano et Lowe ont
été les premiers a démontrer dans des fibroblastes humains que 'expression ectopique
de H-Ras®'?V induit un arrét de prolifération avec les caractéristiques de la sénescence
: accumulation de p53 et p16'NK4a activité SA-B-galactosidase et changements
morphologiques (Manuel Serrano et al. 1997). Ce nouveau type de sénescence
prématurée a été appelé OIS pour Oncogene-Induced Senescence. Par la suite, d'autres
oncogenes ont été décrits comme inducteurs de sénescence, tel que Raf (J. Zhu et al.
1998) ou Akt (Miyauchi et al. 2004). Mécanistiquement, la suractivation d'un oncogene
conduit dans un premier temps a l'augmentation de la réplication de L'ADN,
augmentant le nombre de dommages a 'ADN a cause du stress réplicatif et activant la
mise en place de la sénescence.

L'induction et le role de U'OIS in vivo ont été montrés plus tardivement.
Notamment Collado et ses collégues ont montré que des souris exprimant K-Ras¢'?V
présentaient une accumulation de cellules sénescentes dans les lésions prémalignes
alors que la sénescence était absente des lésions malignes (Collado et al. 2005). Une
autre étude a mis en évidence que la suractivation de l'oncogéne N-Ras®'?P dans des
souris induisait la sénescence, révertée lors de l'invalidation de p53, et participait a la
formation précoce de lymphomes (Braig et al. 2005). Chez I'humain, les cellules
sénescentes sont particulierement présentes dans les naevi, les grains de beauté, qui
sont des lésions bénignes de la peau. Ces cellules surexpriment 'oncogéne B-RafV600E
et présentent des caractéristiques de cellules sénescentes (Michaloglou et al. 2008).
Ces études soulignent l'importance de l'OIS in vivo et suggerent que L'OIS est un
mécanisme de défense contre le développement tumoral.

Il a aussi été démontré que la sénescence pouvait étre induite par invalidation
d'oncogene (« Oncogene Inactivation-Induced Senescence », OIIS), comme
l'invalidation de PTEN (Z. Chen et al. 2005). Ce processus a notamment été décrit dans
des cellules cancéreuses, qui sont dépendantes de certains oncogenes pour proliférer
(Weinstein 2000). Notamment, linactivation de MYC ou de K-Ras dans différents
contextes tumoraux peut induire la régression de la tumeur (Jain et al. 2002; Felsher et
Bishop 1999).

1.2.3 Sénescence induite par un stress génotoxique

Outre l'attrition des télomeres et l'activation d'un oncogene, la sénescence peut
étre induite dans des cellules normales a la suite de stress génotoxiques, par exemple
sous l'action de radiations, de composés chimiques, comme la bléomycine, 'étoposide,
le cisplatine ou de fumée de cigarette (Leonardo et al. 1994; Robles et Adami 1998;
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Cottage et al. 2019). Mécanistiquement, ces stress induisent des dommages a 'ADN,
conduisant a une réponse aux dommages a 'ADN et a la sénescence (d'Adda
di Fagagna 2008).

Il a aussi été montré que les cellules tumorales peuvent rentrer en sénescence
par ces stress génotoxiques, notamment lors de chimio- ou radiothérapies. C'est ce
qu'on appelle la sénescence induite par thérapie (« Therapy-Induced Senescence,
TIS») car les agents génotoxiques cités plus haut (bléomycine, étoposide,
doxorubicine) sont utilisés en chimiothérapies (Bojko et al. 2019; Roninson, Broude, et
Chang 2001) (Chang et al, s. d.).

Une des caractéristiques majeures des cellules cancéreuses est leur capacité a
se diviser indéfiniment (Hanahan et Weinberg 2011). La TIS des cellules cancéreuses
peut donc sembler étonnante puisque les cellules cancéreuses ont échappé a la
sénescence durant leur étape d'immortalisation. Ceci est toutefois possible car la
sénescence cellulaire peut étre induite par de nombreuses voies dont certaines restent
activables dans les cellules cancéreuses (Muioz-Espin et Serrano 2014; Ewald et al.
2010). Notamment de nombreux cancers présentant un p53 fonctionnel développent
a la suite de traitements par des agents chimiothérapeutiques des caractéristiques de
sénescence (Ewald et al. 2010). Il existe aussi des manieres indépendantes de p53
d'induire la TIS dans des cellules tumorales. La Protéine Kinase C (PKC) a été décrite
comme augmentant la sénescence et 'expression de p21¢*7, indépendamment de p53,
dans des MCF-7 en réponse a des traitements a l'étoposide (Zurgil et al. 2014).
L'activation chimique de la PKC dans des cellules cancéreuses du poumon ayant un
p53 et p16/NK4 inactivés conduit a larrét du cycle cellulaire en phase G2/M, un
changement de morphologie et une augmentation de l'activité B-galactosidase (Oliva
et al. 2008).

L'induction de sénescence a la suite de chimiothérapies a beaucoup été étudiée
in vivodans les cellules cancéreuses et commence aussi a étre montrée dans les cellules
stromales, méme si l'obtention de données in vivo sur ces cellules est délicate (Coppé
et al. 2008; G. Yang et al. 2006). Dorénavant, la recherche sur les mécanismes et
conséquences physiologiques de la TIS dans le contexte de l'environnement tumoral
est tres active dans le domaine de la sénescence.

1.2.4 Stress oxydant

Le stress oxydatif joue un réle dans l'induction de la sénescence cellulaire via
l'intermédiaire de la génération d'espéces réactives a l'oxygene (« Reactive Oxygen
Species », ROS) produits majoritairement par les mitochondries (Lu et Finkel 2008;
Moiseeva et al. 2009). Il a notamment été montré que les niveaux de ROS sont plus
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élevés dans les cellules en sénescence réplicative (Furumoto et al. 1998) et en OIS (A.
C. Lee et al. 1999). L'exposition a de faible doses de ROS, telles que I'H20, est suffisant
pour induire la sénescence dans différents types cellulaires primaires (Q. Chen et Ames
1994; Q. Chen et al. 1995). A l'inverse, un traitement antioxydant permet de limiter
'entrée en sénescence (Q. Chen et Ames 1994; Bodnar 1998; Serra et al. 2003).

Des études ont montré que la taille des télomeres pouvait étre impliquée dans
ce phénomene. En effet, le stress oxydant peut conduire a une accumulation de
dommages oxydatifs au niveau des bases de U'ADN télomérique, menant a une
déstabilisation de la boucle T. L'ADN télomérique est alors exposé aux nucléases, qui
le raccourcissent, conduisant a la sénescence réplicative (Opresko et al. 2005;
Vallabhaneni et al. 2013; von Zglinicki, Pilger, et Sitte 2000). Cependant, la sénescence
par augmentation du stress oxydant peut aussi étre induite indépendamment du
raccourcissement des télomeres (Busuttil et al. 2003; Parrinello et al. 2003). Ceci est d{i
a l'augmentation du nombre de bases oxydées sur l'ensemble de 'ADN (Parrinello et
al. 2003) et de cassures simples brins (Gosselin et al. 2009) accompagnées d'une
diminution de lefficacité des mécanismes de réparation (M. K. Kang et al. 2005)
conduisant a une réponse des dommages a 'ADN.

Les voies moléculaires activées par les ROS conduisant a linduction de la
sénescence sont encore discutées. Des études ont montré l'implication de p16'NK4a par
l'activation de la kinase p38MAP (p38MAPK) lors d'un traitement a 'H>O> (Volonté et
al. 2001; W. Wang et al. 2002). D'autres études ont suggéré que les ROS induisent la
sénescence par l'activation de p21P! (Passos et al. 2010) ou de p53 (Itahana et al.
2003).

Il est maintenant bien acquis que les ROS participent a l'entrée de la sénescence
en activant les voles nécessaires a l'arrét du cycle cellulaire. De plus, ils sont maintenant
considérés comme un des marqueurs de la sénescence. Toutefois le mécanisme de leur
génération et leurs roles exacts dans la sénescence restent encore a identifier.
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Figure 3. Principaux inducteurs de la sénescence cellulaire.

La sénescence cellulaire peut étre induite par différents stresses chroniques ou aigus,
comme le raccourcissement des télomeres, 'activation ou l'invalidation d'oncogenes,
des stresses génotoxiques lors de radiation ou chimiothérapies, ou des stresses
oxydatifs, par la production de ROS.

Divers stress peuvent induire la sénescence cellulaire, c’'est pourquoti elle a
longtemps été décrite seulement comme une réponse aux stress. Un type d'inducteur
caractérise un type de sénescence particulier, permettant de déterminer les principaux
effecteurs activés. Ainsi, le raccourcissement des télomeéres conduit a la sénescence
réplicative, l'activation d'un oncogene a l'OIS ou des stress génotoxiques a la TIS. Ces
stress peuvent étre chroniques ou aigus en fonction de leur intensité et fréquence, ce
qui peut conduire a des réponses différentes.

1.3 Effecteurs de la sénescence cellulaire

L'activation de différentes voies permet la mise en place de larrét de
prolifération et de la sécrétion du SASP. L'arrét de prolifération est instauré
principalement par les voies canoniques médiées par p53 et p16'Nk4a et la production
du SASP est quant a elle mise en place par différents acteurs permettant a la fois une
régulation transcriptionnelle mais aussi post-transcriptionnelle.
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1.3.1 Arrét de prolifération : role clé de p53 et p16™**

L'arrét de prolifération cellulaire est établi et maintenu par deux axes majeurs :
les voies p53 et p16Nk4a  Ces voies interagissent mais peuvent aussi agir
indépendamment.

Role de p53 dans la réponse aux dommages a 'ADN

Le facteur de transcription p53, aussi appelé « gardien du génome », permet
l'expression de genes cibles impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire. C'est l'une des
protéines « tumeur suppresseur » les plus connues et des mutations perte de fonction
sont retrouvées dans pres de la moitié des cancers (Levine 1997). Il est activé a la suite
de divers stress réplicatifs, oncogéniques, génotoxiques ou oxydatifs et apres
l'activation d'une réponse aux dommages a 'ADN (« DNA Damage Response », DDR),
ce qui permet l'arrét transitoire du cycle cellulaire nécessaire a la réparation de 'ADN.
Ce systeme d'alerte permet alors de limiter la prolifération des cellules ayant des
altérations génomiques en induisant l'arrét du cycle cellulaire. St les stress sont
persistants ou irréparables et l'arrét de cycle cellulaire permanent, la cellule rentre en
sénescence ou en apoptose. Lors d'une cassure double brin de 'ADN, les protéines de
reconnaissance des dommages, ATM et ATR, et celles de signalisation des dommages,
CHK1 et CHK2, activent par phosphorylation p53, conduisant a la transcription de la
CKl, p21<®1 (Figure 4). Celle-ci inhibe alors l'activité kinase des complexes formés par
CDK2 avec les cyclines E ou A en interagissant avec la CDK2 (Harper et al. 1993), ce qui
entraine l'arrét du cycle cellulaire en phase G1-S. L'activité de p53 est majoritairement
régulée par l'ubiquitine ligase, double minute 2 (HDM2 chez 'humain et MDM2 chez
la souris), qui favorise 'association de p53 avec le protéasome, et donc sa dégradation.
Ainsi, Uinhibition pharmacologique d'HDM2 par la nutline 3-a induit la stabilisation de
p53 et conduit a la sénescence (Efeyan et al. 2007).
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Différents stress peuvent induire des dommages a 'ADN, activant les protéines ATM et
ATR, p53 et la transcription de la CKI p21¢P1. Certains stress permettent aussi
l'activation de la kinase p38MAPK permettant quant a elle l'activation de la CKI p16'NK42,
L'activation des deux CKls permet linhibition de RB et donc in fine a celle de la
transcription des genes cibles de E2F, nécessaires a la progression dans le cycle
cellulaire. P14ARF permet quant a elle l'inhibition de HDM2, principal régulateur de p53.

De nombreuses études in vitro dans différents modeles de sénescence ont
montré l'importance de l'activation permanente de la DDR et de la voie p53/p21¢/
dans l'induction de la sénescence. En effet, l'inhibition de p53, p21¢®" ou des protéines
des voies ATM/ATR conduit a l'absence de l'arrét du cycle cellulaire (Leonardo et al.
1994; d'Adda di Fagagna et al. 2003; Fumagalli et al. 2012; Di Micco et al. 2006).
Cependant, bien que cette voie soit majeure pour la mise en place de la sénescence,
elle n'est pas activée dans certains contextes de sénescence, ce qui suggere des
mécanismes indépendants de cette voie.
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PT14ARF et activation de p53

P14ARF (« Alternative Reading Frame », p19ARF chez la souris) est une protéine du
locus INK4a/ARF. Elle est codée en grande partie par le méme gene que p16'N*42 mais
sa traduction ne suit pas le méme cadre de lecture (Figure 5). Elle interagit avec et
inhibe l'ubiquitine ligase HDM2, principal régulateur de p53 en étant responsable de
de sa dégradation (Haupt et al. 1997; Kamijo et al. 1998).
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Figure 5. Expression et cibles du locus INK4a-ARF.
(adapté de (Tyler et al. 20217).

Les genes p15/NK4b 5 14ARF et p16!NK4a partagent le méme locus et une partie des génes
p14ARF et p16/NK4a [a méme séquence codante mais leur cadre de lecture est différent.
La protéine p14ARF permet ensuite l'inhibition d'HDM2, ce qui favorise l'activation de
p53 et de l'expression de la CKI, p21¢P1. p21¢P1 et p16/NK4a permettant ensuite l'entrée
en sénescence en favorisant l'arrét du cycle cellulaire.

La levée d'inhibition de p53 par p144RF permet donc in fine l'expression des
génes cibles de p53 et l'arrét du cycle cellulaire. P14ARF est ainsi considéré comme un
suppresseur de tumeurs et des souris n‘exprimant pas p19ARF développent plus de
tumeurs (M. Serrano et al. 1996; Sharpless 2005). La voie p19ARF-p53 est importante
dans linduction de la sénescence chez la souris, méme si elle ne semble pas étre
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exclusive (Lowe et Sherr 2003; Sharpless 2005). Par exemple, 'activation de Ras dans
des MEFs peut induire l'expression de p19ARF mais cela ne semble pas étre le cas dans
des cellules humaines (Brookes et al. 2002). L'importance de cette voie chez 'humain
semble donc controversée (Kamijo et al. 1997; Dimri et al. 2000; W. Wei, Hemmer, et
Sedivy 2001).

Contrdle du cycle cellulaire par p 16N

L'expression de p16'Nk42 contrairement a p21¢"! n'est pas régulée par p53 et est
assurée par la voie des MAP kinases (Ras/Raf/Mek), par exemple dans les fibroblastes
et mélanocytes humains et murins en sénescence (A. W. Lin et al. 1998; Manuel Serrano
et al. 1997). L'activation de Ras par des stimuli extérieurs conduit a la phosphorylation
de ERK et la kinase p38MAP (p38MAPK), activant le facteur de transcription Ets2
responsable de lexpression de p16NK4%  D'autres signaux de sénescence
(oncogéniques ou oxydatifs) peuvent activer la p38MAPK et la surexpression de
p16'NK4a iz la protéine HBP1 (Y. Xu et al. 2014). A l'inverse, les complexes polycombes
(« Polycomb Repressive Complexs », PRCs) sont responsables de la répression de la
transcription de p16/NkK4a (Gil et al. 2004; Bracken et al. 2007). P16'Nk42 interagit avec les
complexes cycline D - CDK4/6, permettant lenrichissement de la forme
hypophophorylée de pRB et la formation du complexe répresseur pRB/E2F, réprimant
l'expression des genes cibles de E2F responsables de la progression du cycle cellulaire
(Lukas et al. 1995). L'expression de p16'Nk4a permet donc le blocage dans le cycle
cellulaire et joue elle aussi un role de suppresseur de tumeurs. P16'Nk42 est
fréquemment inactivé dans les cancers par mutation, délétion ou méthylation de son
promoteur, ce qui permet aux cellules tumorales d'échapper a la sénescence et a l'arrét
du cycle cellulatre.

Il semblerait que p21°PT et p16/NK42 agissent de maniére coopérative dans la
mise en place et le maintien de la sénescence. En effet, plusieurs études cinétiques ont
montré leurs actions complémentaires. Apres l'induction de l'arrét du cycle cellulaire
et de la sénescence, l'expression de p21¢P! (Stein et al. 1999) est diminuée et le
maintien de l'arrét de prolifération est assuré par celle de p16'N*42 (Stein et al. 1999;
Alcorta et al. 1996; M. Serrano, Hannon, et Beach 1993).

Durant la sénescence, deux voies principales se mettent en place afin d'induire
et de maintenir l'arrét du cycle cellulaire. Ces deux voies, p53-p21<P1 et p16!NK4a
aboutissent toutes les deux a 'enrichissement de RB sous forme active permettant la
répression des genes cibles de E2F nécessaire a l'avancement dans le cycle cellulaire.
Ainsi, cela conduit a l'arrét du cycle cellulaire et a la mise en place de la sénescence.
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1.3.2 Régulation du SASP

NF-«kB, principal régulateur du SASP pro-inflammatoire

La famille NF-kB d'activateurs transcriptionnels est composée de cing membres :
p50, p52, c-rel, p65, aussi appelée RelA et RelB, qui sont présents dans la cellule sous
forme de dimeéres. Les complexes transactivateurs rencontrés le plus souvent sont les
hétérodimeres p50/RelA, mais de nombreuses autres combinaisons d’homo- et
hétérodimeres existent. Le complexe p50/RelA joue un role majeur dans l'expression
de genes impliqués dans l'immunité innée et acquise. De nombreuses études ont
montré que ce complexe est l'un des principaux régulateurs de l'expression des
facteurs pro-inflammatoires du SASP, comme les interleukines (IL-6, -8, -1a, -1B),
CXCLs et autres dans différents contextes de sénescence (Chien et al. 2011; Malaquin,
Martinez, et Rodier 2016; Freund, Patil, et Campisi 2011).

En conditions normales, sans stresses, le complexe p50/RelA est réprimé par son
interaction avec IkB dans le cytoplasme, ce qui empéche sa translocation dans le noyau
(Figure 6). En réponse a différents stresses, la voie canonique d'activation de NF-«B est
mise en place. Le complexe kinase IKB (IKK) phosphoryle IkB, induisant sa dégradation
et la libération du dimere NF-kB, ce qui permet sa translocation et activation dans le
noyau. Il a été montré durant la sénescence une augmentation de la phosphorylation
de NF-kB et son enrichissement au niveau de la chromatine (Chien et al. 2011). Dans
des fibroblastes en sénescence induite par Ras ou par le Rivaroxaban, agent utilisé en
chimiothérapie, le knock-down de RelA diminue linduction de lexpression de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires, dont IL-6, IL-8 et CXCL1 (Chien et al. 2011)
mais n'impacte pas la mise en place de l'arrét de prolifération, dépendante de p53.
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Figure 6. Voie de signalisation de NF-kB.

Les kinases IKKs permettent la phosphorylation de la protéine IkB, ce qui permet la
libération et translocation du complexe NF-kB transactivateur, p50/RelA, et ainsi
l'expression de ses genes cibles.

Tous les mécanismes moléculaires menant a l'activation de NF-«B lors de la
sénescence restent encore mal connus. Néanmoins, on sait qu’en plus d'activer les
effecteurs nécessaires a 'arrét du cycle cellulaire, la réponse aux dommages a 'ADN et
ses protéines médiatrices (ATM, ATR, CHK1 and CHK?2) sont nécessaires a l'initiation et
au maintien de la sécrétion de nombreux facteurs du SASP, notamment inflammatoires
(Rodier et al. 2009; H. Chen et al. 2015; C. Kang et al. 2015).

De méme, la kinase p38MAP (p38MAPK), en plus de jouer un réle dans l'arrét de
prolifération par l'activation de p53 et p16/NK4a, est aussi associée a la régulation du
SASP (Freund, Patil, et Campisi 2011; Alspach et al. 2014). Notamment, 'expression
constitutive de cette kinase dans des fibroblastes humains mene a l'activation de NF-
kB et a linduction du SASP, sans activer de réponse des dommages a 'ADN. La
répression de p38MAPK est suffisante pour inhiber l'expression des molécules pro-
inflammatoires dépendantes de NF-kB, comme IL-6 et IL-8 (Freund, Patil, et Campisi
2011).
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C/EBP8, autre facteur de transcription renforcant le SASP

La famille des facteurs de transcription C/EBPB (« CCAAT Enhancer Binding
Protein Beta ») aux motifs leucine zipper est composée de trois isoformes; seule
C/EBPB-1 joue un role dans l'arrét de prolifération et la sécrétion du SASP (Juan C.
Acosta et al. 2008; Kuilman et al. 2008). C/EBPB-1 se fixe directement au promoteur
d'IL-6 activant sa transcription et permettant de renforcer la sécrétion des facteurs pro-
inflammatoires (Kuilman et al. 2008) (Figure 7).

NOTCHT, acteur de la composition et de la chronicité du SASP

Le facteur de transcription NOTCH1 a récemment été décrit comme régulant la
dynamique et la composition du SASP au cours du temps. Son expression est forte lors
de la mise en place de la sénescence et permet de réprimer C/EBPB-1, ce qui va
conduire a |'expression d'un SASP précoce anti-inflammatoire dépendant du TGF-B.
Dans un second temps, son expression va diminuer conduisant a l'activation de
C/EBPB-1 et 'expression d'un SASP enrichi en molécules pro-inflammatoires (Hoare et
al. 2016) (Figure 7).
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Figure 7. Régulation et composition du SASP durant la sénescence cellulaire.

Lors de linduction de la sénescence, différents signaux permettent l'induction de
l'expression, la maturation et la sécrétion du SASP. L'activation des facteurs de
transcription NF-kB et C/EBPB est réalisée par différents acteurs comme une réponse aux
dommages a I’ADN (DDR), la kinase p38MAP, le facteur de transcription GATA4, permettant
I’expression des régulateurs de NF- kB ou les fragments cytosoliques de chromatine
(CCFs) permettant l'activation de la voie cGAS-STING. NF-«kB et C/EBPB permettent alors
I’expression de facteurs pro-inflammatoires, tels IL-6 et IL-8. L'activation de NOTCH1 et la
translocation de son domaine intracellulaire permettent l'activation du TGF-B et sa voie
de signalisation. mTOR et [linflalmmasome permettent une régulation post-
transcriptionnelle du SASP. mTOR induit la stabilisation de transcrits de certains facteurs du
SASP et la traduction de pro-IL-1a. L'inflammasome induit le clivage du pro-IL-1a en IL-1a, ce
qui permettra de renforcer la sénescence.
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mTOR

La kinase mTOR (« mammalian Target Of Rapamycin ») est impliquée dans de
nombreux processus biologiques comme l'autophagie, l'apoptose et la synthése
protéique. Son activation se fait apres activation de voies moléculaires en réponse a
des signaux de facteurs de croissance (insuline ou « Insulin Growth Factor », IGF), de
l'inflammation (TNFa) et énergétique (glucose). /n vitro, l'inhibition de mTOR dans des
fibroblastes humains en sénescence induite par radiation ou par un oncogene limite la
sécretion de facteurs du SASP tels qu'lL-6, IL-8, IL-1a et VEGF (Laberge et al. 2015;
Herranz et al. 2015) (Figure 7). D'autre part, mTOR permet la traduction d'IL- 1la et
l'inhibition de la dégradation de 'ARNm de certains facteurs du SASP par la protéine
ZFP36L1 (Herranz et al. 2015). mTOR permettrait donc de réguler tant au niveau
transcriptionnel que post-transcriptionnel les facteurs du SASP. De plus, mTOR a été
décrit comme permettant l'arrét de prolifération des cellules et contribuerait aux
changements phénotypiques et a l'étalement des cellules en sénescence. Une forte
activité de mTOR limite la durée de vie alors qu'une plus faible activité favorise la
longévité (Stanfel et al. 2009; Kapahi et al. 2010). Ainsi il semblerait que mTOR soit un
regulateur clé de la sénescence, impactant a la fois l'arrét de prolifération et la
sécrétion de SASP.

Inflammasome

D’autres études ont montré l'implication de l'inflammasome dans la maturation
et le clivage du pro-IL-1a dans sa forme active (Juan Carlos Acosta et al. 2013) (Figure
7). Il permet l'activation des caspase -1 et -5, responsables du clivage du pro-IL-Ta en
IL-1a et ensuite sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. De plus, il peut étre activé
par U'IL-1B, ce qui permet ensuite la maturation de U'IL-1B (Fernandez-Duran et al. 2019).

Le SASP peut aussi étre induit par la présence de fragments cytoplasmiques de
chromatine (« Cytoplasmic Chromatin Fragments », CCFs). Ces fragments d’ADN sont
relargués du noyau pendant la sénescence et activent la voie antivirale de la GMP-AMP
synthase cyclique (« cyclic GMP-AMP synthase », cGAS) stimulateur de la voie des
genes de linterféron (STING) (cGAS-STING), menant a la régulation du SASP de
maniere dépendante de lInterféron (IFN) ou de NF-«kB (Dou et al. 2017; Vizioli et al.
2020; Fafian-Labora et O'Loghlen 2020).

Certaines modifications épigénétiques sont aussi connues pour réguler le SASP.
Notamment, la levée de répression de l'élément rétrotransposable L1 (LINE-1) (De
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Cecco et al. 2019), l'accumulation du variant d’histone H2A.J (Contrepots et al. 2017),
la perte de macroH2A1 (H. Chen et al. 2015) ou la présence de régulateurs
épigénétiques sur des loct des genes du SASP, comme BRD4 (Tasdemir et al. 2016),
activent l'expression du SASP.

L'expression et la sécrétion du SASP sont donc majoritairement médiées par les
facteurs de transcription NF-kB et C/EBPB-1 et la kinase mTOR, qui peuvent étre eux-
mémes étre activés par les facteurs sécrétés afin de renforcer la sénescence. La majorité
des études se sont concentrées sur les molécules pro-inflammatoires, car elles ont été
décrites comme les principales médiatrices (pour le moment) des effets
physiopathologiques du SASP, comme nous le verrons dans le prochain chapitre. Il
manque ainsi un nombre important de données sur les régulateurs des facteurs du
SASP non pro-inflammatoires, comme les facteurs de croissance, durant la sénescence.
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2 Chapitre 2 : Effets physiopathologiques de la sénescence
cellulaire

La senescence cellulaire peut induire des effets auto- et paracrines a 'échelle de
la cellule, ce qui peut entrainer des conséquences a l'échelle du tissu et ensuite sur
'ensemble de l'organisme. Notamment, les facteurs du SASP sont capables d'induire
de la sénescence autocrine (sur le méme type cellulaire) et paracrine (sur d'autres types
cellulaires), ce qui permet de renforcer la sénescence cellulaire ou contribuer a d'autres
effets. Il est admis que la chronicité de la sénescence peut engendrer des réponses
différentes. En effet, a court terme l'arrét de prolifération et le SASP peuvent générer
des effets bénéfiques pour l'organisme. A l'inverse si les cellules sénescentes ne sont
pas éliminées correctement par le systeme immunitaire et s'accumulent dans
l'organisme, elles peuvent engendrer des effets déléteres sur l'organisme (Figure 8).

2.1 Sénescence cellulaire et communication inter-cellules

Les cellules sénescentes sont capables de communiquer entre elles ou avec
d'autres types cellulaires grace a des signaux autocrines (Juan C. Acosta et al. 2008;
Kuilman et al. 2008; Hoare et Narita 2013), paracrines (Juan Carlos Acosta et al. 2013;
H. Chen et al. 2015) ou juxtacrines (Parry et al. 2018). Les signaux paracrines sont un
moyen tres efficace d'induire la sénescence cellulaire dans d'autres types cellulaires et
ainsi propager la sénescence cellulaire au sein du tissu.

Les cellules sénescentes peuvent communiquer avec elles-mémes et les cellules
environnantes via le récepteur a l'IL-6 (IL-6R) et induire des cascades de signalisations
cellulaires. D'autres interleukines sécrétées lors de la sénescence comme les IL-1a et
IL-1B, agissent sur les cellules voisines par les récepteurs IL-1R et « Toll-like », qui
permettent l'activation de NF-kB et de mTOR. L'ensemble des cytokines permettent un
renforcement autocrine et paracrine de la sénescence cellulaire. Le TGFB sécrété par
les cellules sénescentes permet lui aussi lentrée en sénescence des cellules
environnantes (Juan Carlos Acosta et al. 2013; Reynisdottir et al. 1995; Neuzillet et al.
2015). Par ailleurs, le GDF15, autre ligand du récepteur au TGFp, permet aussi
linduction de la sénescence cellulaire et sa surexpression dans des cellules
endothéliales humaines induit 'augmentation de l'expression de p16'NK4a conduisant
a la sénescence cellulaire (Park et al. 2016).

Les métalloprotéases, quant a elles, permettent de remodeler la structure de la
matrice extracellulaire, ce qui va favoriser la migration cellulaire et la diffusion des
facteurs solubles. Les vésicules extracellulaires sont décrites comme participant aux
effets paracrines de la sénescence cellulaire et semblent, tout comme les autres
composants du SASP, jouer un role favorable ou défavorable sur l'organisme en
fonction du contexte et de la chronicité du stress (Wallis, Mizen, et Bishop 2020).
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Les cellules sénescentes sécretent, en plus, des ligands transmembranaires,
comme NKG2D, quiinteragissent avec les cellules du systeme immunitaire. Ajoutés aux
cytokines (comme CCL2) et interleukines, ils permettent de créer un environnement
proinflammatoire et chemoattractant attirant des cellules du systeme immunitaires tels
que des macrophages, des neutrophiles ou des cellules « Natural Killer », NK (lannello
et Raulet 2014; Sagiv et al. 2016). Ceci conduit a l'élimination des cellules sénescentes
et un défaut dans ce processus conduit a l'accumulation des cellules sénescentes
(Ovadya et al. 2018), contribuant a l'amplification de la sénescence paracrine et
chronique (Pereira et al. 2019) (Figure 8).

2.2 Effets bénéfiques a court terme

2.2.1 Role dans le développement embryonnaire

La sénescence cellulaire a majoritairement été décrite en réponse a un stress,
mais de récentes études dans des embryons de souris ont montré son importance lors
du développement physiologique de l'embryon (Mufoz-Espin et Serrano 2014). La
sénescence embryonnaire a aussi été observée chez l'humain, le poulet ou les
amphibiens suggérant que ce phénomene est conservé entre les especes et aurait été
sélectionné au cours de l'évolution lors du développement embryonnaire (Davaapil,
Brockes, et Yun 2017). En particulier, la sénescence a été observée au niveau du tube
neural, des interdigitations, du mésonéphros (correspondant au rein embryonnaire) et
a d'autres structures. Cette sénescence a été caractérisée grace au marquage de
l'activité SA-B-Gal, mais aussi grace aux marqueurs d'arrét de prolifération, comme la
diminution de marqueur de prolifération Ki67 et 'augmentation de CKls (p21<"1, p15
et p27). L'absence de dommages a 'ADN lors de cette sénescence renforce l'idée que
celle-ci n'est pas due a une réponse a un stress. L'utilisation d’'embryons invalidés pour
Cdkn1a montre une absence d'activité SA-pB-Gal et d'arrét de prolifération, soulevant
le role essentiel de p21¢?1 dans la sénescence embryonnaire, et non de p53 ou d'autres
CKls. De plus, cette sénescence est médiée par la voie TGF-B/SMAD et PI3K (Lorda-Diez
et al. 2015; Munoz-Espin, s. d.; Storer, s. d.). Cette sénescence embryonnaire est ensuite
suivie d'une infiltration des macrophages, d'une élimination des cellules, ce qui conduit
in fine au remodelage du tissu. Il a été montré une production de SASP lors de cette
sénescence, néanmoins les effets physiologiques de celui-ci lors du développement
n‘ont pas encore été bien démontrés.

2.2.2 Role dans la cicatrisation et la réparation tissulaire

Les facteurs du SASP jouent un role positif lors des processus de cicatrisation
tissulaire via leur action sur la migration cellulaire et la réorganisation du tissu
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endommagé. En outre, les facteurs de croissance et les protéases permettent la
réparation et le remodelage de la matrice extracellulaire (Gill et Parks 2008). Les
molécules pro-inflammatoires ou d'autres protéines, telles des facteurs d’hémostasie
ou dérivés de plaquette (PDGF-AA) conduisent au recrutement des cellules du systeme
immunitaire (macrophages et cellules « Natural Killer », NK) dans l'environnement des
cellules sénescentes pour éliminer les corps étrangers (Demaria et al. 2014; Wiley et al.
2019). Enfin les protéines qui attirent les cellules souches favorisent le renouvellement
du tissu. Notamment, la sécrétion de facteurs de la matrice extra-cellulaire (MMPs) par
les cellules sénescentes lors de la cicatrisation permet de limiter la fibrose hépatique
et cutanée et favorisent la réparation des tissus (Krizhanovsky et al. 2008; Jun et Lau
2010).

Cependant, a l'inverse, l'accumulation de cellules sénescentes peut promouvoir
la fibrose rénale (Miao et al. 2019) ou idiopathique pulmonaire (Kato et al. 2020),
suggérant qu'il est nécessaire que l'organisme élimine les cellules sénescentes afin
d'éviter les effets chroniques déléteres.

2.2.3 Barriére anti-tumorale

Comme il a été décrit précédemment les cellules tumorales, contrairement aux
cellules somatiques, ne possedent pas de limite réplicative et expriment pour la plupart
la télomérase. Cependant, il est maintenant établi que les premieres étapes de
tumorigénese entrainent l'activation de p16'N*4a et de p53. A ce moment-1a, les cellules
tumorales rentrent en sénescence, ce qui limite la propagation de cellules pré-
cancéreuses. Les cellules sénescentes se retrouvent dans les lésions prémalignes alors
gu'elles sont absentes dans les étapes malignes, ce qui suggere que la sénescence agit
comme une barriere contre le développement tumoral (Braig et al. 2005; Collado et al.
2005). Chez 'humain, la sénescence a notamment été décrite dans les mélanocytes
surexprimant BRAFV69% constituant les naevi (Michaloglou et al. 2008), dans les lésions
de PIN (Néoplasie Intra-épithéliales Prostatiques) (Z. Chen et al. 2005) et dans des
adénomes pulmonaires, correspondant tous a des tumeurs prémalignes. La délétion
des médiateurs de la sénescence p53 ou de l'histone méthyltransférase SUV39H1,
(essentielle dans la formation des TIFs nécessaires au phénotype sénescent) lors de
stress oncogéniques conduit a la perte des marqueurs de sénescence et a la
progression tumorale (Braig et al. 2005; Z. Chen et al. 2005), ce qui démontre le réle
de OIS en tant que barriere anti-tumorale. De plus, certaines tumeurs qui se
développent ont inactive certains acteurs de la sénescence et suppresseurs de tumeurs
(Z. Chen et al. 2005; Collado et al. 2005; Juan C. Acosta et al. 2008). L'ensemble de ces
observations soulignent l'importance de l'inactivation des voies régulant la sénescence
dans le développement tumoral mettant en évidence le role de 'OIS comme barriere
anti-tumorale.
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Plusieurs études sur le SASP ont aussi montré son implication contre le
développement tumoral. Les interleukines, les chimiokines et PAI-1 (« Plasminogen
Activator Inhibitor 1 ») renforcent la sénescence in vivo (Juan C. Acosta et al. 2008;
Kuilman et al. 2008), ce qui renforce l'arrét de prolifération au sein de l'environnement
tumoral. De plus, il a été montré que certains cas malins de cancers présentent de
faibles niveaux d'expression de CXCR2, récepteur membranaire a l'IL-8 et GROa (Ginos
et al. 2004; Toruner et al. 2004). Parallelement, une mutation inactivatrice de CXCR2
dans des cellules d'adénocarcinome pulmonaire diminue LU'OIS, démontrant
l'importance du SASP dans le renforcement de la sénescence in vivo (Juan C. Acosta et
al. 2008). Dans un modele murin de carcinomes hépatocellulaires (HCC), la
réintroduction de p53 conduit a l'induction de la sénescence cellulaire et a la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires associées au recrutement du systeme immunitaire
inné (macrophages, neutrophiles et cellules NK). Le systéme immunitaire alors activé
élimine les cellules sénescentes ce qui aboutit a la régression de la tumeur (Xue et al.
2007). L'élimination des cellules prémalignes sénescentes par le systeme immunitaire
est une étape nécessaire pour empécher leur évolution en carcinome (T.-W. Kang et
al. 2011). Ainsi, U'entrée en sénescence et la sécrétion des facteurs du SASP permet
d‘alerter le systeme immunitaire d'une région a risque, ce qui conduit a la régression
de la tumeur.

La sénescence a travers l'arrét de prolifération et la génération du SASP, qui
permet de renforcer la sénescence autocrine et paracrine, remodele le
microenvironnement et active des cellules du systeme immunitaire permettant
d'engendrer des effets bénéfiques sur les tissus et l'organisme (Figure 8).

2.3 Effets chroniques déléteres

2.3.1 Effets généraux sur le vieillissement et quelques maladies

liées a ’age

Le vieillissement est une marque universelle correspondant au déclin progressif
des fonctions de nombreuses cellules et tissus et aboutit au développement de
nombreuses pathologies lices a l'age et a la mort de l'organisme (Campisi 2013).
Plusieurs études ont démontré l'accumulation de cellules sénescentes chez 'humain et
les primates au cours du temps (Dimri et al. 1995; Erusalimsky et Kurz 2005; Jeyapalan
et al. 2007). Dans un modele murin ou le nombre de cellules sénescentes est accru par
une forte expression de p53, les souris présentent des signes de vieillissement
prématuré (Tyner et al. 2002). De plus, il a été montré que l'expression de p16'Nk42
augmentait lors du vieillissement, en particulier chez la souris dans les cellules souches
et progénitrices du cerveau et de la moelle épiniere, ce qui limite la prolifération de
ces cellules et la régénération tissulaire, associée a une diminution de la neurogénese
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(Janzen et al. 2006; Molofsky et al. 2006). Ces effets sur le vieillissement sont dus a la
fois a la sénescence autocrine menant au dysfonctionnement cellulaire mais aussi aux
effets paracrines médiés par le SASP, qui conduisent a l'inflammation chronique (Miao
et al. 2019).

L'inflammation chronique est une caractéristique du vieillissement, qui peut
contribuer a plusieurs pathologies liées a l'age (Chung et al. 2009). Il a été suggére
gu'au cours du vieillissement, l'accumulation des molécules pro-inflammatoires du
SASP contribuent a l'inflammation chronique observée lors du vieillissement (Rodier
et Campisi 2011). Ce SASP, au travers d'autres facteurs, comme les métalloprotéases
modifiant la matrice extracellulaire, peut aussi perturber la structure et fonction des
tissus (Campist 2005), comme les niches de cellules souches (Drummond-Barbosa
2008). De plus, dans des modeles murins de progeria, maladie correspondant a un
vieillissement prématuré, l'ablation de NF-kB permet de diminuer les signes de
vieillissement et d'augmenter l'espérance de vie des souris (Tilstra et al. 2012; Osorio
et al. 2012). L'inhibition des voies de signalisation de l'IL-6 et IL-8 atténue la réponse
inflammatoire associée a la sénescence chez les souris. Il a aussi été démontré que
l'inhibition de facteur du SASP ou de l'activation des voies moléculaires associées était
bénéfique dans certaines maladies liées a 'age (Kuilman et al. 2008; Coppé et al. 2010).
Par exemple, l'inhibition pharmacologique du récepteur a lU'IL-1 ou a l'IL-6 est utilisé
pour traiter la polyarthrite rhumatoide (Fleischmann, Stern, et Igbal 2004; Karsdal et al.
2012). Ces études suggerent que l'activation de NF-«kB dans les cellules sénescentes et
des voies moléculaires associées au molécules pro-inflammatoires pourrait contribuer
a linflammation chronique observée durant le vieillissement et aux maladies liées a
l'age.

Depuis, l'enrichissement de cellules sénescentes a aussi été identifiée dans de
nombreuses pathologies chroniques liées au vieillissement, comme 'hypertension
pulmonaire (Noureddine Hibo et al. 2011), la bronchopneumopathie chronique
obstructive (Zhou et al. 2011; Bartling 2013), la stéatose hépatique non alcoolique
(Ogrodnik et al. 2019), de l'insulinoresistance pouvant étre celle retrouvée dans les

diabetes de type Il (Aguayo-Mazzucato et al. 2019), la sarcopénie ou l'athérosclérose
(He et Sharpless 2017).

Le vieillissement est aussi associé a « l'immunosénescence », correspondant a la
sénescence cellulaire des differents types de cellules composant le systeme
immunitaire. Notamment l'immunosénescence mene a l'enrichissement de cellules T
mémoires sénescentes sécrétant des molécules pro-inflammatoires (Vicente et al.
2016) et a la diminution des cellules T naives (Flach et al. 2014).

En outre, dans différents modeles murins, 'élimination sélective des cellules
sénescentes augmente l'espérance de vie des souris (Baker et al. 2016; M. Xu et al.
2018) et la qualité de vie en retardant les maladies liées a l'age (Baker et al. 2011;
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Triana-Martinez et al. 2019), ce qui montre le role physiopathologique de la sénescence
cellulaire au cours du vieillissement.

2.3.2 Effets dans les maladies neurodégénératives

La sénescence cellulaire a aussi été observée dans les cellules du systéeme
nerveux, comme les astrocytes ou oligodendrocytes. De plus en plus d'études
montrent que la sénescence de ces cellules contribue a des effets déléteres sur le
cerveau, comme son vieillissement ou des maladies neurodégénératives, comme la
maladie d’'Alzheimer (Pertusa et al. 2007; Salminen et al. 2011; Nasrabady et al. 2018;
Magini et al. 2015). Le groupe de Kirkland a récemment démontré que durant l'obésite,
des cellules sénescentes gliales s'accumulaient prés du ventricule latéral, une région
dans laquelle se déroule la neurogénése chez l'adulte. Grace a des modeles murins ils
ont observé que l'élimination spécifique des cellules sénescentes chez des souris
obéses diminuait l'anxiété des souris et restaurait la neurogénese (Ogrodnik et al.
2019). Ils ont ainsi été dans les premiers a démontrer un lien fonctionnel entre
sénescence cellulaire, neurogénese et trouble comportemental des souris.

Le SASP, notamment, via ces molécules pro-inflammatoires joue aussi un role
dans les maladies neurodégénératives liées a l'age, comme le déclin des capacités du
cerveau ou les maladies d'Alzheimer et de Parkinson. L'augmentation du nombre de
cellules sénescentes et donc des médiateurs du SASP pendant le vieillissement pourrait
étre l'une des causes de l'inflammation chronique présente dans les cerveaux agés et
issus des patients d'Alzheimer (Olivieri et al. 2018).
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Figure 8. Principaux effets physiologiques et pathologiques médiés par la
sénescence cellulaire.

Une cellule sénescente peut, notamment via le SASP, induire de la sénescence
autocrine (sur le méme type cellulaire) ou paracrine (sur un autre type cellulaire). Ceci
permet notamment le recrutement et l'activation de cellules du systeme immunitaire
(macrophages, cellules NK), conduisant a l'élimination des cellules sénescente et entre
autres a la régénération tissulaire ou constituer une barriere contre le développement
tumoral. Si les cellules sénescentes et le SASP s’accumulent, ils contribuent a une
inflammation chronique, induisant notamment de la fibrose ou la progression
tumorale. L'ensemble de ces effets sur les cellules, puis sur les tissus impactent
l'organisme et contribuent au vieillissement et aux maladies liées a l'age, dont le
cancer.

2.3.3 Potentiel tumoral des cellules sénescentes

Comme les pathologies dégénératives, le cancer est une maladie liée a l'age
associée a une altération des tissus. L'accumulation des cellules sénescentes dans les
tissus agés peut avoir un impact négatif et promouvoir le développement tumoral.
Cependant, ces effets sont en majorité médiés par le SASP des cellules sénescentes.
Comme nous l'avons détaillé plus haut, OIS participe a la protection des tissus en
empéchant la transformation des cellules. Ces cellules en OIS sont donc des cellules a
haut risque de transformation car elles ont accumulé des dommages qui leur ont
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permis de rentrer en sénescence. Ainsi, si elles subissent d'autres stress, elles peuvent
devenir plus agressives que des cellules non-sénescentes.

L'inflammation est une des caractéristiques majeures du cancer et environ 20%
des tumeurs sont causées par une inflammation chronique, qui contribue aux
différentes étapes du développement tumoral, allant de l'initiation aux métastases. De
nombreux facteurs du SASP, notamment les cytokines pro-inflammatoires, ont des
propriétés oncogéniques en impactant le microenvironnement tumoral et en
favorisant la migration et la prolifération de cellules prémalignes dans différents types
de cancer (Krtolica et al. 2001; Coppé et al. 2008; 2010; Bavik et al. 2006; Ohuchida et
al. 2004). Plusieurs études ont montré que des fibroblastes en sénescence
contribuaient a la progression tumorale de lésions cancéreuses et pré-cancéreuses
(Krtolica et al. 2001; Coppé et al. 2010; D. Liu et Hornsby 2007) dans des souris
immunodéprimées. Ces études soulignent l'importance du stroma et du remodelage
du microenvironnement tumoral dans la progression tumorale.

Les facteurs du SASP peuvent aussi stimuler la prolifération de cellules
endothéliales (Coppé et al. 2006), ce qui favorise (Kolodkin-Gal et al. 2021)la
vascularisation et l'angiogénese des tumeurs et donc l'invasion des cellules tumorales.
Notamment, 'HGF (« Hepatocyte Growth Factor », facteur de croissance hépatique)
intervient dans le cancer du pancréas (Ohuchida et al. 2004) et les interleukines IL-6 et
IL-8 dans celui du sein (Coppé et al. 2008). En plus, ces facteurs peuvent aussi stimuler
la transition épithéliomésenchymateuse dans des cellules épithéliales prémalignes et
dans des cellules épithéliales cancéreuses non agressives, notamment par la sécrétion
des cytokines IL-6 et IL-8 (Freund et al. 2010; T.-W. Kang et al. 2011; Xue et al. 2007).

Dans un modeéle de souris transgéniques, l'expression constitutive de p16/Nk4a
augmente le nombre de papillomes épidermiques formés apres un traitement
carcinogene. L'utilisation d'un sénolytique permet Lélimination des cellules
sénescentes accompagnée par la diminution de l'hyperplasie (Azazmeh et al. 2020). De
plus, il a été montré que l'élimination des cellules sénescentes par un sénolytique
permet de réduire le nombre de lésions de néoplasie intraépithéliale pancréatique
prémaligne (PalN), ainsi que la progression tumorale. Ces résultats révelent que les
cellules sénescentes de PanIN favorisent la croissance et la progression des tumeurs
(Kolodkin-Gal et al. 2021).

En outre le SASP engendre des effets importants lors de la sénescence induite
par thérapie (TIS). Dans un premier temps, le SASP sécrété va permettre l'attraction du
systeme immunitaire afin d'éliminer les cellules sénescentes et cancéreuses (Chien et
al. 2011). Cependant, apres traitement, les cytokines et facteurs de croissance, vont
moduler le microenvironnement et créer un environnement inflammatoire local et
systémique. Les effets du SASP peuvent porter directement sur les cellules cancéreuses
mais aussi sur les cellules normales adjacentes. Dans des modeles murins, il a été
montré que la TIS favorisait les métastases et la rechute tumorale, démontrant une
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résistance a la chimiothérapie (Demaria et al. 2017). Notamment la sécrétion de GRO
(« Growth Related Oncogene ») peut stimuler la prolifération des cellules tumorales
dans le cas de cancer ovarien (G. Yang et al. 2006). La sécrétion de MMP-3 favorise la
dégradation de la matrice extracellulaire, promouvant la migration des cellules
cancéreuses (D. Liu et Hornsby 2007). Enfin dans des modeéles murins, l'élimination des
cellules sénescentes apres thérapie permet de diminuer considérablement les effets
secondaires de la thérapie, comme la rechute tumorale et la diminution de la forme
physique, souvent observée lors de traitements chimiothérapeutiques (Demaria et al.
2017) (Figure 8).

L'accumulation des cellules sénescentes au cours du vieillissement conduit a
l'augmentation de la sécrétion du SASP. Notamment via ses molécules pro-
inflammatoires et les molécules remodelant le microenvironnement, le SASP induit de
la sénescence autocrine et paracrine. Il permet aussi d'attirer et activer des cellules du
systéme immunitaire, ce qui contribue a l'élimination des cellules sénescentes et ainsi
a la régénération tissulaire et peut constituer une barriere anti-tumorale. En revanche,
la présence chronique des cellules sénescentes et du SASP engendre une inflammation
importante contribuant a des effets déléteres pour le tissu et in fine pour l'ensemble
de l'organisme. Il est en effet de plus en plus démontré que la sénescence cellulaire
contribue au vieillissement de l'organisme et aux maladies liées a l'age, tel le cancer.

Pour résumer ces deux premieres parties, nous pouvons dire que la sénescence
cellulaire est un programme complexe inductible par différents stress. Bien que
quelques caractéristiques de la sénescence soient partagées, la multitude de stress
peuvent induire des réponses phénotypiques variées. Cette diversité d'inducteurs et
d'effecteurs de la sénescence rend ce phénotype encore plus complexe. De plus, la
sénescence n'est pas un phénomeéne impactant seulement les cellules mais aussi les
tissus et les organes, contribuant ainsi a différents effets physiologiques et
pathologiques. Comprendre plus précisément les mécanismes moléculaires de mise en
place de la sénescence cellulaire permet donc une meilleure compréhension de mise
en place de ces effets physiopathologiques.

St certains inducteurs et effecteurs de la sénescence cellulaire sont déja bien
caractérisés, la recherche sur de nouveaux régulateurs et de nouveaux effets paracrines
reste encore bien active. Notamment, un theme émergeant démontre l'importance du
calcium et des flux calciques dans la régulation de la sénescence cellulaire. Je vais donc
décrire dans cette troisieme partie l'ion calcium et son role en tant que messager
secondaire dans divers processus cellulaires, dont la sénescence.
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3 Chapitre 3 : Calcium, comme messager secondaire

Le cation divalent calcium possede une haute affinité pour les groupements a
base d’'oxygene (groupements carbonyl et carboxylique). Cette propriété lui permet
d'interagir avec de nombreuses protéines (dites calcium-dépendantes), de réguler leur
activité biologique et ainsi d'activer des voies de signalisation en réponse a différents
stress. Le calcium est ainsi considéré comme un important messager secondaire.

Cependant, l'ion calcium est moins soluble dans l'eau que d'autres ions, et peut
précipiter plus facilement avec le phosphate lorsque sa concentration est trop élevée,
ce qui entralne des effets cytotoxiques (Clapham 2007). De plus, il peut activer des
voies de signalisation conduisant a la mort cellulaire. Ainsi, chaque cellule doit
maintenir une concentration calcique assez faible pour empécher les effets
cytotoxiques du calcium tout en permettant un fonctionnement normal de fonctions
calclum-dépendantes (respiration mitochondriale, migration, sécrétion...).

3.1 Homéostasie et flux calciques en lien avec la
sénescence

3.1.1 Controdle spatiotemporel du calcium cellulaire

La concentration en calcium dans le milieu extracellulaire est de 1 a 2mM, alors
que sa concentration dans le cytosol est beaucoup plus faible, de l'ordre de 100nM
(Figure 9). En revanche, la concentration calcique dans ce qu'on appelle les stocks
intracellulaires, comme dans la lumiere du réticulum endoplasmique ou dans la matrice
de la mitochondrie, est aussi tres élevée, de l'ordre du mM. La cellule doit donc gérer
ses flux et ses capacités de stockage de calcium afin de ne pas garder une
concentration calcique trop élevée dans le cytosol, qui pourrait conduire a des effets
cytotoxiques. C'est ce qu’on appelle 'homéostasie calcique. Pour cela, la cellule a mis
en place de nombreux acteurs : des pompes ATP-dépendantes permettant le passage
du calcium du cytosol aux milieux a forte concentration calcique (allant a l'inverse du
gradient de concentration), des canaux calciques permettant le passage passif du
calclum, des protéines tampons (chélateurs calciques biologiques), des protéines
senseurs de calcium, des enzymes-dépendantes du calcium et des organites impliqués
dans le stockage du calcium, comme le réticulum endoplasmique, la mitochondrie ou
l'appareil de Golgi.
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Figure 9. Homéostasie calcique au sein de la cellule et régulation spatio-
temporelle de la signalisation calcique.

A. Héterogénéite de la concentration de calcium dans la cellule et ses compartiments
intracellulaires. La concentration calcique extracellulaire et dans le réticulum
endoplasmique est élevée (de l'ordre du mM), tandis qu'elle est plus faible dans le
cytosol et dans les autres organites.

B. La régulation spatio-temporelle de la signalisation calcique suivant quatre
parametres (localisation, amplitude, durée et fréquence) correspond a une signature
calcique spécifique et induit des réponses physiologiques différentes (d'apres
(Prevarskaya et al. 2007).

L'ensemble des flux (efflux et influx) au sein du cytosol permet de générer des
signaux calciques se distinguant par quatre parametres : leur fréquence, leur durée,
leur amplitude et leur localisation cellulaire (Figure 9). Ceci engendre une “signature
calcique” particuliere et chaque cellule pour chaque état posséde une signature
calcique tres finement régulée (Beat Schwaller 2012), ce qui permet d'induire des voies
de signalisation et réponses physiologiques précises. Ces études ont été possibles
grace a des sondes calciques spécifiques, qui ont permis la mesure des niveaux
calciques spatialement (cytosol ou dans les différents compartiments intracellulaires)
et en fonction du temps (Berridge, Bootman, et Roderick 2003).

Un signal calcique peut étre global (étendu a toute la cellule) ou localisé.
L'importance d'un signal calcique localisé a notamment été démontré dans les
neurones et a linverse, une augmentation globale du calcium intracellulaire est
importante dans la contraction musculaire (Kovac, Chrones, et Sims 2008). La durée et
la fréquence des signaux sont aussi importantes dans la mise en place de la réponse
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physiologique, qui varie suivant le tissu. Ces durées et fréquences de signal sont
notamment régulées par des protéines “calcium-binding”, qui, grace a leur forte
affinité pour le calcium, permettent de le chélater et ainsi de diminuer transitoirement
ou pour une longue durée sa concentration dans le cytosol. Je définirai plus en détail
ces protéines et leur role dans la partie suivante.

Enfin, lamplitude et lintensité du signal permettent aussi d'induire des
réponses spécifiques et différentes. En effet la somme de ces signaux calciques au-dela
d'un certain seuil va permettre d'activer des voies moléculaires différentes. Chaque
protéine senseur de calcium, c'est-a-dire activée par la fixation du calcium
(calmoduline, calnexine, calcineurine, de la famille S100) possede un seuil d'activation
différent, déterminé par leur affinité (Kp) pour le calcium et donc dépendant de la
concentration calcique. Ces seuils sont différents d'une protéine a l'autre, ce qui leur
permet d'étre activées de maniere tres spécifique.

Ainsi, lion calclum est complexe et peut générer des réponses variées en
fonction des parametres de ses flux.

3.1.2 Canaux calciques

Pour réguler ses flux (efflux et influx) intracellulaires, différents canaux et
pompes sont activés afin de permettre le passage du calcium entre le cytosol avec le
milieu extracellulaire et avec les stocks intracellulaires, majoritairement réticulum
endoplasmique et mitochondries. On distingue : les canaux dépendants de ligands
(« Receptor-Operated Channels », ROC), les canaux chimio-dépendants (« Second-
Messenger-Operated Channels », SMOC) activés par des messagers secondaires, les
canaux SOC (« Store-Operated Channels ») activés a la suite de la diminution du niveau
de calcium cytosolique et les canaux VOC (« Voltage-Operated Channels ») activés lors
d'une variation du potentiel de la membrane plasmique (Berridge, Bootman, et
Roderick 2003) (Figure 10). Je parlerai tout d'abord des échanges avec le milieu
extracellulaire, puis avec les organelles. Comme les différentes familles de ces canaux
sont tres larges, je détaillerai seulement des canaux qui ont été décrits comme jouant
un réle fonctionnel dans l'arrét du cycle cellulaire, la sénescence cellulaire ou dans des
contextes tumoraux.

Au niveau de la membrane plasmique, il existe différents types de canaux afin
de contrOler les entrées de calcium dans le cytoplasme. Je détaillerat ici seulement les
canaux voltage-dépendants (VOCs), qui s'activent lors de la dépolarisation de la
membrane plasmique. Méme si aucune étude n'a pour le moment démontré

l'implication directe de ces canaux durant la sénescence cellulaire, nous savons que la
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membrane plasmique se dépolarise lors de la sénescence, ainsi il est possible que cela
puisse activer des VOCs ou bien que ceux-ci jouent un réle dans la dépolarisation de
la membrane plasmique durant la sénescence.

Ces canaux sont activés par une variation du potentiel de la membrane
plasmique mais leurs propriétés électrophysiques et structurelles different, ce qui les
distingue en différentes sous-familles. La premiere catégorie sont les canaux HVA
(« High Voltage-Activated ») ou canaux de type L (pour « Large » ou « Long Lasting »)
a haut seuil d'activation, c'est-a-dire lorsque le potentiel de membrane est supérieur a
-30mV; le potentiel de membrane au repos étant d'environ -70mV. A linverse, la
deuxieme catégorie sont les canaux LVA (« Low Voltage Activated ») ou de type T (pour
« Tiny » ou « Transient ») activés par une faible dépolarisation (entre -80mV et -60mV).

L'expression de ces canaux varie selon les tissus. Il a été démontré une altération
de l'expression, de l'activation ou de la localisation de l'ensemble de ces canaux dans
les cellules cancéreuses. Notamment il a été montré une augmentation de l'expression
de certains canaux de types T dans des tumeurs du sein, du cerveau, du colon et de la
prostate (Panner et Wurster 2006) et dans certaines lignées cellulaires cancéreuses,
comme les MCF-7 (Taylor et al. 2008). De plus, il semblerait que 'expression des canaux
T soit associée au grade de la tumeur, notamment dans des tumeurs prostatiques
(Mariot et al. 2002). Ces canaux jouent ausst un réle important dans la prolifération et
la différenciation cellulaires de différents tissus, et aussi dans le cycle cellulaire.
L'ensemble de ces études suggerent que les canaux voltage-dépendants jouent un réle
essentiel dans la régulation de la prolifération et du cycle cellulaire et pourraient étre
reliés a la sénescence.

Certains organites intracellulaires, comme le réticulum endoplasmique ou la
mitochondrie constituent des réserves calciques importantes. Ainsi il est important que
les réserves soient toujours chargées et qu'elles puissent libérer du calcium dans le
cytoplasme lorsque cela est nécessaire. Je vais commencer par décrire les canaux situés
au niveau de la membrane externe du réticulum, puis des mitochondries (Figure 11).

Pompes SERCA

Les pompes SERCA (« Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPases »)
permettant de maintenir les niveaux de calcium élevés dans le réticulum sont des
canaux SOCss, composés des canaux STIM et Orai. Elles permettent l'entrée de calcium
directement du milieu extracellulaire a la lumiere du réticulum a l'inverse du gradient
de concentration.
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Récepteurs a l'inositol tri-phosphate (IP3), les ITPRs

Les récepteurs a 'IP3 sont parmi les principaux canaux de sortie du calcium du
réticulum endoplasmique. Il en existe trois isoformes: ITPR-1, -2 et -3. Chacun est
constitué de quatre sous-unités identiques et leur partie N-terminale permet la liaison
avec l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Ces récepteurs sont principalement activés par
l'IP3 ou le calcium lui-méme lorsque la concentration calcique cytosolique est faible. En
revanche, lorsque la concentration de calcium intracellulaire redevient élevée, apres
libération du calcium, celui-ct inhibe les canaux. LIP3 agit aussi comme cofacteur
puisque sa fixation sur le récepteur entraine une meilleure sensibilité et lui permet de
s'ouvrir a des concentrations plus faibles de calcium. Ces canaux sont aussi régulés par
des protéines fixant le calcium (CaM, CaMKIl) et les protéines kinases A et C (Garcia et
Boehning 2017; Berridge, Bootman, et Roderick 2003). Ainsi en répondant a des
stimulus extracellulaires, ces récepteurs permettent de les convertir en signal
intracellulatre.

La production d'IP3 peut étre stimulée par différentes voies, notamment par
l'activation des récepteurs couplés aux protéines G ou de type tyrosine kinase. Grace a
cette activation, la phospholipase C (PLC), associée a la membrane plasmique,
hydrolyse le phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2), phospholipide de la membrane
plasmique, en deux messagers secondaires, 'IP3 et le diacylglycérol (DAG). L'IP3, ainsi
libéré, se fixe aux récepteurs a l'IP3 au niveau du réticulum, induit un changement dans
leur conformation quaternaire, ce qui permet la formation et l'ouverture d'un pore,
libérant le calcium. Il a été montré que la protéine anti-apoptotique Bcl-2 interagit avec
ITPR et inhibe la sortie de calcium réticulaire, conduisant a l'inhibition de l'induction
de l'apoptose dans fibroblastes. L'apoptose est alors restaurée lors de la levée de
l'inhibition de l'interaction Bcl-2/ITPR (S. S. Kang et al. 2010). Une autre étude dans des
cellules prostatiques montre l'implication d'ITPR dans la prolifération cellulaire. Le
traitement de LNCaP, cellules cancéreuses prostatiques, avec du cadmium induit
l'augmentation de la concentration intracellulaire d'IP3 et du calcium cytosolique et
stimule la prolifération cellulaire. En parallele, il a été observé une augmentation de
l'activité des facteurs de transcription CREB et de NF-kB (Misra, Gawdi, et Pizzo 2003).

De plus, il a été démontré que l'expression d'ITPR2 était augmentée durant OIS,
permettant le relargage du calcium réticulaire et son accumulation dans la
mitochondrie via le Mitochondrial Calcium Uniporter (MCU). L'entrée de calcium
mitochondrial conduit ensuite a la production de ROS et a la sénescence (Wiel et al.
2014). De plus, le knock-out d'ITPR2 dans des souris permet d'augmenter leur
espérance de vie et de diminuer des marques de vieillissement (Ziegler et al. 2021).
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Figure 10. Ensemble des acteurs (canaux, pompes et tampons calciques)
permettant 'homéostasie et les flux calciques.

Les flux calciques intracellulaires du milieu extracellulaire et entre les compartiments
cellulaires sont régulés par des canaux (flux passif) et pompes (flux actif) calciques.
D’autres protéines, les tampons calciques, permettent la fixation et régulation des
niveaux de calcium. CBP: « Calcium-Binding Protein », SOC: « Store-Operated
Channels ») , VOC : (« Voltage-Operated Channels », ROC : « Receptor-Operated
Channels », SMOC : « Second-Messenger-Operated Channels ».

Mitochondrial Calcium Uniporter, MCU

Ce canal permet l'entrée du calcium cytosolique dans la mitochondrie, ce qui
condutt alors au tamponnage du calcium cytosolique. La composition exacte de ce
canal est encore controversée et pour le moment nous savons qu'il est formé d'un
complexe multiprotéique. Les régulateurs essentiels de MCU sont les Mitochondrial
Calcium Uptake 1 et 2 (MICU1 et MICU2), le Mitochondrial Calcium Uniporter Regulator
1 (MCURT), U'Essential MCU Regulator (EMRE) et MCUb, ayant une structure tertiaire
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tres proche de celle de MCU et agissant comme dominant négatif (Sancak et al. 2013),
qui forment tous un complexe avec MCU (Marchi et Pinton 2014). Lorsque la
concentration en calcium cytosolique est faible, MICU1 et -2 gardent le MCU fermé. A
l'inverse, lorsque les concentrations calciques cytosoliques augmentent, le calcium se
lie aux domaines de liaison au calcium « EF-hand » de MICU1 et -2, induisant leur
changement conformationnel et l'ouverture de MCU (Bagur et Hajnoczky 2017). Son
role a été montré lors de l'OIS afin de capter le calcium relargué par le réticulum dans
les mitochondries (Wiel et al. 2014).

Interactions entre le réticulum endoplasmique et les mitochondries

Le réticulum endoplasmique et les mitochondries peuvent former des sites de
contacts qui vont leur permettre de communiquer par la formation de canaux,
permettant notamment l'échange de lipides et de calcium (Marchiet al. 2017; van Vliet,
Verfaillie, et Agostinis 2014). Ces échanges vont ainsi réguler plusieurs activités
cellulaires telles que le métabolisme énergétique, les homéostasies calciques et
lipidiques et la balance entre la mort et la survie cellulaire. Bien que l'épaisseur des
points de contact soit tres faible (comprise entre 10 et 25nm), les membranes des
organites ne fusionnent pas et les échanges se font grace a la formation de pores. Plus
de 1000 protéines pourraient étre localisées dans ce complexe (Gydrgy Csordas,
Weaver, et Hajnoczky 2018b) mais je détaillerai seulement les protéines principales
permettant le transfert du calcium.

Les protéines impliquées dans ce transfert sont principalement : les ITPRs,
GRP75 du c6té du réticulum et VDAC (« Voltage-Dependent Anion Channel) et le
complexe MCU du coté de la mitochondrie (Gyorgy Csordas, Weaver, et Hajnoczky
2018a). GRP75 a un role de soutien et permet de faire le « pont » entre les deux
organites tandis que les ITPRs et VDAC permettent la sortie de calcium du réticulum
et MCU l'entrée dans la mitochondrie.

Physiologiquement, il a été montré que ces contacts étaient augmentés lors de
la sénescence (Ziegler et al. 2021). De plus, le rapprochement forcé des membranes
par un « linker » induit de la sénescence prématurée par relargage du calcium du
réticulum et de son accumulation dans la mitochondrie. Ceci induit la production de
ROS et l'activation de p53, ainsi que la sécrétion de facteurs du SASP dépendants de
NF-kB. Cette étude montre le réle d'ITPR2 dans la formation de ces contacts et
l'invalidation in vitro et in vivo d'ITPR2 diminue la quantité de ces points de contacts
et prévient la sénescence cellulaire (Ziegler et al. 2021).
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3.1.3 Tampons et senseurs calciques : calcium-binding protein
(CaBP)

Les structures permettant de chélater le calcium doivent contenir des
groupements riches en charges négatives géométriquement agencés de maniere a
emprisonner le calcium. Les protéines avec des résidus aminés acides (glutamate ou
aspartate) correctement espacés permettent de former une “cage” autour du calcium.
Différentes familles de protéines fixant le calcium ont émergé au cours de ['évolution,
telles que les annexines, les protéines aux domaines "EF-hand” ou les pentraxines
(Gifford, Walsh, et Vogel 2007; Bindreither et Lackner 2009). Cependant le terme de
tampons calciques est réservé aux protéines cytosoliques aux domaines "EF-hand”,
comme la parvalbumine (PV), les calbindin D9k et D28k (respectivement CDIK et
CD28K ou CALB1) et la calrétinine (CALB2). Ces protéines possedent toutes une
séquence consensus de 12 résidus, entourée de deux séquences de 12 résidus formant
les hélices. L'ensemble de ces séquences déterminent la structure 3D de la protéine
avec deux hélices perpendiculaires (“EF-hand”) et une zone centrale, flexible
permettant la fixation du calcium, qui va induire un changement de conformation des
hélices, repliant ainsi la “cage” sur le calcium (Figure 11).

A

Figure 11. Structure des domaines « EF-hand » des protéines fixant le calcium.

de (B. Schwaller 2009)

A. La structure tridimensionnelle des domaines « EF-hand » peut étre représentée
comme la main droite : l'index représente l'hélice E (résidus 1 a 10), le majeur plié les
12 aminoacides du domaine de liaison au calcium (résidus 10 a 21) et le pouce l'hélice
F (résidus 19 a 29). Les ions oxygenes coordonnant la fixation du calcium sont
représentés par les sept extrémités de la bipyramide pentagonale.

B. Structure 3D des domaines « EF-hand de la parvalbumine.
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En fixant le calcium, les tampons calciques, peuvent ainsi moduler rapidement
et localement les niveaux de calcium. Leur activité et leurs rOles dépendent de quatre
parametres : a) leur concentration dans le cytosol, b) leur affinité pour le calcium (Kp),
c) la cinétique de fixation et de relargage du calcium et d) leur mobilité dans la cellule
(Beat Schwaller 2010). Cect permet aux tampons calciques de moduler les niveaux
calciques, suivant les quatre parametres décrits plus haut (localisation,
amplitude/intensité, durée et cinétique) et chaque tampon possede ses propres
caractéristiques.

Ces caractéristiques conferent des propriétés différentes aux tampons calciques
et certains ont émergé comme « senseurs calciques ». Ce terme signifie que la fixation
du calcium induit un changement conformationnel des tampons calciques, qui
exposent leurs domaines hydrophobiques, leur permettant d'interagir avec d'autres
protéines (B. Schwaller 2010; Ikura 1996). Ainsi les senseurs calciques possedent une
double propriété a la fois en tamponnant le calcium cytosolique et en induisant des
voles de signalisation.

L'importance physiologique de ces tampons et senseurs calciques a été montrée
dans différents contextes. Notamment, la parvalbumine (PV) permet la relaxation
musculaire en facilitant le transport du calcium des myofibrilles au réticulum
sarcoplasmique (Hou, Johnson, et Rall 1993). La calrétinine (CALB2) permet quant a elle
de moduler les niveaux de calcium au niveau du cortex cérébelleux du cerveau (Cheron
et al. 2004).

L'ensemble de ces données montre que les niveaux de calcium intracellulaire
peuvent étre régulés par des protéines chélatant le calcium, les tampons calciques. Ces
tampons permettent le maintien de 'homéostasie calcique essentielle a certaines
fonctions biologiques. Cependant, la majorité des études se sont concentrées au
niveau neuronal et musculaire et le rOle de ces protéines dans la prolifération cellulaire,
l'apoptose ou la sénescence est peu étudié.

3.2 Role du calcium dans divers processus cellulaires, dont
la sénescence

Grace a ces propriétés le calcium peut interagir avec de nombreuses protéines
cellulaires, activer des voies de signalisation précises et induire des réponses
physiologiques adaptées. Au sein de la cellule, la modulation des niveaux de calcium,
correspondant a une signature calcique particuliere, va permettre de réguler
l'activation de ces voies.
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3.2.1 Voies de signalisation activées par le calcium

De nombreux changements dans l'expression génique sont observés lors des
oscillations de la concentration de calcium dans le cytosol et/ou dans le noyau
(Hardingham, Arnold, et Bading 2001; Bading 2000). Ceci est notamment régulé par
des cascades de phosphorylation/déphosphorylation, qui permettent d’amplifier et de
controler le signal calcique et d'activer différents facteurs de transcription.
L'importance de l'activation des voies de signalisation calcique a été amplement
décrite dans le systeme nerveux ou musculaire, par exemple lors de la transmission
d'un message nerveux ou de la contraction musculaire. Durant cette partie, je vais
seulement décrire certaines voies impliquées dans le cycle cellulaire, la mort ou la
sénescence cellulaire.

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent, le facteur de transcription NF-
kB est retenu dans le cytoplasme par association avec IkB, ce qui empéche sa
translocation dans le noyau. La phosphorylation de kB, permettant 'activation de NF-
kB, est aussi possible grace aux kinases dépendantes du complexe Ca?*/calmoduline
CaMK (“Ca%*/calmoduline dependent kinases”) et de PI3K (« Phosphoinositide 3-
Kinase »), activables par une augmentation de calcium cytosolique (Figure 12)
(Théatre, Bours, et Oury 2009; Moscat, Diaz-Meco, et Rennert 2003). NF-kB permet alors
l'expression de nombreux genes, impliqués notamment dans la prolifération et survie
cellulaire. La Ca?*/calmoduline n’est pas la voie canonique d'activation de NF-kB mais
permet son activation dans certains contextes cellulaires.

D’autres facteurs de transcription peuvent étre activés grace aux CaMK, comme
CREB (“cyclic AMP Responsive Element Binding protein”), permettant la transcription
de genes cibles, comme c-fos ou de la tyrosine kinase (Alonso et Garcia-Sancho 2011),
ce qui controle notamment la prolifération cellulaire. Une étude a montré que CREB
pouvait étre activé par l'augmentation locale de calcium due a la présence d'un canal
calcique de type L, permettant lactivation de la CaMKIl par le complexe
Ca?*/calmoduline, sa translocation dans le noyau et ainsi l'activation de CREB (Wheeler
et al. 2008) (Figure 13). De plus, l'activité de CREB requiert des CBP (“CREB Binding
Protein”), elles aussi sensibles au calcium (Hardingham, Arnold, et Bading 2001).
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Figure 12. Régulation de l'expression génique par des voies de signalisation
calcium-dépendantes.

Le calcium (rond rose) en se fixant a la calmoduline (CaM) permet la transduction du
signal en activant différentes voies de signalisation, conduisant in fine a l'expression
des genes cibles de NF-kB, CREB et NFAT (adapté (Alonso et Garcia-Sancho 2011).

La calcineurine (CaN) est une sérine/thréonine phosphatase activable par la
fixation simultanée de la calmoduline et du calcium, qui fixent respectivement les sous-
unités catalytique A et régulatrice B. Elle est une protéine clé de la transduction du
signal calcique car elle permet in fine l'activation de trois facteurs de transcription :
NFAT (“Nuclear Factor of Activated T cells”), TORC (“Transducers of Regulated CREB
protein”) et MEF-2 (“Myocyte Enhancer Factor 2"). Elle peut ainsi interférer sur
l'expression génique apres son activation due a une augmentation de calcium
cytosolique (Swoap et al. 2000; Crabtree 2001). Notamment, elle permet l'expression
de genes impliqués dans la signalisation calcique et plus particulierement dans
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'homéostasie calcique, tel que le récepteur a la ryanodine (RyR) ou a l'IP3 (IP3R)
(Genazzani, Carafoli, et Guerint 1999; Bultynck et al. 2003).

Les facteurs NFAT (« Nuclear Factor of Activated T cells ») représentent une
famille de facteurs de transcription cytosoliques activables et translocables au noyau
par la calcineurine. La calcineurine, aprés activation par le complexe Ca2*/calmoduline,
déphosphoryle NFAT ce qui expose ses domaines de localisation nucléaire NLS
(“Nuclear Localization Sequence”), et en induisant sa translocation dans le noyau, sa
fixation sur ses éléments de réponses et 'activation de ses genes cibles (Hogan et al.
2003) (Figure 12). Notamment, les facteurs NFATs sont importants dans la réponse
immunitaire ou dans le systeme nerveux.

Il est aussi intéressant de noter que l'affinité du complexe Ca®*/calmoduline est
plus importante pour la calcineurine que pour la CaMKIl. Ainsi, l'activation de NFAT est
possible méme a des faibles concentrations de calcium, alors que celle de NF-kB
demande une augmentation calcique de plus forte amplitude (Dolmetsch et al. 1997).
Il pourrait donc y avoir une chronicité dans l'activation de ces voies qui pourrait mener
a des réponses phénotypiques différentes.

3.2.2 Calcium et mort cellulaire

Le calcium permet de réguler la mort cellulaire, notamment l'apoptose. En effet
une surcharge de calcium dans la mitochondrie conduit a l'activation de facteurs pro-
apoptotiques. Notamment cela va conduire a laltération de la respiration
mitochondriale et a la diminution du potentiel de membrane menant au gonflement
de la mitochondrie et a la perméabilisation de la membrane externe induisant la
libération du cytochrome c (Hajndczky et al. 2006). Le cytochrome c va alors permettre
la formation du complexe protéique, apoptosome, permettant le clivage et activation
de caspases entrainant la mort cellulaire. La surcharge en calcium de la mitochondrie
est régulée notamment par la famille des Bcl-2, régulant les signaux pro- et anti-
apoptotiques (P. Li et al. 1997). Comme nous l'avons vu un peu plus haut, la quantité
de calclum au sein de la mitochondrie peut dépendre de l'activité des ITPR qui
permettent le relargage du réticulum (G. Csordas et Hajnoczky 2001; G. Csordas,
Thomas, et Hajnoczky 1999). Il a été décrit que Bcl-2 et Bcl-xL contrélent le relargage
du calcium du réticulum endoplasmique en interagissant avec ITPR (Scorrano et al.
2003) et en inhibant la sortie du calcium réticulaire par ces canaux (Rong et al. 2009).

De plus, des altérations des niveaux de calcium dans le réticulum
endoplasmique peuvent aussi conduire a la mort cellulaire. En effet, de nombreuses
fonctions du RE, notamment celles des protéines chaperonnes, sont dépendantes du
calclum. Une diminution trop importante des niveaux de calcium conduit donc a une
mauvaise activation des protéines chaperonnes et 'accumulation de protéines mal
repliées, conduisant au stress du RE. Et de nombreuses études ont montré l'induction
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de l'apoptose ou de l'autophagie par un stress du RE trop important (Decuypere,
Bultynck, et Parys 2011; Harr et Distelhorst 2010).

3.2.3 Controdle du cycle cellulaire et de la production de
composants du SASP

St l'implication du calcium durant la sénescence reste encore sous-étudiée, son
role lors de l'avancement dans le cycle cellulaire a bien été décrit. Les niveaux de
calcium sont modulés durant les phases du cycle cellulaire, notamment G1, la transition
G1/S et la mitose (Pande, Kumar, et Manogaran 1996). Lors de la mitose, on observe
une augmentation du niveau de calcium cytosolique dans des fibroblastes et cellules
épithéliales de mammiféeres, ainsi que dans des embryons (Poenie et al. 1986; Tombes
et Borisy 1989). Par ailleurs, le calcium contrdle la duplication en G1/S et la séparation
des centrosomes en G2/M et un défaut dans ce processus conduit a l'aneuploidie et
l'instabilité génétique (Matsumoto et Maller 2002; Tsang et al. 2006). Ainsi, la
modulation des niveaux de calcium est cruciale pour l'avancement correct dans le cycle
cellulatre.

En plus du role direct du calcium, la voie calcium/calmoduline est essentielle a
la progression dans le cycle cellulaire. Elle permet notamment l'accumulation de la
cycline D1 (Kahl et Means 2004) et l'inhibition de la calmoduline conduit a l'arrét du
cycle cellulaire en phase G1 (Kahl et Means 2004; Rasmussen et Means 1989). En outre,
cette vole permet l'activation de différents facteurs de transcription, tels que NFAT et
CREB, dont les genes cibles contrélent la progression du cycle de la phase G1 a S.
NFAT1c permet la suractivation de MYC et l'expression de ses génes cibles, comme la
cycline E et E2F, ce qui conduit a 'augmentation de la prolifération cellulaire (Buchholz
et al. 2006). De plus, la phosphorylation et activation de CREB par les calmoduline-
kinases 2 et 4 permet l'expression de la cycline D1 (Schneider et al. 2002).

Il semblerait que l'activité de p53 puisse aussi étre réegulée par le calcium. En
effet, de nombreuses « calcium-binding » protéines de la famille S100 sont capables
d'interagir avec p53. Ainsi, l'interaction de S100B avec p53 dans des mélanomes réduit
le niveau protéique de p53, réprime sa fonction anti-apoptotique et conduit a la
progression tumorale (J. Lin et al. 2010).

En plus de réguler la prolifération cellulaire, le calcium joue un réle dans la
production de certains facteurs retrouvés dans le SASP. En effet, en activant des CaMK,
le calcium permet lactivation de NF-kB, un des principaux régulateurs du SASP.
Notamment l'activation de la calmoduline inhibe c-Rel, un des membres de la famille
NF-kB, et permet la translocation de RelA dans le noyau (Maubach et al. 2013; J.-E. Kim
et al. 2014), permettant ainsi l'expression de ses genes cibles, comme les cytokines
pro-inflammatoires IL-6 et IL-8. Le calcium et la calmoduline permettent aussi la

sécretion d'IL-1B, autre composant majeur du SASP pro-inflammatoire, en favorisant
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sa maturation et son relargage d’'une maniere dépendante du calcium (Ainscough et
al. 2015). Le SASP est aussi régulé par la voie mTOR. Récemment, il a été démontré que
le canal calcique TRPML1 (« Transient Receptor Potential Channel Mucolipin 1 »),
localisé a la membrane des vésicules intracellulaires, comme les lysosomes, permettait
le relargage du calcium lysosomal. Ceci conduit a lactivation de mTORC1 via la
calmoduline et stimule son activité kinase (R.-J. Li et al. 2016). Ainsi, mTOR peut aussi
étre activé par des voies dépendantes du calcium.

Ainsi, les niveaux de calcium peuvent moduler deux des caractéristiques de la
sénescence cellulaire : larrét du cycle cellulaire et la production de molécules,
notamment pro-inflammatoires, pouvant étre retrouvées dans le SASP.

3.2.4 Calcium et sénescence cellulaire

Comme il a été décrit tout au long de cette introduction sur le calcium, ce
messager secondaire joue un role dans beaucoup (si ce n'est tous) les processus et
réponses physiologiques de la cellule. Ainsi, j'ai commencé a suggérer son implication
dans des processus cellulaires caractéristiques de la sénescence et je vais dans cette
partie détailler plus en profondeur les mécanismes par lesquels le calcium pourrait
participer a la sénescence cellulaire.

Il a été décrit précédemment que l'expression et activation de certains canaux
calciques, situés a la membrane plasmique ou au niveau des réservoirs calciques,
étaient modulés durant la sénescence. Plusieurs études ont aussi montré dans
différents contextes de sénescence que les niveaux de calcium étaient augmentés. Il a
ainsi été démontré dans des cellules de neuroblastomes que l'inhibition de CaV1.3, un
canal calcique de type L, prévenait l'augmentation de calcium induite par la roténone,
ainsi que la sénescence associée (Yu et al. 2013). De plus, dans des cellules souches
endométriales humaines, la sénescence induite par un stress oxydatif conduit au
relargage du calcium des stocks intracellulaires dans le cytosol via 'activation de la
voie PLC/IP3/ITPR (Borodkina et al. 2016b) (Figure 13). Enfin, dans des cellules
épithéliales mammaires et fibroblastes primaires humains, l'activation d'un oncogene
ou le raccourcissement des télomeres déclenchent la libération du calcium du
réticulum endoplasmique également par l'activation d'ITPR2 , qui pourrait étre activé
par la voie PLC/IP3 (Wiel et al. 2014). En outre, la chélation chimique du calcium par le
BAPTA empéche l'entrée en sénescence (Borodkina et al. 2016b), ce qui suggere que
des niveaux élevés de calcium intracellulaire sont nécessaires lors de la sénescence
cellulaire. Les niveaux de calcium cytosolique et dans les stocks intracellulaires
semblent donc augmenter dans plusieurs contextes de sénescence. Ainsi, il serait
intéressant de déterminer sur un plus grand nombre d'études (différents inducteurs de
sénescence et types cellulaires) si cette augmentation de calcium est universelle et
pourrait étre une marque de sénescence.
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Figure 13. Signalisations calciques activées durant la sénescence cellulaire.

de (Martin et Bernard 2017)

Apres différents stress, les niveaux de calcium intracellulaire augmentent conduisant a
l'activation de differentes voies menant a l'arrét du cycle cellulaire et a la production
du SASP, et donc a la sénescence cellulaire.

De plus, certaines voies dépendantes du calcium sont activées durant la
sénescence. En effet, quelques études ont montré que le facteur de transcription NFAT
joue un r6le crucial durant la sénescence cellulaire. L'inhibition pharmacologique de
NFAT1c par la cyclosporine A dans un modele murin de kératinocytes humains
xénogreffés réprime la sénescence induite par un oncogene et dépendante de p53.
L'inhibition de NFAT1c augmente ainsi la formation de tumeurs dans ces kératinocytes
exprimant H-RasV72 (Wu et al. 2010). Dans un autre modele murin ou PTEN est
déficient, l'activation de NFAT1c permet de contrer la sénescence induite par la perte
d'oncogene et conduire a la formation de tumeurs prostatiques (Manda et al. 2016).
Ainsi la voie de signalisation calcium/calmoduline/NFAT semble avoir une fonction
pro- ou anti-sénescente en fonction du contexte et du type cellulaire. Une autre étude
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a montré que l'augmentation des niveaux de calcium durant la sénescence induite par
un stress oxydatif permettait l'expression et la maturation d'IL-1a par activation des
calpaines (McCarthy et al. 2013) (Figure 13). Les calpaines permettent le clivage d'IL-
la et la chelation par le BAPTA du calcium empéche cette maturation, ainsi que
l'expression d'autres cytokines en aval d'IL-1a. Le SASP produit sans calcium ne permet
pas d'induire les effets paracrines de la sénescence observés en condition normale
(McCarthy et al. 2013) (Figure 13).

Pour résumer cette partie, l'ion calcium est un messager secondaire important
qui, grace a ses propriétés électrochimiques, transduit et induit des réponses cellulaires
variées. La diversité des réponses cellulaires induites dépend des différents parametres
régulant les « pulses » de calcium et des dérégulations dans son homéostasie
intracellulaire peut conduire a des réponses cytotoxiques. Son implication directe dans
la sénescence cellulaire est de plus en plus montrée.
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4 OBJECTIFS DE LA THESE

Comme je l'at décrit tout au long de mon introduction, le calcium joue un réle
essentiel dans de nombreux processus biologiques, notamment lors de la sénescence
cellulaire. Sa concentration et les flux cytosoliques doivent étre finement régulés afin
d'engendrer des réponses cellulaires adaptées. Pour maintenir un niveau de calcium
stable la cellule utilise différentes stratégies, notamment l'expression et activation de
protéines tamponnant le calcium, les « calclum-binding proteins », CBPs.

Grace a des microarrays réalisés dans des cellules épithéliales mammaires
immortalisées en OIS par activation de l'oncogene Mek, l'équipe a pu identifier
l'induction de l'expression de la CBP, Calbindin D28k ou CALB1. CALB1 est un tampon
calcique dont la fonction cytoprotectrice a principalement été décrite dans les
neurones. Son induction durant la sénescence nous a paru intéressante car jusqu'a
présent aucun tampon calcique n'a été décrit durant ce phénotype. L'implication de
CALB1 a récemment été étudiée dans la sénescence mais aucun lien avec le calcium
n'a été déterminé (L.-Q. Cao et al. 2019).

Le premier objectif de ma thése a été d'étudier linduction des niveaux de
calcium et de CALB1 dans plusieurs modeles de sénescence dans les HMEC afin de
déterminer des mécanismes calciques communs lors de la sénescence. Ensuite, jai
étudié plus précisément le réle de CALB1 et du calcium lors de cette sénescence.

Dans un second projet, j'ai étudié le role du calcium et de CALB1 dans les effets
paracrines de la sénescence. Notamment, j'ai démontré un nouvel effet du SASP dans
des cellules cancéreuses mammaires et prostatiques: la transdifférenciation
neuroendocrine qui permettent aux cellules cancéreuses d'acquérir des marqueurs de
cellules neuroendocrines. Les objectifs de ce projet ont été dans un premier temps de
déterminer les mécanismes d'induction et de signalisation calcique impliqués. Dans un
second temps, j'ai étudié la pertinence biologique de ces observations réalisées in vitro
sur des tumeurs mammaires grace a des données génétiques et cliniques de patientes
atteintes de cancer du sein.

Ces deux projets tendent a déterminer des mécanismes de régulation du
calcium dans la sénescence et la médiation de ses effets paracrines. Ceci permettrait
de déterminer de nouveaux régulateurs de la sénescence, ainsi que de nouveaux effets
du SASP médiés par le calcium.
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MATERIEL & METHODE

e Culture cellulaire et traitement

Les cellules épithéliales mammaires humaines (HMEC, CC-2551B, Lonza) ont été
cultivées dans du milieu de culture optimisé pour ce type cellulaire (C-21210,
Promocell) avec de la pénicilline/streptomycine a 100 U/mL (Life Technologies). Les
fibroblastes MRC-5 (ATCC), les cellules 293T (Clontech), pour produire des particules
lentivirales, et 293GP (Clontech), pour produire des particules rétrovirales, ont été
cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies)
supplémenté avec 10% de Serum de Veau Foetal, SVF (Life Technologies) et en
pénicilline/streptomycine 100 U/mL. Toutes les cellules ont été cultivées dans une
atmosphere humide a 37°C sous 5% de CO,. Le (Z)-4-hydroxytamoxifene (4-OHT)
(Sigma) et le FK-506 (MedChem Express) ont été utilisés quotidiennement pour les
durées de traitement indiquées respectivement a des concentrations de 250 ou 100
nM et 2 uM.

e Plasmides rétro- et lentiviraux et infection

Vecteurs

Les HMEC ont d'abord été infectées par un vecteur codant pour la sous-unité
catalytique de la telomérase reverse transcriptase (hTert) (22396, Addgene) dans le but
d'étre immortalisées. Puis elles ont été infectées par le plasmide pNLCAMEKT (AN3,
S218E, S222D):ER (Lallet-Daher et al. 2013; Wiel et al. 2014) codant pour les oncogenes
MAPK/ERK kinase (Mek):récepteur a l'cestrogéne (Mek:ER), oncogéne de Mek, ou
Raf:.ER pour l'oncogéne Raf inductible par le tamoxifene (4-OHT). Ces cellules
deviennent sénescentes apres ajout de 4-OHT (Figure 14).

HMEC HMEC
Cellules épithéliales HMEC Mek:ER / Raf:ER Mek:ER / Raf:ER
HMEC immortalisées immortalisées sénescentes
Tert Oncogeénes 4-OHT 015
Telomerase Mek:ER Tamoxiféne
Raf:ER

Figure 14. Représentation du modéele cellulaire utilisé afin d’induire I'OIS par
ajout de tamoxiféne (4-OHT) dans des cellules épithéliales humaines (HMEC).
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Les plasmides pLV-CALB1 (VectorBuilder) et NFAT1c-CA (11102, Addgene) ont
été utilisés pour exprimer respectivement les protéines CALB1 et NFATIc
constitutivement actives avec des vecteurs contréles sans les genes codant des
protéines d'intérét.

Transfection/Infection

Nous avons d'abord utilisé des cellules 293 pour produire les particules virales
contenant les séquences d'intérét, puis nous avons infecté les cellules cibles par ces
particules. Les plasmides lentiviraux (codant pour les shCTL, shCALB1, pLV-CTL et pLV-
CALB1) ont chacun été cotransfectés dans des cellules 293T avec des plasmides
d’'expression pour la protéine gag et la glycoprotéine G du virus de la stomatite
vésiculeuse (VSV-G) essentielles a la formation du virus. Les plasmides rétroviraux
(codant pour le controle, Mek:ER, Raf:ER et NFAT1c) ont été cotransfectés avec le
plasmide codant pour le VSV-G, dans des cellules 293GP qui expriment stablement les
protéines gag et pol. Pour les deux types cellulaires, la transfection a été réalisée grace
a du réactif de transfection GeneJuice (Novagen) dans du milieu sans sérum Opti MEM
(Life Technologies) qui a été ajouté au milieu des 293. Apres une incubation de 6 heures
sur les cellules, le surnageant a été remplacé par un mélange de 50% de milieu DMEM
et 50% de milieu pour HMEC. Deux jours plus tard, le surnageant viral a été récupéré,
filtré et ajouté a du milieu pour HMEC (1 mL de milieu pour 1 mL de surnageant viral)
et du polybréne (8 ug.mL™", Sigma Aldrich) et incubé 6 heures pour infecter les cellules
HEC. Le surnageant a ensuite été remplacé par du milieu pour HMEC et le lendemain
les cellules infectées ont été sélectionnées avec de la puromycine (500 ng.mL,
InvivoGen) et généticine (100 ug.mL™"; Life Technologies).

¢ Microarray dans les HMEC/Mek :ER

Les analyses transcriptomiques ont été réalisées sur des cellules HMEC Mek :ER
traitées ou non par du 4-OHT (100 nM) pendant 24 ou 96 heures en utilisant des puces
Whole Human Genome Oligo 4x44K Microarrays (Agilent Technologies) (Warnier et al.
2018). Les ARNc ont été synthétisés et marqués par le colorant Cy3 a partir de 100 ng
d’ARN total en utilisant le kit monocoloré Low Input Quick Amp Labeling (Agilent
Technologies). Ensuite, ces ARNc marqués et purifiés ont été hybridés sur les puces
4x44K pendant 17 h a 65°C. Toutes les conditions ont été réalisées en trois réplicats
biologiques indépendants. Les genes différentiellement exprimeés entre les cellules
traitées et non traitées ont été identifiés par un ¢-test avec une P-value < 0,01 avec une
correction de Benjamani Hochberg. Les genes avec un différentiel d'expression d'au
moins deux fois ont été sélectionnés.
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e Mesure de I'activité SA-B-Galactosidase (SA- B-Gal)

Apres ensemencement de 15000 cellules par puits de plaque 12 puits et
traitement, les cellules sont rincées deux fois avec du Phosphate Buffered Saline (PBS),
fixées avec du Formaldéhyde 2% / Glutaraldéhyde 0,2% (v/v) pendant 5 minutes. Elles
sont ensuite rincées avec du PBS et avec une solution fraiche de coloration (acide
citrique/tampon phosphate/sodium 40 mM, Ka[Fe(CN)e]3H20 5 mM, Ksz[Fe(CN)e] 5 mM,
NaCl 150 mM, MgCl>.6H.O 2 mM, 5-bromo-4-chloro-3-indoyl B-D-galactopyranoside
1 mg.mL" dissous préalablement dans du N,N-diméthylformamide, pH=6), préparée
comme décrit par Augert et al (Augert et al. 2009), puis incubées pendant la nuit a
37°C (sans CO») avec cette méme solution fraiche de coloration. Les cellules ont été
considérées comme positives lorsqu’elles étaient bleues a la lumiere du microscope. Le
pourcentage de cellules SA-B-Gal positives a été calculé a partir de la moyenne
obtenue a partir d’au moins une centaine de cellules par condition.

e Colony Assay
Apres ensemencement des cellules en puits de plaques 12 puits et traitement,
les cellules ont été rincées au PBS deux fois, fixées avec du paraformaldéhyde 3,3%
pendant 15 minutes, rincées encore avec du PBS, et colorées par une solution de cristal
violet a 0,05% sur la nuit. Les scans des puits sont présentés.

e Reverse Transcription (RT) et PCR quantitative en temps réel (qPCR)

Aprés ensemencement de 30 000 cellules par puits de plaques 6 puits, les
cellules ont été reprises par 1 mL de solution de UPzol™ (Biotechrabbit) auquel a été
ajouté 200 pl de chloroforme et centrifugé a 16 000 g pendant 10 minutes a 4°C afin
de séparer les ARN, I'ADN et les protéines. La phase aqueuse claire, correspondant aux
ARN, a été récupérée et 500 uL d'isopropanol sont rajoutés, incubés 10 minutes a
température ambiante, puis centrifugés dans les mémes conditions afin de précipiter
I’ARN. Le surnageant est éliminé et 1 mL d'éthanol 75% est ajouté pour laver le culot,
puis centrifugé a 6 000 g 5 minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot séché
pendant au moins 30 minutes a température ambiante. Dix pL d'eau sont enfin ajoutés
et le tout est incubé 5 minutes a 55°C puis mis dans la glace.

Les ARN sont dosés par le NanoDrop™ One/One® (AZY1602414, Ozyme). Le kit « First-
Strand cDNA Synthesis » est utilisé pour synthétiser '’ADN complémentaire (ADNCc) de
3 pg d'ARN total selon les recommandations du fournisseur. L'ADNc est dilué au
1/10%™e et utilisé comme matrice pour la qPCR. La PCR quantitative TagMan a été
menée sur le Thermocycler FX96 (Biorad). Le mix de PCR contient du mix TagMan
(Roche), 200 nM d'amorces, 100 uM de sonde de I'Universal Probe Library pour le gene

d'intérét (Life Technologies) avec 1,67 uL d’ADN complémentaire. Toutes les réactions
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ont été réalisées en triplicat. Le niveau d’ARNm a été calculé en utilisant la méthode
comparative Ct (AACT), normalisé avec deux genes de ménage (GAPDH et PGK1). Par
souci de clarté, seuls les niveaux d’ARNm normalisés avec I'expression de la GAPDH
ont été montrés dans toutes les figures. Les amorces de PCR utilisées sont listées dans

le Tableau 2.
Nom du géne Référence de la Amorces Numéro
séquence NCBI de sonde
UPL
CALB1 NM_004929.3 Sens 5’ — aagatccgttcggtacagctt- 3 58
Anti-sens 5'—ctgaaggatctgtgcgagaa-3’
GAPDH NM_001289745.1 Sens 5'-attggcaatgagcggttc-3’ 60
Anti-sens 5'—cgtggatgccacaggact-3’
NFAT1c NM_172389.1 Sens 5'-ggtcagttttcgcttccatc-3’ 45

Anti-sens 5'-ccaaggtcattttcgtggag-3’
Tableau 2. Liste des amorces et sondes UPL utilisées pour les PCR quantitatives.

e Western-Blot (WB)

Aprés ensemencement et traitement, les cellules sont récupérées et lysées par
du tampon Laemmli 6X (docécyle sulfate, SDS 2% (m/v), glycérol 10% (v/v), Tris 125
mM pH=6,8, bleu de bromophénole (1/10; v/v), avec 3 000 cellules pour 1 pL de
tampon Laemmli) avec 15% de B-mercaptoéthanol, puis chauffées 10 minutes a 95°C.
Quinze pL d'échantillon ont été déposés sur des gels a 15% (pour I'anticorps de CALB1)
ou 12% (pour l'anticorps de I'a-tubuline) afin de réaliser une électrophorese sur gel
discontinu de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) dans du tampon
Tris-HCI-Glycine-SDS TGS pH=8,5 (Euromedex). Les protéines sont ensuite transférées
sur une membrane de nitrocellulose (BioRad) dans du tampon Tris-Glycine pH=8,5
(Euromedex)/éthanol 20% a 4°C pendant 2 heures a voltage constant 100V. Le transfert
des protéines et le dépot d'une méme quantité de protéines ont été vérifiés par
coloration de la membrane avec du rouge Ponceau. Puis la membrane est rincée trois
fois dans du tampon Tris Buffer Saline pH=7,5 (TBS) Tween-20 0,05% (TBS-T) et incubée
1 heure dans TBS-T auquel est ajouté 5% (m/v) de lait écrémé (TBS-T-lait), puis avec
les anticorps primaires (pour CALB1: dilution au 1/250°™¢, sc28285, SantaCruz,
Interchim pour I'IL-6, sc-28343, Santacruz (dilution au 1/1 000éme) ; pour I'IL-8, sc-
8427, Santacruz (dilution au 1/1 000eme) et pour ANGPTL4, sc-373761, Santacruz
(dilution au 1/1 000éme), ainsi que pour |'a-tubuline : IgG monoclonal de souris diluées
au 1/1 000°™e, T6199, Sigma Aldrich) a 4°C pendant la nuit. Les membranes ont ensuite

été rincées avec du TBS-T et incubées avec les anticorps secondaires (anti-lapin pour
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CALB1, 711-035-152, Interchim, et anti-souris pour l'a-tubuline, 715-035-150, tous
dilués au 1/5 000°™) conjugués a la peroxydase, dans du TBS-T-lait pendant 1 heure &
température ambiante a faible agitation. Le kit de GE Healthcare RPN2106V1/2 a été
utilisé pour la détection du signal.

¢ Immunofluorescence

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques Lab-Tek (Falcon). Apres
traitement, elles ont été rincées une fois avec du PBS, puis fixées par du méthanol froid
pendant 10 minutes a -20°C. Les cellules sont ensuite rincées avec du TBS Tween-20
0,5% (TBS-T'). Les sites aspécifiques sont ensuite saturés par du TBS-T'-SVF 20% (TBS-
T'-SVF) pendant 30 minutes a température ambiante. L'anticorps primaire contre
CALB1 (au 1/250°™¢) est ensuite incubé dans la méme solution toute la nuit a 4°C a
faible agitation. Apres trois rincages avec la solution de TBS-T'-SVF 20%, les cellules
sont incubées avec |'anticorps secondaire anti-lapin IgG couplé avec le fluor Alexa 488-
labeled ou Alexa 555-labeled (au 1/500°™¢, respectivement A11008 et A21424, Life
Technologies) dans du TBS-T'-SVF pour 1 heure a température ambiante a I'obscurité.
Les cellules sont rincées deux fois avec du PBS et contre-colorées avec du Hoechst dilué
(au 1/1 000°™¢, Sigma Aldrich) dans du PBS pendant 10 minutes & température
ambiante a l'obscurité. Les lames ont ensuite été montées avec le Fluoromount-G
(Southern Biotech) et observées au microscope Nikon (Ni_2CE-MQVH-7).

¢ Maesure calcique

La mesure du calcium intracellulaire a été réalisée avec Nolwenn Tessier et Sylvie
Ducreux de I'équipe Cardioprotection, du laboratoire CarMeN, Inserm U1060. Trente
mille cellules (HEC-TM) ont été ensemencées dans des boites de 35 mm de diametre
(MatTek corporation) pour imagerie et apres 4 jours de traitement par le tamoxifene a
250 nM, elles ont été rincées deux fois avec du milieu Hanks' Balances Salt Solution
(CaCl2 1,3 mM, MgCl2-6H20 0,5 mM, MgS04-7H20 0,4 mM, KCl 5 mM, KH2PO4 0,45
mM, NaHCOs 4,2 mM, NaCl 140 mM, Na;HPO4 0,3 mM) (HBSS, Life Technologies) avec
calcium. La sonde Fura-2 acétoxyméthylester (AM) (Fura-2/AM, Molecular Probes) est
ensuite incorporée au milieu HBSS avec calcium a 2 uyM final et incubée pendant 30
minutes a 37°C a I'obscurité. Les cellules sont ensuite rincées deux fois par du milieu
HBSS sans calcium (KCI 5 mM, KH2PO4 0,45 mM, NaHCOs 4,2 mM, NaCl 140 mM,
NaxHPO4 0,3 mM) (Life Technologies). Une fois |'acquisition réalisée au niveau basal, la
ionomycine (ab120370, Abcam) a 1 uM final est injectée dans le milieu avec cellules, ce
qui va induire la perméabilisation de I'ensemble des membranes intracellulaires des
cellules et permettre la libération du calcium contenu dans les organites intracellulaires.
Le Fura-2/AM peut passer la membrane plasmique grace au groupement
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acétoxyméthylester qui est ensuite hydrolysé dans le cytosol par des estérases
endogenes. Le Fura-2 ainsi libéré en excés dans la cellule se lie avec une forte affinité
avec le calcium présent dans la cellule (Kp = 0,14 uM) et permet la mesure de calcium
cytoplasmique. Cette sonde est dite ratiométrique car lorsqu’elle est libre, le spectre
d’excitation possede un pic pour une longueur d'onde a 380 nm et lorsqu’elle est liée
au calcium, ce pic est obtenu a 340 nm. Toutes deux possedent une longueur d’onde
d'émission de fluorescence a 510 nm. Les images (1024x1024 pixels) sont acquises avec
Orca-Flash 4.0 Scientific CMOS camera (Hamamatsu) et un microsysteme Leica en
utilisant un objectif 40x a immersion, utilisant un filtre Lambda DG-4+ (Sutter
instruments). Les images (1024x1024 pixels) sont prises toutes les 5 secondes pendant
10 minutes et le rapport des intensités de fluorescence émises apres excitation a 340
et 380 nm (F340/F380) est calculé. L'augmentation du calcium dans le cytosol se traduit
par une diminution de fluorescence suite a I'excitation a 380 nm et une augmentation
de fluorescence aprés excitation a 340 nm et donc du ratio F340/F380. Les résultats
sont représentés avec les moyennes, et les analyses statistiques ont été réalisées avec
le test non paramétrique de Kruskal-Wallis et post-hoc Dunns et avec le logiciel Graph
Pad Prism.

Pour les sondes génétiques ratiométriques spécifique de RE et de la
mitochondrie, les MCF-7 ont été infectées avec pLNCX2 G-SEPIA1-ER (Suzuki et al.
2014) ou pLNCX2-mito-GEM-GECO1 (Zhao et al. 2011) et sélectionnées a la néomycine
pendant 10 jours. Les cellules ont été ensemencées dans des plaques avec lames de
verre Lab-Tek (ThermoFisher Scientific). Six jours apres traitement avec le SASP, les
cellules ont été lavées avec du HBSS, sans Ca®*, Mg?* et sans rouge de phénol, et
observées a 37°C et 5% de CO2 sous un microscope confocal Zeiss LSM 780. La
longueur d'onde d'excitation a été controlée a 408nm et 565nm. Pour les sondes
calciques, la détection de la fluorescence a été contrélée pour F(470-500nm) (sonde
liée au calcium) et F(>520nm) (sonde libre, sans calcium). Le rapport F(470-500nm) /
F(>520nm) a été calculé. Afin de procéder aux analyses unicellulaires, les fichiers LSM
ont ensuite été convertis au logiciel Colombus. La mesure de l'intensité de fluorescence
au niveau de la cellule unique a été évaluée avec le logiciel Colombus.
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RESULTATS

1 Chapitre 1: Roéle du calcium et de CALB1 dans la
sénescence cellulaire

1.1 Introduction

1.1.1 Fonctions principales et régulation de CALBI1

La Calbindin D28k, calbindin 1 ou CALB1 est une protéine ubiquitaire de la
famille des tampons calciques, qui chélate le calcium et permet de réguler sa
concentration intracellulaire. Cette protéine majoritairement cytosolique possede six
domaines de liaison au calcium, les « EF-hand », dont quatre sont spécifiques du
calclum, comme ont pu le montrer 'étude par Résonance Magnétique Nucléaire
(entrée PDB : 2g9b) (Kojetin et al. 2006) et plus récemment celle par cristallographie a
rayons X (entrée PDB : 6fie) (Noble et al. 2018) (Figure 15).

Figure 15. Structure des quatre hélices comportant les domaines « EF-hand » de
CALB1.

Les acides aminés liant le calcium, le calcium (sphere violette) et les molécules d'eau
sont représentés. Le reste de la structure est illustré en représentation « cartoon ». Les
liatsons formées sont représentées en pointillé. Les acides aminés de charge négative
sont géométriquement agencés afin de fixer le calcium de la maniere la plus stable
possible (Noble et al. 2018).
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La fixation du calcium sur ces structures est un processus séquentiel et
coopératif, c’'est-a-dire que la fixation d'un ion calcium sur un domaine « EF-hand »
augmente l'affinité des autres domaines pour le calcium, permettant une capture plus
efficace du calcium (Kojetin et al. 2006; Venters et al. 2003).

Ainst CALB1 permet de diminuer rapidement et de tamponner la concentration
calcique dans la cellule, ce qui luit confere un réle important dans 'homéostasie
calcique. La majorité des études sur CALB1 ont été réalisées dans les neurones ou des
variations rapides des flux calciques sont nécessaires, notamment lors de la
transmission du message nerveux (Schmidt 2012). CALB1 permet de protéger les
neurones contre les effets cytotoxiques du calcium (Mattson et al. 1991).

CALB1 n’est pas seulement décrite comme une protéine tamponnant le calcium
mais aussi comme un senseur calcique (Berggard et al. 2002; Schmidt 2012). C'est-a-
dire que la fixation du calcium induit des changements conformationnels de la
protéine, exposant ses régions hydrophobes, ce qui lui permet d'interagir avec
différentes protéines (Hobbs et al. 2009; Bobay et al. 2012; Lutz et al. 2003; Berggard
et al. 2002).

Notamment dans des cellules B du pancréas, ou CALB1 est fortement exprimée,
CALB1 interagit avec la sous-unité a1 du canal calcique de type L voltage-dépendant
Cav1.2, ce quidiminue l'entrée de calcium intracellulaire causée par ce canal et modifie
ainst les flux calciques de la cellule indépendamment de sa capacité a tamponner le
calcium (D. Lee et al. 2006). Une autre étude a montré l'interaction directe de CALB1
avec la myo-inositol monophosphatase (IMPase), enzyme catalysant le myo-inositol-
1(ou 4)-monophosphate en myo-inositol, précurseur des phospholipides inositol (Pl),
messager secondaire important dans la transduction du message a travers les
membranes (Berggard et al. 2002). Cette interaction permet l'activation de 'IMPase et
permettrait par la suite la production d'IP3, stimulant le relargage du calcium du
réticulum endoplasmique via le canal calcique réticulaire IP3R. Ainsi, CALB1 joue un
role dans la réponse cellulaire au calcium, a la fois en tamponnant le calcium mais aussi
en induisant des signalisations cellulaires dépendantes du calcium.

En ce qui concerne la régulation de l'expression de CALB1, il a été montré dans
des cellules B du pancréas que les facteurs de transcription NFAT-1c et -2¢, en
coopération avec le facteur de transcription TFIl-I, activaient l'activité du promoteur de
CALB1 (Hajibeigi et al. 2015). A l'inverse, l'inhibition pharmacologique de 'ensemble
des membres de la famille NFAT diminue l'expression de CALB1. Cependant, cette
étude n'a pas démontré le réle direct du calcium dans l'induction de l'expression de
CALB1.
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1.1.2 Réle anti-apoptotique de CALBI1

Le calcium peut induire de nombreuses réponses physiologiques, dont
l'apoptose. CALB1 en régulant la concentration de calcium disponible permet de
préserver les cellules d'une trop forte augmentation de celui-ci pouvant mener a la
mort cellulaire. Une étude a notamment montré que la surexpression de CALB1
prévenait 'apoptose de neurones présentant des mutations sur la presenillin-1. CALB1
prévient de l'augmentation du calcium intracellulaire, menant a la production massive
de Especes Réactives a 'Oxygene, ROS, et au dysfonctionnement mitochondrial, ce qui
aboutit a l'activation de l'apoptose (Guo et al. 1998). De plus, CALB1 interagit de
maniere dépendante du calcium avec des protéines impliquées dans l'apoptose, ce qui
conduit a l'inhibition de la mort cellulaire. Notamment, CALB1, aprés fixation avec le
calcium, peut interagir avec et inactiver la caspase 3 (Bobay et al. 2012), une protéine
clé dans le processus d'apoptose. Cette inhibition d'activité aboutit a la réversion de
l'apoptose dans des ostéoblastes surexprimant CALB1 (Bellido 2000).

CALB1 est donc impliquée dans le controle de la mort cellulaire a la fois par ses
propriétés de tampon calcique mais aussi par sa capacité a interagir avec et inhiber
des protéines impliquées dans la mort cellulaire.

1.1.3 Roéles de CALBI1 dans des contextes tumoraux et implication

émergente lors de la sénescence cellulaire

Peu d'études ont été réalisées sur l'expression de CALB1 dans les cancers et son
impact sur le pronostique de la tumeur. L'expression de CALB1 dans différents types
de cancer n'est pas toujours associée a un bon ou mauvais pronostique et suivant le
type et stade du cancer, une forte expression de CALB1 peut étre favorable ou
défavorable pour le patient. Ainsi une forte expression de CALB1 est associée a un
meilleur pronostic pour des patients atteints d’adénocarcinomes pulmonaires (Castro
et al. 2000). Cependant une autre étude démontre que l'expression de CALB1 est plus
élevée dans des stades avancés de cancers pulmonaires et majoritairement retrouvée
dans les tumeurs neuroendocrines pulmonaires (« Small Cell Lung Cancer », SCLC)
comparées aux non-neuroendocrines (« non SCLC », NSCLC) (Watanabe et al. 1994). /n
vitro, la répression de l'expression de CALB1 par RNA interférents dans des cellules
épithéliales d'ostéosarcomes, U-20S, induit la mort par apoptose des cellules,
diminuant ainsi la prolifération et la formation de colonies des cellules cancéreuses
(Huang, Fan, et Wang 2017).
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1.2 Résultats : role du senseur calcique CALBI1 et de
P’homéostasie calcique durant OIS

Les niveaux de calcium augmentent dans les HMEC lors de différentes inductions
de sénescence

Il a été réecemment démontré que le calcium est régulé au cours de la sénescence
cellulaire dans certains contextes (X. Ma et al. 2018; Wiel et al. 2014; Borodkina et al.
2016a) et, plus particulierement, nous avons démontré, avec d'autres, que le transfert
de calcium entre le réticulum endoplasmique et les mitochondries entraine la
sénescence cellulaire (Wiel et al. 2014; Ziegler et al. 2021; X. Ma et al. 2018). Par
conséquent, pour savoir si les altérations du niveau de calcium sont une nouvelle
caractéristique des cellules en sénescence, nous avons étudié le niveau relatif de
calcium dans le cytosol et dans les stocks intracellulaires (c'est-a-dire principalement
le réticulum endoplasmique et les mitochondries) de HMEC en sénescence en utilisant
différents types d'inducteurs de sénescence : par l'activation de différents oncogenes,
par l'agent chimiothérapeutique bléomycine ou par le traitement a la nutlin-3, un
stabilisateur de p53. Pour l'activation de l'oncogeéne, les cellules HMEC ont été infectées
avec des vecteurs rétro- ou lentiviraux pour exprimer de maniére stable une protéine
MEK ou RAF inductibles par le 4-HydroxyTamoxifen (4-OHT) en fusion avec une forme
modifiable du récepteur d'cestrogene (ER) (HMEC/Mek:ER et Raf:ER). La sénescence
peut également étre induite par des agents chimiothérapeutiques et des médicaments
génotoxiques dans les cellules normales ou cancéreuses, par exemple avec la
bléomycine par l'activation d'une réponse aux dommages de I'ADN ou avec la nutline
par la stabilisation de p53, l'un des principaux effecteurs de la sénescence.

Nous avons donc étudié les niveaux de calcium a la fois dans le cytosol (panneau
de gauche pour chaque figure) et dans les stocks intracellulaires (panneau de droite
pour chaque figure) visibles apres stimulation par lionomycine. La ionomycine
perméabilise 'ensemble des membranes des organites intracellulaires, ce qui libere le
calclum contenu a l'intérieur. La sonde Fura2 restant dans le cytosol permet alors de
mesurer le niveau relatif de calcium contenu dans la totalité des stocks intracellulaires.
Nous avons observé une augmentation des niveaux de calcium dans le cytosol et dans
les stocks intracellulaires avec chaque inducteur de sénescence, par l'activation de Mek
(Figure 16A) et Raf (Figure 16B), ainsi qu'apres un traitement a la bléomycine (Figure
16C) ou a la nutline (Figure 16D). L'augmentation des niveaux de calcium dans le
cytosol et dans les stocks est donc retrouvée lors de la sénescence induite par
différents stress, ainsi elle pourrait étre une marque de sénescence cellulaire dans les
HMEC.
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Figure 16. Les niveaux de calcium sont augmentés dans les HMEC en sénescence
induite par différents inducteurs.

Les niveaux de calclum ont été mesurés grace a la sonde ratiométrique Fura2. Les
rapports de fluorescence mesurée a 340nm et 380nm ont été comptabilisés au niveau
basal pour le calclum cytosolique (panneau de gauche) et apres stimulation a la
ionomycine pour le calcium des stocks intracellulaires (panneau de droite) (mean +/-
SEM, issues de 3expériences indépendantes).

Ces mesures ont été réalisées dans des HMEC infectées par l'oncogéene inductible par
le 4-OHT : A. Mek:ER et B. Raf :ER et dans des HMEC traitées a C. la bléomycine et D. la
nutline.

Dans notre étude, nous avons regardé le niveau de calcium contenu dans le
cytosol et ausst dans l'ensemble des stocks intracellulaires. Le calcium mitochondrial
et celui du réticulum endoplasmique jouent des roles importants dans divers processus
cellulaires tels que la production d'énergie via le cycle de Krebs ou de ROS, ou
contribuent au stress du RE. Il a été montré, entre autres par l'équipe, que durant la
sénescence le niveau de calcium mitochondrial augmente (Wiel et al. 2014; X. Ma et al.
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2018; Ziegler et al. 2021) d( au transfert du calcium du réticulum endoplasmique (Wiel
et al. 2014; Ziegler et al. 2021). L'augmentation du calclum mitochondrial permet alors
la génération de ROS et 'augmentation des dommages a 'ADN conduisant a l'entrée
en sénescence (Wiel et al. 2014; X. Ma et al. 2018). Nous planifions donc de regarder
les niveaux de calcium dans ces deux organites grace a d'autres outils rétroviraux : les
sondes ratiométriques MITO-GECO (pour la mitochondrie) (Suzuki et al. 2014; Ziegler
et al. 2021) et SEPIA-ER (pour le RE) (Zhao et al. 2011; Ziegler et al. 2021).

La protéine CALB1, tampon calcique, est induite parallelement aux niveaux de
calcium durant la sénescence

Nous avons réalisé un microarray sur l'ensemble du génome dans les HMEC
Mek:ER en OIS afin d'étudier U'expression de protéines impliquées dans 'homéostasie
ou les flux calciques. De maniere intéressante, nous avons détecté l'induction de
'expression de CALB1, une protéine tamponnant le calcium jouant un role
cytoprotecteur contre les effets cytotoxiques du calcium (Bellido 2000; Bobay et al.
2012; Schmidt 2012; K. Liu et al. 2020) (Figure 17A). L'ensemble des études réalisées
jusqu'a présent sur le calclum et la sénescence décrivait importance de canaux
calciques permettant certains flux calciques (Wiel et al. 2014; X. Ma et al. 2018; Ziegler
et al. 2021; Farfariello et al. 2015). Nous avons donc voulu déterminer si l'expression
de CALB1 était retrouvée dans les différents modeles de sénescence précédemment
décrits. Nous avons confirmé son induction observée dans le microarray par RT-qPCR
et par immunofluorescence (Figure 17B) pendant l'OIS dans les HMEC Mek:ER. De
maniére intéressante, 'augmentation du niveau de 'ARNm de CALB1 a également été
observée par RT-qPCR (Figure C, D, E panel de gauche) et au niveau protéique par
immunofluorescence (Figure C, D, E panel de droite), dans les HMEC en OIS par
l'activation de Raf :ER (Figure 17C) ou par traitement par la bléomycine (Figure 17D)
et nutline (Figure 17E). CALB1 est dans ces contextes de sénescence aussi localisé dans
le cytoplasme. Ces résultats montrent que parallélement a l'augmentation des niveaux
de calcium, les cellules HMEC en sénescence induisent l'expression d'une protéine
tamponnant le calcium, CALB1.
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Figure 17. CALB1 est induit dans les modeles de sénescence ou les niveaux de
calcium sont augmentés.
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A. Apres 24h (4-OHT 24h) ou 96h (4-OHT 96h) de traitement au 4-OHT, les HMEC
Mek:ER ont été lysées, 'ARN récupéré et des analyses transcriptomiques (triplicat
biologique) par microarrays ont été réalisées. Le niveau d’ARNm de CALB1 est
présenteé.

Les HMEC B. Mek :ER, C. Raf :ER et traitées a D. la bléomycine et E. la nutline ont été
lysées, les ARN récupérés puis rétrotranscrits et des PCR quantitatives ont permis de
quantifier le niveau relatif d’ARNm de CALB1 (panneau de gauche) et des
immunofluorescences ont été réalisées en marquant CALB1 (vert) et les noyaux au
Hoechst (bleu), afin de déterminer le niveau protéique relatif de CALB.

Pour Mek:ER : moyenne +/- SEM de 6expériences indépendantes, Raf:ER : moyenne +/-
SEM de 6expériences indépendantes, traitement a la bléomycien : moyenne +/- SEM
de 3expériences indépendantes et a la nutline : moyenne +/- SEM de 4expériences
indépendantes.

L’expression de CALB1 est régulée par la voie dépendante du calcium,
calcineurine/NFAT, pendant ['OIS

Le calcium, en tant que messager secondaire, est connu pour activer différentes
voies de signalisation. Il se lie notamment a la calmoduline, activant la calcineurine qui
permet la translocation et l'activation du facteur de transcription NFAT dans le noyau
(Hogan et al. 2003). Un membre de la famille NFAT, NFAT1c, a été décrit comme
induisant l'expression de CALB1 (Hajibeigi et al. 2015). De plus, linhibition
pharmacologique de la voie calcineurine/NFAT réverte la sénescence dépendante de
p53 dans des cellules cancéreuses (Manda et al. 2016). Nous avons donc voulu étudier
si la vole NFAT dépendante du calcium pouvait avoir un impact sur l'expression de
CALB1 pendant ['OIS. Tout d'abord, nous avons traité les cellules HMEC Mek:ER avec
un inhibiteur chimique de la calcineurine couramment utilisé, le FK-506. Le traitement
au FK-506 entraine une réversion partielle de l'induction du niveau d'expression de
CALB1 en ARNm (Figure 18A) et en protéine (Figure 18B). A l'inverse, la surexpression
de NFAT1c (Figures 18C et E) conduit a une induction de 'ARNm de CALB1 (Figure
18D) et de la protéine (Figure 18E) dans les HMEC. Nous avons donc conclu que CALB1
peut étre régulé par le facteur de transcription NFAT1¢, qui peut lui-méme étre activé
par le calcium. Ainsi, 'augmentation des niveaux de calcium pourrait activer NFAT1c
et conduire a l'expression de CALB1 pendant l'OIS dans les cellules HMEC.
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Figure 18. La voie calcium-dépendante calcineurine/NFAT régule l'expression
de CALB1 durant l'OIS.

A. Les ARN des HMEC traitées au FK-506, inhibiteur de la calcineurine, ont été extraits,
puis rétrotranscrits et des PCR quantitatives ont permis de quantifier le niveau
d'expression de CALB1 (moyenne +/- SEM de 4expériences indépendantes, test de
Kruskal-Wallis).

B. Le niveau protéique de CALB1 est observé par Western-Blot lors de l'utilisation d'un
inhibiteur de la voie calcium/calcineurine/NFAT.

Les ARN des cellules lors de la surexpression de NFAT1c ont été extraits, puis
rétrotranscrits et des PCR quantitatives ont permis de C. valider la surexpression de
NFAT1c et D. d'évaluer le niveau d'expression de CALB1 (moyenne +/- SEM de 6
expériences indépendantes, test de Mann-Whitney).

E. Le niveau protéique de NFAT1c et CALB1 a aussi été évalué par Western-Blot.
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La surexpression de CALB1 entraine une diminution des niveaux de calcium mais
n'‘a pas d'impact sur le phénotype sénescent pendant ['OIS dans les HMEC

Comme il a été décrit en introduction, CALB1 est une protéine tamponnant le
calcium bien décrite (Schmidt 2012; Beat Schwaller 2010), nous avons donc cherché a
savoir si la surexpression de CALB1 pouvait altérer les niveaux de calcium et le
phénotype sénescent. Nous avons observé que la surexpression de CALB1 (Figure
19A) réverte l'induction des niveaux de calcium dans le cytosol (Figure 19B) mais aussi
dans les stocks intracellulaires (Figure 19C) pendant l'OIS. Ainsi, CALB1 pourrait
tamponner le calcium pendant ['OIS. Le calcium étant décrit comme un nouveau
régulateur de la sénescence cellulaire, nous avons cherché a savoir si cette
surexpression et indirectement la régulation des niveaux de calcium avaient un impact
sur le phénotype de sénescence. La surexpression de CALB1 n'entralne aucun
changement de la densité cellulaire apres marquage des cellules au crystal violet
(Figure 19D) et aucun effet sur l'activité SA-B-Gal (Figure 19E) dans les cellules

HMEC/Mek:ER au cours de l'OIS. Ces résultats suggerent que CALB1 pourrait
tamponner le calcium a la fois présent dans le cytosol et dans les stocks intracellulaires,
mais sans avoir d'impact sur le phénotype sénescent pendant l'OIS.
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Figure 19. La surexpression de CALB1 dans les HMEC en OIS diminue les niveaux
de calcium mais n’est pas suffisante pour réverter l'induction de senescence.

A. La surexpression de CALB1 est validée par Western-Blot dans les HMEC Mek:ER.

Les niveaux de calcium B. dans le cytosol et C. dans les stocks intracellulaires ont éte
mesurés grace a la sonde Fura2-AM, respectivement avant et apres stimulation a la
ionomycine (n = X cellules issues de 3 expériences indépendantes, moyenne +/- SEM,
test de Kruskal-Wallis).

D. La densité cellulaire a été observée grace au crystal violet.

E. Le pourcentage de cellules positives SA-B-Gal a été comptabilisé durant l'OIS lors de
la surexpression de CALB1 (n = 3 expériences indépendantes, +/- SEM).
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Cependant, nous savons que le calcium est un second messager important
pouvant activer différentes voies de signalisation. Notamment, une forte concentration
de calcium peut activer de fagon non-canonique NF-kB (via les CaMKlI) et l'expression
des géenes cibles pro-inflammatoires (Théatre, Bours, et Oury 2009; Moscat, Diaz-Meco,
et Rennert 2003). IL est ainsi possible que CALB1, en tamponnant le calcium, maintienne
sa concentration a un niveau inférieur a celui du seuil d'activation de la CaMKI| et ainsi
évite l'expression trop importante de facteurs pro-inflammatoires. Comme le SASP des
HMEC Mek:ER en OIS n’est pas riche en facteurs pro-inflammatoires, nous avons utilisé
un autre modele cellulaire dont le SASP pro-inflammatoire est bien induit et décrit.

Nous avons utilisé des MRC-5 exprimant la forme inductible de l'oncogene Raf :
MRC-5/Raf:ER. La surexpression de CALB1 dans ce modele (Figure 20A) n'impacte pas
l'arrét de prolifération ou la morphologie des cellules sénescentes (Figure 20B). Nous
avons ensuite récupéré le surnageant des fibroblastes sénescents (SASP) et étudié par
Western-Blot la présence de certains marqueurs pro-inflammatoires. Nous avons alors
observé que la surexpression de CALB1 lors de l'OIS réverte la présence d'IL-6 et d'IL-
8 dans le surnageant des MRC-5 en OIS (Figure 20C). En revanche, cela n‘impacte pas
le niveau d’ANGPTL4, autre facteur soluble du SASP non NF-kB-dépendant (données
non montrées obtenues par l'équipe). Ceci suggere que CALB1 peut impacter les
niveaux protéiques de facteurs pro-inflammatoires du SASP. Nous avons alors étudié
les niveaux de calcium dans le cytosol et les stocks intracellulaires grace a la sonde
Fura2-AM. De maniere surprenante, nous avons observé que l'ensemble des niveaux
de calcium étaient diminués dans ce modele (Figure 20D). Ceci est surprenant et ne
correle pas avec les résultats observés dans les HMEC. Les MRC-5 en sénescence par
l'activation de Raf sont des cellules tres allongées et fines, ainsi nous nous demandons
si cette morphologie tres particuliere pour des cellules sénescentes ne conduit pas a
des biais techniques et une mauvaise analyse des niveaux de calcium.
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Figure 20. La surexpression de CALB1 dans des MRC-5 en OIS ne conduit pas a la
réversion de l'arrét de prolifération mais a celle de facteurs pro-inflammatoires
dans le SASP.

A. La surexpression de CALB1 est validée par Western Blot dans les MRC-5/Raf:ER.

B. Des photos ont été prises au 20X afin de montrer la morphologie et la densité
cellulaire des MRC-5/Raf:ER en OIS.

C. Le niveau protéique des facteurs proinflammatoires, IL-6 et IL-8, ainsi que celui
d'ANGTLL4 a été déterminé par Western-Blot dans le surnageant concentré des MRC-
5 en OIS surexprimant CALB1.

D. La mesure du niveau de calcium dans le cytosol et dans les stocks intracellulaires
ont été mesurés par la sonde ratiométrique Fura2-AM respectivement avant et apres
stimulation a la ionomycine (moyenne +/- SEM, issues de 3expériences indépendantes,
test non paramétrique de Kruskal-Wallis).
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Dans cette étude, nous avons montré que les niveaux de calcium dans le cytosol
et dans les organites stockant le calclum étaient augmentés dans plusieurs contexte
de sénescence dans des cellules épithéliales mammaires, les HMEC. En corrélation avec
d'autres études, ces résultats suggerent que 'augmentation des niveaux de calcium
pourrait étre une nouvelle caractéristique de sénescence cellulaire. En parallele, nous
avons observé linduction de l'expression d'une protéine tamponnant le calcium,
CALB1, dans l'ensemble de ces modeles de sénescence. L'expression de CALB1 est
induite par la voie dépendante du calcium calcineurine/NFAT, elle-méme dépendante
du calcium. La surexpression de CALB1 durant l'OIS permet de diminuer les niveaux de
calclum mais n’est pas suffisante pour impacter le phénotype sénescent dans les HMEC
en OIS. Cependant, cette surexpression permet de réverter la présence de molécules
pro-inflammatoires dans le SASP dans des fibroblastes en OIS, suggérant un réle du
calcium dans l'expression et/ou sécrétion du SASP.

Les roles précis de l'augmentation du calcium et des niveaux de CALB1 durant
la sénescence restent donc a préciser et seront arbordés dans la discussion.
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2 Chapitre 2 : Réle du calcium lors des effets paracrines

du SASP sur des cellules cancéreuses

Dans ce second projet, nous avons étudié l'impact du SASP sur des cellules
cancéreuses mammaires. Nous souhaitions étudier st un méme SASP provenant de
fibroblastes sénescents pouvait induire des effets différents sur des cellules
cancéreuses mammaires aux caractéristiques différentes (statut de p53, statut du
récepteur a l'cestrogéne, ER). De maniere intéressante, nous avons observé que le SASP
dépendant de NF-kB induisait une transdifférenciation neuroendocrine (NED) des
cellules cancéreuses mammaires positives pour l'ER et présentant un p53 sauvage. De
plus, nous avons déterminé une augmentation des niveaux de calcium dans les cellules
cancéreuses en différenciation neuroendocrine, qui pourrait étre responsable du
phénotype. Ces observations in vitro nous ont poussé a explorer la présence et le role
physiologique de phénotype neuroendocrine au cours du vieillissement et chez des
patientes atteintes de cancer du sein.

2.1 Introduction

2.1.1 Cellule et différenciation neuroendocrine

Les cellules neuroendocrines sont des cellules qui répondent a un stimulus du
systeme nerveux en sécrétant des hormones ou propeptides. Ces cellules
neuroendocrines qui composent le systeme neuroendocrine sont retrouvées dans la
plupart des organes tels que le tube digestif, le pancréas, les poumons, la prostate ou
le sein. Il a été montré que les cellules épithéliales normales pouvaient subir une
différenciation en cellules neuroendocrines. De plus, certains changements
moléculaires ou environnementaux de la cellule neuroendocrine peuvent ensuite
entrainer la formation de tumeurs neuroendocrines (TNE).

Il est aussi possible que des cellules épithéliales déja cancéreuses subissent une
transdifférenciation neuroendocrine (NED), ce qui leur permet de posséder des
caractéristiques neuronales et endocrines. Notamment, les cellules cancéreuses
épithéliales de la prostate peuvent subir une NED et les cancers prostatiques
présentant une transdifférenciation neuroendocrine sont caractérisés par la présence
de foyers de cellules neuroendocrines dans les cellules malignes. Les cellules
neuroendocrines produisent alors de nombreuses pré-hormones ou facteurs
peptidiques, comme la chromogranine B (CHGB) et les sécrétogranines (comme SCG2)
(Lloyd 2003), qui joueront un role dans la transduction du signal. La privation
d'androgenes utilisée dans la thérapie contre le cancer de la prostate a été décrite
comme l'un des principaux inducteurs de 'émergence d'un phénotype
neuroendocrine, qui est associé a un pronostic plus défavorable (Zhang et al. 2018).
Bien que la NED ait également été décrite dans d'autres types de cancers épithéliaux,
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par exemple dans le cancer du sein, ce processus est peu décrit dans le contexte
mammaire (Lavigne et al. 2018; Inno et al. 2016; Makretsov et al. 2003).

2.1.2 Tumeurs neuroendocrines mammaires

Les cancers du sein sont subdivisés en plusieurs sous-types en fonction de leur
degré d'expression des récepteurs aux hormones et du gene HERZ. Les tumeurs
mammaires positives pour le récepteur a l'cestrogene (ER +) représentent les tumeurs
luminales, divisées en deux catégories en fonction de la présence de génes liés a la
prolifération : luminales A (bon pronostic) et luminales B (moins bon pronostic). Enfin,
les tumeurs négatives pour U'ER (ER-) peuvent étre positives pour HER (tumeurs HER+
et tumeurs apocrines HER+) ou négative pour HER (tumeurs triple négatives, basal-like
ou claudin-low). Ces grands sous-types de tumeurs représentent des sous-groupes
parfois hétérogenes et une classification plus fine en fonction des données génétiques
et moléculaires des patientes existe. Ainsi, des signatures moléculaires, basées sur la
quantification de génes impliqués dans la cancérogenése, ont été mises en place pour
identifier des sous-types plus précis de cancers du sein.

Les tumeurs neuroendocrines du sein représentent quant a elles un sous-type
rare de tumeurs du sein composé d'un groupe hétérogene de tumeurs étant associé a
des comportements biologiques et prognostiques différents. Elles correspondent a 2
a 5% des tumeurs mammaires suivant les critéres d'inclusivité. Leur incidence est
difficile a déterminer car les marquages en immunohistochimie ne sont pas toujours
réalisés dans le cadre de cancers du sein, ainsi ce sous-groupe est surement sous-
estimé. Il est ainsi aussi difficile de trouver des données moléculaires sur ce sous-
groupe et seules les analyses immunohistochimiques sont utilisées pour le classifier.
C'est seulement en 2003 que 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a différencié
les tumeurs neuroendocrines des autres tumeurs mammaires en se basant sur la
définition de Sapino et al. de 2001 (Sapino et al. 2001). Elles ont ainsi été définies
comme des tumeurs d'origine épithéliale avec une morphologie similaire aux tumeurs
neuroendocrines pulmonaires ou intestinales et qui expriment un marqueur
neuroendocrine dans au moins 50% de la population cellulaire total. Les marqueurs
neuroendocrines utilisés en IHC montrant la meilleure sensibilité et spécificité sont les
chromogranines et la synaptophysine (SYP). La nomenclature de 'OMS a souvent
changé et les NBC sont maintenant classifiées en deux classes principales : les tumeurs
et les carcinomes neuroendocrines en fonction de la différenciation cellulaire des
cellules. Les tumeurs neuroendocrines sont elles-mémes composées de deux sous-
groupes : les carcinomes avec NED ou les tumeurs neuroendocrines bien différenciés
(de type carcinoides) (Tableau 3).
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Current WHO

5th Edition Prior WHO 4th Edition

Classification Classification Morphology IHC Molecular features

Meuroendocrine Carcinoma with * Grade 1 or 2 nuclei ME markers+ Luminal molecular subtype

tumor neurcendocringe * Cellular solid nests of cells ER+ (= %03%) Low frequency of TP53 and
differentiation » Delicate fibrovascular PR+ PIK3CA mutations
Neurcendocrine tumor, stroma HER2- Enrichment in chromatin
well-differentiated * Polyzonal, spindle CATAS+ remodeler mutations (ARID1A,
("carcinoid-like") plasmacytoid cells ATRX)
s Classic "carcinoid-like” Enrichment in transcription factor
features rare mutations (TBX3, FOXAL)

Low frequency of concurrent 1q
gains and 14q losses

Meuroendocrine Neurcendocrine tumor, * Grade 3 nuclei Small cell carcinoma: ~ Small cell carcinoma:
carcinoma poorly differentiated/ + Morphology identical ME markers + Co-occurring TP53 and RB1
small cell carcinoma to small cell carcinoma ER+ (30%-50%) alterations
and large cell carcinoma PR+ Large cell carcinoma:
counterparts in lung HERZ2- 777
TTF-1£
Ki-67 = 90%

Large cell carcinoma:

737

Abbreviations: ER, estrogen receptor; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; IHC, immunohistochemistry; NE, neuroendocrine; PR
progesterone receptor.

Tableau 3. Classification morphologique, immunohistochimique et moléculaire
des tumeurs neuroendocrines mammaires (nouvelle classification de L'OMS,
2019).

D’apres (Pareja et D'Alfonso 2020).

Plusieurs hypotheses sur l'origine de tumeurs neuroendocrines mammaires sont
encore prévalentes. La premiere suggere que les NBC proviendraient directement de
tumeurs neuroendocrines présentes dans le sein, mais ce type de cellules n'a
jusqu'alors pas été retrouvé dans le sein (Bussolati et al. 1985). Suivant une autre
hypothese, les NBC proviendraient de cellules souches de cancer du sein qui se seraient
différenciées a des stades précoces en lignées neuroendocrines et épithéliales
(Miremadi et al. 2002). Cette théorie s'appuie sur le fait que les NBC représentent des
tumeurs mixtes composées de cellules endocrines et exocrines et que les études
moléculaires montrent que les cellules neuroendocrines des NBC sont clonalement
liées a la composante intraductale de la tumeur. Les NBC sont majoritairement
positives pour les récepteurs aux hormones (ER+) et en se basant sur les profils
d’'expression génique, les NBC appartiennent au sous-groupe luminal (Weigelt et al.
2008).

A cause du manque d'uniformité sur les critéeres d'inclusion des tumeurs
neuroendocrines mammaires dans les différentes études, les études concernant
l'agressivité et le pronostique de la tumeur sont souvent contradictoires (Lavigne et al.
2018; Bogina et al. 2016; B. Weil et al. 2010). De plus, a cause de leur rareté, aucune
étude moléculaire n'a été conduite sur les carcinomes neuroendocrines du sein.

Peu de mécanismes sont connus pour décrire la formation de tumeurs
neuroendocrines mammaires chez la patiente ou in vitro sur des cellules cancéreuses

mammaires. Ainsi, notre étude est l'une des premieres a décrire des mécanismes
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d'induction de la NED dans des cellules cancéreuses mammaires au contact du SASP
et incriminer la sénescence et une signalisation calcique dans ce phénotype.
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2.2 Article 1. The NF-kB-dependent secretome of
senescent cells can trigger neuroendocrine
transdifferentiation of breast cancer cells
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ABSTRACT

Cellular senescence is characterized by a stable proliferation arrest in response to stresses and
the acquisition of a senescence-associated secretory phenotype, called SASP, composed of
numerous factors including pro-inflammatory molecules, proteases and growth factors. The
SASP affects the environment of senescent cells, especially during aging, by inducing and
modulating various phenotypes such as paracrine senescence, immune cell activity, and
extracellular matrix deposition and organization, which critically impact various
pathophysiological situations, including fibrosis and cancer. Here, we uncover a novel paracrine
effect of the SASP: the neuroendocrine transdifferentiation (NED) of some epithelial cancer
cells, evidenced both in the breast and prostate. Mechanistically, this effect is mediated by NF-
KkB-dependent SASP factors, and leads to an increase in Ca?* levels. Consistently, buffering CaZ
by overexpressing the CALB1 buffering protein partly reverts SASP-induced NED, suggesting
that the SASP promotes NED through a SASP-induced Ca?* signaling. Human breast cancer
dataset analyses support that NED occurs mainly in p53 WT tumors and in older patients, in
line with a role of senescent cells and its secretome, as they are increasing during aging. In
conclusion, our work, uncovering SASP-induced NED in some cancer cells, paves the way for
future studies aiming at better understanding the functional link between senescent cell

accumulation during aging, NED and clinical patient outcome.

Keywords

Cellular senescence, SASP, neuroendocrine transdifferentiation, breast cancer, aging
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INTRODUCTION

Cellular senescence is a cell response triggered by various stresses, such as oncogenic or
genotoxic stresses, as well as telomere shortening. Senescent cells thus accumulate during
aging and/or following chronic exposure to factors inducing these stresses. This cell state
corresponds to a stable cell cycle arrest and to the acquisition of some specific features,
including an enhanced Senescence-Associated-B-galactosidase (SA-B-gal) activity * and the
secretion of numerous factors, named Senescence-Associated Secretory Phenotype or SASP 2~
4 This SASP is mainly composed of metalloproteases, growth factors and pro-inflammatory
molecules. Its composition notably depends on the signaling and transcription factors involved.
So far two main transcription factors are known to regulate levels of pro-inflammatory SASP
components: NF-kB and C/EBPB3->, and NOTCH1 has been report to induce a TGF-B dependent
secretome®. Senescence, largely through its SASP, plays key roles in regulating a variety of
pathophysiological conditions including aging and cancer, aging increasing the risk of

developing a cancer 2.

The SASP was reported to exert initial anti-tumoral effects in autocrine and paracrine manners,
by blocking cell proliferation and by recruiting and activating immune cells to eliminate harmful
and defective senescent cells 3410, Nevertheless, the SASP can also have long term pro-tumoral
effects as it promotes, among others, tumor initiation, migration, epithelia-mesenchymal
transition (EMT), cancer stemness and tumor resistance 1%13. Hence, our understanding of the

broad effects of the SASP in cancer and aging biology are emerging.

Neuroendocrine transdifferentiation (NED) has been depicted in some epithelial tumors, that
allow to epithelial cells to possess neuronal and endocrine features. In particular, prostate

epithelial cancer cells can undergo NED and prostatic cancers featuring neuroendocrine
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transdifferentiation are characterized by the presence of neuroendocrine cell foci into
malignant cells. Neuroendocrine cells produces numerous pre-hormones or peptide factors,
such as chromogranine B (CHGB) and secretogranins (as SCG2)*. Androgen deprivation used
in therapy against prostate cancer has been described as one of the main inducers of the
emergence of a neuroendocrine phenotype, which is associated with a worse prognosis *°.
Though NED has also been depicted in other types of epithelial cancers, for instance in breast
cancer, very little is known about this process in this context 1518, Breast neuroendocrine
tumors are a rare and underrecognized subtype of mammary carcinomas, as they represent
only 2% to 4 % of breast tumors. These tumors express specific NED markers, such as
Chromogranin A (CHGA) and SCG2°. However, their mechanisms of formation and the features
of these tumors in terms of treatment response, progression and aggressiveness are largely

debated and unknown?®.

While assessing the effects of the SASP on breast cancer cells, we discovered a new link
between senescent cells and their secretome, and the induction of NED in hormone-dependent

breast cancers during aging.
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RESULTS

The SASP promotes neuroendocrine transdifferentiation (NED) of some breast cancer cells

To investigate the role of the SASP on some breast cancer cells, we produced control or SASP-
containing conditioned media. The SASP is released from normal human fibroblasts exposed to
classical stresses, either through the activation of oncogenic proteins?%2! or using genotoxic
drugs?, provoking their entry into senescence. Here, MRC-5 cells were infected with a
retroviral vector to stably express a 4-HydroxyTamoxifen (4-OHT) inducible RAF protein,
RAF:estrogen receptor (ER) (MRC-5/RAF:ER). As expected, RAF activation by inserting 4-OHT
into MRC-5/RAF:ER led to cellular senescence. This was evidenced by (i) an increase in the
senescence-associated-p-galactosidase (SA-B-Gal) activity (Figure S1a), and (ii) in the mRNA
level of the p21?1 cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI) (Figure S1b), as well as (i) a decrease
in the mRNA of the proliferation marker Ki67 (Figure S1c) and by (iv) an increase in the mRNA
of the IL-6, IL.-8, BMP-2 and SPP1 SASP components (Figure S1d). This latter increase in SASP
mRNA resulted in higher levels of SASP proteins in the supernatant, as illustrated for IL-6 (Figure

Sle).

Having validated the generation of SASP through this experimental set-up, control (CTL, from
MRC-5/RAF:ER untreated with 4-OHT) and SASP conditioned media were added to several
breast cancer cell lines with molecular features representative of breast cancer cells: MCF-7
(ER+; WT p53), T47D (ER+; mutated p53) or MDA-MB231 (ER-; mutated p53). For T47D (Figure
S2a) and MDA-MB-231 (Figure S2b), we did not observe significant differences between control
and SASP-treated cells according to cell density and cell morphology. Strikingly in MCF-7 cells,
the SASP treatment resulted in decreased cell density and strong morphological changes

characterized by the appearance of ramifications arising from cell bodies (Figure 1a),
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reminiscent of neuroendocrine-like structures. a-tubulin staining highlighted the cytoskeleton
containing the “neurite-like” structures, which could be quantified using image analysis
algorithms from the Columbus software (Figure 1b). This automated method revealed that total
neurite length and number of segments per cell increased following treatment with SASP in
MCF-7 cells (Figure 1c, d). In addition to the neurite-like structures, we assessed the expression
of neuroendocrine markers, namely SCG2 and CHGB, and observed their upregulation in SASP-
treated MCF-7 cells (Figure 1e, f). To further confirm and extend these unexpected results, we
verified whether a SASP generated by another senescence inducer could trigger this
neuroendocrine transdifferentiation (NED) in MCF-7 cells, and whether this phenotype could
also arise following exposure to SASP in prostate cancer cells known to be able undergo NED.
Here, we generated the SASP by treating WI-38 fibroblasts with the genotoxic drug etoposide
to activate pro-inflammatory molecules, as previously described?2. We observed the induction
of NED in MCF-7 cells incubated in this SASP-containing supernatant, as evidenced by changes
in cell morphology and expression of NED markers (Figure S3a-d). Additionally, we tested the
SASP obtained from MRC-5/RAF:ER on LNCaP prostate cancer cells, well-known to undergo NED
upon certain stresses >2324 Consistently, we observed that the SASP induced a NED in these

cells according to both cell morphology and NED marker expression (Figure S3e-h).

Together, these results support that the secretome of senescent cells, the SASP, triggers a NED

in some breast and prostate cancer cells.

NF-xB dependent SASP factors drive induction of NED

The SASP is composed of a large variety of molecules, including but not limited to pro-

inflammatory molecules, growth factors and proteases. Notably, the NF-xB family of
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transcription factors is critical for promoting the expression of numerous pro-inflammatory
factors in senescent cells, including IL-6, whereas they do not affect other non-inflammatory
SASP factors 825, [L-6 is a key pro-inflammatory molecule from the SASP as it mediates some of
the previously described paracrine SASP effects #26. Moreover, it was reported to induce NED

in LNCaP cells 2324,

We thus sought to determine whether removing the NF-kB-dependent pro-inflammatory
factors of the SASP would impact SASP-induced NED. To this end, MRC-5/RAF:ER cells were
transfected with siRNA directed against RELA, a critical member of the NF-kxB family of
transcription factors, before activating RAF by adding 4-OHT. We first confirmed knockdown of
RELA in these cells (Figure S4a) and the subsequent decrease in the expression of NF-kB-
dependent SASP factors including IL-6 and IL-8 (Figure S4b). Conversely, other markers of
cellular senescence, such as SA-B-Gal activity and expression of p21¢P1 CKI, were not impacted,
nor were NF-kB-independent SASP factors BMP-2 and SPP1 (Figure S4c-f). Compared to the
complete SASP, this NF-kB-independent SASP was unable to promote neurite-like structures

(Figure 2a-c) and to induce the expression of the NED marker, SCG2 (Figure 2d).

Collectively, these data demonstrate that the NF-kB dependent pro-inflammatory SASP drives

NED induced by the secretome of senescent cells.

Ca?* as a secondary messenger drives SASP-mediated NED

Ca?*is known to be a powerful secondary messenger, as it is activated by many ligand-receptor
couples and plays critical roles in numerous biological and cellular processes, such as cell shape,

proliferation, migration or cell death?’28. CaZ* fluxes have been associated with NED of prostate

119



cancer cells?°. Using the Fura2-AM ratiometric calcium probe, we observed increased calcium
levels in both cytosol and intracellular stocks (i.e. mitochondria and endoplasmic reticulum) in
MCF-7 after SASP treatment (Figure 3a). To investigate whether Ca?* was involved in SASP-
induced NED we used the CALB1 Ca?* buffering protein3®,3! which binds intracellular calcium
and balances its concentration3>32, Its constitutive overexpression (Figure 3b) impaired NED
induction by the SASP as evidenced by the reduction of neurite-like structures (Figure 3c-e) and
expression of the NED marker, SCG2 (Figure 3f). In conclusion, these results support an

involvement of calcium signaling in mediating, at least partly, SASP-induced NED.

Human breast tumors displaying NED are ER+and p53 WT and their proportion increases in older

patients

As mentioned above, the SASP did not induce marks of NED in breast cancer cells that were
either ER-negative or mutated for p53. To verify whether our findings are relevant for human
breast tumors, we explored the METABRIC human breast cancer database®. We isolated
human breast tumors that displayed NED based on their co-expression of four NED markers
SCG2, CHGB, CHGA and synaptophysin, SYP (Figure S5). Of the 1,904 breast tumors identified
in the database, 45 tumors were positive for all of these 4 markers (NBC for Neuroendocrine
Breast Carcinomas), within the expected range of 2-4%, whereas 1,635 were negative for these
4 markers (non-NBC) (Figure 4a). We then compared the gene expression profiles between NBC
and the non-NBC to define the specific features of these tumors. We performed Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) based on the mean fold change in gene expression data between
NBC and non-NBC for all genes. As expected, molecular signatures such as neurotransmitter

transport or signal release GO signatures were found in NBC compared to non-NBC (Figure 4b).
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Moreover, some calcium GO signatures were upregulated exclusively in NBC patients,
emphasizing the role of Ca%* signaling in the neuroendocrine phenotype (Figure 4c). In line with
the literature '3 and our data, NBC were all ER-positive (Figure 4d). To avoid any bias during
our analysis we next compared features of NBC (all ER+) to ER+ non-NBC, which represents
luminal breast tumors and found that NBC were mostly p53 WT when compared to ER+ non-
NBC (Figure 4e). Moreover, NBC present lower proportions of grade 3 tumors (Figure 4f) and
display a lower proliferation rate according to Ki67 expression levels (Figure 4g). These findings
were reminiscent of the proliferation arrest observed during SASP-induced NED in cellulo.
Finally, the proportion of patients with a breast cancer displaying NBC strongly increased with
age (Figure 4h). This is likely due to higher levels of SASP with aging, as senescent cells

accumulate in older people 3737,
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DISCUSSION

The importance of the secretome of senescent cells in different pathophysiological contexts,
including cancer biology, has been highlighted in the last ten years®2. In this study, we uncover
a new role for the secretome of senescent cells in shaping cancer cell identity, as their SASP
induces NED of some epithelial cancer cells. Mechanistically, this effect of the SASP involves
NF-kB-dependent SASP factors and relies on the induction of CaZ* signalling. The ability of the
SASP to induce NED in breast cancer cells seems to be relevant in vivo as it correlated with

features of human neuroendocrine breast carcinoma (NBC) samples.

Several effects of the SASP are mediated by pro-inflammatory molecules, in particular IL-6%26.
Interestingly, treatment with IL-6 was described to induce NED in LNCaP prostate cancer cells3®.
We substantiated these findings, as the SASP, which is enriched in IL6, also induced NED in
LNCaP cells (Fig. S6A), arguing in favor of using IL-6 to induce NED in breast cancer cells.
Nevertheless, IL6 treatment of MCF-7 cells did not induce NED (Fig. S6B), suggesting either that
factorsinducing NED in breast and prostate cancer cells are different or that breast cancer cells
are less permissive and need additional SASP factors to undergo NED. In line with the last
hypothesis, eliminating the NF-kB-dependent pro-inflammatory SASP, including IL6 and IL8,
was sufficient to abolish SASP-induced NED in breast cancer cells. This observation indicates

that several NF-kB-dependent SASP factors are needed to drive NED of breast cancer cells.

Several SASP factors are known to activate Ca?* signaling by their binding and the activation of
their receptors 4=%2. Ca?* signaling has also been reported in the regulation of NED in prostate
cancer cells 22434 and our analysis of the NBC in the METABRIC collection confirmed
enrichment in Ca%-dependent signature. Our results support an involvement of the Ca2*in

mediating SASP-induced NED of breast cancer cells as its level increased in cells undergoing
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NED and as its buffering repressed SASP-induced NED. However, the molecular mechanisms
increasing Ca?* levels in response to the SASP, in particular the channels involved, as well as the
downstream mechanisms activated by calcium and leading to NED in response to the SASP,

remain to be determined.

Little is known about NBC, leading to controversial conclusions about their origin and their
behaviour, for instance in terms of prognosis, likely due to the scarcity of such breast
tumors'®34, To better understand their features, we took advantage of the extensive number
of breast cancer patients enrolled in the METABRIC database and of the genomic and clinical
information available. As far as we know this is the first time that such an approach is
undertaken for NBC. The luminal WT p53 derived MCF-7 breast cancer cell line displayed a NED
phenotype after SASP treatment, whereas luminal p53 mutant T47D or triple negative p53
mutant MDA-MB-231 breast cancer cells remained unaffected. This seems to be particularly
relevant as (i) our analysis of the METRABRIC database also supports that NBC are luminal p53
WT tumors and (i) NBC have been reported to express the ER and to be eventually p53 WT and
to be classified in the luminal breast cancer subtype according to the literature 71934 |n line
with features of NED in SASP-treated MCF-7 cells, NBC compared to luminal non-NBC tumors
displayed a lower proliferation rate and consequently a lower tumor grade. Importantly these
analyses also show that patients displaying NBC are generally older. This is in line with our
results showing that the secretome of senescent cells can induce NED as senescent cells and

their secretome accumulate with aging 37,

The events driving NBC formation, a rare event, instead of driving classical non-NBC luminal
breast cancer are largely unknown °. Overall, our work proposes a new hypothesis by which

senescent cells and their secretome contribute to NED and NBC formation. More generally and
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beyond NBC, and as suggested by our results obtained in prostate cancer cells, our work paves
the way for future studies investigating the contribution of senescent cells, especially during
aging, to the formation of other types of neuroendocrine carcinoma and/or to the
transdifferentiation of some adenocarcinoma into a neuroendocrine phenotype. This may

ultimately lead to improving clinical applications in terms of NBC treatment and prognosis .
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MATERIAL AND METHODS

Vectors, transfection and infection

The retroviral vector pLNCX/RAF:ER express an inducible RAF protein. The lentiviral vectors
pLV-puro-CALB1 expressing CALB1 and pLV-GFP as control were used (VectorBuilder). To
transfect 293 T lentiviral-producing cells and 293 GP retroviral-producing cells, Geneluice
transfection reagent (Merck Millipore) was used according to the manufacturer's
recommendations. Two days after transfection, the virus-containing supernatant was mixed
with fresh medium (1:20 for 293 T cells and 1:4 for 293 GP cells) and hexadimethrine bromide
at 8 pg/mL (Sigma-Aldrich) and used to infect target cells. One day later, infected cells were

selected using puromycin (Invivogen) at 500 ng/mL for 4 days.

Cell culture, reagents and conditioned medium production

MCF-7, MDA-MB231, T47D, LNCaP, WI-38 and MRC-5 cells (ATCC, Manassas, VA, USA), 293 T
lentiviral- and 293 GP retroviral-producing cells (Clontech, Mountain View, CA, USA) were
cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Life Technologies) containing
GlutaMax and supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich) and 1%
penicillin/streptomycin (ThermoFisher Scientific). Cells were maintained at 37°C under a 5%
CO2 atmosphere. MRC-5/RAF:ER were treated with 4-OHT 100 nM and the medium was
changed after 3 days. Conditioned medium was collected 3 days later and filtered using 0.45
um sterile filters (Clearline, 146561). This conditioned medium was diluted 1:5 or 1:10 with
fresh medium to treat breast cancer or prostate cancer cells, respectively, every 3 days for 6

days. For treatment with recombinant protein IL6 (Peprotech, 200-06), MCF-7 and LNCaP cells
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were treated every 2 days with 20 ng/mL recombinant IL-6 for 7 days, cells were then fixed,

and RNA extracted.

siRNA transfection

For siRNA knockdown we used an ONTARGETplus nontargeting siRNA control SMARTpool (sictl)
or an ON-TARGETplus siRNA SMARTpool targeting RELA (siRELA) (Horizon Discovery) (see Supp.
Table 1 for their sequence). Cells were reverse transfected with siRNAs using Dharmafect 1
transfection reagent according to the manufacturer’s instructions (Horizon Discovery). siRNAs
were used at a final concentration of 15 nM. Sequences of the 4 siRNAs included in each pool
are provided in Supplemental Table 1. The day after transfection, medium was changed with

DMEM with Glutamax (10% FBS and 1% antibiotics).

Reverse transcription and real-time quantitative PCR

NucleoZOL (Macherey-Nagel) was used to perform total RNA extraction according to the
manufacturer’s recommendations. The First-Strand cDNA Synthesis Kit (GE Healthcare,
Chalfont St Giles, UK) was used to synthesize cDNA from 2 pg of total RNA, according to the
manufacturer’s instructions. The RT reaction mixture was diluted 1:4 and used as a cDNA
template for gPCR. TagMan quantitative PCR was carried out on a FX96 Thermocycler (Bio-
Rad). The PCR mixture contained TagMan mix (Roche), 200 nM of primers (see Supp. Table 2
for their sequence), Universal Probe Library probe (100 uM, ThermoFisher Scientific) for the
gene of interest (TagMan Gene Expression Assays (Primers/probe), Life technologies) and 50

ng/ug of cDNA template. Reactions were performed in triplicate with the following program:
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95°C 10 min, followed with 40 cycles of 95°C for 10 s, 59°C for 30 s. The relative amount of
mRNA was calculated using the comparative Ct (AACT) method, following data normalization

against GAPDH housekeeping gene.

Crystal violet staining and SA-B-galactosidase staining

For crystal violet, MCF-7, T47D and MDA-MB231 were washed with PBS 1X, fixed for 15 min in
3.7 % formaldehyde, washed with PBS 1X and stained with crystal violet solution at 0.05 %

overnight. Scans of wells are presented.

For SA-B-galactosidase staining, MRC-5/RAF:ER cells were washed once with PBS 1X, fixed for
5 min in 2 % formaldehyde / 0.2 % glutaraldehyde, rinsed twice with PBS 1X and incubated

overnight at 37°C in SA-B-Galactosidase staining solution as previously described?®.

Immunofluorescent staining and quantification of neurite-like structures

After six days of treatment with conditioned medium in 96-well plates (PerkinElmer, 600558),
cells were fixed in paraformaldehyde 3.7 % for 10 min and permeabilized with 0.1% triton X-
100 for 10 min, then blocked in PBS-Tween 0.05 % containing 20 % FBS (PBST-FBS). The
antibody against a-tubulin (1:1,000; Sigma-Aldrich T6199) was incubated overnight at 4 °C in
PBST-FBS. After three washes using PBST-FBS, cells were incubated for 1 h with anti-rabbit IgG
coupled with Alexa Fluor 455 (LifeTechnologies, A21424) diluted 1:2,000 in PBST-FBS. Cells
were then washed twice in PBS, counterstained with Hoechst (Sigma-Aldrich) diluted 1:1,000

in PBS for 10 min at room temperature and washed twice with PBS before analysis.
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Pictures of cells were then taken using an Operetta High-Content Analysis System (PerkinElmer)
and single cells were analyzed with the Columbus software using a macro measuring cell body
(nucleus with Hoechst) and cytoplasm (with a-tubulin) (see Supp. Table 3 for parameters used
to configure the algorithm). The software calculated the distance of elongation from the cell
body to their extremity (neurite length) and the number of segments from the cell body. These

quantifications were used to determine NED structures.

Calcium imaging

Wide field calcium imaging was performed as previously described*’*8. For cytosolic CaZ
measurements, MCF-7 cells (placed 7 days in conditioned medium renewed every 3 days) were
loaded with Fura-2 AM (Molecular Probes, Kd = 0.14 uM) at a final concentration of 2.5 uM for
30 min at 37°C in Ca%*-containing HBSS (Gibco). All calcium measurements were performed at
room temperature in Ca%*-free HBSS (Gibco). Coverslips were mounted on a magnetic chamber
(Chamlide). The chamber was placed on a DMI6000 inverted wide-field microscope (Leica
microsystem). Images were acquired with an Orca-Flash 4.0 Scientific CMOS camera
(Hamamatsu) using a 40X oil-immersion objective. Using a Lambda DG-4+ filter (Sutter
instruments), Fura-2 AM was excited at 340 and 380 nm and the fluorescent signal emitted
measured at 510 nm. Images (1024 x 1024 pixels) were taken with a 5 s interval. Fluorescence
ratios (F340 nm/F380 nm) were analyzed with MetaFluor 6.3 (Universal Imaging) after
removing background fluorescence. To measure intracellular Ca?* content, ionomycin (Abcam,
120370) at 1 uM final was added into the medium during acquisition and fluorescence ratios

(F340 nm/F380 nm) were analyzed as previously described.
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METABRIC and GSEA analyses

Data from the Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium (METABRIC)
349 regrouping gene expression and clinical data, were extracted from the cBioportal website.
Expression of four neuroendocrine markers (NEM) in breast tumors from 1,904 patients were
ranked on a log scale allowing us to discriminate tumors with high or low expression of NEM
(expression higher or lower than mean + 1log considered as positive or negative for NEM). With
Venn Diagrams, patients positive for the four NEMs were considered to be patients with
Neuroendocrine Breast Carcinomas (NBC) and the ones negative for the 4 NEMs, non-NBC.
Because all NBC patients were positive for estrogen receptor (ER+), we re-analyzed the two
groups to include only ER+ patients. Thus, further analyses of p53 status, tumor grade, patient
age, expression levels and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) were conducted only on ER+
NBC and ER+ non-NBC patients. Pre-Ranked GSEA was performed on ranked lists of gene
expression ratio, between average expression in ER+ NBC tumors versus non-NBC tumors using
the GSEA v2.0.13 software with default parameters. All gene set files for this analysis were

obtained from the GSEA website (www.broadinstitute.org/gsea/).

Immunoblot

For immunoblot, MRC-5 were lysed in Laemmli 6X buffer (SDS 2% (m/v), Glycerol 10 % (v/v),
Tris 125 mM pH, 6.8) with 15 % of B-mercaptoethanol. After determining protein
concentration, 20 pg of proteins were heated at 95°C for 10 min, loaded onto 12 % gels and
separated by SDS-PAGE in Tris-HCI-Glycine-SDS TGS, pH 8.5 buffer (Euromedex). Proteins were
then transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad) in Tris-Glycine, pH 8.5 buffer
(Euromedex)/ethanol 20 % at 4°C for 2 h at a 100 V constant voltage. Membranes were blocked
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with TBS Tween-20 0.05 % / Milk 5 % for 30 min and incubated overnight at 4 °C with primary
antibodies against CALB1 (Santacruz, sc28285; 1:500 dilution) or against a-tubulin (Sigma
Aldrich, T6199; 1:2,000 dilution). Membranes were then washed and incubated with secondary
antibody for 1 h at room temperature: anti-rabbit secondary antibody (Interchim, 711-035-
152) for CALB1 and anti-mouse secondary antibody (Interchim, 715-035-150) for a-tubulin,

both diluted at 1:5,000. Detection was performed using the ECL kit (Amersham).

ELISA

To analyze IL6 protein levels in cells following 4-OHT-induced senescence, Human IL6 ELISA kit
from Thermo Scientific was used (BMS213-2). The standard for IL6 was prepared by serial
dilutions. Stock solution — 200 ng/mL was diluted to: 6,666 pg/mL, 2,222 pg/mL, 740.7 pg/mL,
246.9 pg/mL, 82.3 pg/mL and 27.4 pg/mL, the last dilution point contained only Assay Dilutent.
After, 100 pL of each standard and sample were dispatched into a standard 96-well ELISA plate.
The plate was covered and incubated for 2.5 h at room temperature (RT) with gentle shaking.
After incubation, the solution was discarded, wells were washed 4 times with 1X washing buffer
and 1X biotinylated antibody was added. The incubation with antibody was conducted for 1 h
at RT with gentle shaking. The solution was then discarded, the 4 washes were repeated and
Streptavidin-HRP solution added. This step was followed by a 45 min incubation at RT with
gentle shaking. After incubation, the solution was discarded and wells were washed for 4 times.
TMB Substrate was then added and incubated for 30 min at RT in the dark with gentle shaking.

Finally, stop solution was added and absorbance was measured at 450 and 550 nm.

Statistical analyses
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Means are represented with + SD (technical replicates) or SEM (biological replicates) as
indicated in the figure legend. Statistical analyses were performed as indicated in the figure
legend using GraphPad Prism 8 software. D’Agostini & Pearson normality test was used before
proceeding to any analyses to evaluate the normality of the samples. P-value are indicated on

each figure.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 SASP promotes neuroendocrine transdifferentiation in MCF-7 breast cancer cells.
MCF-7 cells were treated every 3 days with control (CTL) or SASP conditioned medium for 6
days. (a) Bright-field micrographs of MCF-7 cell morphology (representative of more than 5
independent experiments). (b) Immunostaining against nucleus and a-tubulin was performed.
High content imaging Operetta system was used to automatically acquire images and Columbus
software was used to perform analysis of cell shape (colorful segments). (c) Total neurite length
per cell and (d) number of segments per cell were quantified (n = 3, unpaired non-parametric
Mann-Whitney t-test, mean +/- SEM). qPCR was performed to quantify mRNA levels of the
neuroendocrine markers (NEM) (e)SCG2 and (f) CHGB (n = 4, unpaired non-parametric Mann-

Whitney t-test, mean +/- SEM).

FIGURE 2 NF-kB-dependent pro-inflammatory SASP molecules drive NED in MCF-7. Six days
after treatment with conditioned medium from MRC-5/RAF:ER cells (CTL or SASP) transfected
with control siRNA (sictl) or siRNA directed against RELA (siRELA), images of MCF-7 cells (a) were
taken. Neurite-like structures were quantified, either (b) total neurite length or (c) number of
segments per cell, using an Operetta system and Columbus software after immunostaining
against a-tubulin (n = 1,408 cells, 3 independent experiments, non-parametric Kruskal-Wallis,
mean +/- SEM). (d) RT-qPCR on NEM SCG2 was performed (n = 5, unpaired parametric Mann-

Whitney t-test, mean +/- SEM).

FIGURE 3 Ca%* signaling mediates SASP-induced NED. Six days after treatment with conditioned

medium from MRC-5/RAF:ER (CTL or SASP), (a) Cytosolic Ca** concentration and intracellular
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Ca%* content (i.e. intracellular organelles: mitochondria and endoplasmic reticulum) were
measured with the ratiometric probe Fura2-AM (n = 136 for CTL and n = 48 for SASP, 3
independent experiments, non-parametric Kruskal-Wallis, mean +/- SEM). (b-f)MCF-7 cells
were infected with a lentiviral vector encoding CALB1 (pLV-CALB1) or GFP (pLV-GFP) as control
vector. (b) CALB1 protein levels were validated by Western Blot. After six days of treatment with
MRC-5/RAF:ER (CTL or SASP), (c) images of MCF-7 were taken and (d,e)neurite-like structures
(total neurite length and number of segments per cell) quantified using the Operetta system
and Columbus software after a-tubulin immunostaining (n = 881 cells, 3 independent
experiments, non-parametric Kruskal-Wallis test, mean +/- SEM). (f) mRNA level of NEM SCG2

was measured by RT-qPCR (n = 7, unpaired parametric Mann-Whitney t-test, mean +/- SEM).

FIGURE 4 Breast tumors presenting neuroendocrine features are ER+, p53 wild-type and their
proportion in breast cancer patients increases with aging. METABRIC data on breast tumor
patients (clinical data and gene expression for 1,904 tumors) were extracted and analyzed. (a)
Based on the low (negative, neg) or high (positive, pos) expression of the four neuroendocrine
markers (NEM) SCG2, CHGB, CHGA and SYP, Venn Diagrams were used to determine two groups
of tumors: the “non-Neuroendocrine Breast Carcinomas” (non-NBC) (n = 1,635) and the
“Neuroendocrine Breast Carcinomas” (NBC) (n =45). (b,c) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
between the two groups of patients. The y-axis represents enrichment score (ES) and on the x-
axis are genes (vertical black lines) represented in gene sets from C5 MSigDB collection related
to neuroendocrine features in (b) (“GO-NEUROSTRANSMITTER TRANSPORT” and
“GO_SIGNAL_RELEASE”) or in (c) Calcium signaling (CALCIUM_ION_REGULATED_EXOCYTOSIS”)

FDR pValue is indicated in red. (d) ER status measured by immunohistochemistry was examined
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(n=1,635fornon-NBC and n =45 for NBC, Fisher's exact test). Further analyses were performed
only on ER-positive breast tumors. (e) Status of p53 (wild-type, WT, or mutated) was analyzed
in non-NBC and NBC (n = 1,210 for non-NBC and n = 45 for NBC, Fisher's exact test). (f) Tumor
grade was compared between non-NBC and NBC patients (n = 1,210 for non-NBC and n = 45
for NBC, Fisher's exact test). (g) Mean mRNA levels of proliferation marker Ki67 in the two
groups of patients was determined (n = 1,210 for non-NBC and n = 45 for NBC, non-parametric
unpaired Mann-Whitney t-test). (h) Percentage of patients with the different types of tumors
(NBC, non-NBC or partial-NBC presenting 1, 2 or 3 positive NEM) was examined in different age

groups (n=1,255).
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FIGURE 2

(a) (b)

CTL - SASP * %k ok * %k ok

1000+ T

Total neurite
length/cell (nm)

From MRC-5
sictl

" CTL  SAsp
O (c)
o 5 40 *kkk ok ok
= W @
c
€3 g
o =
L -
58
@
Q0
E
3
=

(d)

*k *
25+

20+ .

SCG2 mRNA relative
expression
S

5
o .
D _ar. D aP
5\9(;83/ ‘,\(}é’\q&
CTL SASP

142



FIGURE 3
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FIGURE 4
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

FIGURE 1 RAF activation induces senescence and SASP secretion. MRC-5 fibroblasts were
infected with a RAF:ER encoding retroviral vector and puromycin selected. The day after
seeding, cells were treated with 4-OHT at 100 nM. Six days later, various features of senescent
cells were quantified. (a) Cells were fixed and SA-[3-Gal assay performed. Percentage of positive

cells was calculated (n = 4, unpaired non-parametric Mann-Whitney t-test). (b-d) Relative

mRNA levels of (b) p21Clpl CKl, (c) Ki67 proliferation marker and (d) the indicated SASP
components (n = 4, unpaired non-parametric Mann-Whitney t-test, mean +/- SEM). (e) IL6
protein levels in the control and SASP supernatants were measured by ELISA (n =2, mean +/-

sD).

FIGURE 2 SASP induces proliferation arrest, but not NED in ER- or p53-mutated breast cancer
cells. Six days after treatment with control (CTL) or SASP conditioned media of MRC-5/RAF:ER,
(a) T47D and (b) MDA-MB231 were fixed and stained for crystal violet to reveal cell density

(left panel) and cell morphology was observed (right panel).

FIGURE 3 The ability of SASP to promote NED is conserved with SASP from senescent cells
undergoing a genotoxic stress and in prostate cancer cells. (a-d) MCF-7 were treated for six
days with conditioned medium from senescence-induced WI-38 using etoposide (etoposide
SASP) or control (CTL). (a) Images were acquired to assess MCF-7 cell morphology. (b,c)
Immunostaining against a-tubulin was performed. A high content imaging Operetta system

was used to automatically acquire images and Columbus software was used to perform
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analysis of cell shape. (b) Total neurite length per cell and (c) number of segments per cell were
quantified (n = 585 cells, 3 independent experiments, unpaired non-parametric Mann-
Whitney t-test). (d) RT-gPCR on NEMs SCG2 and CHGB were performed (n = 4, unpaired non-
parametric Mann-Whitney t-test, mean +/-SEM). (e-h)LNCaP prostate cancer cells were
treated for six days with conditioned media from MRC-5/RAF:ER (SASP) or control (CTL). (e)
Images were acquired to assess LNCaP cell morphology. (f, g) Immunostaining against a-
tubulin was performed. High content imaging Operetta system was used to automatically take
images and Columbus software was used to perform analysis of cell shape. (f) Total neurite
length per cell and (g) number of segments per cell were quantified (n = 1401 cells, 3
independent experiments, unpaired non-parametric Mann-Whitney t-test). (h) RT-gPCR on
NEM SCG2 and CHGB were performed (n = 6, unpaired non-parametric Mann-Whitney t-test,

mean +/- SEM).

FIGURE 4 RELA knockdown abrogates pro-inflammatory SASP, but not the induction of SA-B3-
galactosidase activity, cell cycle arrest and NF-kB-independent SASP molecules in response to
RAF activation. MRC-5/RAF:ER were transfected with a control non-targeting siRNA pool (sictl)
or a siRNA pool targeting RELA, one of the NF-kB subunits (siRELA). Cells were treated with 4-
OHT after siRNA reverse transfection to activate RAF and induce senescence. Six days after
treatment, (a) RELA knockdown was validated by RT-gPCR on RELA mRNA expression. (b)

Expression of NF-kB-dependent SASP interleukins IL6 and IL8 was also assessed, as well as (c)

Pl
the percentage of cells positive for SA-B-galactosidase activity and (d) mRNA levels of p21 l ;

NF-kB-independent molecule (e) BMP-2 and (f) SPP1 by RT-gPCR (n = 4, unpaired non-

parametric Mann-Whitney t-test, mean +/-SEM).
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Figure 5 Analyses of gene expression from breast cancer patients reveal that few patients
present high expression levels of NEM. METABRIC data of breast tumor patients (gene
expression for 1,904 tumors) were extracted and analyzed. Expression levels of four
neuroendocrine markers (SCG2, CHGB, CHGA and synaptophysin, SYP) in each breast tumor
were ranked from lower to higher expression per patient. Cut-off representing the mean log
value of the total expression level for each NEM + 1 was chosen. Patients having lower NEM
expression levels than the cut-off were considered to be negative for the NEM, or positive if

they displayed a higher expression level than the cut-off.

Figure 6 Recombinant IL6 treatment induces neurite-like morphology in LNCaP prostate cancer
cells, but not in MCF-7 breast cancer cells. (a) MCF-7 cells were treated with recombinant IL6
at 20 ng/mL. After 7 days, images were acquired to assess MCF-7 cell morphology. (b) LNCaP
cells were treated with recombinant IL6 at 20 ng/mL. After 7 days, images were acquired to

assess LNCaP cell morphology.
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TABLE 1 siRNA sequences used for reverse transfection.

Accession number Sequences

UGGUUUACAUGUCGACUAA
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
UGGUUUACAUGUUUUCUGA
UGGUUUACAUGUUUUCCUA
46430498 GGAUUGAGGAGAAACGUAA
46430498 CCCACGAGCUUGUAGGAAA
46430498 GGCUAUAACUCGCCUAGUG
46430498 CCACACAACUGAGCCCAUG
TABLE 2 Primers sequences and UPL used for qPCR.
Forward Reverse Probe
AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC UPL #60
AGACAGCAGAGCACACAAGC ATGGTTCCTTCCGGTGGT UPL #72
TCACTGTCTTGTACCCTTGTGC GGCGTTTGGAGTGGTAGAAAT UPL #32
GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA CTGCAGCCACTGGTTCTGT UPL #2
GAGGGCTTGGTTGTCAGC CAATTCTCATGGTAGTGAGTTTTCC UPL #18
CGGACTGCGGTCTCCTAA GGAAGCAGCAACGCTAGAAG UPL #49
AAGATCCGTTCGGTACAGCTT CTGAAGGATCTGTGCGAGAA UPL #58
GGGAGGAATATGCTGTGGAG AGCCATGTTTGAAAGATTTCCT UPL #53
CCCCTGAGGACCTGGAGT GGTCTTGGAGCCCTGTATTCT UPL #79
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Supp. Table 3. Parameters used for quantification of neurite-like structures on Columbus software

Channel : Hoechst
« Nuclei »

Channel : Alexa 555
« Cell »

Channel : Hoechst
« Nuclei »

Channel : Alexa 555
« Cell »

Input
Population

Find nuclei

Calculate
Morphology
Properties

Find cytoplasm

Calculate
Morphology
Properties

Select Population

Find neurites

Method

Method : B

Common Threshold : 0.4
Area : > 30 um?

Splitting Coefficient : 6
Individual Threshold : 0.3

Contrast:>0.1
Method : Standard Area

Ratio Width to Length
Method : Filter by Property

Nucleus Ratio Width to Length : > 0.5
Method : F

Membrane Channel : Alexa 555

Individual Threshold : 0.15

Method : Standard Area

Method : Filter by Property

Cell Area [um?] : < 8000

Method : Common Filters
Remove Border Objects

Region : Cell

Method : Resize Region [um/px]
Outer Border : -15 px

Inner Border : INF px

Method : CSIRO Neurite Analysis 2
Smoothing Width : 3 px

Linear Window : 11 px
Contrast:>7

Diameter : 2 7 px

Gap Closure Distance: <9 px

Gap Closure Quality : 0

Debarb Length : < 15 px

Body Thickening : 5 px

Tree Length : < 20 px
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2.3 Résultats supplémentaires

Le niveau de calcium mitochondrial, et non celui du réticulum endoplasmique,
est augmenté dans les MCF-7 en NED

Nous avons démontré dans notre étude que la différenciation neuroendocrine
des MCF-7 était accompagnée d'une augmentation des niveaux de calcium cytosolique
et dans les stocks intracellulaires, probablement majoritairement dans les
mitochondries et le réticulum endoplasmique.

Nous savons que les niveaux de calcium dans les différents organites
intracellulaires sont impliqués dans différents processus biologiques, dont la
sénescence (Martin et Bernard 2017; Ziegler et al. 2021). Jusqu'a présent, les niveaux
de calcium dans les stocks intracellulaires durant la différenciation neuroendocrine
n‘ont pas été étudiés. Nous avons donc voulu examiner plus précisément les niveaux
de calcium dans la mitochondrie et le réticulum endoplasmique, pour cela nous avons
utilisé des sondes ratiométriques et génétiques ciblées a la mitochondrie (sonde MITO-
GECO) ou au réticulum endoplasmique (sonde SEPIA-ER). Nous avons alors observé
une augmentation du niveau de calcium dans la mitochondrie (Figure 21A) mais pas
dans le réticulum endoplasmique (Figure 21B).

Comme la surexpression de CALB1, comme tampon calcique, conduit a une
réversion partielle des niveaux de calcium et du phénotype neuroendocrine, il serait
maintenant important de réaliser la mesure des niveaux de calcium dans les MCF-7 lors
de la surexpression de CALB1 afin de vérifier que CALB1 permet bien le tamponnage
du calcium lors de sa surexpression.
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A Mitochondria probe, MITO-GECO

Free probe Ca2+
F>520nm F470-500nm

2.04
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o o
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B Endoplasmic Reticulum probe, SEPIA-ER
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Free probe Ca?
F>520nm F470-500nm Merge
<0.0001
4-
|
3 =
O

Mean Resting [Ca®*mito
F(470.520)/F(>520)
T ~N

o

SASP

Figure 21. Le niveau de calcium mitochondrial augmente durant la NED dans
les MCF-7 traitées au SASP.

A. Le niveau de calcium mitochondrial durant l'OIS dans les HMEC a été mesuré grace
a la sonde ratiométrique MITO-GECO, apres infection lentivirale. Les ratios de
fluorescence de la sonde liée au calcium et de la sonde libre aprés excitation sont
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représentés (moyenne +/- SEM, issues de 3expériences indépendantes, test de Mann-
Whitney).

B. Le niveau de calcium du réticulum endoplasmique durant I'OIS dans les HMEC a été
mesuré grace a la sonde ratiométrique SEPIA-ER, apres infection lentivirale. Les ratios
de fluorescence de la sonde liée au calcium et de la sonde libre aprés excitation sont
représentés (moyenne +/- SEM, issues de 3expériences indépendantes, test de Mann-
Whitney).

Détermination des facteurs de transcription responsables de la NED dans les
MCF-7

Afin de déterminer quels facteurs peuvent étre impliqués dans la
transdifférenciation des cellules cancéreuses mammaires et prostatiques, nous avons
utilisé des ARN interférents (siRNAs) dirigés contre des facteurs de transcription
potentiellement impliqués dans la NED. Pour choisir les siRNAs, nous avons regardé
les profils d'expression de genes correspondant a des signatures pour des facteurs de
transcription dans les tumeurs NBC comparées aux tumeurs ER+ totales. Grace a ces
analyses GSEA (« Gene Set Enrichment Analysis »), nous avons recensé l'enrichissement
des signatures de cinq facteurs de transcription : CREB1 (« CAMP Response Element
Binding protein »), ATF1 (« Activating Transcription Factor » 1), ATF3, ATF4 et ATF6
(Figure 22A). Les facteurs de transcription CREB et ATFs appartiennent a la méme
super famille de facteurs de transcription comportant un domaine bZIP. CREB est de
plus impliqué dans l'induction du marqueur neuroendocrine, CHGA (Canaff et al. 1998)
et comme régulateur de la NED (Suarez, Deng, et Hu 2014; Sang et al. 2016) et peut
étre activé par le calcium (Kornhauser et al. 2002; H. Ma et al. 2014). Cependant, dans
notre modeéle le knock-down de ces facteurs de transcription n‘impacte pas la mise en
place de la NED et ne réverte pas le phénotype « neurite-like » observé dans les MCF-
7 traitées au SASP (Figure 22B), suggérant que ces facteurs de transcription seuls ne
permettent pas la NED.
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Figure 22. Le knock-down de facteurs de transcription potentiellement impliqués
dans la NED n'impacte le phénotype neuroendocrine.

A. Les analyses GSEA comparant le profil d'expression des tumeurs neuroendocrines
mammaires (NBC) avec les tumeurs mammaires ER+ permettent de détecter
l'enrichissement de signatures de certains facteurs de transcription.

B. Les photos prises des MCF-7 traitées au SASP et avec les siRNA dirigés contre les
facteurs de transcription sont montrées permettent de montrer la morphologie des
cellules.

De plus, nous avons voulu déterminer plus précisément quels étaient les
facteurs dépendants de NF-kB qui pourraient activer des voies de signalisation
induisant la NED. Il a été décrit que lIL-6, un des composés majeurs du SASP, en
traitement chronique induit a lui-seul la NED et lexpression de marqueurs
neuroendocrines dans des LNCaP (Spiotto et Chung, s.d. 6). Nos résultats
supplémentaires ont montré qu'un traitement chronique a l'IL-6 était bien capable
d’'induire une morphologie de type « neurite-like » dans les LNCaP, matis ne conduisait
a aucun changement de morphologie ni d'induction de NEMs dans les MCF-7. Ceci
suggere des différences dans les mécanismes d'activation de la NED entre les deux
lignées cellulaires. Pour affiner ces résultats et déterminer si un autre facteur bien
particulier du SASP pouvait induire la NED dans les MCF-7, nous souhaiterions utiliser
dans les MRC-5 Raf:ER des siRNA dirigés contre certains facteurs pro-inflammatoires
du SASP (entre autres IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1B et CSF2) et contre certains facteurs
indépendants de NF-kB (tels que MMP-1, MMP-3 et MMP-9), comme contréles négatifs.

L’induction de la NED par le SASP est accompagnée par de la sénescence
paracrine des MCF-7

L'une des caractéristiques du SASP est de pouvoir induire de la sénescence
paracrine sur d'autres cellules, ainsi nous avons étudié si le SASP des fibroblastes en
OIS pouvaient induire de la sénescence dans les MCF-7 en parallele de la
transdifférenciation. Lors du traitement au SASP, les MCF-7 présentent une diminution
de la densité cellulaire montrée par colony assay (Figure 23A), 'augmentation de
l'activité SA-B-Gal (Figure 23B) et de l'expression de la CDKI p21¢®! (Figure 23C) ainsi
que des facteurs pro-inflammatoires du SASP, IL-6 et IL-8 (Figure 23D). La
transdifférenciation neuroendocrine des MCF-7 traitées au SASP est associée a de la
sénescence cellulaire. Ainsi, le SASP peut induire de la sénescence paracrine en
parallele de la différentiation neuroendocrine dans les cellules cancéreuses MCF-7.

Les précédentes études de l'équipe ont montré qu'une augmentation des
niveaux de calcium mitochondriaux permettait l'induction de la sénescence cellulaire
(Wiel et al. 2014; Ziegler et al. 2021). Nous pouvons donc penser que 'augmentation
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du calcium mitochondrial dans notre modele pourrait étre lié a linduction de
sénescence. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions utiliser des siRNA dirigés
contre MCU, ce qui empécherait l'augmentation du calcium mitochondrial par ce canal
et regarder 'impact sur la sénescence. De plus, le niveau de calcium mitochondrial
pourra étre testé lors de la surexpression de CALB1.
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Figure 23. La différenciation neuroendocrine est accompagnée par de la
sénescence dans les MCF-7 traitées au SASP.

A. La densité cellulaire est montrée par colony assay.

B. Le pourcentage de cellules positives pour lactivité SA-B-Gal a été comptabilisé
(moyenne +/- sem de 5 expériences indépendantes, t-test non pairé).

Les ARN des cellules traitées au CTL ou au SASP ont été extraits, puis rétrotranscrits et
des PCR quantitatives ont permis de déterminer les taux d'expression relatifs de C.
p21¢P1 (moyenne +/- sem de 3 expériences indépendantes, test de Mann-Whitney) et
D. d'IL-6 et d'IL-8 (moyenne +/- sem de 5 expériences indépendantes pour IL-6 et 8
expériences indépendantes pour IL-8, test de Mann-Whitney).
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Des marqueurs neuroendocrines sont induits in vivo dans les glandes mammaires
de souris dgées

Comme il a été décrit dans lintroduction, il a été démontré que les cellules
sénescentes et le SASP s'accumulaient au cours du vieillissement et pouvaient
contribuer a certaines maladies liees a l'age et au vieillissement (Baker et al. 2011;
Campisi 2013). De plus, les tumeurs neuroendocrines mammaires sont majoritairement
retrouvées chez les patientes agées (Lavigne et al. 2018). Ainsi, nous avons regardé si
la différenciation neuroendocrine pouvait survenir au cours du vieillissement dans des
glandes mammaires de souris. Pour cela, nous avons comparé l'expression des NEMs
d'ARN issus de glandes mammaires de souris jeunes (agées de moins de 6 mois) a
celles issues de souris agées de plus 20 mois. Nous avons constaté une augmentation
de lexpression de la synaptophysine, SYP (Figure 24A), et de la chromogranine A,
CHGA (Figure 25B), deux marqueurs neuroendocrines. Cect suggere que
l'accumulation du SASP au cours du vieillissement pourrait conduire a la différentiation
neuroendocrine dans les glandes mammaires.
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Figure 24. L'expression de marqueurs neuroendocrines augmente au cours du
vieillissement dans les glandes mammaires de souris.

Les ARN des glandes mammaires issues de souris jeunes (« young », agées de 6 mois)
ou vieilles (« old », agées de plus de 20 mois) ont été extraits et rétrotranscrits et des
PCR quantitatives ont permis de déterminer les taux d'expression relatifs des
marqueurs neuroendocrines A. SYP et B. CHGA (moyenne de 6 souris pour chaque
groupe, moyenne +/- sd, test de Mann-Whitney).
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Ces deux projets nous ont permis de mettre en avant plusieurs réles du calcium
et l'importance de son homéostasie lors de la sénescence et dans la médiation de ses
effets paracrines. Tout d'abord, dans plusieurs modéles de sénescence dans des
cellules épithéliales mammaires, nous avons observé l'augmentation des niveaux de
calcium cytosolique et dans les stocks intracellulaires et accompagnée en parallele de
linduction de lexpression d'une protéine tamponnant le calcium, CALB1. Les
potentiels rOles de cette augmentation de calcium et de l'expression de CALB1 vont
étre discutés ci-dessous.

Ensuite, nous avons étudié les effets paracrines du SASP et plus particulierement
nous avons démontré que le SASP dépendant de NF-kB est capable d'induire de la
transdifférenciation neuroendocrine dans des cellules mammaires ER+ et p53 sauvage,
et ce de maniére dépendante du calcium. Dans cette partie, nous allons discuter de la
maniere dont cette différenciation est induite et de limpact biologique de ce
phénotype neuroendocrine chez des patientes atteintes de cancers du sein et lors du
vieillissement.

1 Chapitre 1: Roéle du calcium et de CALB1 durant la
sénescence cellulaire

Dans ce premier projet, nous avons étudié dans des HMEC en sénescence a la
fois les niveaux de calcium dans le cytosol et dans les stocks intracellulaires et aussi la
présence d'une protéine régulant la concentration calcique, CALB1. Nous avons
observé une augmentation des niveaux de calcium cytosolique et dans les stocks
intracellulaires dans l'ensemble des modeles de sénescence étudiés (HMEC en OIS et
en TIS). Ces résultats, en addition d'autres études réalisées dans d'autres types
cellulaires et par d'autres inducteurs de sénescence, suggerent qu'une augmentation
des niveaux de calcium pourrait étre une nouvelle caractéristique de la sénescence. En
revanche, cette étude est la premiére a décrire l'induction d'une protéine tamponnant
le calcium, CALB1. Si la surexpression de CALB1 dans notre modele d'OIS permet la
réversion de l'augmentation des niveaux de calcium cytosolique et dans les stocks
intracellulaires, elle n'impacte pas le phénotype sénescent. Ainsi, le(s) role(s) précis de
'augmentation des niveaux calciques et de l'expression de CALB1 restent encore a
déterminer et sont discutés dans la partie suivante.
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1.1 Importance du calcium et des flux calciques durant la

sénescence

1.2 Calcium et SASP

1.2.1 SASP pro-inflammatoire

La surexpression de CALB1 dans les MRC-5/Raf.ER n'impacte pas l'arrét de
prolifération ou lactivité SA-B-Gal mais réverte le niveau de molécules pro-
inflammatoires du SASP, IL-6 et IL-8, retrouvées dans le surnageant des cellules en
sénescence. Ainst nous pouvons supposer que le calcium peut permettre l'activation
de NF-kB, comme cela a été décrit dans la littérature et que cela puisse induire
l'expression des genes cibles de NF-kB.

De plus, le calcium peut activer les facteurs de transcription CREB et NFAT, qui
peuvent étre eux aussi impliqués respectivement dans 'expression de facteurs du SASP
ou de l'inflammation. Il serait alors intéressant d'étudier la localisation subcellulaire de
ces facteurs par imagerie et observer s'ily a une potentielle relocalisation dans le noyau
durant la sénescence. Ceci pourrait mettre en évidence de nouveaux régulateurs
dépendants du calcium dans la régulation des facteurs du SASP durant la sénescence.

1.2.2 Vésicules extracellulaires

Le calcium participe aussi a des processus cellulaires variés, comme la sécrétion
de molécules via la formation de vésicules extracellulaires. Ces vésicules, formées par
une bicouche lipidique, comportent des exosomes, des microvésicules et des corps
apoptotiques et contiennent des biomolécules, tels des facteurs pro-inflammatoires,
des lipides, de 'ARN, de 'ADN ou des miRNAs. Ils participent donc grandement aux
échanges intercellulaires entre les cellules. Leurs implications dans la sénescence et ses
effets paracrines sont de plus en plus montrées, comme cela a été décrit en
introduction (Lehmann et al. 2008; Borghesan et al. 2019; Terlecki-Zaniewicz et al. 2019;
Mensa et al. 2020; Wallis, Mizen, et Bishop 2020). De plus, le calcium a été décrit comme
un régulateur du relargage des vésicules extracellulaires. Nous envisageons donc de
regarder dans les HMEC en OIS (qui présentent un SASP peu décrit) la présence de ces
vésicules extracellulaires dans le surnageant des cellules sénescentes et de regarder si
le tamponnage du calcium par la surexpression de CALB1 peut impacter la sécrétion
de ces vésicules. Pour ce faire, nous allons regarder par Western-Blot le niveau
protéique de protéines impliquées dans la formation des vésicules, telles Tsg101 et
CD81. Il est aussi envisagé de regarder la potentielle présence de ces vésicules par
microscopie électronique a transmission, qui est une méthode couramment utilisée
pour les détecter.
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Ainsi, dans nos contextes cellulaires il est possible que le calcium ne participe
pas directement au maintien de l'arrét de prolifération ou de la sénescence mais a
l'expression et/ou a la sécrétion du SASP. Il serait alors intéressant de regarder la
fonctionnalité des SASP et la sénescence paracrine médiée par ces SASP lors de la
surexpression de CALBT. Ainsi, nous pourrions utiliser les SASP issus de cellules
sénescentes contrbles ou surexprimant CALB1 pour traiter le méme ou d'autres types
cellulaires afin d'étudier le potentiel impact sur l'induction de sénescence paracrine.

1.3 Importance du tamponnage calcique ?

L'ensemble des études réalisées jusqu’a présent sur le calcium et la sénescence
décrivait l'importance de canaux calciques permettant certains flux calciques (Wiel et
al. 2014; X. Ma et al. 2018; Ziegler et al. 2021; Farfariello et al. 2015). Ce projet est donc
le premier a montrer l'induction de lexpression d'une protéine qui tamponne le
calcium. Dans les HMEC, l'induction de l'expression de CALB1 a été retrouvée dans tous
les modeles de sénescence ou les niveaux de calcium étaient augmentés. Ainsi nous
pensons que l'expression de CALB1 dans les HMEC permettrait de controler les niveaux
de calcium afin d'éviter soit les effets cytotoxiques di au calcium, soit 'activation de
certaines voies de signalisation dépendantes du calcium.

Nos résultats suggerent que CALB1 permettrait de tamponner le calcium durant
l'OIS mais que les variations de ces niveaux de calcium ne sont pas suffisantes pour
impacter le phénotype sénescent dans notre modele.

Ce résultat est surprenant car une autre étude effectuée dans des cellules
souches embryonnaires en sénescence induite par un stress oxydatif a montré une
augmentation du niveau de calcium cytosolique (Borodkina et al. 2016a). Cette
sénescence dépendante de la voie PLC/IP3/ITPR est révertée lors de l'utilisation d'un
chélateur calcique chimique, le BAPTA-AM, et que cela contribue a la réversion de
l'induction d'une réponse des dommages a '/ADN nécessaire a la mise en place de la
sénescence. D'autre part dans une autre étude réalisée par l'équipe, 'augmentation
des niveaux de calcium étaient aussi reliés a une augmentation des dommages a 'ADN
(X. Ma et al. 2018). Ainsi, il semblerait que l'augmentation des niveaux de calcium
pourrait contribuer a la formation de dommages a 'ADN nécessaires a l'induction de
la sénescence. Dans notre modele, il serait alors intéressant de regarder les niveaux
des protéines impliquées dans la réponse aux dommages a 'ADN, tel ATM, ATR ou
53BP1.

Puisque la diminution générale des niveaux de calcium durant l'OIS n’est pas
suffisante pour réverter le phénotype sénescent, on peut s'interroger sur l'importance
de l'augmentation globale des niveaux de calcium durant la sénescence dans notre
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modele. Ainsi, on peut se demander si une régulation plus fine des niveaux de calcium
serait plus importante. En effet, comme mentionné en introduction, le calcium induit
des réponses physiologiques en fonction de quatre parametres: sa localisation
(intracellulaire et intracytosolique) et l'amplitude, la durée et la fréquence de son
signal. Lors de la surexpression de CALB1, nous ne savons pas quel paramétre nous
avons impacté. Nous observons une diminution des niveaux de calcium, mais il est
possible qu’'un signal d'une certaine fréquence, amplitude et durée soit maintenu a
une localisation intracellulaire particuliere, ce qui permet le maintien de la sénescence.
Il serait alors important de déterminer plus précisément les variations de ces
parameétres. Par exemple, il peut étre envisagé de faire des acquisitions longues (30
minutes) des niveaux de calcium dans le cytosol avec la sonde Fura2. Ainsi, nous
pourrons comparer au niveau basal si nous observons des différences dans les pics de
calcium observés au cours du temps. Cela nous donnerait une idée de la fréquence, de
'amplitude et de la durée des « pulses » de calcium durant la sénescence et lors de la
surexpression de CALB1.

1.4 Importance du calcium du réticulum endoplasmique
ou de la mitochondrie ?

Dans les HMEC en OIS, nous n'avons pas réalisé une analyse fine de la
localisation du calcium dans les organites intracellulaires, c'est-a-dire plus
particulierement dans le réticulum endoplasmique et dans la mitochondrie. Or il a été
décrit que des changements dans les niveaux de calcium dans ces organites peuvent
impacter la sénescence par différentes actions.

Au niveau du RE, le calcium est essentiel aux protéines chaperonnes, comme la
calréticuline ou GRP78, impliquées dans le repliement des protéines. Des variations
des niveaux de calcium dérégulent l'activité de ces protéines et induisent une réponse
des protéines mal repliées et un stress du RE (Krebs, Agellon, et Michalak 2015;
Carreras-Sureda, Pithan, et Hetz 2018). Il a été reporté dans différents contextes de
sénescence l'activation de différentes voies impliquées dans le stress du RE (Blazanin
etal. 2017; Yuan et al. 2017; T. Wang et al. 2016). De plus le stress du RE peut conduire
a la génération de ROS (Carreras-Sureda, Pihan, et Hetz 2018; G.-H. Lee et al. 2007;
Kiviluoto et al. 2013). Cette augmentation du stress RE et de la génération de ROS peut
conduire a la sénescence cellulaire (Yuan et al. 2017). Ainsi nous pouvons nous
demander si l'augmentation des ROS observée durant la sénescence dans certains
contextes cellulaires peut aussi provenir d'un stress du réticulum médié par des
variations des niveaux de calcium.

Au niveau de la mitochondrie, le calcium joue un role essentiel sur le plan
énergétique et métabolique. Tout d'abord, le calcium est impliqué dans le bon
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déroulement du cycle de Krebs en activant trois enzymes du cycle. Les enzymes a-
cétoglutarate- et isocitrate-déshydrogénase possedent toutes deux des domaines
« EF-hand » les rendant dépendantes du calcium et la pyruvate déshydrogénase est
activée par une phosphatase dépendante du calcium (Denton 2009). Ainsi
l'laugmentation du calcium mitochondrial induit l'activation du cycle et la
transformation des métabolites menant a la respiration mitochondriale (Denton 2009;
Satrustegui, Pardo, et Del Arco 2007). De plus, il a été montré des changements
métaboliques mitochondriaux durant la sénescence. En effet, la perturbation de la
chatne de transport d'électrons, l'augmentation du ratio AMP/ATP liée a l'activation de
'’AMPK ainsi qu'une grande génération de ROS conduisent a la sénescence cellulaire
(Moiseeva et al. 2009; Ziegler, Wiley, et Velarde 2015; Wiley et al. 2016). Le découplage
de la chaine de transport mitochondrial est aussi capable d'induire la sénescence dans
des fibroblastes (Stockl et al. 2007) et dans des HMEC (Wiel et al. 2014). A linverse,
l'utilisation d'antioxydants est capable de réverter la sénescence induite par la
formation de contacts RE-mitochondrie (Ziegler et al. 2021). Ainsi, la mitochondrie est
un organite clé durant la sénescence, puisqu’une perturbation de ces fonctions
énergétiques et/ou métaboliques peut conduire a la sénescence. Une variation du
niveau de calcium mitochondrial peut impacter ces fonctions, il serait intéressant
d'étudier leur niveau dans cet organite.

Ainsi, dans les HMEC en OIS il est prévu d'étudier plus précisément les niveaux
de calcium dans le réticulum et la mitochondrie grace aux sondes ratiométriques
génétiques MITO-GECO (ciblée a la mitochondrie) et SEPIA-ER (ciblée au RE). Il serait
alors aussi intéressant de réaliser une cinétique de ces niveaux de calcium afin d'étudier
le dynamisme des flux calciques durant l'OIS. Cela nous informera sur les mécanismes
calciques qui peuvent étre a l'origine de la sénescence et st CALB1 les impacte.

1.5 Importance des canaux calciques ?

1.5.1 Importance des canaux calciques intracellulaires

Les précédentes études réalisées par l'équipe ont montré limportance de
canaux calciques situés au niveau de la mitochondrie et du réticulum. Notamment, le
canal ITPR2, permettant le relargage du calcium du RE, et le canal mitochondrial MCU,
induisant la recapture du calcium dans la mitochondrie sont nécessaires a l'induction
de sénescence (Wiel et al. 2014; X. Ma et al. 2018; Ziegler et al. 2021). De plus, il a
récemment été montré par l'équipe qu'ITPR2 est impliqué dans la formation de MAMs,
zones de contacts permettant de faire le pont entre le RE et la mitochondrie. Ces zones
permettent notamment le transfert du calcium du RE a la mitochondrie. La création
artificielle de ces structures par un « linker » est capable d'induire la sénescence,
démontrant le role essentiel de ces structures dans la sénescence (Ziegler et al. 2021).
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Outre le transfert de calcium, les MAMs permettent aussi le passage d'autres
biomolécules, tels que des ROS ou des lipides. L'implication des ROS dans l'induction
de la sénescence a été largement décrite et celle de phospholipides commence a étre
montrée (Gyorgy Csordas, Weaver, et Hajnoczky 2018a). Ainsi, nous pouvons nous
demander st les canaux ITPRs et MCU, composants des MAMs, permettent aussi le
transfert du RE a la mitochondrie d'autres biomolécules, comme les ROS, ce qui
conduirait a l'induction de sénescence. Ainsi le calcium pourrait étre vu comme un
activateur de canaux dépendants du calcium qui ont aussi un role dans le transfert de
biomolécules essentielles a l'induction de sénescence.

1.5.2 Importance des canaux de la membrane plasmique

Il a été montré que la dépolarisation de la membrane plasmique était
importante dans linduction de sénescence (Lallet-Daher et al. 2013; Warnier et al.
2018). Certains canaux membranaires calciques, les VOCs, en induisant l'entrée du
calclum dans le cytosol sont aussi capables d'induire une dépolarisation de la
membrane plasmique, mais leur potentiel réle durant la sénescence n'a pas encore été
établi. Ainsi, il serait intéressant d'étudier l'expression ou l'activité de certains de ces
canaux.

De plus, l'équipe a montré limportance des canaux membranaires potassique
KCNAT1 et sodique SCN9A durant la sénescence (Lallet-Daher et al. 2013; Warnier et al.
2018). Ces canaux sont surexprimés durant la sénescence et leur invalidation conduit
a la réversion de l'induction de sénescence durant l'OIS. Leur expression est associée a
la dépolarisation de la membrane plasmique et l'induction de sénescence. Ces études
démontrent au-dela des canaux calciques, l'importance d'autres types de canaux
ioniques : potassiques et sodiques. Ainsi, d'une maniére générale, il serait intéressant
d’'étudier durant la sénescence 'ensemble de la régulation des flux ioniques.

Il est possible que durant la sénescence le calcium n’agisse pas directement en
tant que messager secondaire, mais « seulement » en tant qu’ion, qui génere des influx
électrochimiques et une dépolarisation de la membrane capable d'induire la
sénescence cellulaire.

Pour le moment, un ensemble d'études a montré 'augmentation des niveaux
de calcium durant la sénescence. Cependant le lien fonctionnel entre niveaux de
calclum et sénescence reste encore clairement a déterminer. En effet, le calcium par
ses propriétés physiques et qualités de second messager peut jouer différents réles au
sein de la cellule et il est difficile d'incriminer un seul effet (dépolarisation de
membranes, génération de ROS, activation de voies métaboliques, stress du RE, ...). De
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plus, ces effets peuvent étre médiés par d'autres acteurs (canaux potassique ou
sodique, lipides, ...), ainsi la part du calcium dans ces effets reste discutable.

Cependant, il devient de plus en plus évident que l'altération des niveaux de
calcium (cytosolique ou dans les organites) est retrouvée dans beaucoup de contextes
de sénescence et pourrait étre considérée comme une caractéristique de sénescence.

Au-dela des niveaux de calcium (cytosolique/mitochondrial/réticulaire), il est
important de prendre en considération 'ensemble des effets moléculaires que peut
engendrer le calcium : génération de dépolarisation de membranes, activation de voie
de signalisation conduisant a l'expression de genes cibles ou de différents processus
biologiques. Ainsi pour mieux comprendre l'ampleur du role du calcium durant la
sénescence, il serait intéressant de regarder dans la globalité ce qu'il peut impacter au
sein de la cellule : l'activation de canaux calciques (membranaires ou des organites
intracellulaires), les potentiels de membranes générés, l'expression de protéines
tamponnant le calcium ou dépendantes du calcium ou l'activité de facteurs de
transcription activés par le calcium. Ce travail considérable pourrait ainsi donner de
véritables cartes calciques en fonction de l'état de la cellule. Elles pourraient ainsi peut-
étre expliquer les différences entre des processus cellulaires bien différents, étant
impactés par des variations de niveau de calcium, par exemple entre sénescence et
apoptose.
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Figure 25. Potentiels roles de l'augmentation du calcium cytosolique dans les
HMEC en OIS.

L'augmentation du calcium cytosolique durant l'OIS pourrait permettre d'activer la
translocation du facteur de transcription NFAT1c au noyau, induisant l'expression de
CALB1, quitamponne le calcium. En parallele, le calcium pourrait aussi activer la CaMKII
et la translocation de NF-kB dans le noyau et l'expression des genes cibles pro-
inflammatoires et ainsi participer a l'expression du SASP. Le calcium pourrait aussi
participer a la formation et sécrétion de vésicules extracellulaires, autres composants
du SASP. Durant l'OIS, le calcium peut aussi participer au bon fonctionnement du cycle
de Krebs (CK) et a la respiration mitochondriale grace a la chaine de transport
d'électrons (ETC). Une augmentation trop importante des niveaux de calcium dans le
RE pourrait induire un stress du RE induisant ou maintenant la sénescence.
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1.6 Autres roles de CALB1 durant la sénescence

1.6.1 CALBI1 et mort cellulaire

Comme il a été décrit en introduction, une trop forte concentration de calcium
participe a la mort cellulaire, d'une part en précipitant avec le phosphate et d'autre
part en activant des voies de signalisation pro-apoptotiques ou autophagiques. CALB1
en tamponnant et en évitant une trop forte concentration de calcium cytosolique
protege de la mort cellulaire (K. Liu et al. 2020; Mattson, Chu, et Christakost, s. d.;
Bellido 2000; Christakos et Liu 2004). De plus, CALB1 interagit de maniere dépendante
du calcium avec des protéines impliquées dans l'apoptose, ce qui conduit a l'inhibition
de la mort cellulaire. Notamment, aprés fixation avec le calcium CALB1 peut interagir
avec et inactiver la caspase 3 (Bobay et al. 2012), protéine clé dans le processus
d'apoptose. Cette inhibition d'activité aboutit a la réversion de l'apoptose dans des
ostéoblastes surexprimant CALB1 (Bellido 2000).

Afin d'analyser le potentiel role anti-apoptotique de CALB1 durant la
sénescence, nous avons essayé d'utiliser dans les HMEC en OIS des short-hairpin RNA
dirigés contre CALB1 pour invalider son expression et étudier les niveaux de calcium
cytosolique et dans les stocks intracellulaires ainsi que le phénotype associé.
Malheureusement les expériences réalisées avec les collaborateurs sur les niveaux de
calcium ne permettent pas de conclure sur les niveaux de calcium durant la sénescence
en absence de CALB1. Concernant le phénotype associé, nous restons mitigés quant
aux résultats obtenus. Tout d'abord, le phénotype sénescent apres activation de
l'oncogene Mek:ER dans les HMEC n’était pas toujours bien établi. Ceci peut étre di a
la fuite de l'oncogéne Mek au niveau basal qui peut conduire a une adaptation des
cellules en culture et a une moins bonne activation de la sénescence apres ajout de
tamoxifene (4-OHT). De plus, les outils rétro- et lentiviraux utilisés n'étaient pas
toujours efficaces et le knock-down de CALB1 n'était pas toujours maitrisé. Ainsi, il a
été difficile d'avoir des conditions expérimentales optimales. Néanmoins, dans
quelques expériences préliminaires, nous avons observé une diminution de la densité
cellulaire pendant l'OIS en absence de CALB1 qui était corrélée a une augmentation de
la mort cellulaire, observée au bleu de trypan. Ainsi l'augmentation de l'expression de
CALB1 durant la sénescence pourrait jouer un réle cytoprotecteur. Pour le moment,
nous ne pouvons pas conclure sur une potentielle augmentation des niveaux de
calclum durant OIS lors du knock-down de CALB1 et des effets phénotypiques
associés. Nous souhaiterions donc utiliser une approche CRISPR/Cas-9 afin d'invalider
CALB1 dans notre modele.

L'hypotheése formulée ici serait que l'augmentation du calcium cytosolique
pendant la sénescence serait aussi controlée par des protéines tamponnant le calcium,
telle CALB1, dont l'expression serait activée par une voie de signalisation elle-méme
dépendante du calcium, la voie calcineurine/NFAT, afin d'effectuer une boucle de
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rétrocontréle sur les niveaux de calcium et éviter les effets cytotoxiques du calcium
(Figure 26).

Stress oncogénique

Mort cellulaire
(répression de CALB1)

Cellule non stressée Sénescence

Calcium intracellulaire

Figure 26. Schéma du potentiel role cytoprotecteur de CALB1 comme tampon
calcique lors de l'OIS.

Lors de la sénescence induite par un oncogéne, laugmentation du calcium
intracellulaire induit lactivation du facteur de transcription NFAT qui induit
l'expression de CALB1, chélateur calcique. CALB1 permettrait alors de tamponner le
calcium intracellulaire. Lorsque l'expression de CALB1 est réprimée, la cellule est
amenee vers la mort cellulaire. Lors de 'OIS, CALB1 permettrait donc de protéeger la
cellule d'une trop forte augmentation de calcium intracellulaire et des effets
cytotoxiques qui lui sont associés.

1.6.2 CALBI1 en tant que senseur calcique durant la sénescence

CALBT1 a été décrit comme un senseur calcique, c'est-a-dire que le changement
conformationnel induit par la fixation du calcium permet a CALB1 d'interagir avec
d'autres partenaires, notamment des protéines impliquées dans la signalisation
calcique ou l'apoptose.

Récemment une étude a démontré un lien entre CALB1 et la sénescence.
L'expression de CALB1 est augmentée dans des cellules cancéreuses ovariennes et la
surexpression de CALB1 conduit a la prolifération et formation de colonies de ces
cellules cancéreuses (L.-Q. Cao et al. 2019). CALB1 inhibe la sénescence en diminuant
les niveaux de p21¢P' et de p27. Ceci est expliqué par le fait que CALB1 interagit avec
MDMZ2, ce qui favorise son interaction avec p53 et conduit ainsi a sa dégradation et a
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la diminution de l'expression de ses genes cibles, comme p21<P" La diminution de
l'expression de ces CKls conduit donc a la réversion de l'induction de la sénescence.
Cette étude a été la premiere a démontrer un réle fonctionnel de CALB1 durant la
sénescence mais n'a pas démontré un lien avec le calcium. Dans les HMEC en OIS nous
n'observons pas cet effet. L'OIS dans les HMEC est induite par des mécanismes encore
mal compris. En effet, la méthylation du promoteur de p16'N*42 empéche l'expression
de cette CKl et le role de p53 dans linduction de la sénescence dans ce modéle
cellulaire est encore controversé. Ainsi, la déstabilisation de p53 observée dans l'étude
de Cao et al, n'est peut-étre pas retrouvée dans notre modele ou n'impacte pas la
sénescence qui n'est pas dépendante de p53.

Ainsi, CALB1 joue un rdle dans la réponse cellulaire au calcium aussi en
induisant des signalisations cellulaires dépendantes du calcium et il pourrait étre
intéressant d'analyser les partenaires protéiques de CALB1 dans nos modeles afin de
déterminer son role physiologique.

Grace a ce projet, nous avons pu déterminer que les niveaux de calcium étaient
augmentés dans plusieurs types de sénescence dans des cellules épithéliales
mammaires. En parallele, nous avons observé que l'expression de CALB1, un senseur
calcique, était elle aussi induite. CALB1, dont l'expression est régulée par une voie
dépendante de calcium, la voie calcineurine/NFAT, permettrait de tamponner les
niveaux de calcium lors de l'OIS mais le role précis de la régulation des niveaux de
calcium reste encore a déterminer. Des approches de CRISPR-Cas9 sont envisagées
afin d'invalider CALB1 pour étudier son effet. Les niveaux de calcium dans le réticulum
endoplasmique et la mitochondrie vont étre étudiés en présence et/ou en absence de
CALB1 afin de déterminer la dynamique des flux calciques dans ce modele. Enfin, nous
avons commencé a décrire que la surexpression de CALB1 et potentiellement la
diminution de calcium pourrait impacter U'expression et/ou la sécrétion du SASP pro-
inflammatoire. Nous prévoyons d'étudier si la sécrétion de vésicules extracellulaires est
aussi impactée lors de la surexpression de CALB1. Cela permettrait de potentiellement
déterminer de nouveaux régulateurs, le calcium et CALB1, du SASP et éventuellement
des effets sur la sénescence paracrine médiée par le SASP.
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2 Chapitre 2 : SASP, calcium et différenciation
neuroendocrine

Dans cette deuxieme étude, nous avons déterminé un réle inattendu du SASP :
celui d'induire de la transdifférenciation neuroendocrine dans des cellules cancéreuses
mammaires et prostatiques, positives pour le récepteur aux hormones (HR +) et p53
sauvage. Plus particulierement, nous avons démontré que seul un SASP riche en
molécules pro-inflammatoires était capable d'induire cette différenciation et que des
niveaux élevés de calcium participaient au phénotype.

2.1 Signalisation calcique et différenciation neuroendocrine

2.1.1 Role du calcium contenu dans les stocks intracellulaires ?

Nous avons observé que le niveau de calcium mitochondrial était augmenté
tandis que celut du réticulum endoplasmique n'était pas altéré lors de la NED dans les
MCF-7. La majorité des études sur les acteurs calciques durant la NED ont été réalisées
dans des LNCaP et ont démontré limportance des canaux calciques sans étudier
directement les niveaux de calcium, il serait alors intéressant d'examiner si
l'augmentation des niveaux de calcium cytosolique et mitochondrial apres traitement
au SASP est un mécanisme retrouvé aussi dans les cellules cancéreuses prostatiques,
LNCaP.

D'autre part, durant la NED, il est possible que 'augmentation du niveau de
calclum dans le cytosol soit due a l'augmentation de l'expression et a l'activité de
certains canaux calciques de la membrane plasmique, comme cela a été suggéré dans
des lignées prostatiques (Mariot et al. 2002; Gackiere et al. 2008). Nous avons aussi
examiné le niveau d'expression de CALB1 lors de la transdifférenciation
neuroendocrine des MCF-7. De maniere intéressante il est diminué a des temps courts.
Ceci suggere qu'une diminution du pouvoir de tamponnage calcique par CALB1
pourrait aussi étre a l'origine de l'augmentation des niveaux de calcium.

L'augmentation du calcium cytosolique pourrait étre suivie par l'accumulation
du calcium dans la mitochondrie afin de maintenir une certaine homéostasie calcique.
Il serait alors intéressant d'examiner la cinétique d'induction des niveaux de calcium
dans le cytosol et la mitochondrie. Enfin, il serait aussi possible de déterminer si
'laugmentation du calcium mitochondrial est nécessaire au phénotype
neuroendocrine, pour cela nous pourrions utiliser un siRNA dirigé contre MCU (canal
calcique permettant l'entrée de calcium dans la mitochondrie) ou VDAC1 et étudier
l'impact sur la différentiation neuroendocrine.
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2.1.2 Régulation du calcium lors de la différentiation
neuroendocrine

Pour le moment, nous n'avons pas démontré par quels mécanismes le calcium
cytosolique et mitochondrial étaient augmentés. Il a été montré que différents
éléments du SASP permettent d'activer une signalisation calcique de différentes
manieres. Tout d'abord, il est possible que certains éléments du SASP activent
directement des canaux calciques membranaires et permettent l'entrée du calcium
extracellulaire dans le cytosol. Il a jusqu'a maintenant été montré une augmentation
de l'expression et de l'activité de certains canaux voltage-dépendant de type T (Hall et
al., s. d.; Gackiere et al. 2008; Mariot et al. 2002) et que cela participait a la sécrétion
des cellules neuroendocrines d’'une maniere dépendante du calcium (Gackiere et al.
2008; Monet et al. 2010). Pour le moment, aucune étude n'a démontré l'implication de
canaux dépendants de ligands (« Receptor-Operated Channels », ROC), qui pourraient
étre activés par des molécules contenues dans le SASP.

Il a récemment été montré que le récepteur de calcium extracellulaire
(« Calcium-Sensing Receptor », CaSR) un récepteur de surface couplée a la protéine G,
est impliqué dans la différenciation neuroendocrine dans des lignées cellulaires de
cancer de la prostate (PCa) en différenciation neuroendocrine (Bery et al. 2020). Ce
récepteur est caractérisé par un domaine extracellulaire pouvant lier différents ligands
incluant le calcium et U'IL-6 (Hannan et al. 2018) et participe a 'homéostasie calcique.
Dans les PCa, CaSR a été décrit comme médiateur des effets du calcium sur la
prolifération cellulaire et la progression tumorale (Bernichtein et al. 2017). Son
expression dans des tissus humains de différents types de cancer de la prostate est
associée a l'expression de marqueurs neuroendocrines. Son knock-down dans d'autres
lignées prostatiques cancéreuses conduit a la diminution de l'expression de NEM (Bery
et al. 2020). Ainsi, il est possible que l'IL-6 contenu dans le SASP puisse activer CaSR,
impliqué dans 'homéostasie calcique, et participe a la différenciation neuroendocrine.

2.1.3 Voies de signalisation calcium dépendantes et NED

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, nous savons que le calcium est
impliqué dans l'activation de nombreuses voies de signalisation. Durant la NED des
MCF-7, nous avons donc cherché a identifier quelles voies de signalisation
dépendantes du calcium étaient activees. Dans des LNCaP, le facteur de transcription
NFAT est activé a la suite de l'augmentation de calcium et cela contribue a la
prolifération cellulaire (Lehen'Kyi et al. 2007). Dans notre modeéle, nous avons donc
testé l'inhibition pharmacologique de l'activation de l'ensemble des membres de la
famille NFAT, par le FK-506 ou la cyclosporine A, ou de la surexpression de NFAT1c sur
la différenciation neuroendocrine. Cependant, nos données préliminaires ne reportent
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pas d'effets sur le phénotype neuroendocrine ou l'expression des NEM, suggérant que
cette voie n'est pas impliquée dans la NED des MCF-7 en réponse au SASP.

D’autre part, les facteurs de transcription CREB ou STAT3 peuvent étre impliqués
dans la NED de cellules cancéreuses prostatiques (Suarez, Deng, et Hu 2014; Spiotto et
Chung, s.d.). Malheureusement, comme nous l'avons observé dans la Figure 22,
l'invalidation de CREB ou d'autres membres de la famille ATF n'impacte pas le
phénotype neuroendocrine. Comme les facteurs CREB et ATFs appartiennent a la
méme super famille, il est possible que nous devions utiliser une combinaison de
plusieurs siRNAs afin d'inhiber la transcription des genes cibles de ces facteurs de
transcription. De plus, certains de ces facteurs, comme ATF2, sont connus pour étre
aussi des répresseurs; notamment l'expression constitutive d'une forme nucléaire
d'ATF2 réprime l'induction de la différenciation neuroendocrine (Deng et al. 2008). En
parallele, nous prévoyons d'utiliser la méme approche de siRNA dirigés contre STAT3.

Il est aussi possible que les mécanismes d'induction de la NED dans les tumeurs
de patientes ne soient pas les mémes que ceux observés in vitro dans la lignée
cellulaire MCF-7 en transdifférenciation neuroendocrine, ce que je détaillerai un peu
plus loin.

2.2 Quel lien entre NED, sénescence cellulaire et
vieillissement ?

De maniere intéressante, nous avons observé que la NED est associée a
l'induction de la sénescence cellulaire dans les MCF-7. Il est intéressant de noter que
ces deux phénotypes, sénescence et différenciation neuroendocrine, possédent des
caractéristiques communes telle une résistance a l'apoptose, un arrét de prolifération
et des acteurs moléculaires similaires, comme p21¢*! (Kanayama et al. 2017). Nous
nous sommes donc demandé si ces phénotypes étaient interdépendants dans notre
contexte.

Nous avons alors comparé la cinétique d'induction des deux phénotypes : la
sénescence et la morphologie « neurite-like » dans les MCF-7 traitées au SASP. Nous
avons remarqué un changement de morphologie dés 3 jours aprés un traitement au
SASP : les cellules s'élargissent et s'étalent, possedent plus de vacuoles intracellulaires
et certaines sont multinuclées. Ces observations phénotypiques semblent s'apparenter
aux caracteristiques morphologiques des cellules sénescentes, cependant l'activité SA-
B-Gal reste faible a ce temps-ci. De plus, les marqueurs neuroendocrines (SCG2 et
CHGB), ainsi que les molécules proinflammatoires, IL-6 et IL-8, sont déja exprimés.
Apres 6 jours, nous observons l'induction tres claire du phénotype « neurite-like » ainsi
que laugmentation de l'activité SA-B-Gal. De plus, dans les MCF-7 la réversion de
l'induction de la NED lors de la surexpression de CALB1 est accompagnée par une
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diminution de l'activité SA-B-Gal et de l'expression d'IL-6 et d'IL-8. Tout d'abord, ces
observations suggerent que l'induction des marqueurs moléculaires neuroendocrines
précédent celle du phénotype « neurite -like » et enfin que la transdifférenciation
neuroendocrine et la sénescence semblent étre deux phénomenes cellulaires ayant la
méme synchronicité.

Pour le moment, nous n'avons pas déterminé précisément les effecteurs de la
NED dans les MCF-7; si nous y parvenons, nous pourrons utiliser un siRNA dirigé
contre ce(s) régulateur(s) clé(s) afin d'inhiber l'induction de la NED et regarder l'impact
sur la sénescence dans les MCF-7. Ou inversement nous allons réaliser un knock-down
de régulateurs potentiels de la sénescence dans ce contexte (stRNA dirigés contre p53
et p21<P7) et étudier les conséquences sur 1) la sénescence et 2) le phénotype
neuroendocrine.

Pour étudier le lien entre NED et sénescence au sein de l'organisme, nous avons
comparé l'expression de marqueurs de sénescence dans les tumeurs NBC comparés a
'ensemble des tumeurs luminales. Hormis une diminution de lexpression du
marqueur de prolifération Ki67 et l'augmentation d'expression de SPYRT2, marqueur
du SASP, nous n'avons détecté aucune différence d'expression sur d'autres marqueurs
de sénescence. Les niveaux de p21¢®1, p16/NkK42 et de marqueurs pro-inflammatoires,
tels IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1B restent similaires. Ces données suggerent que méme si le
pourcentage de tumeurs NBC augmentent au cours du vieillissement, ces cellules
tumorales ne sont pas elles-mémes sénescentes. Cependant, il est envisageable que
les cellules environnantes de la tumeur soient devenues sénescentes au cours du
vieillissement et qu'elles contribuent via leur SASP a la (trans-)différenciation des
cellules tumorales. Des données transcriptomiques issues de cellules stromales
associées a celles des tumeurs mammaires correspondantes pourraient nous permettre
de répondre a cette question.

De part ces analyses, nous pouvons penser que méme si la transdifférenciation
neuroendocrine est associée a la sénescence cellulaire in vitro dans des lignées
cancéreuses mammaires, les cellules des tumeurs mammaires neuroendocrines elles-
mémes ne sont pas sénescentes. Ainsi cette observation souleve des différences
moléculaires entre les cellules cancéreuses transdifférenciées par le SASP et les cellules
tumorales des NBC, que nous allons développer dans la prochaine partie.

2.3 Transdifférenciation de lignées tumorales et tumeurs
neuroendocrines : méme phénotype ?

Dans notre modele, nous avons décrit U'effet du SASP dans des cellules déja
transformées (MCF-7 pour le sein et LNCaP pour la prostate), nous avons donc parlé
de transdifférenciation neuroendocrine. Cependant, il a été décrit dans certains types
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cellulaires que des cellules normales pouvaient subir une différenciation
neuroendocrine pour devenir neuroendocrines. Ces deux chemins de différenciation
sont distincts et pourraient conduire a des caractéristiques phénotypiques ou cliniques
distinctes. Comme il a été mentionné en introduction, l'origine des tumeurs
neuroendocrines mammaires est encore débattue. Les questions restantes a notre
étude sont donc si le SASP est capable d'induire une différenciation dans des cellules
normales mammaires et a plus large échelle si les cellules tumorales des NBC sont
d'abord passées par un stade neuroendocrine puis cancéreux, ou cancéreux puis
neuroendocrine (Figure 27). Ce projet pourrait conduire a une meilleure
compréhension des événements conduisant a ce sous-type de cancers du sein.

Nous avons donc traité des cellules épithéliales normales mammaires (HMEC et
MCF10A) avec le SASP des fibroblastes en sénescence. Nos résultats préliminaires n‘ont
pas montré d'effets au niveau phénotypique ou moléculaire du SASP sur ces cellules.
Cependant, les HMEC et MCF10A ne sont pas positives au récepteur a 'cestrogene a
l'inverse des MCF-7 et des cellules tumorales des NBC. De plus, les études sur les
tumeurs neuroendocrines mammaires les décrivent comme ER+, suggérant le réle de
ce récepteur sur le phénotype neuroendocrine. Certaines voies non génomiques du
récepteur a l'cestrogénes affectent des voies de signalisation intracellulaire
dépendantes du calcium. Nous avons donc prévu de surexprimer 'ERa dans les HMEC
ou MCF10A méme si cela peut induire un arrét de prolifération des cellules et étudier
leur réponse au traitement au SASP. Toutefols, si le traitement au SASP n’induit pas de
différenciation neuroendocrine dans ces cellules, cela pourrait supposer que le
phénotype neuroendocrine apparait seulement dans des cellules cancéreuses, comme
le suggerent quelques études cliniques.
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Figure 27. Modele de transdifférenciation par le SASP des cellules cancéreuses
mammaires et prostatiques développé lors de cette étude.

Les cellules cancéreuses épithéliales p53 sauvage et ER+ mammaires (MCF-7) et AR +
prostatiques (LNCaP) peuvent se transdifférencier en cellules cancéreuses
neuroendocrine sous traitement au SASP. L'origine de ces tumeurs neuroendocrines
dans le sein reste encore débattue et il semblerait que les cellules épithéliales
deviendraient tumorales pour ensuite subir une transdifférenciation, appuyant notre
étude. Des études complémentaires sur l'impact du SASP sur des cellules normales
sont a réaliser.

Nous avons de plus observé d'autres différences au niveau des effecteurs et des
caractéristiques entre les MCF-7 transdifférenciées et les tumeurs NBC classifiées par
les données METABRIC. Notamment, les tumeurs NBC n’expriment pas de genes
caractéristiques de la sénescence ou pro-inflammatoires, qui sont retrouvés dans les
MCF-7 en transdifférenciation. De plus, l'invalidation de facteurs de transcription, dont
les signatures sont augmentées dans les NBC, n'impacte pas le phénotype
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neuroendocrine dans les MCF-7. Ces résultats suggerent que ces phénotypes semblent
distincts.

Dans des tumeurs prostatiques, le phénotype neuroendocrine est associée a un
moins bon prognostique pour le patient (Zhang et al. 2018) mais cet effet dans les
tumeurs neuroendocrines mammaires reste débattu. Cependant, dans notre modele in
vitro, les MCF-7, cellules tumorales mammaires arrétent de proliférer sous l'action du
SASP. De plus, grace aux analyses des données METABRIC, nous avons remarqué que
les patientes présentant des NBC présentaient une expression de Ki67, marqueur de
prolifération, plus faible et une plus faible proportion de tumeurs de grade 3,
suggérant que les tumeurs mammaires avec des propriétés neuroendocrines sont
moins agressives. Le phénotype neuroendocrine pourrait donc étre associé a un
meilleur prognostique dans le cadre du cancer du sein, a l'inverse de celui de la
prostate. Pour compléter ces études, il serait intéressant d'étudier l'effet du SASP in
vivo, en utilisant un modele murin. Il serait alors possible dans une cohorte de souris
de réaliser des xénogreffes de cellules cancéreuses MCF-7 dans des souris NMRI et
aprés établissement de la tumeur injecter du SASP concentré en intrapéritonéal
pendant plusieurs semaines. Nous pourrons alors comparer en temps final l'induction
de marqueurs neuroendocrines a la fois dans la tumeur et dans les glandes mammaires
saines (en ARN et IHC), ainsi que suivre l'évolution de la prise tumorale entre les souris
traitées par un contréle ou le SASP.

Ce projet nous a permis d'identifier un nouvel effet du SASP, et plus
particulierement des molécules dépendantes de NF-kB: celui d'induire de la
transdifférenciation neuroendocrine dans des cellules cancéreuses mammaires et
prostatiques. St 'ensemble des effecteurs et régulateurs restent encore a déterminer,
nous avons suggéré que l'augmentation des niveaux de calcium était nécessaire a
l'induction de ce phénotype.

De plus, en utilisant les données génomiques et cliniques d'un large panel de
patientes atteintes de cancer du sein, nous avons classé en sous-type les tumeurs
neuroendocrines mammaires (NBC) sur la base de l'expression de quatre marqueurs
neuroendocrines. Ces tumeurs étaient toutes positives pour U'ER et présentent
majoritairement un p53 sauvage, comme indiqué dans la littérature. De maniere
intéressante ces tumeurs NBC étaient majoritairement retrouvées chez des patientes
plus agées, suggérant que l'accumulation des cellules sénescentes et du SASP au cours
du vieillissement puisse induire la formation de tumeurs NBC. L'origine des NBC reste

encore aujourd’hui a élucider. Notre étude, en dénotant quelques différences
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moléculaires entre les tumeurs NBC et la lignée tumorale MCF-7 transdifférenciée,
suggere des mécanismes de différenciation distincts. Néanmoins, il serait actuellement
important de valider nos observations in vivo dans un modeéle murin et d'élargir le
sous-type de tumeurs NBC a d'autres données de patientes.

Ainsi, ce projet permet non seulement de révéler un nouvel effet du SASP dans
la bilologie du cancer, mais apporte aussi de nouvelles connaissances sur les
mécanismes a l'origine des tumeurs neuroendocrines mammaires, peu étudiées. Ainsi,
cela pourrait permettre une meilleure compréhension du comportement de ce sous-
type de cancers du sein, et surtout potentiellement amener de nouveaux biomarqueurs
afin d'identifier ce sous-type plus facilement en clinique.
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CONCLUSION GENERALE

Ces deux projets m‘ont permis de mettre en avant l'importance du calcium dans
la sénescence cellulaire et ses effets paracrines. Ils renforcent l'idée que le calcium est
un second messager indispensable a beaucoup (st ce n'est tous) les processus
cellulaires et biologiques. Cependant les mécanismes permettant linduction de
l'augmentation des niveaux de calcium ou les voies de signalisation activées a la suite
de cette augmentation sont encore a déterminer précisément dans ces projets.

Notamment, nous avons pu soulever l'importance de la régulation calcique dans
les processus biologiques étudiés, a savoir lors de la sénescence cellulaire et de la
transdifférenciation neuroendocrine. Si l'importance des flux calciques via 'activation
de canaux calciques avaient déja été déterminée dans ces processus, ce sont les
premieres études démontrant le role de la capacité de tamponnage du calcium. J'ai
démontré que CALBT1, senseur calcique, permettait de réguler les niveaux de calcium
durant l'OIS et dans les effets paracrines du SASP.

En effet dans mon premier projet, j'ai entrouvert le role du calcium et son
homéostasie par CALB1, induit par une voie dépendante du calcium, dans la génération
de SASP pro-inflammatoire lors de OIS, les suggérant comme de nouveaux
régulateurs du SASP. Dans le second projet, j'at déterminé un nouveau role inattendu
du SASP, a savoir la transdifférenciation neuroendocrine dans des cellules cancéreuses.
Ce phénotype apparalt comme dépendant du calcium.

Outre limportance calcique, mon deuxieme projet apporte de nouvelles
connaissances sur les tumeurs neuroendocrines mammaires, peu étudiées. Méme si les
mécanismes induisant la (trans-?)différenciation neuroendocrine dans les tumeurs
mammaires restent incompris, notre étude suggere un lien entre vieillissement et
augmentation des tumeurs neuroendocrines mammaires, qui semblent moins
agressives que les autres tumeurs luminales.

Ces deux projets s'ajoutent a d'autres études dénotant l'importance du calcium
et des flux calciques durant la sénescence, suggérant que l'augmentation des niveaux
de calcium et qu'une signature calcique pourrait étre une nouvelle caractéristique de
la sénescence. Une meilleure compréhension des mécanismes calciques mis en jeu
durant la sénescence ou lors des effets paracrines pourrait permettre de développer
de nouveaux sénolytiques ciblant spécifiquement les signalisations calciques
nécessaires a l'induction de la sénescence afin d'éviter les effets déléteres des cellules
sénescentes comme lors du vieillissement ou dans le cas de cancers.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Calcium signaling is emerging as a key pathway controlling cellular senescence, a
stable cell proliferation arrest playing a fundamental role in pathophysiological con-
ditions, such as embryonic development, wound healing, cancer, and aging. How-
ever, how calcium signaling is regulated is still only partially understood. The inositol
1, 4, 5-trisphosphate receptor type 2 (ITPR2), an endoplasmic reticulum calcium
release channel, was recently shown to critically contribute to the implementation
of senescence, but how ITPR2 expression is controlled is unclear. To gain insights
into the regulation of ITPR2 expression, we performed an siRNA screen targeting
160 transcription factors and epigenetic regulators. Interestingly, we discovered that
the retinoid X receptor alpha (RXRA), which belongs to the nuclear receptor family,
represses ITPR2 expression and regulates calcium signaling though ITPR2 and the
mitochondrial calcium uniporter (MCU). Knockdown of RXRA induces the produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) and DNA damage via the ITPR2-MCU calcium
signaling axis and consequently triggers cellular senescence by activating p53,
whereas RXRA overexpression decreases DNA damage accumulation and then
delays replicative senescence. Altogether, our work sheds light on a novel mecha-
nism controlling calcium signaling and cellular senescence and provides new insights

into the role of nuclear receptors.

KEYWORDS
calcium, ITPR2, nuclear receptor, p53, senescence

galactosidase activity (SA-p-Gal) and senescence-associated secretory
phenotype (SASP; Kuilman, Michaloglou, Mooi, & Peeper, 2010).

Cellular senescence is a permanent cell proliferation amrest induced
in response to a wide variety of stresses, including telomere shorten-
ing, oxidative stress, DNA damage, and strong mitogenic signals.
Senescent cells are mainly characterized by a stable cell cycle arrest
and the appearance of features such as senescence-associated-f-

‘These authors contributed equally.

Senescence plays a key role in many pathophysiological contexts,
such as embryonic development, wound healing, cancer, and aging
(He, & Sharpless, 2017). Understanding how senescence is controlled
at the molecular and cellular level is therefore crucial. The senes-
cence-associated cell cycle arrest is mainly induced by p53 and its
downstream target p21, by the cyclin-dependent kinase inhibitor
pl6 and ultimately by RB which represses pro-proliferative E2F
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target genes (Salama, Sadaie, Hoare, & Narita, 2014). Interestingly,
calcium signaling is also emerging as a key player in the implementa-
tion of cellular senescence (Martin, & Bernard, 2017).

Intracellular calcium levels have been shown to increase in vari-
ous cell types in response to senescence-inducing stresses (Borod-
kina et al., 2016; Wiel et al., 2014; Yu, Li, et al, 2013; Yu, Zhang,
Zhou, Yao, & Li, 2013) and activation of the calcium-dependent tran-
scription factor nuclear factor of activated T cells (NFAT) by the cal-
cium/calmodulin/calcineurin ~ pathway is known to regulate
senescence (Manda et al., 2016; Wu et al., 2010). However, how cal-
cium signaling is controlled is still only partially understood. We
recently discovered that the inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor
type 2 (ITPR2), an endoplasmic reticulum (ER) calcium release chan-
nel, critically contributes to the implementation of cellular senes-
cence (Wiel et al., 2014). Whereas ITPR2 activity has been shown to
be modulated through protein interaction and post-translational
modification (Vervloessem, Yule, Bultynck, & Parys, 2015), how
ITPR2 is regulated at the expression level is unclear. To address this
question, we performed a genetic screen for regulators of ITPR2 and
thereby identified the retinoid X receptor alpha (RXRA) as a tran-
scriptional repressor of ITPR2.

RXRA is part of the nuclear receptor (NR) superfamily. NRs
mainly function as transcriptional regulators, controlling organismal
development, homeostasis, and metabolism (Sever, & Glass, 2013).
More particularly, RXRA belongs to the type Il receptors, which
reside in the nucleus bound to DNA and repress the expression of
their target genes in the absence of ligand through interaction with
corepressor complexes (Evans, & Mangelsdorf, 2014; Sever, & Glass,
2013). RXRA is known to be implicated in various biological pro-
cesses, including cell differentiation, cell death, and lipid metabolism
(Evans, & Mangelsdorf, 2014; Szanto et al., 2004). However, no link
between RXRA and calcium signaling has been reported so far. In
this study, we show that RXRA modulates calcium signaling by
directly regulating ITPR2 expression and thereby controls cellular
senescence.

2 | RESULTS

2.1 | An siRNA screen identifies the nuclear
receptor RXRA as a transcriptional repressor of ITPR2

To identify proteins controlling ITPR2 expression, we screened a
library of 160 pools of four siRNAs targeting epigenetic regulators
and transcription factors. ITPR2 expression was analyzed using the
Nanostring technology (Figure 1a, Supporting Information Fig-
ure Sla, and Table S1). This approach allowed us to identify several
candidates which knockdown modulates ITPR2 expression (Figure 1b,
Supporting Information Table S1). Among them, 10 genes were able
to upregulate ITPR2 expression by at least two fold when knocked
down (Figure 1b, Supporting Information Table S1). We retested
the effect of some of these potential ITPR2 gene repressors (based
on their novelty in term of senescence regulation and/or calcium
regulation) in three different strains of primary human lung
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fibroblasts (IMR90, WI38 and MRC5) and observed the most signifi-
cant and reproducible upregulation of ITPR2 expression by knocking
down the gene encoding the nuclear receptor RXRA (Supporting
Information Figure Slb-d). We confirmed both at the mRNA and
protein levels that RXRA knockdown induces ITPR2 expression (Fig-
ure 1cd). A similar observation was made using either a pool of
four siRNAs targeting siRNAs or two individual siRNAs targeting
RXRA (Supporting Information Figure S2a). As RXRA functions as a
transcriptional repressor (Evans, & Mangelsdorf, 2014), we next
asked whether RXRA could directly regulate ITPR2. We interrogated
the Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) ChIP-seq database
and observed three peaks of RXRA on intron 2 of ITPR2 in one
dataset (Supporting Information Figure S2b-c). In MRC5 fibroblasts,
RXRA was found to preferentially bind the region 3 of ITPR2 (Fig-
ure le and Supporting Information Figure S2b,c). Altogether, these
data indicate that the nuclear receptor RXRA directly represses
ITPR2 expression.

To test the relevance of this finding, we searched the Search-
based exploration of expression compendium (SEEK) co-expression
database and found out that RXRA is among the genes which
expression is the most significantly inversely correlated with the one
of ITPR2 in lung noncancer samples from 63 datasets (Figure 1f).
Conversely, ITPR2 was found among the genes which expression is
the most significantly inversely correlated with the one of RXRA in
these samples (Figure 1g). These data are consistent with a repres-
sion of ITPR2 by RXRA.

2.2 | RXRA regulates calcium release from the
endoplasmic reticulum and accumulation in the
mitochondria

As ITPR2 is an endoplasmic reticulum (ER) calcium release channel,
we next investigated whether RXRA, by repressing ITPR2 expression,
regulates calcium fluxes. Using the cytosolic calcium indicator Fluo-
forte and calcium imaging, we observed that RXRA knockdown by a
siRNA pool or two individual siRNAs increased histamine-induced
calcium release from the ER (Figure 2a,b and Supporting Information
Figure S3a) and that ITPR2 knockdown (Figure 2a) impaired this
effect (Figure 2b).

As calcium released by the ER can be transferred to mitochon-
dria (de Brito, & Scorrano, 2010; Hayashi, Rizzuto, Hajnoczky, & Su,
2009), the impact of RXRA on mitochondrial calcium accumulation
was then investigated using the Rhod-2 mitochondrial calcium indi-
cator. RXRA knockdown by a siRNA pool or two individual siRNAs
triggered an increase in mitochondrial calcium accumulation induced
by histamine (Figure 2c-e and Supporting Information Figure S3b),
and this was dependent on ITPR2 (Figure 2c-e). When assessing the
involvement of the mitochondrial calcium uniporter (MCU), which
mediates calcium entry in mitochondria (de Brito, & Scorrano, 2010),
we observed that MCU expression was not significantly regulated by
RXRA (Figure 2c,d) but that MCU was contributing to the increased
mitochondrial calcium accumulation triggered by RXRA knockdown
upon histamine stimulation (Figure 2c-e).
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FIGURE 1 The nuclear receptor RXRA represses ITPR2 expression. (a) Scheme depicting the screen for regulators of ITPR2 expression.
IMR90 primary human lung fibroblasts were transfected with an siRNA library containing a control nontargeting siRNA pool (siCtr) and 160
siRNA pools each targeting an epigenetic regulator or a transcription factor with four different siRNAs. Four days after transfection, total RNA
was prepared and ITPR2 mRNA level was quantified by Nanostring technology. (b) Results of the screen. siRNAs were ranked according to
ITPR2 mRNA level compared to siCtrl. RXRA is one of the top repressors of ITPR2. (c) MRC5 primary human lung fibroblasts were transfected
with a control nontargeting siRNA pool (siCtrl) or an siRNA pool targeting RXRA (siRXRA). Four days after transfection, RXRA and ITPR2
mRNA levels were quantified by RT-qPCR. (d) Six days after MRC5 transfection with siCtrl or siRXRA, RXRA and ITPR2 protein levels were
analyzed by Western blot. a-Tubulin was used as loading control. () Chromatin immunoprecipitation with RXRA antibody or control 1gG was
performed in MRC5 cells. The enrichment of bound chromatin fragments was quantified by gPCR either with primers amplifying regions of
ITPR2 showing RXRA binding in ENCODE ChlIP-seq database (ITPR2), with primers amplifying a region described as a RXRA target (Varin et al.,
2015) and used as positive control (pos.) or with primers amplifying a region showing no RXRA binding in ENCODE and used as negative
control (neg.). See Supporting Information Figure S2 for further details on these regions. The experiments shown in panels c to e are
representative of at least three biological replicates. Values are mean + SD, and statistical analyses were performed with Student’s t test

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (f, g) The SEEK co-expression database was interrogated for genes co-expressed with ITPR2 (f) or RXRA
(g) in lung noncancer samples.
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FIGURE 2 RXRA regulates calcium fluxes. (a) MRC5 were transfected with a control nontargeting siRNA pool (siCtrl) or with siRNA pools
targeting RXRA or ITPR2 as indicated. Four days later, knockdown efficiency was checked by RT-qPCR. (b) Six days after transfection, live
cells were charged with cytosolic calcium indicator Fluoforte, treated with 100 uM histamine, and fluorescence was analyzed by confocal
microscopy. Fluorescence intensity over time (left) and at the maximum (right) is shown. (c) MRC5 were transfected with siCtrl pool or with
siRNA pools targeting RXRA, ITPR2, or MCU as indicated. Four days later, knockdown efficiency was checked by RT-qPCR. (d) Six days after
transfection, RXRA, ITPR2, and MCU protein levels were analyzed by Western blot. a-Tubulin was used as loading control. (e) Six days after

transfection, live cells were charged with mitochondrial calcium indicator Rhod-2, treated with 100 uM histamine, and fluorescence was
recorded by confocal microscopy. Fluorescence intensity over time (left) and at the maximum (right) is shown. (f) MRC5 infected with a
retroviral vector encoding the mitochondrial calcium genetic reporter mitoGCaMP2 were transfected with siCtrl pool or with siRNA pools
targeting RXRA, ITPR2, or MCU as indicated. Six days after transfection, fluorescence was recorded by confocal microscopy. Representative
pictures (left) and fluorescence quantification (right) are shown. All the experiments shown are representative of at least three biological
replicates. Statistical analysis was performed with Student’s t test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

To measure basal mitochondrial calcium concentration, we intro-
duced mitoGCaMP2, a genetically encoded mitochondria-targeted
calcium indicator (Chen et al,, 2011), in MRCS5 fibroblasts by retrovi-
ral infection. A higher concentration of calcium in the mitochondria
was observed upon RXRA knockdown, and this increase was pre-
vented when ITPR2 or MCU was concomitantly knocked down (Fig-
ure 2f). Altogether, these data indicate that RXRA regulates calcium
release from the ER through ITPR2 and calcium accumulation in the
mitochondria through MCU.

2.3 | RXRA controls ROS production and DNA
damage through calcium signaling

Mitochondrial calcium accumulation has been shown to trigger the
generation of reactive oxygen species (ROS; Gorlach, Bertram, Hude-
cova, & Krizanova, 2015). Therefore, we hypothesized that RXRA
knockdown, by inducing calcium accumulation in the mitochondria,
could cause ROS production. To monitor ROS, we introduced the
ROS indicator roGFP2-ORP1 (Gutscher et al., 2009) by retroviral
infection in MRCS5 fibroblasts. RXRA knockdown in these cells by a
siRNA pool or two individual siRNAs triggered the generation of
ROS (Figure 3a and Supporting Information Figure S4a), which was
prevented by treating cells with N-acetyl-L-cysteine (NAC), an antiox-
idant (Figure 3a). This production of ROS was dependent on ITPR2
and MCU (Figure 3b).

As ROS are known to cause DNA damage (Cadet, & Wagner,
2013), we then performed immunofluorescence staining of 53BP1
foci, which mark sites of DNA damage (Schultz, Chehab, Malikzay,
& Halazonetis, 2000). RXRA knockdown by a siRNA pool or two
individual siRNAs induced an increase in the number of 53BP1
foci (Figure 3c,d and Supporting Information Figure S4b), which
was prevented by knocking down ITPR2 or MCU together with
RXRA (Figure 3c,d). By treating cells with NAC (Figure 3e,f) or
Trolox  (6-hydroxy-2,5,7 8-tetramethylchroman-2-carboxylic  acid),
another antioxidant (Supporting Information Figure S5), we
observed that DNA damage induced by RXRA knockdown was
due to ROS.

To assess whether calcium signaling is mediating these effects of
RXRA, we used the intracellular calcium chelator BAPTA in RXRA
knockdown experiments (Figure 4a). Calcium chelation not only pre-
vented calcium accumulation in the mitochondria as expected
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(Figure 4b,c), but also prevented ROS production (Figure 4d) and
DNA damage (Figure 4e,f) induced by RXRA knockdown. Altogether,
these data indicate that RXRA, by regulating calcium signaling
though ITPR2 and MCU, controls ROS production and consequently
DNA damage.

2.4 | RXRA knockdown triggers p53-dependent
cellular senescence through ITPR2 and MCU

As DNA damage activates p53 (Lakin, & Jackson, 1999), we then
tested the effect of RXRA knockdown (Figure 5a) on the expression
of the p53 target gene CDKN1A, which encodes the cyclin-depen-
dent kinase inhibitor p21. An increase in CDKN1A mRNA level (Fig-
ure 5b) and p21 protein level (Figure 5c) was observed. By contrast,
RXRA knockdown did not alter the expression of CDKN1B, CDKN2A,
and CDKN2B encoding other cyclin-dependent kinase inhibitors (Sup-
porting Information Figure Séab). RXRA knockdown also upregu-
lated the expression of GDF15, a p53 target gene encoding a protein
of the SASP (Figure 5d). A significant induction of the expression of
several other genes encoding SASP components was observed
(BMP2, COL3A1, IGFBP5, MMP3, PDGFA, VEGFA; Supporting Infor-
mation Figure Séc). Interestingly, PDGFA and COL3A1 were recently
described as part of the distinct SASP driven by NOTCH1 (Hoare
et al., 2016). Furthermore, RXRA knockdown decreased cell prolifer-
ation as we observed a drop in the expression of the cell prolifera-
tion marker Ki-67 (Figure 5e and Supporting Information Figure S7)
and a decrease in the number of cells (Figure 5f). Importantly, RXRA
knockdown also caused an increased SA-B-galactosidase activity (Fig-
ure 5g). Similar observations were made using either the siRXRA
pool or individual siRNAs targeting RXRA, and both in MRC5 (Sup-
porting Information Figure S8) and in IMR90 cells (Supporting Infor-
mation Figure S9). Moreover, these effects of RXRA knockdown
were rescued by overexpressing RXRA (Supporting Information Fig-
ure S10). Altogether, these data indicate that RXRA knockdown trig-
gers cellular senescence.

To assess whether this senescent phenotype was dependent on
ITPR2, we knocked down ITPR2 together with RXRA (Figure 5a).
ITPR2 knockdown impaired the upregulation of CDKN1A (Figure 5b,
c) and GDF15 (Figure 5d). The proliferation arrest (Figure 5e,f and
Supporting Information Figure S7) and the increase in SA-p-galactosi-
dase activity (Figure 5g) triggered by RXRA knockdown were also
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impaired. Similar observations were made using either a silTPR2 pool MCU (Supporting Information Figure $S12) and p53 (Supporting Infor-
or individual siRNAs targeting ITPR2 (Supporting Information Fig- mation Figure S13). Altogether, these data indicate that RXRA
ure S11). Using the same approach, we further showed that cellular knockdown triggers p53 activation and p53-dependent cellular
senescence induced by RXRA knockdown was also dependent on senescence through ITPR2 and MCU.
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RXRA knockdown triggers ROS production and DNA damage. (a) MRCS5 cells infected with a retroviral vector encoding the ROS

reporter roGFP2-ORP1 were transfected with a control nontargeting siRNA pool (siCtrl) or with a siRNA pool targeting RXRA and were then
treated with the NAC antioxidant (1 uM) every 2 days where indicated. Six days after transfection, fluorescence was analyzed by confocal
microscopy. (b) MRCS5 cells stably expressing the ROS reporter roGFP2-ORP1 were transfected with siCtrl pool or with siRNA pools targeting
RXRA, ITPR2, or MCU as indicated. Fluorescence was analyzed by confocal microscopy 6 days after transfection. (c, d) MRCS5 cells were
transfected with siCtrl pool or with siRNA pools targeting RXRA, ITPR2, or MCU as indicated. Six days after transfection, immunofluorescence
staining using anti-53BP1 antibody was performed. Quantification of nuclei with more than five 53BP1 foci is shown (c) as well as
representative pictures (d). (e, f) MRC5 cells were transfected with siCtrl or siRXRA pools and then treated with the NAC antioxidant (1 uM)
every 2 days where indicated. Immunofluorescence staining of 53BP1 was performed 6 days after transfection. Quantification of nuclei with
more than five 53BP1 foci is shown (e) as well as representative pictures (f). All the experiments shown are representative of at least three
biological replicates. Statistical analysis was performed with Student’s t test (**p < 0.01, ***p < 0.001).

2.5 | RXRA constitutive expression delays
replicative senescence

We then tested whether, conversely, RXRA overexpression impacts
cellular senescence. RXRA was overexpressed in MRC5 primary
human fibroblasts by lentiviral infection (Figure éab), and the
replicative potential of the cells was assessed. RXRA overexpression
triggered an increase in the maximum number of population dou-
blings (Figure 6c,d) and a decrease in SA-B-galactosidase activity (Fig-
ure 6e). In parallel, a reduction in ITPR2 expression, in mitochondrial
calcium concentration, in DNA damage, and in CDKN1A expression
was observed (Figure éb,f-i). Altogether, these data indicate that
RXRA constitutive expression regulates the ITPR2-mitochondrial cal-
cium-DNA damage-p21 axis and delays replicative senescence.

3 | DISCUSSION

In this study, we identified the nuclear receptor RXRA as a novel
regulator of calcium signaling and cellular senescence. Indeed, we
observed that RXRA knockdown increases ITPR2 expression and
triggers calcium release from the ER and accumulation in the mito-
chondria. This calcium flux induces ROS production and DNA dam-
age, which activates p53 and leads to cellular senescence through
the p53-p21 pathway. Conversely, RXRA overexpression decreases
ITPR2 level, impairs the subsequent mitochondrial calcium-DNA
damage-p21 signaling cascade, and delays replicative senescence.
Calcium signaling plays key roles in a number of biological pro-
cesses including cellular senescence (Martin, & Bernard, 2017), but
how calcium signaling is controlled is poorly understood. In particu-
lar, apart from the involvement of the calcineurin-NFAT pathway
(Sankar, deTombe, & Mignery, 2014), only few things are known
about the transcriptional regulation of ITPR2 expression. Here, we
identify RXRA as a transcriptional repressor of ITPR2 and thus pro-
vide insights into ITPR2 regulation, which is important for cell fate
decisions (Vervioessem et al., 2015). ENCODE ChlIP-seq data and
our ChIP experiment point out RXRA as a direct regulator of ITPR2,
although the identified RXRA binding site does not contain AGGTCA
sequences which are the most frequent RXRA binding motifs (Evans,
& Mangelsdorf, 2014; Sever, & Glass, 2013) and is located in the
second intron of ITPR2 rather than in its promoter. However, modu-
lation of gene expression through the binding of transcriptional
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regulators in introns is more and more documented (Neph et al.,
2012). Our work is the first to link RXRA with calcium signaling. We
show that RXRA controls calcium release from the ER and accumula-
tion in the mitochondria. As some calcium released from the ER is
not transferred to the mitochondria but rather goes in the cytosol,
RXRA might regulate calcium signaling in this compartment as well.

We also unveil that RXRA regulates cellular senescence as RXRA
knockdown provokes premature senescence and RXRA overexpres-
sion delays replicative senescence. We investigated the effect of
retinoic acid, an agonist of RXRA, and observed an upregulation of
ITPR2 expression (Supporting Information Figure S14). In line with
these data, an increase in ITPR2 expression was observed in several
transcriptomic analyses upon treatment of cells with retinoic acid
(Yu, Li, et al., 2013; Yu, Zhang, et al, 2013; Zheng et al., 2005).
However, in our experimental conditions, we did not observe any
effect of retinoic acid on cell proliferation (Supporting Information
Figure S14), suggesting that removing the repressive RXRA transcrip-
tional activity (knockdown) and activating RXRA transcriptional activ-
ity (retinoic acid treatment) are not functionally equivalent even if
both result in ITPR2 gene expression. Beyond identifying RXRA
impact on senescence, we deciphered the mechanisms underlying it.
We show that RXRA knockdown triggers senescence by activating
the ITPR2Z/MCU/ROS/DNA damage/p53/p21 cascade, whereas RXRA
constitutive expression displays opposite effects. This signaling path-
way supports the published reports showing that calcium regulates
ROS generation (Gorlach et al, 2015). Interestingly, RXRA knock-
down was found to decrease cyclin D1 and PCNA expression
(Huang et al., 2015), which could also contribute to the induction of
cellular senescence.

A few studies have recently revealed that cellular senescence
can be regulated by nuclear receptors (Graziano, Johnston, Deng,
Zhang, & Gonzalo, 2016; Jin et al., 2016; O'Loghlen et al., 2015; Wu
et al., 2015; Zambrano et al., 2014; Zhu et al., 2014). Nuclear recep-
tors form a large family, and only a few of them have been impli-
cated so far in cellular senescence. RXRA is an additional example
showing the key role of nuclear receptors in this process. Of note,
knockdown of the vitamin D receptor (VDR) has been recently
shown to cause DNA damage and cellular senescence. DNA damage
accumulation has been attributed to the capacity of VDR to control
the levels of some DNA repair factors such as BRCA1 (Graziano
et al, 2016). We unveil here an alternative pathway (calcium
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In conclusion, our work sheds light on the link between nuclear aging.

receptors, calcium signaling, and cellular senescence. A challenge
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FIGURE 4 Calcium chelation prevents ROS production and DNA damage induced by RXRA knockdown. (a-c) MRCS5 cells stably expressing
the mitochondrial calcium indicator mitoGCaMP2 were transfected with a control nontargeting pool (siCtrl) or with a siRNA pool targeting
RXRA and then treated with the intracellular calcium chelator BAPTA (1 uM) every 2 days where indicated. Four days after transfection, RXRA
mRNA level was checked with RT-qPCR (a). Fluorescence was analyzed by confocal microscopy 6 days after transfection. Fluorescence
quantification (b) and representative pictures (c) are shown. (d) MRCS5 cells stably expressing the ROS reporter roGFP2-ORP1 were transfected
with siCtrl or siRXRA pools and were then treated with 1 uM BAPTA every 2 days where indicated. Six days after transfection fluorescence
was analyzed by confocal microscopy. (e, f) MRC5 cells were transfected with siCtrl or siRXRA pools and then treated with BAPTA (1 uM)
every 2 days where indicated. 53BP1 staining by immunofluorescence was performed 6 days after transfection. Quantification of nuclei with
more than five 53BP1 foci is shown (e) as well as representative pictures (f). The experiments shown are all representative of at least three
biological replicates. Statistical analysis was performed with Student’s t test (**p < 0.01, ***p < 0.001).

4 | MATERIALS AND METHODS

4.1 | Cell culture and reagents

IMR90, WI38, and MRC5 human fetal lung fibroblasts (ATCC), GP-
293 retroviral, or 293 T lentiviral packaging cells (Clontech) were cul-
tured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Life Technolo-
gies) containing GlutaMax and supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS, Sigma-Aldrich) and 1% penicillin/streptomycin (Life Tech-
nologies). Cells were maintained at 37°C under a 5% CO, atmo-
sphere. Cells were tested for mycoplasma and when needed treated
with Plasmocin (Invivogen) until they became mycoplasma-free
before performing experiments. Experiments were performed in
IMR90 at p14-p16, in WI38 at p21-24, and in MRC5 at p21-p25.
NAC, Trolox, and 9-cis-retinoic acid were purchased from Sigma-
Aldrich and used at 1 uM, 50 uM, and 500 nM, respectively. BAPTA
was purchased from Santa Cruz Biotechnology and used at 1 uM.

4.2 | Vectors, transfection, and infection

PLNCX2-mito-GCaMP2 (Wiel et al., 2014) and pLPCx-roGFP2-ORP1
(Le et al., 2015) retroviral vectors were previously described. The
lentiviral vector pLV-RXRA and the corresponding empty vector pLV
were purchased from Vectorbuilder. GeneJuice transfection reagent
was used according to the recommendations of the manufacturer
(Merck Millipore) to transfect GP-293 cells with VSVg and the
above-mentioned retroviral vectors and 293 T cells with gag-pol,
env, and the above-mentioned lentiviral vectors. Two days after
transfection, the viral supernatant was mixed with fresh medium and
8 pg/mL hexadimethrine bromide (Sigma-Aldrich) and used to infect
MRCS5 cells. One day later, infected cells were selected with 100 g/
ml neomycin (Life Technologies) or 500 ng/ml puromycin (Invivogen).

4.3 | siRNA transfection

For the siRNA screen and other knockdown experiments, an ON-
TARGETplus nontargeting control pool (siCtrl), ON-TARGETplus
siRNA SMARTpools targeting the genes of interest with four differ-
ent siRNAs and ON-TARGETplus individual siRNAs were used (Dhar-
macon, GE Healthcare). Sequences of siRNAs comprised in the pools
and of individual siRNAs are listed in Supporting Information Tables
S2 and S3, respectively. Cells were reverse transfected with siRNAs
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using Dharmafect 1 transfection reagent according to manufacturer’s
instructions (Dharmacon, GE Healthcare). siRNAs were used at
30 nM in the screen and at 15 nM in the following experiments.
When transfecting two different siRNAs (pools or individuals) in the
same well, each was transfected at 15 nM and siCtrl was used to
keep the final concentration of siRNAs at 30 nM. Similar knockdown
efficiencies were observed with these concentrations of siRNAs.
Except if stated otherwise, reverse transfection was performed in 6-
well plates.

4.4 | Screening and Nanostring analysis

For the screen, a library of 160 siRNA pools each targeting an epige-
netic regulator or a transcription factor was used. The full list of the
160 genes targeted by the library is displayed in Supporting Informa-
tion Table S1. The library was divided into four groups, and for each
of them, siRNA pools and a control nontargeting siRNA pool (30 nM
final concentration) were reverse transfected. Seventy thousand
IMR90 cells were seeded per well in 6-well plates for reverse trans-
fection. Total RNAs were extracted 4 days after siRNA transfection
using Upzol (Dutscher) and phenol-chloroform and were sent to the
Genomics Platform of Institut Curie (Paris, France). RNAs were ana-
lyzed with the BioAnalyzer using Nano LabChip to assess their integ-
rity (Bioanalyzer 2100 RNA 6000 Nano Kit from Agilent
Technologies) and with Nanodrop (Thermo) to assess their purity
and concentration. RNA abundance was then measured with Nanos-
tring technology (Nanostring Flex nCounter analysis system). All
RNA processed to analysis display a RIN > 7.6 and a ratio 260 nm/
280 mm >1.8. Raw counts were first normalized for platform source
of variations (Nanostring controls) and with three housekeeping
genes (PGK1, TBP, and TUBB2A) as recommended by Nanostring
technology, Inc. Nanostring probes are displayed in Supporting Infor-
mation Table S4. Relative expression of ITPR2 was calculated for
each siRNA pool according to its level in cells transfected with the
control nontargeting siRNA pool.

4.5 | Reverse transcription and real-time
quantitative PCR

The Maxima first-strand cDNA synthesis kit (Life Technologies) was
used to synthesize cDNA from total RNA, according to manufac-
turer's instructions. cDNAs obtained by this reverse transcription
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FIGURE 5 Cellular senescence induced by RXRA knockdown depends on ITPR2. MRCS5 cells were transfected with a control nontargeting
pool (siCtrl) or siRNA pools targeting RXRA or ITPR2 as indicated. (a—c) Four days after transfection, mRNA levels of RXRA and ITPR2 (a) and
CDKN1A (b) were checked by RT-qPCR. (c) Six days after transfection, RXRA, ITPR2, and p21 protein levels were analyzed by Western blot.
a-Tubulin was used as loading control. (d, €) mRNA levels of GDF15 (d) and Ki-67 (e) were also measured by RT-qPCR 4 days after
transfection. (f) Six days after transfection, cells were stained with crystal violet (upper panel) and counted (lower panel). (g) SA-p-galactosidase
assay was also performed 6 days after transfection. Representative pictures are shown (upper panel) as well as the percentage of SA-p-
galactosidase-positive cells counted in each condition (lower panel). All the experiments shown are representative of at least three biological
replicates. Statistical analysis was performed with Student’s t test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

(RT) were used as templates for quantitative PCR (qPCR). The gPCR
mixture also contained TagMan mix (Roche), 100 uM of a Universal
Probe Library probe (Roche), and 200 nM of primers (Sigma-Aldrich).
Primer sequences are listed in Supporting Information Table S5.
gPCRs were carried out on a FX96 Thermocycler (Bio-Rad). gPCRs
were as follows: 95°C 10 min, followed with 40 cycles of 95°C 10 s,
59°C 30 s. The reactions were performed at least in duplicate. The
relative amount of mRNA was calculated using the comparative Ct
(AACt) method, and data were normalized using two housekeeping
genes (PGK1 and HPRT1).

4.6 | Western blot

Cells were directly lysed in Laemmli buffer. Cell lysates were
resolved by SDS-PAGE electrophoresis and transferred to nitrocel-
lulose membranes (Bio-Rad). Membranes were then blocked with
TBST-Milk 5% for 1 hr and incubated with primary antibodies
overnight at 4°C. Primary antibodies and dilutions used are listed
in Supporting Information Table Sé. Horseradish peroxidase-conju-
gated donkey anti-rabbit and sheep anti-mouse antibodies (Inter-
chim) were used as secondary antibodies and incubated for 1 hr at
room temperature. Detection was performed using ECL kit (Amer-
sham).

4.7 | Chromatin immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was performed with the Milli-
pore ChIP Assay Kit (17-295). MRCS5 cells were crosslinked with 1%
formaldehyde for 10 min at 37°C. Chromatin was prepared accord-
ing to the Millipore protocol and sonicated to an average size of
300-500 bp using a Diagenode Bioruptor. Chromatin fragments
were immunoprecipitated at 4°C overnight with RXRA antibody or
normal rabbit 1gG used as negative control (see references of anti-
bodies in Supporting Information Table Sé), and immune complexes
were collected on Protein A agarose beads (ChlIP assay kit, Millipore).
Quantitative PCR was carried out using SYBR Green Supermix (Bio-
Rad). Primers amplifying ITPR2 regions showing RXRA binding in the
ENCODE ChiIP-seq database were used, as well as primers for posi-
tive and negative controls. ENCODE data and location of primers
that we used are presented in Supporting Information Figure S2. Pri-
mer sequences are indicated in Supporting Information Table S7.
The amount of immunoprecipitated target DNA is represented as a
percentage of input, which was calculated using a curve derived
from serial dilutions of input chromatin.
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4.8 | SA-p-Galactosidase assay and crystal violet
staining

For SA-p-galactosidase assay, cells were washed twice with PBS and
fixed for 5 min in 2% formaldehyde/0.2% glutaraldehyde. Cells were
then rinsed twice in PBS and incubated at 37°C overnight in SA-p-
Gal solution as previously described (Dimri et al., 1995). For crystal
violet staining, cells were washed with PBS, fixed for 15 min in 3.7%
formaldehyde, and then stained with 0.5% crystal violet solution.

4.9 | Calcium imaging

For Fluoforte and Rhod-2 calcium assays, 6 days after siRNA trans-
fection in glass-bottom dishes (Thermo Scientific), live cells were
treated either with 5 uM Fluoforte (ENZ-52014, Enzo Life Sciences)
or with 10 uM Rhod-2 (R-1245MP, Thermo Scientific) for 1 hr at
37°C in Hank’s balanced salt solution (HBSS) with calcium, magne-
sium, and no phenol red (14025050, Thermo Scientific). Cells were
then washed and incubated in HBSS with no calcium, no magnesium,
and no phenol red (14175053, Thermo Scientific) for calcium imag-
ing. Fluorescence was recorded every 1.5 s using Zeiss LSM 780
confocal microscope. Histamine (H7125-1G, Sigma-Aldrich) was
injected after 1 min of measurement at a final concentration of
100 nM. Average changes in fluorescence intensities in multiple
regions of interest (ROI) were calculated. Results are shown as (F1-
FO)FO, where FO is the mean of the intensities from 10 to 50 s.
Alternatively, cells stably expressing mitoGCaMP2, a genetically
encoded mitochondrially targeted calcium indicator, were transfected
with siRNA in glass-bottom dishes. Six days later, fluorescence (Ex
488 nm/Em 500-570 nm) was monitored in live cells using Zeiss
LSM 780 confocal microscope. Fluorescence intensity was quantified
using the ImageJ software.

4.10 | ROS detection

Six days after siRNA transfection in glass-bottom dishes (Thermo Sci-
entific), cells stably expressing roGFP2-ORP1 were washed and incu-
bated in HBSS with calcium, magnesium, and no phenol red
(14025050, Thermo Scientific) for ROS detection. Fluorescence (Ex
405 and 488 nm/Em 500-554 nm) was monitored in live cells using
Zeiss LSM 780 confocal microscope. The Image) software was used
to quantify fluorescence intensity, and the ratio between 405 nm
(oxidized state) and 488 nm (reduced state) was plotted, as previ-
ously described (Gutscher et al., 2009).
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FIGURE 6 RXRA overexpression delays replicative senescence. MRC5 cells were infected with a lentiviral vector encoding RXRA (RXRA) or
the corresponding empty vector as control (pLV). (a) RXRA mRNA level was checked by RT-qPCR. (b) RXRA, ITPR2, and p21 protein levels
were analyzed by Western blot. a-Tubulin was used as loading control. (c) Cells were counted at each passage, and cumulative population
doublings were calculated. At the time point indicated by the arrow, the following assays were performed. (d) Cells were stained with crystal
violet (left) and counted (right). (e) SA-p-galactosidase assay was performed. Representative pictures are shown (left) as well as the percentage
of SA-p-galactosidase-positive cells counted in each condition (right). (f) ITPR2 mRNA level was quantified by RT-qPCR. (g) MRCS5 cells stably
expressing the mitochondrial calcium indicator mitoGCaMP2 were infected with pLV or RXRA lentiviral vectors, and fluorescence was analyzed
by confocal microscopy. Representative pictures (left) and fluorescence quantification (right) are shown. (h) 53BP1 was stained by
immunofluorescence in MRCS5 cells infected with pLV or RXRA vectors. Representative pictures are shown (left) as well as quantification of
nuclei with more than five 53BP1 foci (right). (i) CDKN1A mRNA level was quantified by RT-qPCR. All the experiments shown are
representative of at least two biological replicates. Statistical analysis was performed with Student’s t test (**p < 0.01, ***p < 0.001).
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411 | Immunofluorescence staining

Six days after siRNA transfection in eight-chamber tissue culture
glass slides (Falcon, Coming), cells were fixed in ice-cold methanol
for 10 min at —20°C and blocked in PBS-Tween 0.05% containing
20% FBS (PBST-FBS). Incubation with primary antibodies in PBST-
FBS was performed overnight at 4°C. Primary antibodies and dilu-
tions used are listed in Supporting Information Table Sé6. After three
washes with PBS, the slides were incubated with Alexa Fluor 488
dye-conjugated goat anti-rabbit antibody or chicken anti-mouse anti-
body diluted in PBST-FBS for 1 hr at room temperature. The slides
were then mounted with DAPI Fluoromount G (SouthernBiotech)
after three PBS washes. Images were acquired with a Nikon fluores-
cence microscope, and data were collected and analyzed with NIS
software (Nikon). For 53BP1 foci, their number per nucleus was
determined using the Focinator tool (Oeck, Malewicz, Hurst, Rudner,
& Jendrossek, 2015). More than 200 nuclei were analyzed for each
condition.

412 | Statistical analysis

Graphs are presented with SD as errors bars, and Student’s t test
was used to determine the p-value. *p <0.05; **p <0.01;

***p < 0.001.
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