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1975 et 2015 en France. Le nombre de cas annuels déclarés et le nombre de
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(Bray et al., 2018).
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INTRODUCTION

I. Le cancer du sein

I. 1. Epidémiologie & Facteurs de risque
I 1. 1. Epidémiologie

Le cancer du sein est le second cancer le plus fréquent au monde tous genres confondus,
et le plus fréquent chez les femmes, représentant 16% de I’ensemble des cancers féminins
(Word Cancer Research Fund, WCRF). Il correspond a I’'une des causes principales de mortalité
au monde, avec environ 12 000 déces en France en 2018 (Bray ef al., 2018). Pour autant, cette
mortalité a légérement diminué depuis 1975, alors que son incidence a fortement augmenté
(Figure 1). L’incidence augmente proportionnellement avec 1’age de la patiente, avec moins
de 10% des cas se révélant avant 40 ans, et un age médian lors du diagnostic d’environ 61 ans.
L’augmentation du nombre de cas annuels s’explique par 1’amélioration des techniques de
dépistage, et notamment grace au programme de dépistage proposé en France a toutes les
femmes de 50 a 74 ans. Ce test permet, dans certains cas, la découverte de tumeurs mammaires
a des stades précoces, qui sont généralement de bon pronostic. Cette prise en charge précoce,
ainsi que I’amélioration des traitements employés, permettent d’expliquer la diminution de la
mortalité du cancer du sein. En termes de chiffre, le taux de survie a 5 ans était de 80% pour
les femmes diagnostiquées entre 1989 et 1993, et ce taux est passé a 85% pour les femmes
diagnostiquées entre 2005 et 2010 (INCa). Le taux de mortalité est en baisse d’environ 1,5%
par an depuis 2005. La encore, il existe une corrélation entre la mortalité et I’age des patientes :
en effet, le taux de mortalité pour des femmes de moins de 40 ans n’est que de 7%, alors qu’il
est de 97% pour des femmes de 74 a 79 ans. L’age médian au moment du déces est de 73 ans,

alors que I’espérance de vie féminine est d’environ 85 ans.
L 1. 2. Facteurs de risque

Les facteurs de risque sont soit d’origines externes (liés a I’environnement et aux

modes/conditions de vie) soit internes (constitutifs des individus).
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Parmi les facteurs de risque interne, le genre reste le plus important. En effet, le cancer
du sein est presque uniquement féminin, puisque seulement 1% des cancers du sein sont
diagnostiqués chez les hommes, qui présentent généralement une instabilité hormonale et une
prédisposition génétique (Giordano, 2018). Apres le genre, 1’age est le facteur de risque le plus
important, avec une corrélation positive entre I’age et le risque de développer un cancer du sein.

De plus, une prédisposition génétique peut également représenter un risque de
développer un cancer du sein. Ces cancers nommeés « héréditaires » sont dus a 40% a des
mutations des genes BRCAI (Breast Cancer Associated) et BRCA2. Une étude a montré que
55% a 65% des femmes présentant une mutation BRCAI et 45% des femmes présentant une
mutation BRCA2 déclareront un cancer du sein avant 70 ans (Kotsopoulos, 2018). Pour autant,
les femmes avec un historique familial de cancer du sein négatif pour les mutations BRCAI et
BRCA2 sont 11 fois plus susceptibles de développer un cancer du sein (Momenimovahed and
Salehiniya, 2019).

Enfin, des facteurs externes peuvent également intervenir, tels que 1’obésité, la

consommation de tabac et d’alcool, le diabete, 1’utilisation de moyens de contraception.
I. 2. Carcinogenése mammaire

L’apparition et le développement d’un cancer du sein repose sur le modele initiation-

promotion-progression.
L 2. 1. Initiation

L’initiation correspond a I’apparition de mutations au sein d’une cellule normale. Il
existe deux cas de figure : soit les mutations sont déja présentes au sein du génome et ont été

héritées d’un ou des deux parents, soit elles apparaissent de maniere sporadique.

L 2.1. 1. Mutations génétiques et initiation de la tumorigenése

mammaire

Les mutations héréditaires sont retrouvées dans 10% des cancers du sein. Pour que ces
mutations soient transmissibles a la génération suivante, il faut qu’elles affectent la lignée
germinale. Comme cité précédemment, les mutations BRCAI et BRCA2 correspondent au
facteur de risque le plus important. Ces geénes suppresseurs de tumeurs codent pour des

protéines impliquées dans la réparation des cassures doubles brins de ’ADN. Lorsqu’une
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patiente présente un historique familial de cancer du sein, le statut mutationnel des genes
BRCAI et BRCA? est systématiquement établi.

Dans une moindre mesure, les tumeurs mammaires arborent, en plus des mutations
BRCAI/2, des mutations au niveau des genes codant les protéines PTEN (Phosphatase and
TEnsiN homolog), TP53 (Tumor Protein 53), CDH1 (Cadherin 1) et STK11 (Serine/Threonin
Kinase 11). D’autres mutations, beaucoup plus rares, notamment des génes codant CHK2
(Checkpoint Kinase 2) et ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), interviennent également dans
I’initiation de la carcinogeneése mammaire. L’ensemble de ces mutations héréditaires représente
un risque accru de développer un cancer du sein, mais ne signifie pas pour autant que les

individus vont obligatoirement déclarer la maladie.

Des mutations somatiques, c’est-a-dire des mutations n’affectant pas la lignée
germinale, peuvent également conduire a une carcinogeneése mammaire. Ces mutations vont
induire soit une surexpression d’oncogenes (HRAS pour Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogen
Homolog et c-MYC pour cellular-Myelocytomatosis par exemple (Hall ef al., 1989)), soit une
inhibition de 1’expression de genes suppresseurs de tumeurs (7P53 et BRCAI par exemple

(Oliveira et al., 2005)).

L’ensemble de ces mutations ont des causes endogenes, notamment des erreurs lors de
la correction sur épreuve par les ADN polymérases au cours de la réplication (Venitt, 1996),
ainsi que des causes exogeénes causées par 1’action de molécules dites « carcinogenes » (Figure
2). 1l existe deux sous-catégories de carcinogenes : les génotoxiques et les non-génotoxiques.
Les agents génotoxiques sont définis comme des molécules capables d’induire directement des
altérations du génome, alors que les agents non-génotoxiques exercent leur effet pro-
néoplasique via des mécanismes secondaires ne faisant pas intervenir des dommages directs de
I’ADN.

Les agents génotoxiques sont classés selon leur probabilité¢ a former des tumeurs (du
groupe 1 « cancérogéne » au groupe 4 « probablement non cancérogene »). L’amiante, les
rayonnements solaires, les ultraviolets, certains virus (virus de I’Epstein-Barr, de ’hépatite B
et C, du papillome humain...) et le goudron sont des exemples de cancérogenes génotoxiques
du groupe 1.

Les hormones sexuelles font parties des agents non génotoxiques. Une exposition

excessive aux cestrogenes est ainsi associée a un risque plus élevé de développer un cancer du
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sein. En effet, le métabolisme des cestrogenes induit la formation d’adduits dépurinés qui seront
excisés du génome, pour former des sites apuriniques responsables d’une instabilité génomique
(Wen et al., 2017).

Ces agents cancérogeénes peuvent également ne pas étre environnementaux, mais étre
synthétisés directement par 1’organisme. L’environnement stromal cellulaire semble avoir une
influence sur la formation de carcinomes mammaires (Mao et al., 2013). En effet, un lien entre
les facteurs de croissance sécrétés par les fibroblastes et 1’initiation de la carcinogenése
mammaire a été établi. Parmi ces facteurs, le TGFf (Transforming Growth Factor Beta) semble
étre important. Dans ce sens, des fibroblastes mammaires surexprimant la protéine TGFf co-
transplantés avec des cellules épithéliales mammaires humaines saines sur des souris nudes sont
capables d’induire la formation de carcinomes ductaux in situ, alors que la transplantation de
fibroblastes sauvages n’induisait pas de carcinogenese (Kuperwasser et al, 2004).
L’environnement acellulaire des cellules épithéliales mammaires peut également étre impliqué
dans le développement tumoral. En effet, une perturbation de I’interaction des protéines de la
matrice extracellulaire avec leur récepteur membranaire est décrite comme inducteur de la
formation de tumeurs. Par exemple, la perte de fonction des intégrines 31 et B4 (qui sont des
récepteurs membranaires impliqués dans 1’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire et
I’induction de voies de signalisation) dans des souris transgéniques induit une inhibition de
I’initiation et de la progression de la tumorigenése (Guo et al., 2006). Cette inhibition peut
s’expliquer par une perturbation des voies de signalisations médiées par les intégrines. L un des
effecteurs majoritaire de ces voies de signalisation correspond a la protéine FAK (Focal
Adhesion Kinase), qui est impliquée dans la survie et la prolifération cellulaire notamment (Luo

and Guan, 2010).

L 2.1. 2. Modifications épigénétiques et initiation de la tumorigenése

mammaire

Les mutations génétiques ne sont pas les seules altérations responsables de 1’initiation
de la carcinogenése mammaire. De plus en plus de preuves tendent a montrer 1I’implication
d’altérations épigénétiques. L’épigénétique est un terme regroupant toutes les modifications de
I’expression génique sans altération de la séquence d’ADN, et qui peuvent étre transmissibles
au cours des divisions cellulaires. Ces altérations épigénétiques comprennent notamment la
méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et les ARNs non

codants tels que les microARN (miRNA) et les longs ARNs non codants (IncRNA).
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La carcinogenése mammaire s’accompagne d une hypométhylation globale du génome,
conduisant a une instabilité génomique par la réactivation d’éléments répétés notamment. Par
exemple, la perte de la méthylation des séquences satellites Sat2 (juxtacentrometric satellite 2)
et Sata (centrometric satellite o) est associée au développement précoce de certains cancers du
sein (Costa et al., 2006; Jackson et al., 2004). Malgré I’hypométhylation globale, les cellules
cancéreuses sont caractérisées par une hyperméthylation de promoteurs de geénes spécifiques,
en particulier de génes suppresseurs de tumeurs, qui sont déméthylés dans les tissus sains. Dans
le cas du cancer du sein, une hyperméthylation associée a une répression transcriptionnelle a
¢été détectée au niveau de promoteurs de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire
(RASSF 1A pour Ras Association Domain Family Member 1, CDK2NA pour Cyclin Dependant
Kinase Inhibitor 2A et CDK2NB), dans la réparation des 1ésions de I’ADN (BRCAI et MGMT
pour MethylGuanine MethylTransFerase), dans 1’apoptose (HOXAS5 pour HomeOboX AS),
dans la migration et I’invasion cellulaire (TWIST pour Twist Related Protein 1, CDHI et TIMP3
pour TIMP MetalloProtease Inhibitor 3) et dans la signalisation hormonale (ESRI pour
Estrogen Receptor 1 et PGR pour Progesteron Receptor) (Huang ef al., 2011).

Les modifications post-traductionnelles des queues d’histones incluent des
phosphorylations, des ubiquitinations, des SUMOylations, des acétylations et des méthylations.
Ces modifications vont impacter la conformation de la chromatine, alternant entre sa forme
condensée (ou hétérochromatine) et sa forme décompactée (ou euchromatine), qui
respectivement limite et favorise 1’accés des facteurs de transcription a leurs éléments de
réponse. Deés lors, les altérations post-traductionnelles des histones, en impactant la
conformation de la chromatine, vont dicter I’expression génique. Ces marques sont apposées
par des enzymes de type HAT (Histones AcetylTransferases), HDAC (Histone DesACetylase),
HMT (Histone MethylTransFerase) et HDMT (Histone DeMeThylase). Des variations du
niveau d’expression de ces enzymes vont donc étre a I’origine des différences de modifications
des histones observées entres les cellules saines et les cellules tumorales. Par exemple, des
mutations des génes codant des enzymes de la famille HAT ont été observées dans différents
cancers, dont celui du sein (Iyer et al., 2004). Plus précisément, il a ét¢ montré que I’expression
de I’histone AcetylTransférase hMOF est inhibée dans une lignée primaire de cellules
cancéreuses mammaires, aboutissant a une perte de 1’acétylation de H4K16 (Pfister et al.,

2008).
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Figure 2. Schéma représentatif de la carcinogenése mammaire selon le modéle
initiation-promotion-progression. La 1°¢ étape de la carcinogenése correspond a
l’apparition de mutations génétiques et/ou épigénétiques au sein d’'une cellule
normale (initiation). Ces mutations sont soit héritées d’1 ou des 2 parent(s), soit
acquises sous [’action de molécules carcinogénes de types génotoxiques
(induisant directement des lésions de I’ADN) ou non-génotoxiques (dont les effets
passent par des mécanismes secondaires n’impliquant pas de dommages a
I’ADN). La 2"% étape du développement d’une tumeur est appelée promotion. Au
cours de cette étape, la cellule présentant des altérations geénétiques et/ou
épigenétiques, et dite « initiée », va se diviser de maniere incontrélée pour
former une tumeur in situ, c’est-a-dire bien localisée et ne franchissant pas la
membrane basale de [’épithélium. Cette étape se fait généralement de maniere
spontanée, mais peut étre accélérée par des molécules appelées « promoteurs ».
Enfin, la derniere étape de la carcinogenese mammaire correspond a la
progression métastatique. Une des premieres étapes correspond a [’acquisition
d’un pouvoir invasif, notamment au travers de la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Les cellules invasives vont pouvoir ensuite rejoindre la
circulation sanguine par intravasation, et envahir leurs tissus cibles, comme les

poumons, le foie, le cerveau et les os dans le cas des tumeurs mammaires.
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Les microRNAs (ou miRNA) correspondent a de courtes séquences (généralement entre
20 et 22 nucléotides) d’ARN simple brin. Ils sont capables de réguler I’expression des genes au
niveau traductionnel. En effet, leur séquence est complémentaire de I’ARNm qu’ils ciblent, et
I’interaction entre les deux entraine soit une répression traductionnelle soit une dégradation de
I’ARNm. Deux familles de miRNA semblent étre importantes pour [’initiation de la
carcinogeneése mammaire : la famille de miR-200 et de let-7. Shimono ef al. ont montré que
I’expression de miR-200c est diminuée dans des cellules tumorales mammaires par rapport aux
cellules saines, conduisant a une stabilisation du taux protéique de BMI-1, connu pour stimuler
la prolifération cellulaire et inhiber I’apoptose (Shimono ef al., 2009). De la méme manicere,
une diminution de I’expression de let-7a est observée dans des cellules dérivant de tumeurs
mammaires. (Yu et al., 2007). La réexpression de ce miRNA par infection des cellules

tumorales limite leur capacité a former des mammospheres et réduit leur capacité proliférative.
L 2. 2. Promotion et progression

La promotion correspond a 1’étape au cours de laquelle la cellule dite initiée, c’est-a-
dire présentant des altérations génétiques et épigénétiques la rendant cancéreuse, va se diviser
de maniere anarchique (Figure 2). Ces divisions anarchiques vont conduire a 1’émergence de
nouvelles instabilités génétiques qui seront transmissibles a toutes les cellules filles. Cette
multiplication cellulaire reste assez lente, mais peut étre accélérée par I’intervention de
« promoteurs » qui correspondent généralement a des facteurs de croissance et a des hormones.
Lors du développement du cancer du sein, les cestrogenes jouent un role central. En effet, dans
les tumeurs qui expriment le récepteur aux cestrogeénes (ERa), la fixation des cestrogenes sur
ERa va induire une translocation nucléaire du complexe, et une régulation de I’expression des
genes cibles. La voie de signalisation des cestrogeénes est connue pour induire une prolifération
via la régulation d’IGF-1, un agent mitotique (Christopoulos et al., 2015). En plus des
cestrogenes, le récepteur HER2 (Human Epidermal Receptor 2) de la famille des récepteurs a
I’EGF (Epidermal Growth Factor), active les voies de signalisation MAPK et PI3K favorisant
la survie et la prolifération cellulaire (Ruiz-Saenz et al., 2018). Quant aux facteurs de
croissance, la voie Wnt est trés souvent active de maniére constitutive dans les cancers du sein,
via une stabilisation de I’effecteur de la voie, la protéine B-caténine (Shang et al., 2017).

D’autres voies de signalisation sont impliquées dans la promotion du cancer du sein, méme si
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Figure 3. Schéma représentatif de la transition épithélio-mésenchymateuse. Au
cours de ce processus, les cellules tumorales vont acquérir des propriétés
biologiques et mécaniques les rendant migratrices et invasives. Les cellules
épithéliales vont perdre leurs jonctions intercellulaires (jonctions serrées), ainsi
que les jonctions les liant a la membrane basale (jonctions adhérentes). Les
cellules vont également perdre leur polarité apico-basale, et leur cytosquelette
sera profondement modifié pour leur conférer un phénotype mésenchymateux.
L’expression des MMP (métalloprotéases matricielles), a [’origine de la
dégradation de la membrane basale, rend les cellules invasives.
Moléculairement, la TEM se caractérise par la perte de marqueurs épithéliaux

aux profit de marqueurs mesenchymateux.
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leur réle reste moins important que celui de la voie Wnt/B-caténine. Les voies Notch, Sonic

Hedgehog et PI3K/AKT/mTOR en sont des exemples (Nwabo Kamdje et al., 2014).

Enfin, la dernicre étape de la carcinogenese correspond a la progression métastatique
(Figure 2). Au cours de cette étape, les cellules formant la tumeur vont acquérir des propriétés
biologiques et mécaniques les rendant migratrices et invasives. Lorsque la tumeur s’est formée
a partir d’un épithélium (adénocarcinome), les cellules cancéreuses doivent subir la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) permettant 1’acquisition d’un phénotype mésenchymateux
a partir d’un phénotype épithélial. D’un point de vue phénotypique, les cellules épithéliales
subissant la TEM perdent leur jonction intercellulaire, leur polarité apico-basale et leur
cytosquelette est profondément changé (Figure 3). Au niveau moléculaire, cette transition se
caractérise notamment par la perte de ’expression de la E-cadhérine (spécifique des cellules
¢pithéliales) au profit de la N-cadhérine (spécifique des cellules mésenchymateuses), via
I’intervention de facteurs de transcription induisant la TEM : SNAIL, TWIST, ZEB1/2,
FOXCI1, TCF3...(Fedele et al, 2017). La TEM est souvent définie comme une
dédifférenciation, puisque les cellules la subissant acquiérent des propriétés de cellules souches
caractérisées par I’expression du marqueur CD44 et I’absence d’expression du marqueur CD24
(CD44+/CD24-). Ces caractéristiques de cellules souches contribuent grandement a la
chimiorésistance et au mauvais pronostic des tumeurs mammaires métastatiques (Tajima and
Koda, 2015). En effet, alors que les carcinomes non infiltrants répondent généralement bien a
la chimiothérapie, les tumeurs mammaires devenues métastatiques sont associées a un tres
mauvais pronostic du fait de leur insensibilité a la chimiothérapie (Hennessy et al., 2006).

La transition ¢épithélio-mésenchymateuse correspond a une étape précoce dans
I’acquisition de capacités invasives des cellules tumorales. Une autre étape correspond a
I’expression d’enzymes capables de digérer la matrice extracellulaire, notamment les
métalloprotéases matricielles (MMP). Les cellules tumorales devenues invasives doivent
ensuite pénétrer dans la circulation sanguine par un mécanisme appelé intravasation, pour
rejoindre leur(s) organe(s) cible(s) ou elles pourront former des tumeurs secondaires, ou
métastases. Par exemple, les tumeurs mammaires tendent a coloniser préférentiellement les

poumons, le foie, les os et le cerveau (Redig and Mcallister, 2013).
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Figure 4. Représentation schématique de la classification histologique des
tumeurs mammaires. 20% des tumeurs mammaires correspondent a des
carcinomes in situ, c¢’est-a-dire des tumeurs confinées soit au niveau des canaux
lactiferes (carcinome in situ canalaire, représentant 90% des cancers in situ) soit
au niveau des lobules mammaires (carcinome in situ lobulaire, représentant 10%
des cancers in situ). Ces tumeurs, associées a un bon pronostic et une faible
agressivite, peuvent néanmoins dégenérer en cancers infiltrants (80% des
tumeurs mammaires) qui se caractérisent par une colonisation des tissus
environnants par les cellules cancéreuses et une dégradation de la lame basale.

Ces tumeurs sont fortement invasives, leur conférant un mauvais pronostic.
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I. 3. Classifications

La classification des différents sous-types de cancer du sein est essentielle puisqu’elle

va guider le diagnostic, le pronostic et le(s) traitement(s) employé(s).
1. 3. 1. Classification basée sur des criteres phénotypiques

Cette classification repose sur la localisation de la tumeur au sein de la glande
mammaire. On distingue les cancers in situ et infiltrants (Figure 4). Dans le cas des carcinomes
mammaires in situ, la tumeur est confinée au sein des canaux (carcinomes canalaires in situ,
représentant 90% des tumeurs in situ) ou des lobules (carcinomes lobulaires in situ, représentant
10% des tumeurs in sifu). La tumeur ne franchit pas la membrane basale, et n’envahit pas les
tissus environnants. Cette catégorie, qui représente 20% des tumeurs mammaires, correspond
souvent a des formes précoces de cancer du sein associée a un bon pronostic. Néanmoins, sans
traitement, ce cancer peut évoluer vers un cancer infiltrant, représentant 80% des tumeurs
mammaires, et qui se caractérise par une prolifération tumorale dépassant la membrane basale,
et envahissant le tissu conjonctif. Si ces cellules tumorales atteignent la circulation générale par
les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, elles peuvent étre a 1’origine de la formation de

métastases.

Le grade SBR (Scarff-Bloom-Richardson) se focalise plus sur I’aspect (architecture de
la tumeur, forme et taille des noyaux, et activité mitotique) des cellules tumorales, en
comparaison de I’aspect des cellules saines environnantes (Rakha et al., 2010). Comme cité
précédemment, au cours de la carcinogenése, les cellules tumorales ont tendance a acquérir des
caractéristiques de cellules souches en se dédifférenciant. Ainsi, au sein de cette classification,
le grade I (associé au meilleur pronostic) correspond a des tumeurs bien différenciées, contenant
beaucoup de structures bien formées, des noyaux petits et uniformes, et dont les cellules se
divisent lentement, alors que le grade III (associé au moins bon pronostic) correspond a des
tumeurs dédifférenciées, avec peu ou aucune structure(s) bien formée(s), des noyaux de taille

importante et de forme variable, et dont les cellules se divisent rapidement.

La classification TNM (Tumor, Node and Metastasis) se base sur la taille de la tumeur
(T), sur I’envahissement des ganglions lymphatiques (N) et sur le développement de métastases

(M) (Sobin and Gospodarowicz, 1987). Le stade 0 correspond a des carcinomes in situ, les
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Figure 5. Représentation schématique de la classification moléculaire des
tumeurs mammaires. Cette classification repose sur [’analyse du niveau
d’expression de 3 marqueurs moléculaires : le récepteur aux cestrogenes (ERa,),
le récepteur a la progestérone (PR) et le récepteur HER2 de la famille des
recepteurs a I'’EGF. La fréquence des différents sous-types moléculaires est
présentée, ainsi que le pronostic et le(s) traitement(s) employé(s) pour chaque

sous-type. (TNBC = Triple negative breast cancer).
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stades 1 a 3 a des tumeurs se limitant au tissu mammaire ou ayant envahi les ganglions

lymphatiques environnants, et le stade 4 a un cancer métastatique.
1 3. 2. Basée sur des criteres moléculaires

L’évolution des techniques de biologie cellulaire et moléculaire a permis 1’émergence
d’une classification se basant sur I’expression différentielle de marqueurs moléculaires au
niveau des tumeurs mammaires. Historiquement, les trois premiers marqueurs moléculaires a
avoir été utilisés correspondent au récepteur aux cestrogenes (ERa), au récepteur a la
progestérone (PR) et au récepteur HER2 de la famille des récepteurs a I’EGF (Perou ef al,
2000). L’analyse de 1’expression de ces trois marqueurs suffit a caractériser 4 sous-types de
cancers du sein (Figure 5).

Les tumeurs Luminal A, qui représentent entre 30 et 70% des cancers du sein, expriment
ERa et possedent le meilleur pronostic et le plus faible taux de récidive (Gao and Swain, 2018).
Les tumeurs Luminal B (représentant de 10 a 20% des cancers du sein) se différencient des
tumeurs Luminal A par I’expression d’HER2, les rendant plus prolifératives. L.’expression des
récepteurs hormonaux dans les tumeurs Luminal A et B permet le recours a I’hormonothérapie
(Figure 5).

Les cancers HER2+ expriment uniquement le récepteur HER2, et correspondent a 5-
15% des cancers du sein. L’expression d’HER?2 dans les tumeurs Luminal B et HER-2 enriched
permet I’utilisation de molécules de thérapie ciblée (Figure 5).

L’absence d’expression des trois marqueurs moléculaires est caractéristique des
tumeurs mammaires triples-négatives, ou TNBC pour Triple Negative Breast Cancer,
correspondant a 15-20% des tumeurs mammaires. Ces tumeurs arborent souvent des mutations
BRCA au niveau de la lignée germinale, les rendant héréditaires (Dent ef al., 2007). Les TNBC
regroupent les tumeurs Basal-Like et les tumeurs Claudin-Low. Le premier sous-groupe est
caractérisé par I’expression de genes généralement exprimés dans les cellules myoépithéliales
de la glande mammaire saine. Il est a noter que seules 25% des tumeurs Basal-Like sont triples
négatives, le reste étant généralement HER2+. Les tumeurs Basal-Like sont généralement
identifiées par I’expression des cytokératines 5 et 6 et du récepteur au facteur de croissance
¢épithélial (EGFR). Les tumeurs Claudin-Low, comme leur nom le précise, sont caractérisées
par une faible expression des claudines 3, 4 et 7, impliquées dans les jonctions intercellulaires

des cellules épithéliales. Ces tumeurs sont considérées comme les moins différenciées de toutes
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les tumeurs mammaires, car elles présentent des caractéristiques de cellules souches

mammaires (CD44+ CD24-) (Hennessy et al., 2009).

I. 4. Traitements

Le choix du traitement employé dépendra enticrement du type de cancer du sein.
L’ensemble des classifications citées précédemment permet donc non seulement

I’établissement du diagnostic, mais également le choix du type de traitement employé.
L 4. 1. Chirurgie

La chirurgie, nommée mastectomie, est généralement le premier traitement envisagé
lors de la découverte d’un cancer du sein. Dans le cas de tumeurs mammaires in situ, il s’ agit
méme du traitement le plus efficace. Dans le cas de tumeurs infiltrantes, la chirurgie sera
systématiquement combinée a d’autres traitements. Selon le type de tumeurs, la chirurgie peut
étre soit partielle (seul le tissu tumoral est retiré, ce geste prenant le nom de tumorectomie et
correspondant a la chirurgie la plus conservatrice) soit totale (les glandes mammaires, le
mamelon et la peau sont retirés, procédure appelée mastectomie et représentant 1’acte
chirurgical le moins conservateur). La chirurgie est toujours complétée de I’exérése d’un ou
plusieurs ganglion(s) situé(s) au niveau des aisselles et pouvant abriter des cellules cancéreuses.
Pour les petites tumeurs, seul le premier ganglion de la chaine lymphatique (appelé ganglion
sentinelle) peut étre retiré. Si le ganglion sentinelle est dépourvu de cellules cancéreuses, il n’est
pas nécessaire de retirer toute la chaine ganglionnaire. Au contraire, la présence de cellules
tumorales dans le ganglion sentinelle va non seulement nécessiter une seconde opération pour

I’exérése de la chaine, mais obligera également d’adapter le protocole de traitement.
1 4. 2. Radiothérapie

Ce type de traitement repose sur I’utilisation de rayonnements ionisants pour cibler les
tissus tumoraux, tout en préservant au maximum l’intégrité des tissus sains environnants. Les
rayons de radiothérapie vont induire des dommages a I’ADN soit directement (cas mineur), soit
indirectement (cas majeur) par la formation de radicaux libres apres radiolyse de 1’eau (Baskar
et al., 2014). Ces dommages a I’ADN, correspondant a des cassures simples et doubles brins,
vont induire une inhibition de la prolifération cellulaire et/ou une entrée en apoptose. Afin de
limiter les atteintes au niveau des tissus sains environnants, et donc dans le but de limiter les

effets secondaires, des techniques plus récentes, comme la radiothérapie conformationnelle par
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modulation d’intensit¢ (RCMI) permettent de moduler le débit de dose délivrée au cours de la
séance pour ne cibler que la tumeur (Institut de Radioprotection et de Stireté Nucléaire, IRSN).

La radiothérapie est tres largement employée aprés chirurgie pour réduire le risque de
récidive (traitement adjuvant). Aprés une chirurgie conservatrice (tumorectomie), une
radiothérapie externe de la glande mammaire est systématiquement réalisée. Néanmoins, la
radiothérapie est également employée de maniére moins fréquente avant chirurgie (traitement
néo-adjuvant) pour diminuer le volume tumoral et faciliter ainsi I’exérése. La radiothérapie peut
¢galement étre employée pour traiter directement la tumeur si une opération n’est pas

envisageable ou pour irradier les ganglions si ceux-ci abritent des cellules tumorales.

Deux formes de radiothérapie existent : la radiothérapie externe qui utilise une source
externe de rayonnements, et la curiethérapie qui utilise une source radioactive placée a
I’intérieur du corps directement au contact de la zone a traiter, cette technique étant peu utilisée
dans le cas du cancer du sein (INCa). Une nouvelle technique de radiothérapie encore en phase
d’essai clinique consiste a délivrer une dose de rayons directement sur la tumeur au cours de la
chirurgie. En théorie, cette technique permet d’éviter 5 a 6 semaines de radiothérapie apres

chirurgie, ce qui améliorerait grandement la qualité de vie des patientes (Dutta et al., 2017).
1. 4. 3. Chimiothérapie

Contrairement a la chirurgie et a la radiothérapie qui sont des traitements locaux, la
chimiothérapie utilise des molécules qui vont diffuser dans I’ensemble de 1’organisme. La
chimiothérapie peut étre utilisée soit avant la chirurgie dans le but de réduire le volume tumoral
et de permettre une opération moins intrusive (chimiothérapie néo-adjuvante), soit apres la
chirurgie (chimiothérapie adjuvante). Dans ce cas, le but du traitement est de détruire les
cellules cancéreuses qui auraient potentiellement envahit les tissus environnant la tumeur, et
qui n’ont donc pas pu étre excisées au cours de I’opération chirurgicale.

Les molécules employées en chimiothérapie vont généralement induire un arrét de la
prolifération et/ou une entrée en apoptose. Ces effets n’épargnent donc pas les cellules saines
en division, et sont responsables des lourds effets secondaires rencontrés au cours de ce type de
traitement. Il existe 4 grandes familles de molécules de chimiothérapie : les agents alkylants,

les inhibiteurs de topoisomérases, les poisons du fuseau mitotique et les antimétabolites.
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Figure 6. Représentation schématique du mode d’action des agents alkylants.
Les agents alkylants peuvent étre classés en agents mono-et-bialkylants. Les
agents monoalkylants vont induire [’ajout d’un groupement alkyl sur une seule
guanine. Cette base modifiée sera reconnue par les mécanismes de réparation
BER (Base Excision Repair). Au cours de la réparation, des sites abasiques vont
apparaitre, a l’origine d 'une fragmentation de I’ADN. Les agents bialkylants vont
induire I’ajout d’un groupement alkyl sur 2 guanines soit du méme brin, soit de
deux brins distincts. Dans le premier cas, des ponts intrabrins vont apparaitre, ce
qui génera le déplacement de I’ADN polymérase au cours de la réplication. Les
ponts interbrins vont quant a eux empécher la séparation des deux brins au cours
de la réplication. L’ensemble des mécanismes des agents mono-et-bialkylants
conduit a une inhibition de la prolifération et/ou [l’induction de [’apoptose.

D’apres (Germanas et Pendya, 2002).
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Les agents alkylants ont une action directe sur I’ADN par I’ajout d’un ou de deux
groupement(s) alkyl(s) au niveau de I’azote 7 des guanines, respectivement pour les agents
mono-et-bifonctionnels (Ralhan and Kaur, 2007). Dans le cas des agents monoalkylants, les
guanines alkylés sont reconnues par les systémes de réparation de type BER (Base Excision
Repair), dont I’activité va induire I’apparition de sites abasiques a I’origine d’une fragmentation
de I’ADN (Germanas and Pandya, 2002) (Figure 6). Cet effet aboutit a une inhibition de la
prolifération cellulaire et/ou I’induction de I’apoptose. Les agents bialkylants peuvent se lier
entre deux guanines appartenant a deux brins d’ADN distincts, ou au méme brin. Le premier
cas va conduire a la formation de ponts interbrins, a 1’origine d’une rigidification de I’ADN :
les deux brins ne pourront des lors pas se séparer au cours de la réplication et de la transcription
(Ralhan and Kaur, 2007) (Figure 6). La liaison covalente entre deux guanines d’un méme brin
va conduire a des ponts intrabrins, n’empéchant pas la séparation des brins, mais plutét le
déplacement de I’ADN polymérase au cours de la réplication (Germanas and Pandya, 2002)
(Figure 6). Les ponts intra-et-interbrins vont tous deux induire un arrét de la prolifération et/ou
I’induction de 1’apoptose. Le cyclophosphamide, le cisplatine et le carboplatine font partis des

agents alkylants.

Les inhibiteurs de topoisomérases ciblent également I’ADN. Il existe 2 types de
topoisomérases : le type I et le type II. Les enzymes de type I sont capables de modifier
I’enroulement de I’ADN en hydrolysant un brin et en le reconstituant apres avoir fait le tour de
I’autre brin. Dé¢s lors, les inhibiteurs de topoisomérases de type I vont inhiber la ligature des
deux extrémités de ’ADN d’un méme brin et donc générer des cassures simples brins,
conduisant a un arrét du cycle cellulaire (Hevener et al., 2018). Il existe actuellement deux
molécules de ce type : I’irinotecan et le topotecan.

Les topoisomérases de type II sont responsables de la cassure double brin de I’ADN
nécessaire a la décompaction de ’ADN au cours de la transcription. Les inhibiteurs de type II
vont s’intercaler entre les deux brins de ’ADN, bloquant ainsi 1’action des topoisomérases II.
Les Anthracyclines (comme la Doxorubicine, voir Paragraphe 1. 4. 3. 1.) I’ Actinomycine D et

la Bléomycine font parties de cette famille d’agents anticancéreux.

Les poisons du fuseau inhibent la ségrégation des chromosomes au cours de la mitose
en empéchant la formation du fuseau mitotique. D¢s lors, les cellules restent bloquer en phase

M et ne peuvent pas se diviser (Jiang et al., 2006). Il existe 2 grandes familles de poisons du
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Figure 7. Représentation schématique du mode d’action de la Doxorubicine.
La Doxorubicine est métabolisée par le foie en Doxorubicinol via les enzymes
aldo-kétoréductases. Son entrée dans la cellule se fait par diffusion passive, et la
molécule s’accumule préférentiellement dans le noyau (98% de la concentration
totale). La fraction cytoplasmique (2% de la concentration totale) va
principalement induire la formation de radicaux libres (ROS) via la réaction de
Fenton. Ces ROS peuvent étre | ’origine de dommages a I’ADN. Dans le noyau, la
Doxorubicine est capable d’inhiber [’action des topoisomérases de type II par
interaction, conduisant a une inhibition de la transcription. Son interaction entre
les paires de bases de I’ADN peut également conduire a la formation d’adduits,
provoquant un arrét du cycle et/ou une entrée en apoptose via les voies AMPK et

Bel2.
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fuseau : 1) les Taxanes, comme le Paclitaxel, qui sont les molécules les plus couramment
utilisées en chimiothérapie, ciblant spécifiquement les microtubules en inhibant la
dépolymérisation de la tubuline ; et 2) les dérivés de la Pervenche (ou Vinca-alcaloides) qui

inhibent, a I’inverse des Taxanes, la polymérisation de la tubuline.

Les antimétabolites sont responsables d’une inhibition de la synthése de I’ADN.
Structuralement, il s’agit d’analogues de composés indispensables a la synthése des acides
nucléiques : ils vont dés lors se substituer a eux ou inhiber les enzymes impliquées dans cette
syntheése (Tiwari, 2012). Au sein de cette famille, on distingue les antifolates (comme le
Meéthotrexate) qui vont interférer avec le métabolisme de I’acide folique indispensable a la
synthéese d’ARN et d’ADN; et les antipyrimidines (comme le 5-Fluorouracile, voir
Paragraphe L. 4. 3. 2.) et antipuriques (comme la 6-Thioguanine) qui correspondent a des

analogues des bases pyrimidiques et puriques de I’ADN.
1 4. 3. 1. Doxorubicine

Parmi les agents de chimiothérapie, la Doxorubicine, un antibiotique extrait de la
bactérie Streptomyces, est fréquemment utilisée pour le traitement des carcinomes mammaires,
des sarcomes osseux, des lymphomes et des leucémies (Rivankar, 2014). Comme cité
précédemment, la Doxorubicine (encore appelée Adriamycine ou Hydroxydaunorubicine) est
un inhibiteur des enzymes topoisomérases de type II de la famille des Anthracyclines. D’un
point de vue structurale, la Doxorubicine posséde un groupement aglyconique (qui correspond
a la partie non-glucidique d’un hétéroside) et un groupement sucré (Figure 7). Le groupement
aglyconique comprend 4 cycles avec des groupements adjacents quinine-hydroquinone. La
partie sucrée, encore appelée daunosamine, est attachée a 1’un des cycles par une liaison

glycosidique.

La Doxorubicine est généralement injectée en intraveineuse, car elle n’est pas
absorbable par le tractus gastro-intestinal. La molécule est métabolisée principalement par le
foie en 13-OH-Doxorubicinol par les aldo-kétoréductases. Une fois dans le sang, sa demi-vie
est de 3 a 5 minutes, témoignant d’une prise en charge rapide par les cellules (Tacar et al.,
2013). La molécule, apres diffusion passive au travers de la membrane plasmique, s’accumule
préférentiellement dans le compartiment nucléaire, la proportion intracellulaire hors noyau

(correspondant a environ 2% de la quantité totale) se distribuant de maniére équitable entre tous
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les organites (appareil de Golgi, lysosomes, mitochondries...) (Tacar et al., 2013) (Figure 7).
Au sein du noyau, la structure planaire caractéristique de la famille des Anthracyclines rend la
Doxorubicine capable de s’intercaler entre deux paires de base, préférentiellement entre deux
bases G-C apres formation d’une liaison hydrogene avec la guanine (Thorn ef al.,, 2011). La
rigidification de la structure de ’ADN induite par la présence de I’intercalant inhibe la
topoisomérase de type II, et par conséquent la réplication de I’ADN, provoquant un arrét du

cycle cellulaire.

En plus de son action cytostatique, la Doxorubicine est capable d’induire des dommages
a I’ADN via sa capacité a s’intercaler entre des paires de base de I’ADN, mais également via la
formation de radicaux libres (Patel and Kaufmann, 2012) (Figure 7). En effet, la Doxorubicine
peut interagir avec le Fer Ferrique Fe(Ill), qui sera alors réduit en Fer Ferreux Fe(Il) (Hasinoff,
1989). Ce dernier est capable de réagir avec le peroxyde d’hydrogéne (H202) pour former le
radical hydroxyle (OH.), processus appelé¢ « Réaction de Fenton ». De plus, la Doxorubicine
peut subir une réduction pour former la Doxorubicine-semi quinone, réaction catalysée par
I’enzyme mitochondriale NADH déshydrogénase ou par des enzymes cytoplasmiques dont la
NADPH déshydrogénase (NQO1), la xanthine oxydase et la nitric oxide synthase (Finn ef al.,
2011). La réaction inverse d’oxydation de la Doxorubicine-semi quinone vers sa forme native
s’accompagne d’une génération d’especes réactives de ’oxygene. Les ROS générés peuvent
directement induire des dommages au niveau de toutes les macromolécules biologiques
(protéines, lipides, glucides, ARN et ADN), ce qui mettra en péril I'intégrité de la cellule et
s’opposera a son bon fonctionnement. De plus, les radicaux libres peuvent induire une entrée
en apoptose indirecte en interférant avec les voies de signalisation de mort cellulaire et de survie
comme la voie AMPK (AMP-Activated Protein Kinase) et la voie Bcl2/Bax. En effet, des
¢tudes ont montré que la Doxorubicine est capable d’induire une activation de la voie AMPK
dans des cellules de myocardes embryonnaires (Chen ef al., 2011). Cet effet, qui est médié par
I’activation ROS-dépendante de la kinase LKB1 (Liver Kinase B1), va entrainer notamment
I’activation de p53, et une entrée en apoptose. D’autres études ont exploré I’effet de la
Doxorubicine sur la voie de signalisation Bcl-2/Bax. Le traitement d’une lignée de cellules
tumorales mammaires (MCF-7) par la Doxorubicine entraine ainsi une diminution temps et
concentration-dépendante du niveau de Bcl-2, alors que le niveau de Bax tend a augmenter,

aboutissant a une mort cellulaire par apoptose (Leung and Wang, 1999).
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Bien que tres efficace contre une multitude de tumeurs, la Doxorubicine présente des
effets secondaires assez conséquents. Les premiers essais cliniques de phase II et IIT menées
dans les années 1970 ont révélé que I’utilisation de la Doxorubicine s’accompagnait de nausées,
de problémes gastro-intestinaux et nerveux (Hortobagyi, 1997). Il est maintenant clairement
admis que le risque le plus important lors de I’usage de la Doxorubicine concerne le cceur. En
effet, I’agent est responsable d’altérations structurales des cardiomyocytes, entrainant une
hypertrophie de I’organe. L’effet cardiotoxique de la Doxorubicine est clairement associé a la
production de radicaux libres au niveau des cardiomyocytes (Cappetta et al., 2017). De plus,
I’utilisation de la Doxorubicine entraine des troubles nerveux (troubles de la mémoire, troubles
des capacités spatio-temporelles). Cette action est indirecte puisque la molécule n’est pas
capable de pénétrer la barriere hémato-encéphalique : I’agent de chimiothérapie va induire la
synthése de TNFa (Tumor Necrosis Factor Alpha) dans la circulation sanguine encéphalique,
qui pourra franchir la barriere hémato-encéphalique et stimuler la synthése de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules microgliales (Carvalho et al, 2009). Ces cytokines vont
instaurer un environnement de stress oxydant au niveau des neurones, a I’origine des troubles
neuronaux observés. Enfin, 40% des patients traités avec de la Doxorubicine subissent des
effets secondaires au niveau rénal (Oktem et al, 2011). En effet, la molécule s’accumule
principalement dans cet organe, et la métabolisation d’une grande quantité de Doxorubicine
entraine une forte production d’espéces radicaux, responsables de dommages aux cellules
hépatiques.

Les effets secondaires observés en présence de la Doxorubicine, notamment au niveau
cardiaque, peuvent nécessiter de remplacer cet agent par son isomére, I’Epirubicine (ou 4-épi-
doxorubicine). Un essai clinique a permis de montrer que 1’Epirubicine est aussi efficace que
la Doxorubicine, mais induit une cardiotoxicité significativement inférieure (Cottin et al.,

1998).

En plus de sa toxicité, les cas de résistance a la Doxorubicine limitent fortement son
utilisation clinique. Cette résistance peut étre soit innée, c’est-a-dire que des altérations
génétiques dans les tumeurs vont limiter leur réponse a la chimiothérapie, soit acquises au cours
du traitement. Dans le cas de la Doxorubicine (et de toute la classe des Anthracyclines), la
résistance provient majoritairement d’une augmentation de 1’efflux de la molécule. Dans ce
sens, une surexpression du transporteur d’efflux ABCB4 (ABC sub-family B member 4) est

observée dans les lignées cancéreuses mammaires MCF-7 et MDA-MB231 résistantes a la
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Figure 8. Représentation schématique du métabolisme de 5-Fu. Le 5-Fu peut
s’engager dans deux grandes voies : [l’anabolisme ou le catabolisme. La voie
catabolique correspond a la voie majeure, conduisant a |’élimination de [’agent
de chimiothérapie dans les urines par l'intermédiaires du 5-FUH2 produit par
[’enzyme DPD. Concernant la voie anabolique, le 5-Fu peut étre transformé en
FAUMP capable d’inhiber I’enzyme TS, et donc de bloquer la synthese de dTMP
a partir de dUMP, métabolite indispensable a la synthese d’ADN. Le 5-Fu peut
également étre transformé en FUTP capable de s’intégrer dans les ARNs et
d’inhiber leur synthese. Enfin, le 5-Fu peut étre métabolisé en FAUTP capable
d’interagir avec la double hélice de I’ADN et d’induire sa fragmentation. La voie
anabolique va conduire a [’inhibition de la prolifération et/ou l'induction de

["apoptose.
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Doxorubicine, par rapport a leurs équivalents sensibles (Huang et al., 2018). Par ailleurs, un
autre mécanisme impliqué dans la résistance a la Doxorubicine correspond a la sous-expression
de la topoisomérase II, la cible moléculaire principale de 1’agent anticancéreux (Jiang et al.,
2018). Enfin, au vu de I'importance des radicaux libres dans la cytotoxicité de la Doxorubicine,
il n’est pas étonnant d’observer un lien entre des modifications du niveau d’expression
d’enzymes de détoxification des radicaux libres et les cas de résistance. Ainsi, une étude
différentielle du protéome de cellules tumorales mammaires MCF-7 sensibles et résistantes a
la Doxorubicine a permis d’identifier 5 composants majeurs de la voie de signalisation
antioxydante GSH présentant une expression diminuée dans les cellules résistantes (Wang et

al., 2015).
1 4. 3. 2. 5-Fluorouracile

Le 5-Fluorouracile (5-Fu) est le 3eme agent de chimiothérapie le plus utilisé au monde,
derriére les Anthracyclines et les Taxanes. Cette molécule forme, avec la Capécitabine, la
famille des Fluoropyrimidines. Ces dernieres ont été synthétisées dans les années 1950 en se
basant sur I’observation que les hépatomes (tumeurs malignes ou bénignes du foie) de rat
consommaient I’uracile de manicre beaucoup plus importante que les tissus normaux, ce qui
laissait suggérer que le métabolisme de I’uracile pouvait étre une cible thérapeutique (Rutman
et al., 1954). Le 5-Fu est un analogue de 1’uracile avec un atome de fluor li¢ au carbone 5 a la
place d’un atome d’hydrogene (Figure 8). Le 5-Fu est rapidement incorporé dans la cellule via
le méme type de transport que 1’uracile, ¢’ est-a-dire au travers du transporteur UrA (Wohlhueter
et al., 1980). Une fois a 'intérieur de la cellule, le 5-Fu peut s’engager dans deux voies :

I’anabolisme et le catabolisme.

L’anabolisme correspond a la voie principale par laquelle le 5-Fu exerce son activité
cytotoxique. Cette voie nécessite la conversion du 5-Fu en FAUMP (FluorodésoxyUridine
MonoPhosphate) (Figure 8). Ce métabolite est capable d’inhiber une enzyme, la thymidylate
synthase (TS), qui convertit le métabolite dUMP (désoxyUridine MonoPhosphate) en dTMP
(désoxyThymidineMonoPhosphate) (Grem, 2000). Cette inhibition empéche la synthése de
novo de thymidylate, un métabolite indispensable a la réplication et a la réparation de ’ADN.
Une autre voie anabolique nécessite la conversion du 5-Fu en FUTP (FluoroUridine
TriPhosphate) (Miura et al., 2010) (Figure 8). Ce métabolite sera incorporé au cours de la

synthése des ARNs, entrainant une diminution de la quantit¢ d’ARNs synthétisés, une
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inhibition de leur maturation, une diminution de leur stabilité et des modifications de leur
structure (Miura et al., 2010). Ces altérations s’accompagnent d’une diminution de la qualité et
de la quantité de protéines produites par les cellules exposées a I’agent de chimiothérapie. Une
derniére voie, la plus marginale, fait intervenir le compos¢ FAUTP (FluorodésoxyUridine
TriPhosphate), capable de s’incorporer dans ’ADN (Figure 8). Cette base modifiée sera
reconnue par le systtme BER (Base Excision Repair), et dans le cas d’une réparation

infructueuse, I’apoptose sera induite (Wyatt and Wilson, 2009).

Seule une faible quantité de 5-Fu utilise la voie de 1’anabolisme, car la majorité du
médicament est catalysée en 5-FUH2 (5-FluoroDihydrouracile) par 1’enzyme DPD
(DihydroPyrimidine Déshydrogénase) (Figure 8). Cette enzyme est présente dans la majorité
des tissus, et son activité est maximale dans les lymphocytes circulants et le foie. Le 5-FUH2
sera a I’origine de la production d’autres dérivés, qui seront ¢liminés dans les urines (Heggie et

al., 1987).

Le 5-Fu présente de lourds effets secondaires, notamment au niveau gastro-intestinal,
immunitaire, dermatologique, neurologique et cardiaque (Kwon, 2005). Les effets secondaires
restent néanmoins prévisibles en fonction de la dose et de la fréquence d’administration du

médicament.

En plus de ses effets secondaires, 1’utilisation du 5-Fu est limitée par les cas de
résistance. Comme I’effet anti-cancéreux du 5-Fu est basé majoritairement sur ’enzyme TS,
I’expression de cette protéine dicte directement la sensibilité des tumeurs a 1’agent de
chimiothérapie. Dans ce sens, une corrélation entre le niveau protéique de TS et la sensibilité
des tumeurs au 5-Fu a été observée dans les cancers colorectaux et mammaires (Bai et al.,
2015)(Inoue et al, 2005)(Yu et al., 2005). Par ailleurs, comme le 5-Fu est catabolisé par
I’enzyme DPD, une augmentation de son expression est associée a une résistance a 1’agent de
chimiothérapie dans des cellules cancéreuses mammaires (Kakimoto et al., 2005). D’ailleurs,
une forte expression de la protéine DPD au sein de tumeurs mammaires est un marqueur de

pronostic défavorable pour la survie des patientes (Horiguchi et al., 2002).
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Figure 9. Représentation schématique du mode d’action des anti-oestrogénes.
Au cours de la signalisation cestrogénique classique, les cestrogenes (E2) se fixent
et activent leur récepteur (ERo. pour Estrogen Receptor a), induisant une
translocation nucléaire du complexe qui peut jouer son roéle de facteur de
transcription, et réguler [’expression de ses genes cibles. Les SERM (Selective
Estrogen Receptor Modulator), comme le Tamoxifene, sont des analogues
structuraux des cestrogenes, et rentrent en compétition avec les hormones
endogenes pour la fixation sur le récepteur. Il en découle une inhibition des voies
de signalisation sous-jacentes. Les SERD (Selective Estrogen Receptor
Degradation) induisent également une inhibition des voies astrogenes-

dépendantes, via la dégradation du récepteur par le protéasome.
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1 4. 3. 3. Protocoles de chimiothérapie dans le cancer du sein

A Tinstar de bien d’autres tumeurs, le recours aux polychimiothérapies dans le
traitement du cancer du sein s’est rapidement montré plus efficace que chaque agent utilisé
isolément. Ces données ont été¢ confirmées dans les années 1980 par des études randomisées
comparant une monochimiothérapie a une polychimiothérapie dans la prise en charge de
tumeurs mammaires métastatiques (Trishkina ez al., 1983).

A I’heure actuelle, de nombreux protocoles sont utilisés dans le traitement du cancer du
sein, rassemblant généralement 3 agents de chimiothérapie. Ainsi, en chimiothérapie adjuvante
et néo-adjuvante, le cyclophosphamide est utilisé en combinaison avec le Méthotrexate et le 5-
Fluorouracile (protocole appelé CMF), ou avec du 5-Fluorouracile et de la Doxorubicine
(protocole dénommé FAC), ou uniquement avec de la Doxorubicine (protocole AC) ou avec du
Docétaxel (protocole TC) (INCa). Dans les cas d’une forte toxicité en présence de

Doxorubicine, le recours a son isomere Epirubicine est fréquent (INCa).
1 4. 4. Hormonothérapie & Thérapies ciblées

L’analyse de I’expression des marqueurs cités dans le Paragraphe 1. 3. 2. a permis la
caractérisation de tumeurs dites « hormono-dépendantes » pouvant étre traitées a ’aide de
molécules d’hormonothérapie, dont les anti-cestrogeénes et les inhibiteurs d’aromatase font

partit.

Les anti-estrogénes sont des molécules capables d’interagir avec le récepteur aux
cestrogenes (ERa) et d’entrer en compétition avec les hormones endogenes. Cette interaction
entraine un blocage de D’effet prolifératif des cestrogeénes sur les cellules cancéreuses
mammaires. Il existe deux types d’anti-estrogenes : les SERM (Selective Estrogen Receptor
Modulator) et les SERD (Selective Estrogen Receptor Degradation) (Figure 9). Les SERM
sont des analogues des cestrogeénes endogenes, et leur interaction avec les récepteurs hormonaux
va bloquer les voies de signalisation prolifératives induites normalement par les cestrogénes.
Au sein de cette famille, le médicament le plus connu est le Tamoxiféne, qui est un composé
non stéroidien. La chaine latérale du Tamoxiféne va empécher I’interaction entre ERa et ses
coactivateurs, bloquant la voie de signalisation (Kumar and Chambon, 1988). Le Tamoxiféne
est prescrit pour des patientes présentant des tumeurs in situ excisées par chirurgie pour éviter

une récidive, ou pour des patientes atteintes de tumeurs infiltrantes voire métastatiques (INCa).
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Les SERD sont également capables d’interagir avec les récepteurs hormonaux, et vont induire
leur dégradation (Figure 9). La molécule SERD commercialisée en France porte le nom de
Fulvestrant, qui a une structure proche de celles des cestrogenes, a 1’exception de sa chaine
latérale qui va empécher la dimérisation d’ERa, bloquant la premiére étape nécessaire a
I’activation de la voie de signalisation. Le Fulvestrant est généralement employ¢ dans la prise

en charge de cancers du sein chez les femmes ménopausées (Haute Autorité de Santé, HAS).

Entre la puberté¢ et la ménopause, les cestrogenes sont principalement synthétisés par les
ovaires. Apreés la ménopause, les ovaires cessent leur production d’cestrogénes, mais pour
autant, I’organisme en produit une petite quantité en utilisant comme source les androgenes
produits par les glandes surrénales, et métabolisés en cestrogénes par I’enzyme aromatase.
Ainsi, ces cestrogeénes produits par le biais des aromatases peuvent stimuler la prolifération de
tumeurs mammaires hormono-sensibles méme chez des femmes ménopausées. L’inhibition des
aromatases par la classe de médicaments nommés anti-aromatases offre une autre approche
thérapeutique. Les anti-aromatases les plus utilisées en France sont le Létrozole, I’ Anastrozole
et ’Exémestane. L’Exémestane est un anti-aromatase de type I, dont la structure androgénique
va étre reconnue par le site actif de I’aromatase, entrant en compétition avec le substrat naturel.
Les métabolites intermédiaires convertis par 1’enzyme vont alors se fixer sur I’aromatase,
I’inactivant irréversiblement (Hong et al., 2007). Le Létrozole et I’ Anastrozole sont des anti-
aromatases de type II qui se lient de mani¢re non covalente avec la partie hémique de

I’aromatase en occupant le site de fixation du substrat.

Si ’hormonothérapie peut €tre considérée comme la premiere thérapie ciblant les
tumeurs mammaires hormono-sensibles, de nouvelles molécules actuellement employées en
clinique vont cibler de maniére encore plus sélective la tumeur. La principale classe de
médicaments de thérapie ciblée est celle des anti-HER2. Le plus connu reste le Trastuzumab
commercialisé sous le nom d’Herceptin®. Il s’agit d’un anticorps monoclonal dont la partie
Fab (Fragment antigen-binding) va reconnaitre spécifiquement la partie extracellulaire du
récepteur transmembranaire HER2, bloquant les voies de signalisation prolifératives. D’autres
mécanismes moléculaires sont susceptibles d’intervenir dans [’activité anticancéreuse du
Trastuzumab. Il existe de solides preuves de I’implication du systéme immunitaire. En effet,
lorsque le Trastuzumab est fixé sur HER2, sa partie constante va étre détectée par des récepteurs

présents sur la membrane de cellules immunitaires, notamment des cellules Natural Killer
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(NK), conduisant a une élimination spécifique des cellules cancéreuses (Varchetta et al., 2007)
(Kute et al., 2012) (Petricevic et al., 2013) (Shi et al., 2015). La protéine HER2 est également
la cible d’un inhibiteur de tyrosine kinase : le Lapatinib commercialisé sous le nom de
Tyverb®. Les inhibiteurs de tyrosine kinase vont permettre la régulation de I’activité de
protéines impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie, I’invasion, la migration et
I’angiogenese. Le Lapatinib inhibe I’activité tyrosine kinase a la fois des récepteurs Erbl
(EGFR) et Erb2 (HER2). Ce médicament est généralement prescrit dans le cas de tumeurs
mammaires surexprimant HER2 ayant déja recu un traitement a base d’Anthracyclines et ne
répondant pas ou plus au Trastuzumab (INCa). De nouveaux traitements anti-HER2 viennent
d’étre acceptés par ’ANSM (Agence Nationale pour le Médicament), dont le Pertuzumab
(Perjeta®) qui se lie a une autre partie du récepteur HER2 que le Trastuzumab.

HER2 n’est pas la seule cible des thérapies ciblées. Ainsi, I’anticorps monoclonal
Bévacizumab (Avastin®) a été congu pour se fixer au facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) impliqué dans I’angiogenése. Cette molécule était le premier anti-
angiogénique approuvé par les autorités de santé initialement pour les cancers colorectaux
avancés et pulmonaires (Chen et al., 2015)(Rosen et al., 2017). Dans le cadre du cancer du sein,
ce traitement est prescrit pour des tumeurs mammaires HER2 négatives et métastatiques
(INCa). Le récepteur au VEGF est également la cible de I’inhibiteur de tyrosine kinase Sunitib
(Sutent®), bien que son spectre d’action s’étende également au récepteur du facteur de
croissance plaquettaire (PDGF), au récepteur de cellules souches (KIT), au récepteur Fms-like
tyrosine kinase-3 (FLT3), au récepteur du facteur stimulant la formation de colonies (CSF-1R)
et au récepteur du facteur neurotrophique de la lignée gliale (RET) (Kim et al., 2014). Ce
médicament est généralement employ¢ dans le cas de cancers du sein métastatiques n’ayant pas
répondu au Bévacizumab.

Enfin, en 2018, la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé 1’utilisation de
I’Olaparib pour le traitement des cancers du sein métastatiques présentant des mutations des
genes codant BRCA1/2 (McCann and Hurvitz, 2018). L’Olaparib fait partie de la famille des
inhibiteurs de PARP. Les protéines PARP-1 et PARP-2 sont capables de reconnaitre les
cassures simples brins de ’ADN. Une fois en interaction avec la zone endommagée, les
protéines PARP vont utiliser du NAD-+ comme substrat pour I’ajout de chaines ADP-ribose sur
des protéines cibles. Ce phénomene, appelé PARylation, peut notamment concerner les histones
H2B et H1, ce qui entraine un relachement local de la chromatine pour un meilleur acces de la

machinerie de réparation au niveau de la cassure simple brin (Liu et al, 2017). La molécule
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Olaparib est une molécule « mimique » de NAD-+, qui va inhiber I’activité catalytique des
enzymes PARP (Cook and Tinker, 2019). Ces inhibiteurs de PARP correspondent a une forme
de thérapie ciblée, puisque les cellules cancéreuses, en se divisant rapidement et
anarchiquement, se caractérisent par un fort taux de 1ésions de I’ADN (Stopper et al., 2003).
Dé¢s lors, I’utilisation d’inhibiteurs de PARP, qui vont empécher la réparation de ces 1ésions, va
induire une entrée en apoptose plus ou moins spécifique des cellules tumorales. Les premiers
essais cliniques employant 1’Olaparib ont ét¢ menés sur des patientes atteintes de tumeurs
mammaires ou ovariennes caractérisées par des mutations des génes BRCAI et BRCA2. L’idée
¢tait que ces tumeurs présentaient déja un défaut de réparation des 1ésions de I’ADN, et que
’utilisation d’inhibiteurs de PARP pourrait permettre d’inhiber d’autres mécanismes de
réparation. Les essais cliniques menés ont révélé une bonne efficacité qui a valu a I’Olaparib
son autorisation de mise sur le marché aux USA (Robson et al., 2019). Actuellement, de
nombreux essais visent a ¢largir les indications d’utilisation des inhibiteurs de PARP, soit en

monothérapie, soit en thérapie combinatoire avec de la chimiothérapie ou de la radiothérapie.

Le cancer du sein, malgré de nettes améliorations dans sa prise en charge et dans les
traitements employés, reste ['une des pathologies cancéreuses les plus fréquentes et les plus
mortelles dans le monde. Ceci peut s expliquer notamment par le manque cruel de marqueurs
moléculaires permettant de prédire la réponse des tumeurs mammaires aux traitements, ainsi
que leur progression métastatique. De plus, les cas de résistance innée ou acquise au cours des
traitements, soulignent [’'importance de la caractérisation de nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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I1. La recherche en cancérologie

Au vu des besoins actuels en cancérologie, la recherche se concentre sur 2 grands axes.
Un des axes fondamentaux consiste en [’identification de marqueurs moléculaires permettant
la prédiction de la progression des tumeurs, ainsi que leur réponse aux thérapies. Dans ce sens,
les travaux in vitro menés précédemment par le laboratoire avaient mis en avant une potentielle
utilisation de la protéine DNA-Damaged Binding 2 comme biomarqueur dans le cancer du sein.
En effet, la protéine est différentiellement exprimée selon le statut métastatique des cellules
cancéreuses mammaires, et son expression permet de sensibiliser les cellules a la

chimiothérapie.
I1. 1. La protéine DDB2 (Damaged-DNA Binding 2)

II. 1. 1. Structure du gene et de la protéine

Chez les Mammiféres, le géne codant la protéine DDB2 se trouve sur le bras court du
chromosome 11 en position 11p11.2 (Rapi¢-Otrin et al.,, 2003). Ce geéne est formé de 1284
paires de base, répartis en 10 exons a 1’origine de 5 isoformes apres épissage alternatif de
I’ARNm : la séquence sauvage WT (constituée de 427 acides aminés) et 4 variants plus courts
appelés D1 a D4 (formés de 363 a 156 acides aminés) (Inoki et al., 2004). Bien que la forme
sauvage semble étre exprimée de maniére ubiquitaire dans la majorité des tissus, son niveau est
maximal dans la cornée et minimal dans le cerveau. Au contraire, le variant D1 semble étre
majoritairement exprimé dans le cerveau et dans le coeur. Quant aux autres variants, ils sont tres
peu exprimés dans les tissus (Inoki et al., 2004). A I’heure actuelle, peu d’informations quant

a la fonction des différents variants sont connues.

La forme protéique sauvage de DDB2 est constituée de 427 acides aminés pour un poids
moléculaire de 48kDa. D’un point de vue structurale, la protéine se compose d’un motif hélice-
boucle-hélice en N-terminal suivi d’un domaine WD40 et de 3 séquences NLS (Nuclear
Localization Signal) rendant la protéine exclusivement nucléaire (Scrima et al., 2008). Le motif
hélice-boucle-hélice est impliqué dans I’interaction de DDB2 avec un partenaire protéique :
DDB1 (Damaged-DNA Binding 1) (Feltes and Bonatto, 2015). Le domaine WD40 de la
protéine est formé de 7 répétitions de motifs WD40, chacun formé d’environ 40 acides aminés
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organisés sous la forme de 4 feuillets béta antiparalleles et se terminant par le dipeptide
tryptophane (W) — acide aspartique (D). Ce domaine WD40 est essentiel pour I’interaction de
DDB?2 avec I’ADN, mais permet également des interactions avec d’autres protéines (Scrima et

al., 2008).
Il 1. 2. Roles de DDB?2 dans le cancer

La protéine est initialement connue pour son role dans la réparation de I’ADN 1ésé par
les UVs. DDB?2 fait ainsi partie du complexe UV-DDB avec la protéine DDB1 (p127), la
Culline 4A et ROCI1. Au sein du complexe, DDB2 est responsable de la reconnaissance des
photolésions de type dimeres de pyrimidines (notamment les dimeres de cyclobutane et les
photoproduits 6-4).

La présence d’un domaine WD40 au sein de la protéine DDB2, généralement impliqué
dans des interactions protéine-protéine, a soulevé I’hypothése d’un role de facteur de
transcription joué par la protéine. C’est en 1998 qu’Hayes et al. ont validé cette hypothése en
mettant en évidence la capacité de DDB2 a interagir avec le facteur de transcription E2F1 via
son domaine WD40 (Hayes et al, 1998). Cette interaction permet une augmentation de
I’expression des génes cibles d’E2F1 impliqués dans le contréle du cycle cellulaire. En se
basant sur ces données, d’autres équipes ont prouvé 1I’implication de DDB2 dans la régulation
transcriptionnelle de nombreux génes impliqués dans différents processus cellulaires, et ce a la
fois dans les cellules saines et cancéreuses. Dans ce sens, notre équipe a mis en évidence
I’implication de cette protéine dans la régulation transcriptionnelle géniques dans le cancer du
sein. Les données présentées par la suite sont focalisées sur I’importance de la protéine DDB2

dans les cellules tumorales.
11. 1. 2. 1. Role dans la prolifération des cellules tumorales

Des auteurs ont montré que la protéine DDB2 est capable de s’opposer a la prolifération
de cellules tumorales colorectales via sa capacité a inhiber la voie de signalisation Wnt (Huang
et al., 2017b). En effet, DDB2 est capable de recruter les protéines EZH2 (Enhancer of Zeste 2
Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) et -caténine au niveau du promoteur du géne Rnf43
(Ring Finger Protein 43). Ce recrutement induit une augmentation de I’expression du gene
codant I’enzyme RNF43, dont ’action va entrainer une dégradation des récepteurs Wnt a la

surface des cellules colorectales, inhibant la voie de signalisation.
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Figure 10. Représentation schématique du réle de DDB2 dans les cellules
tumorales mammaires. Dans les cellules exprimant naturellement la protéine
(MCF-7 et T47D), DDB2 controle I’expression de genes cibles via son activité
transcriptionnelle. Ainsi, en réprimant [’expression du gene SODZ2 codant
MnSOD, la protéine DDB2 provoque une accumulation d’anion superoxyde O;,
décrit comme activateur de la prolifération cellulaire, au détriment de [’ion
superoxyde H,O, connu pour sa capacité a réguler les capacités migratrices et
invasives de cellules cancéreuses. DDB2 est également capable d’induire
I’expression du gene NFKBIA codant IkBo, qui séquestre le facteur de
transcription NF-kB dans le cytoplasme, a [’origine d’une répression de [’activité
de la voie NF-kB impliquée dans [’'invasion tumorale. Enfin, DDB2 régule
négativement [’expression du gene codant Bcl2, mécanisme a [’origine d’une

sensibilité des cellules a des agents de chimiothérapie.
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D’autres études ont montré que la surexpression de DDB2 dans des cellules cancéreuses
ovariennes entraine une diminution de leur capacité proliférative (Zhao et al., 2015). En effet
dans ces cellules, I’expression de DDB2 permet de les sensibiliser a 1’effet antiprolifératif du
TGFpB (Transforming Growth Factor Beta). Au niveau moléculaire, la protéine DDB2 est
capable d’inhiber I’expression du gene NEDD4L. La protéine NEDD4L (NEDD4 Like E3
Ubiquitin Protein Ligase) est connue pour reconnaitre les formes actives de Smad2/3, qui sont
les effecteurs de la voie de signalisation du TGFB (Gao et al., 2009). Ces effecteurs vont alors
étre polyubiquitinylés via 1’activité E3 Ubiquitine Ligase de NEDDA4L, et seront par la suite

dégradés par le protéasome, aboutissant a un maintien de 1’activité de la voie TGFp.

La protéine DDB2 intervient également dans le controle de la division de cellules
cancéreuses mammaires. Notre équipe a montré que ’inhibition de son expression par ARN
interférence dans des cellules tumorales mammaires qui I’expriment naturellement (MCF-7)
induit une diminution de leur capacité proliférative, due a une entrée retardée dans la phase de
transition G1/S, ainsi qu’un ralentissement dans la progression au cours de la phase S (Kattan
et al., 2008). Le role joué¢ par DDB2 au cours du cycle cellulaire résulte en partie de sa capacité
a interagir avec un ¢lément de réponse au niveau du promoteur minimal du géne SOD?2 codant
pour la superoxyde dismutase mitochondriale (MnSOD) (Minig et al., 2009) (Figure 10). La
fixation de DDB?2 sur cet ¢lément de réponse est associée a une modification locale du niveau
d’acétylation de la lysine 27 de I’histone 3 (H3K27), entrainant une perturbation de la fixation
de facteurs de transcription nécessaires a I’expression du géne. L’ensemble de ces événements
se traduit par une inhibition de I’expression de la MnSOD, une enzyme participant aux défenses
contre les radicaux libres en catalysant la transformation de 1’anion superoxyde (O2.-) en
peroxyde d’hydrogeéne (H202). Par conséquent, la répression de I’expression de la MnSOD
induite par DDB2 dans les cellules cancéreuses mammaires entraine une accumulation d’anions
superoxydes (Figure 10), décrits comme pouvant activer de nombreuses voies de signalisation

impliquées dans la prolifération cellulaire (Lopez-Léazaro et al. 2007).
1. 1. 2. 2. Role dans la migration et l’'invasion tumorale

Une étude a mis en évidence 1’implication de DDB2 dans 1’acquisition d’un pouvoir
invasif de cellules tumorales colorectales. Dans ce mode¢le, I’expression de la protéine induit
une inhibition d’une étape précoce de la dissémination métastatique : la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM). L’inhibition de 1’expression de DDB2 par ARN interférence
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entrainait I’acquisition d’un phénotype mésenchymateux, qui se caractérise par une expression
augmentée de la vimentine et de la N-cadhérine au détriment de marqueurs épithéliaux, comme
la E-cadhérine et les cytokératines 18 et 19 (Roy ef al, 2013). Cette régulation de la TEM
dépend de I’action de DDB2 en tant qu’inhibiteur transcriptionnel de 1’expression des facteurs
de transcription Snail, Zebl (Zing finger E-Box-binding homeobox 1) et VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) qui sont des inducteurs connus de la TEM. En effet, la fixation de
DDB2 sur le promoteur de ces génes favorise le recrutement de Suv39h, une méthylase de
I’histone H3K9, responsable d’une triméthylation de la lysine 9 de I’histone H3, réprimant
I’expression des génes concernés. Ces mémes genes sont réprimés par DDB2 dans les cancers

de la téte et du cou aboutissant de la méme maniére a une inhibition de la TEM (Bommi et al.,
2018).

Le laboratoire a également montré que DDB2 s’oppose a I’acquisition d’un phénotype
invasif et migratoire des cellules tumorales mammaires. En effet, la surexpression de DDB2
dans les cellules MDA-MB231 et SKBr3 limite leur capacité invasive in vitro, et bloque leur
capacité a coloniser les poumons in vivo (Ennen ef al., 2013). Ces données ont été confirmées
par une analyse rétrospective sur plus de 200 échantillons de tumeurs mammaires qui confirme
une corré¢lation inverse entre le niveau d’expression de la protéine DDB2 et le grade SBR des
tumeurs mammaires reflétant le degré d’agressivité des tumeurs (Ennen ez al., 2013). Dans cette
étude, la capacité de DDB2 a inhiber I’acquisition d’un pouvoir métastatique des tumeurs
mammaires a été corrélée a son effet sur I’expression des genes NFKBIA et SOD2 codant IkBa
et MnSOD respectivement (Figure 10). En effet, en maintenant une expression faible de
MnSOD, la protéine DDB2 favorise I’accumulation de I’anion superoxyde (O2.-) au détriment
du peroxyde d’hydrogene (H202) dans les cellules tumorales mammaires MCF-7 et T47D.
Alors que I’anion superoxyde est décrit comme activateur de la prolifération cellulaire, le
peroxyde d’hydrogene est plutdét connu pour sa capacité a stimuler les voies de signalisation
associ¢es a la migration et I’invasion des cellules cancéreuses (Miar et al, 2015). L autre
mécanisme par lequel DDB2 régule les capacités invasives des cellules tumorales mammaires
concerne la voie de signalisation NF-kB. Plus précisément, DDB2 est capable de réguler
positivement I’expression du géne NKFBIA codant IkBa, I’inhibiteur cytoplasmique du facteur
de transcription NF-kB connu pour son implication dans la régulation de génes impliqués dans
I’invasion tumorale (Figure 10). En effet, DDB2 se fixe sur un élément de réponse au niveau

du promoteur de NFKBIA, et active I’expression du geéne (Ennen et al., 2013). L’augmentation
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de I’expression d’IkBa est associée a une baisse de I’activité de NF-«B, et par conséquent une
baisse de I’expression de ses genes cibles, dont le géne codant la métalloprotéase matricielle
MMP9 a l’origine d’une dégradation de la matrice extracellulaire environnante, étape
nécessaire a la migration cellulaire. L’équipe a également montré que la protéine DDB2
intervient dans une étape précoce de la transition épithélio-mésenchymateuse : les
modifications des propriétés d’adhérence cellulaire. En effet, la surexpression de DDB2 dans
les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB231 induit une baisse de leur adhérence sur des
supports neutres tels que le verre et le plastique (Barbieux et al., 2016). Ces modifications
d’adhérence sont associées a une diminution de 1’¢lasticité membranaire, a un réarrangement
du cytosquelette d’actine corticale ainsi qu’a une modulation de I’expression de géne impliqués
dans ces processus (notamment les génes codant TGFB1, CTGF pour Connective Tissu Growth

Factor et ICAM-1 pour InterCellular Adhesion Molecule 1).

Pour autant, une autre étude semble indiquer que DDB2 stimule la migration et
I’invasion des cellules cancéreuses gastriques AGS (Qiao et al., 2015). La protéine semble
exercer ce role via sa capacité a cibler la protéine PAQR3 (Progestin and AdipoQ Receptor
family member III) pour son ubiquinylation et sa dégradation par le protéasome. Or, la protéine
PAQR3 s’oppose a la progression métastatique, en inhibant la migration, I’invasion et

I’angiogenese.
II. 1. 2. 3. Role dans I’apoptose

Le lien entre DDB2 et I’apoptose a été établi par I’observation de mutations du geéne
responsables d’une maladie appelée Xeroderma Pigmentosum de groupe E (XPE). Ce
phénotype se caractérise par une augmentation du risque de développer un cancer de la peau
par ’acquisition d’une résistance a I’apoptose induite par une exposition aux UVs des cellules
de la peau. Pour confirmer le lien entre DDB2 et 1’apoptose, Itoh et al. ont montré que des
fibroblastes murins embryonnaires (ou MEF pour Murin Embryonic Fibroblasts) rendus
déficients pour ddb2 sont anormalement résistants a 1’apoptose apres exposition aux UVs,
conduisant a la formation de tumeurs (Itoh et al., 2004). Ce défaut d’entrée en apoptose a été
associ¢ a une diminution de I’expression de la protéine pro-apoptotique p53. Stoyanova et al.
ont confirmé I’implication de DDB2 dans la sensibilit¢ des MEFs non seulement aux UVs, mais
¢galement a des agents chimiques comme le cisplatine (Stoyanova et al., 2009). Dans cette

¢tude, les auteurs ont montré que I’absence d’entrée en apoptose des MEFs en réponse aux UVs
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ou au cisplatine est due a I’accumulation de la protéine p21wafi/cipt qui est normalement
ubiquitinylée via 1’activité E3 Ubiquitin Ligase de la protéine Cul4A du complexe UV-DDB.
Ces ¢études suggerent donc que ’expression de DDB2 est importante pour la sensibilité des

cellules aux UVs ou a des agents de chimiothérapie.

Dans ce sens, Dan ef al. ont montré que I’expression de DDB2 corréle positivement
avec la sensibilit¢ de 39 lignées cellulaires humaines cancéreuses face a 55 agents de
chimiothérapie (Dan et al., 2002). En accord avec ces résultats, la protéine DDB2 est
naturellement surexprimée dans les cellules cancéreuses ovariennes A2780 sensibles au
cisplatine, par rapport aux cellules cancéreuses ovariennes CP70 et MCP2 résistantes a 1’agent
de chimiothérapie et présentant une faible expression de DDB2 (Barakat et al., 2010). De
maniere intéressante, la surexpression de DDB2 dans les cellules CP70 sensibilise les cellules
a I’apoptose induite par le cisplatine, sans que DDB2 ne soit nécessaire a la réparation des
dommages a I’ADN causés par I’agent de chimiothérapie. Dans ces cellules, DDB2 induit une
diminution de I’expression du geéne anti-apoptotique bc/2. D’autres travaux ont permis
d’identifier un élément de réponse de DDB2 sur la région promotrice de bcl2. Ainsi, la protéine
DDB2, en partenariat avec DDB1, permet le recrutement de I’histone désacétylase 1 (HDACI)
dont I’action va induire une diminution de I’acétylation des lysines 9 et 14 de I’histone 3

(H3K9,14) a I’origine de la répression transcriptionnelle de bcl2 (Zhao et al., 2014).

L’implication de DDB2 dans la sensibilité de cellules cancéreuses a la chimiothérapie a
¢galement ét¢ montrée par notre équipe dans le modele du cancer du sein (These de Rémi Klotz,
2014). En effet, une surexpression de DDB2 dans les cellules tumorales mammaires MDA -
MB231, présentant une faible expression basale de la protéine, induit une augmentation
significative de I’entrée en apoptose en réponse a deux agents de chimiothérapie : le 5-
Fluorouracile et la Doxorubicine. Cet effet chimiosensibilisant repose a la fois sur la diminution

de I’expression de bc/2 et sur la diminution de ’activité de NF-kB (Figure 10).
1. 1. 3. Régulation de I’expression de DDB2

La régulation de I’expression du géne ddb2 reste a I’heure actuelle trés peu connue.
Dans des cellules humaines normales fibroblastiques, une augmentation d’un facteur 4 du
niveau d’ARNm codant DDB2 est observée au bout de 48 heures apres exposition aux UVs

(Nichols et al., 2000). De maniere intéressante, une exposition aux UVs de ces méme cellules
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Figure 11. Représentation schématique de la régulation transcriptionnelle du
géne codant la protéine DDB2. La région 5°'UTR (UnTranslated Region) du
gene est impliquée dans la régulation de son expression par [’intermédiaire de
la protéine p53, dont la fixation sur ses éléments de réponse est favorisée par les
protéines BRCAI et TP63y. En amont du site d’initiation de la transcription
(+1) se trouvent des éléements de réponse pour NF-1, E2F et 4 sites de fixation
pour Spl (appelés Spi(4), Spl(3), Spl(2) et Sp(1)) (d’apres Liu et al., 2012)(
Takimoto et al. 2002)(Tan et Chu., 2002)(Nichols et al., 2003).
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Figure 12. Représentation schématique de la régulation post-
transcriptionnelle de DDB2. La région 5’UTR (UnTranslated Region) du
messager codant DDB2 contient un éléement IRES (Internal Ribosome Entry
Site) permettant [’initiation de la traduction indépendamment de la coiffe 7-
méthylguanosine, et ce en réponse a un stress généré par sevrage en Serum ou
apres traitement a la Doxorubicine. Cet élement permet donc une augmentation
du taux protéique de DDB2. Au contraire, la région 3’"UTR du messager contient
un éléement cis-régulateur favorisant la dégradation de I’ARNm, aboutissant a
une diminution du taux protéique de DDB2. D’apres (Melanson et al.,

2013)(Dai et al., 2015).
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rendues déficientes pour le géne codant p53 ne permet pas d’observer d’induction de
I’expression de ddb2, suggérant une régulation p53-dépendante du géne (Hwang et al., 1999).
Dans ce sens, Tan et al. ont identifi¢ un élément de réponse de p53 dans la région 5S’UTR
(UnTranslated Region) du géne codant DDB2, et ont mis en évidence une interaction de p53
sur cet ¢lément de réponse a 1’origine de I’activation transcriptionnelle du géne (Tan and Chu,
2002) (Figure 11). De plus, la surexpression de BRCA1 et de Tap63y (une isoforme de la
protéine p63 présentant des homologies de structure avec p53) est capable d’induire
I’expression de ddb2, en favorisant 1’interaction de p53 avec son élément de réponse au niveau

du promoteur du gene (Figure 11) (Takimoto et al., 2002) (Liu et al., 2012).

Une ¢étude de la région promotrice du géne ddb2 a permis d’identifier la séquence
promotrice minimale permettant une expression basale de ddb2 dans les cellules cancéreuses
utérines HelLa. Cette région minimale se situe a 220 paires de base en amont du site putatif
d’initiation de la transcription (Nichols et al., 2003). Par ailleurs, ce travail a également
démontré la présence au niveau du promoteur proximal de ddb2 d’éléments de réponse des
facteurs de transcription NF-1 (Neurofibromin-1) et E2F, ainsi que 4 sites consensus de fixation

de Spl (Figure 11).

D’autres études ont montré que 1’expression de la protéine DDB2 peut étre régulée par
des mécanismes post-transcriptionnels en condition de stress. En effet, ’ARNm de DDB2
possede un ¢€lément cis-régulateur de 25 nucléotides dans sa région 3’UTR qui permet de
réguler la demi-vie du messager, en accélérant sa dégradation (Melanson et al, 2013)
(Figure 12). Enfin, la région 5S’UTR du messager de ddb?2 contient un ¢lément IRES (Internal
Ribosome Entry Site), permettant I’initiation de la traduction du messager indépendamment de
la coiffe 7-méthylguanosine (Dai et al, 2015) (Figure 12). Cet élément IRES permet une
augmentation rapide du niveau protéique de DDB2 en absence de modification du taux de
transcrits en réponse a un stress généré soit par sevrage en sérum soit apres traitement a la

Doxorubicine.
1I. 1. 4. La protéine DDB2 en clinique

Au vu de son implication dans I’invasion des tumeurs du colon, le niveau d’expression
de DDB2 a été évalué dans des tumeurs de différents grades histologiques. Roy et al. ont montré

que I’expression de la protéine DDB2 est significativement plus faible dans des tissus tumoraux
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Figure 13. Représentation schématique du réle de DDB2 comme marqueur
clinique de la progression métastatique de différents cancers. 5 études ont
permis de valider la valeur prédictive de DDB2 dans la progression
métastatique de tumeurs colorectales, ovariennes, prostatiques et de la langue.
Dans un 1° temps, les auteurs ont montré que [’expression de DDB2 est plus
forte dans les tissus sains des ovaires, de la prostate et de la téte & du cou par
rapport aux tissus cancéreux. Dans le tissu colorectal, les 2 études apportent des
résultats contradictoires. En effet, dans [’étude de Roy et Yang, la protéine
DDB?2 est surexprimée respectivement dans les tissus sains et les tissus
cancéreux. Pour autant, les 5 études s accordent sur la surexpression de DDB2
dans les tumeurs ovariennes, prostatiques, colorectales et de la langue de faible
agressivité (faible grade histologique) par rapport aux tumeurs métastatiques.
De plus, une forte expression de DDB2 est prédictive d’une meilleure survie de
patients cancéreux par rapport aux patients dont les tumeurs arborent une faible
expression de la protéine. D apres (Roy et al., 2013)(Yang et al., 2018)(Han et
al., 2014)(Bommi et al., 2014)(Chen et al., 2017).
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du colon par rapport aux tissus sains (Roy et al, 2013). Parmi les tissus cancéreux, les
carcinomes moins agressifs de faible grade (grade I) présentent une expression
significativement plus élevée que les carcinomes de grade II et III (plus agressifs). Enfin, les
tumeurs métastatiques présentent la plus faible expression de DDB2, avec un niveau protéique
diminué de moiti¢ par rapport aux tissus sains (Figure 13). Dans cette é¢tude, la diminution du
niveau d’expression de DDB2 dans les tumeurs de hauts grades histologiques est corrélée a une
diminution de ’expression de la E-cadhérine, un marqueur épithélial. Ces données viennent
conforter les études ayant démontré I’effet inhibiteur de DDB2 sur la transition épithélio-

mésenchymateuse dans le modele du cancer colorectal.

Au contraire, une étude a montré que 1’expression de DDB2 est significativement plus
importante dans les carcinomes colorectaux par rapport aux adénomes colorectaux (non
cancéreux) et aux tissus sains (Yang et al, 2018). Pour autant, au sein des carcinomes
colorectaux, DDB2 est surexprimée dans les tumeurs de faibles grades histologiques (T1 et T2)
par rapport aux tumeurs de hauts grades (T3 et T4). De plus, les tumeurs colorectales
métastatiques présentent une plus faible expression de DDB2 par rapport aux tumeurs non
métastatiques (Figure 13). L’étude a également révélé qu'une forte expression de DDB2 est
corrélée a une meilleure survie de patients atteints de cancer colorectal. En conclusion, cette
¢tude confirme la corrélation négative entre le niveau d’expression de DDB2 et le grade
histologique des tumeurs colorectales, mais apporte des informations contradictoires
concernant les différences d’expression entre tissu colorectal sain et tumoral par rapport a

I’étude précédente.

L’expression de la protéine DDB2 est également plus importante dans les tissus sains
des ovaires (Han ef al., 2014), de la langue (Bommi et al., 2018) et de la prostate (Chen et al.,
2017), par rapport a leurs équivalents cancéreux (Figure 13). Au sein des tumeurs ovariennes,
prostatiques et de la téte & du cou, une forte expression du géne codant DDB2 est associée a
une meilleure survie des patients par rapport aux tumeurs présentant une faible expression du

gene.

Les résultats in vitro acquis par le laboratoire d’accueil indiquaient la possible

utilisation de DDB2 comme biomarqueur dans le modéle du cancer du sein, comme ce qui a
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été montré dans d’autres cancers. Pour autant, il est nécessaire de confronter ces données in
vitro a des données issues d’échantillons de tumeurs mammaires.

En plus du besoin actuel de biomarqueurs pour la prédiction du devenir métastatique
des tumeurs mammaires et leur réponse a la thérapie, les cas de résistance associés aux lourds
effets secondaires observés en présence des thérapies conventionnelles soulignent la nécessité
d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans cette démarche, la famille des

complexes organométalliques attire une attention accrue de la recherche en cancérologie.

I1. 2. Les complexes organométalliques dans le traitement du cancer

La plupart des traitements employés actuellement en cancérologie vise a cibler I’ADN
des cellules hyper-prolifératives, dont les cellules cancéreuses, par trois grands mécanismes :
1) par la diminution du taux de nucléotides intracellulaires disponibles pour la réplication de
I’ADN (antimétabolites) aboutissant a une inhibition de la prolifération cellulaire, 2) par la
formation de dommages a ’ADN (agents alkylants) conduisant généralement a une entrée en
apoptose, et 3) par une inhibition des enzymes ayant pour substrat I’ADN (les topoisomérases
par exemple). Les mécanismes d’action de ces agents ne sont pas spécifiques des cellules
cancéreuses puisque les cellules saines sont également impactées, conduisant a I’émergence
d’effets secondaires parfois trés importants. Les thérapies ciblées et 1’hormonothérapie ont
permis de mieux cibler les tumeurs, tout en préservant les tissus sains environnants. Pour autant,
de nombreux cas de résistance en réponse a la chimiothérapie conventionnelle et aux thérapies
ciblées ont été observés. De ce fait, les principales lignes de recherche se focalisent aujourd’hui
sur I’¢laboration de nouvelles molécules possédant une activité anticancéreuse associée a une
faible cytotoxicité pour les cellules saines environnant la tumeur (Pucci et al., 2019). Des
composé€s de natures chimiques différentes, y compris de nombreux dérivés naturels, montrent
des potentialités chimiothérapéutiques. Depuis la découverte des propriétés anticancéreuses du
cisplatine dans les années 1960, les complexes organométalliques sont de plus en plus utilisés

en chimiothérapie.
11. 2. 1. Généralités sur les complexes organométalliques

Un composé organométallique est une molécule chimique présentant au moins une
interaction forte, généralement associable a une liaison covalente, entre un atome de carbone
d’un ligand organique et un métal, ou un de ses ions. Les propriétés physico-chimiques des
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complexes organométalliques, qui regroupent leur activité redox, leurs modes de coordination
variables et leur capacité a interagir avec les molécules organiques, les rendent souvent plus
intéressantes que les simples composés organiques, autant en termes de synthése que de
réactivité. Il convient de rappeler que les métaux sont des composés cellulaires essentiels qui
interviennent dans de nombreuses réactions biochimiques, en conséquence la stabilité du
complexe organométallique sera essentielle pour assurer son efficacité thérapeutique. Pour
autant, une dérégulation de la concentration de ces métaux est associée au développement de

nombreuses pathologies, dont le cancer.

La premiére molécule a activité biologique a avoir été catégorisée comme complexe
organométallique a été la cobalamine, encore appelée vitamine B12. La structure de cette
vitamine hydrosoluble indispensable au bon fonctionnement du systéme nerveux central a été
résolue pour la premiére fois par Dorothy Hodgkin, ce qui lui a valu le prix Nobel de Chimie
en 1964 (Scott and Molloy, 2012). La cobalamine est ainsi composée d’un ion cobalt(Il)
contenu au centre d’un noyau corrinoide. Depuis, de nombreuses autres molécules biologiques
contenant une liaison métal-carbone ont été découvertes (transferrine, hémoglobine...). Bien
avant la rationalisation des structures des molécules biologiques de type organométallique, leur
toxicité était bien connue depuis des siecles. L’exemple le plus connu reste les composés a base
d’arsenic utilisés en tant que poison mortel. Un dérivé de ’arsenic synthétisé par Paul Ehrlich
au XXeme siccle, le Marphasen, est le premier complexe organométallique a avoir été utilisé en
tant qu’agent de traitement dans le cas de la syphilis. Dans les années 90, des essais cliniques
ont permis de caractériser I’efficacité d’un complexe organométallique a base d’or, I’ Auranofin,
dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide (Itokazu et al., 1995). Ce méme complexe est
capable de cibler spécifiquement les lymphocytes CD4+ infectés par le VIH (Lewis et al., 2011).
Mais le domaine dans lequel les complexes organométalliques sont les plus prometteurs reste
la cancérologie. Historiquement, le premier complexe organométallique pour lequel une

activité anticancéreuse a ét€¢ montrée est le cisplatine, a base de platine.
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Figure 14. Représentation schématique du devenir intracellulaire du
cisplatine. L’entrée du cisplatine (dont la structure moléculaire est représentée)
se fait par l’intermédiaire du récepteur du cuivre CTRI. Le cisplatine
intracellulaire est ensuite activé via la faible concentration en ions chlorides du
milieu intracellulaire. Ensuite, le cisplatine activé va interagir avec I’ADN pour
former soit des interactions intrabrins entre 2 guanines voisines (1,3-Pt-d(GpG))
ou entre 1 guanine et 1 adénine voisines (1,2-Pt-d(ApG), soit des interactions
interbrins (Pt-d(GG)). Ces interactions vont genérer des cassures doubles brins,
qui seront reconnues par la machinerie de réparation NER (Nucleotide Excision

Repair). Si ces lésions ne sont pas réparables, la cellule entrera en apoptose.
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1. 2. 2. Les complexes a base de platine
11. 2. 2. 1. Le cisplatine

Le cisplatine, ou cis-diaminedichloroplatine(Il) (CDDDP) est un complexe a base de
platine stable a température ambiante, bien qu'une transformation en son isomere trans soit
observée au cours du temps (Allen et al., 1978). Le cisplatine a été synthétisé pour la 1ere fois
en 1844 par M.Peyronne, et sa structure chimique a été élucidée en 1893 par Alfred Werner
(Riley, 1988). Pour autant, il a fallu attendre les années 1960 pour que ce composé attire
I’attention des scientifiques. En effet, son activité anticancéreuse a été découverte de maniére
fortuite par Barnett Rosenberg en 1965, qui travaillait sur la division bactérienne. Rosenberg
avait mis en évidence la capacité du cisplatine a interagir avec I’ADN bactérien conduisant a
une inhibition de la prolifération (Muggia et al, 2015). Face a ces résultats, Rosenberg
commenga des collaborations dans le but d’explorer les capacités antitumorales du cisplatine.
Ces expériences ont prouvé ’efficacité de cette molécule sur un panel de lignées cellulaires
tumorales, dont des modéles de tumeurs mammaires et leucémiques (Muggia et al., 2015). Au
regard de ce succes en phase préclinique, le cisplatine a été testé en essai clinique dés les années
1960, et a montré une efficacité intéressante contre de nombreux cancers (Muggia et al., 2015).
Pour autant, ’autorisation de mise sur le marché du cisplatine par I’agence américaine pour la
sécurit¢ des médicaments (FDA) n’a été accordée qu’en 1978. Ce délai s’explique par

I’observation d’effets secondaires plus ou moins importants notamment au niveau rénal.

Le mode d’action du cisplatine peut étre subdivisé en 2 étapes :

La lere étape correspond a I’entrée du cisplatine dans la cellule, qui se fait a ’aide du
transporteur de cuivre CTR1 (Figure 14). Cette protéine de 23kDa possede trois domaines
transmembranaires, et est capable de s’oligomériser pour former un trimére fonctionnel avec
un pore central pour le transport du cuivre (Oun et al., 2018). L importance de CTR1 pour le
transport intracellulaire du cisplatine a été prouvée par I’invalidation du geéne codant ce
récepteur a la fois dans des cellules de levure (Saccharomyces Cerevisiae) (Oun et al., 2018) et
des fibroblastes embryonnaires de souris (Ishida et al., 2002), se traduisant par une diminution
de la quantité intracellulaire de cisplatine associée a une augmentation de la résistance face a
cette molécule. Des analyses d’immunohistochimie réalisées sur des souris ont révélé une
expression tissu-dépendante de CTR1, avec une distribution importante dans les canalicules

hépatiques, les tubules du cortex rénal, les entérocytes de 1’intestin gréle, le plexus choroide et
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les capillaires cérébraux (Kuo et al., 2006). Cette expression tissu-dépendante est a 1’origine
des effets secondaires observées avec le cisplatine. Ainsi, il a ét¢ montré que 1’expression de
CTRI au niveau des tubules du cortex rénal est a I’origine d’une accumulation du cisplatine au
niveau des reins, causant une toxicité importante (Pabla et al., 2009). Il semblerait que la partie
NHoz-terminale de CTR1, riche en méthionines et indispensable a I’absorption de cuivre, soit
¢galement impliquée dans la prise en charge du cisplatine (Sinani ef al., 2007). Pour autant, les
mécanismes d’internalisation du cuivre et du cisplatine semblent étre différents. En effet, la
fixation du cisplatine sur le trimére CTR1 n’induit pas de modification de la conformation du
trimere, comme ce qui est le cas au cours de I’absorption du cuivre. Malgré la forte prévalence
d’une prise en charge du cisplatine par CTR1, I’entrée du complexe a base de platine ne se fait
pas uniquement par ce récepteur. En effet, I’inhibition de I’expression du transporteur OCT2
par ARN interférence induit une diminution de I’entrée du cisplatine dans des tubules rénaux,
soulignant I’importance de ce récepteur dans I’internalisation de la molécule (Pabla et al.,
2009).

La 2¢me €tape correspond a 1’activation intracellulaire du cisplatine (Figure 14). Apres
son transport intracellulaire, la faible concentration en ions chlorures du milieu intracellulaire
(3 220 mM) par rapport au milieu sanguin (100 mM) va favoriser la substitution des ligands
chlorures du cisplatine par des molécules d’eau (Pil and Lippard, 2002). Cette réaction
d’hydrolyse produit un électrophile extrémement réactif capable d’interagir avec des
nucléophiles comme les groupements sulthydryles des protéines ou les acides nucléiques.

En effet, le cisplatine activé réagit avec 1’azote en position 7 des guanines et des
adénines de I’ADN pour former des adduits covalents (Fichtinger-Schepman et al., 1985),
correspondant aux interactions intrabrins entre deux guanines adjacentes (appelés 1,3-Pt-
d(GpG@G)), ou entre une guanine et une adénine voisines (appelés 1,2-Pt-d(ApG)) (Figure 14).
Des interactions interbrins de deux guanines, appelés Pt-d(GG), peuvent également apparaitre
(Figure 14). Ces adduits vont alors entrainer une importante distorsion locale qui conduit a la
condensation du brin d’ADN (Hou ef al., 2009). L’ensemble des modifications de la structure
de la chromatine interfére avec les machineries de réplication et de transcription de I’ADN, a
I’origine d’une inhibition de la prolifération et/ou 1’induction de I’apoptose (Ummat et al.,
2012). Les adduits cisplatine-ADN peuvent étre reconnus par les machineries de réparation de
I’ADN, notamment par la machinerie NER (Nucleotide Excision Repair) couplée a la
transcription (Figure 14). En effet, lorsque les ARN polymérases vont rencontrer ces adduits,

ils vont entrainer un recrutement des protéines du systéeme TC-NER (Transcription Coupled-
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NER) dans le but de réparer ces lésions. Si les Iésions ne sont pas réparées, une entrée en
apoptose en découle. Dans ce sens, des cellules CS-A et CS-B provenant de patients avec un
déficit en protéines du systtme TC-NER sont hypersensibles a ’effet pro-apoptotique du
cisplatine (Furuta et al., 2002). Comme cité précédemment, une augmentation de la réparation
des I¢ésions induites par le cisplatine est associée a des cas de résistance.

En plus de son impact sur la double hélice de I’ADN, le cisplatine est également capable
d’entrainer une surproduction de ROS (notamment par sa capacité a interagir avec I’ADN
mitochondrial), une dérégulation de I’homéostasie du calcium et une dérégulation de voies de
signalisation intracellulaires comme les voies MAPK (Mitogen-Activated protein kinase), JINK
(Jun amino-terminal kinase), PKC (Protein Kinase C) et AKT/PI3K (Dasari and Bernard
Tchounwou, 2014).

Enfin, le cisplatine est également capable d’induire une entrée en sénescence. Il
semblerait que I’entrée en apoptose ou I’entrée en sénescence dépende de la dose de cisplatine.
Ainsi, il a été montré que de faibles doses (0,5 pg/mL) induisent une entrée en sénescence de
la lignée de carcinome naso-pharyingien CNEI1, alors que de fortes doses sont corrélées a

I’entrée en apoptose (Wang et al., 1998).

En clinique, le succes principal du cisplatine concerne le cancer testiculaire, pour lequel
une diminution d’environ 90% de la mortalité a été€ observée (Bokemeyer et al., 1999). De plus,
le cisplatine correspond également au traitement de référence pour les tumeurs pulmonaires a
petites cellules (Go and Adjei, 1999). Pour les tumeurs pulmonaires non a petites cellules, son
utilisation apres chirurgie apporte un bénéfice de survie de 5,3% par rapport a la chirurgie seule
(Go and Adjei, 1999). Dans le cas du cancer du sein, un essai clinique a montré que le cisplatine
est efficace dans le traitement des tumeurs mammaires triples négatives, pour lesquelles peu
d’options thérapeutiques sont disponibles (Goel et al., 2010).

Le cisplatine n’est pas uniquement utilisé en monothérapie, mais en association avec
d’autres agents de chimiothérapie, comme le Paclitaxel, la Doxorubicine, la Gemcitabine et le
5-Fluorouracile (Dasari and Bernard Tchounwou, 2014), ou en combinaison avec la
radiothérapie, par exemple dans les cancers de la téte et du cou (Marcu et al., 2003)(Fayette et
al., 2015)(Helfenstein et al., 2019).

L’effet secondaire le plus limitant du cisplatine correspond a sa néphrotoxicité (Oun et
al., 2018). D’autres effets déléteres, tels qu’une anaphylaxie, une cytopénie et une

hépatotoxicité, sont également fréquemment observés. L’utilisation clinique du cisplatine ne se

57



CTR1 @ Diminution de l'expression de CTR1

2

Augmentation de ['expression de
pompes 2 efflux (MRP-2, ATP7A/B...)

@ Augmentation de l'efficacité de réparation

Figure 15. Représentation schématique des mécanismes moléculaires de
résistance au cisplatine. Dans de nombreuses cellules tumorales, une diminution
de [’expression du transporteur CTRI est observée, conduisant a une entrée
réduite de cisplatine dans la cellule. De plus, dans ces cellules, une surexpression
de certaines pompes a efflux, comme MRP-2, ATP7A et ATP7B, induit une
augmentation de [’efflux de cisplatine. Ces deux phénomeénes conduisent a une
diminution de la concentration intracellulaire en cisplatine. Un dernier
mécanisme de résistance repose sur |’augmentation de la réparation des lésions,

notamment via la surexpression de certains acteurs du systeme NER.
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confronte pas uniquement aux effets secondaires observés, mais également aux cas de

résistance dont les mécanismes ont été ¢lucidés par la connaissance de son mode d’action.
1. 2. 2. 2. Mécanismes de résistance au cisplatine

Le niveau d’expression du transporteur CTR1 est essentiel pour la sensibilité au
cisplatine (Figure 15). Dans ce sens, la lignée cancéreuse ovarienne A2780 rendue résistante
au cisplatine présente une diminution du niveau d’expression de CTR1 par rapport a la méme
lignée non résistante (Kalayda ef al, 2012). De la méme maniére, une lignée cancéreuse
pulmonaire a petites cellules sensible au cisplatine présente une surexpression naturelle de
CTRI1 par rapport a la méme lignée cellulaire rendue résistante au cisplatine (SR2) (Song et al.,
2004). Une surexpression de CTR1 dans la lignée SR2 a permis d’observer une resensibilisation
au cisplatine, via une augmentation de son entrée intracellulaire. Cette corrélation entre le
niveau d’expression de CTR1 et la sensibilité au cisplatine a également été¢ confirmée dans le
modele du cancer pulmonaire non a petites cellules. Ainsi, sur 54 patients atteints de ce type de
cancer, 32 se caractérisaient par une surexpression de la protéine CTRI1, associée a une
meilleure réponse au cisplatine (Yang et al., 2015). De maniere surprenante, il a été montré que
le cisplatine induit une dégradation rapide de CTR1, conduisant a une diminution de I’influx de
la molécule et a I’émergence de résistances chimio-induites (Holzer et al., 2006).

Un autre mécanisme de résistance des tumeurs aux agents de chimiothérapie repose sur
la surexpression de molécules d’efflux (Figure 15). Dans le cas du cisplatine, une augmentation
de I’expression des pompes a efflux MRP-2 (Multidrug-Resistance 2), ATP7A (ATPase copper
Transporting a) et ATP7B (ATPase copper Transporting ) a été confirmée dans la lignée
cancéreuse ovarienne A2780 résistante au cisplatine par rapport a la lignée sensible (Song et
al., 2004). Des dé¢létions du gene codant ATP7A dans des fibroblastes murins embryonnaires
rendus néoplasiques par surexpression de H-RAS ont conduit a une augmentation de la
sensibilité¢ de ces cellules au cisplatine par rapport aux cellules contrdles exprimant ATP7A
(Song et al., 2004).

Les tumeurs peuvent également devenir résistantes au cisplatine via une augmentation
de la réparation des 1ésions induites (Figure 15). Une analyse transcriptomique de cellules
tumorales testiculaires possédant une faible capacité a réparer les lésions induites par le
cisplatine, et donc sensibles a I’agent anticancéreux, a permis de mettre en évidence une sous-
expression de protéines de la réparation de ’ADN (XPA pour Xeroderma Pigmentosum A,

ERCC1 pour Excision Repair Cross-Complementary Rodent Repair Deficiency 1 et XPF,
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encore appelée ERCC4) (Welsh ef al., 2004). Les tumeurs testiculaires répondant généralement
trés bien au cisplatine, cette étude a soulevé la possibilité que le niveau d’expression de XPF-
ERCCI pourrait étre un indicateur de la réponse des tumeurs au cisplatine. Dans ce sens, une
diminution de la réparation des adduits de cisplatine a été observée dans des cellules
cancéreuses pulmonaires H1299 traitées au cisplatine et dont I’expression de XFP et ERCCI1 a
¢té inhibée par ARN interférence (Arora et al, 2010). Cette diminution de la réparation des
Iésions était associée a une augmentation de la sensibilité des cellules au cisplatine. Le role
prédicteur de ECCR1 dans la réponse des tumeurs pulmonaires non a petites cellules a été validé
par la mise en évidence d’une corrélation négative entre le niveau d’expression de ECCRI et
la sensibilité des tumeurs au cisplatine (Friboulet et al., 2013).

Enfin, de plus en plus de données suggérent que la variation du profil transcriptomique
des tumeurs devenues résistantes au cisplatine peut s’expliquer par des modifications du niveau
de méthylation de I’ADN. En effet, des études ont montré que les protéines de réparation du
systtme NER retrouvées au niveau des lésions induites par le cisplatine peuvent recruter la
méthyltransférase DNMT1 (DNA MethylTransFerase 1), aboutissant a une méthylation
aberrante (Ding et al., 2016)(O’Hagan et al., 2008). D’ailleurs, le suivi du profil de méthylation
de I’ADN circulant semble permettre de prédire la réponse au cisplatine de tumeurs ovariennes
(Montgomery et al., 2006) (Lund ef al.,, 2017). Dans ce sens, une hyperméthylation des geénes
suppresseurs de tumeurs AMLHI et NESI a été observée au sein de tumeurs ovariennes

résistantes au cisplatine.

Des analogues du cisplatine ont été synthétisés afin de contrer les cas de résistance

observés.
1. 2. 2. 3. 2eme génération de complexes a base de platine
a. Le carboplatine

En 1985, Harrap et al. ont publié les résultats d’expériences menés sur § analogues du
cisplatine présentant des effets anticancéreux face a des tumeurs transplantées sur des modeles
murins (Harrap et al, 1985). Parmi ces 8 molécules, le diamine(1,1-cyclobutane
dicarboxylato)platinum(II) ou carboplatine, avait le meilleur effet antitumoral associé a de
faibles effets secondaires. La structure du carboplatine différe de celle du cisplatine par la
présence d’un ligand bidentate cyclobutanedicarboxylate (Figure 16). Les interactions

métal/ligand sont beaucoup plus stables que celles établies avec les chlorures dans le cisplatine,
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ce qui diminue grandement la réactivité du carboplatine par rapport au cisplatine (Micetich et
al., 1985). Bien que les 1ésions induites par le carboplatine et le cisplatine soient du méme type,
leurs cinétiques different largement. En effet, la diminution de la réactivité du carboplatine se
traduit par un retard de 6 a 12 heures dans la formation des lésions de ’ADN par rapport au
cisplatine. De plus, une concentration de carboplatine de 20 a 40 fois supérieure a celle du
cisplatine est nécessaire pour produire les mémes effets biologiques (Knox et al., 1986). Les
Iésions de I’ADN causées par le carboplatine peuvent conduire a une entrée en sénescence et/ou
en apoptose. Ainsi, une étude a montré qu’une dose de 7,9 uM de carboplatine induit une trés
légere induction de I’apoptose de cellules cancéreuses pulmonaires non a petites cellules, et une
entrée plus marquée en sénescence (Kubo et al., 2015).

Des études cliniques comparant 1’effet du carboplatine par rapport au cisplatine ont
montré pour certains types de tumeurs, que le cisplatine était plus efficace que le carboplatine
(tumeurs de la lignée germinale, cancer de la vessie, cancer du cou & de la téte), alors que pour
d’autres tumeurs (cancer pulmonaire et ovarien), ’efficacité des deux molécules était
comparable (Lokich and Anderson, 1998).

Le carboplatine a regu son autorisation de mise sur le marché en France en 2003 avec
comme indication les tumeurs ovariennes, bronchiques a petites cellules et des voies
aérodigestives supérieures.

Le carboplatine est €galement utilis€é en combinaison avec d’autres agents de
chimiothérapie. Par exemple, la combinaison carboplatine et paclitaxel induit une réponse de
40% des carcinomes cervicaux avec une survie moyenne de 21 mois (Tinker et al., 2005). 20
patients atteints de carcinomes pulmonaires a petites cellules sur 23 ont bien répondu a la
combinaison carboplatine et etoposide, avec 7 rémissions complétes (Yilmaz et al., 2011). Le
carboplatine peut également étre associ¢ a la radiothérapie, notamment dans le cas de patientes
atteintes de cancers cervicaux, permettant une amélioration notable du taux de survie par
rapport aux traitements administrés séparément (Katanyoo et al, 2011). L’effet
radiosensibilisateur du cisplatine peut étre aisément associé a sa capacité a générer des cassures
doubles brins. Dans le cancer du sein, la combinaison carboplatine-Paclitaxel a prouvée son
efficacité dans le cas de tumeurs mammaires métastatiques (Pentheroudakis et al., 2006). Pour
autant, la combinaison carboplatine-Paclitaxel est tout aussi efficace que la combinaison
cisplatine-Paclitaxel dans le cas de tumeurs triples négatives (Huang et al., 2017a)

Bien que I'utilisation du carboplatine soit associée a moins d’effets secondaires en

comparaison au cisplatine, puisqu’il est moins néphrotoxique et provoque moins de
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vomissement, sa limite majeure réside dans son absence d’effet sur des cellules résistantes au
cisplatine. Les mécanismes de résistances croisés entre carboplatine et cisplatine sont dus a
’activation par le carboplatine des mémes médiateurs intracellulaires que le cisplatine (CTR1,

MRP?2...) (Fonseca De Sousa et al., 2014).
b. L’oxaliplatine

En 1980, Burschenal et al. ont montré que les complexes a base de platine contenant un
cycle diaminocyclohexane (DACH) sont actifs sur des lignées cancéreuses ovariennes
résistantes au cisplatine (Burchenal et al., 1980). C’est le cas de I’oxaliplatine (dont la structure
est présentée dans la Figure 16), utilisée en France depuis 1985. Son spectre d’action est plus
large que celui du cisplatine, puisque I’efficacité de 1’oxaliplatine a été prouvée dans le
traitement du cancer du sein, de la téte & du cou et du cancer ovarien. Les meilleurs résultats a
I’heure actuelle ont été obtenus dans le cancer colorectal (Desoize and Madoulet, 2002). Pour
le traitement de ce type de tumeurs, I’oxaliplatine est utilisé soit en monothérapie soit en
combinaison avec du 5-Fluorouracile, son effet secondaire le plus limitant étant sa
neurotoxicité. Les autres effets secondaires peuvent étre une anaphylaxie, une cytopénie
(notamment une leucopénie, neutropénie, thrombocytopénie et une anémie), une
hépatotoxicité, une ototoxicité et une cardiotoxicit¢ (Oun et al., 2018). Selon la sévérité des
effets secondaires, la dose de traitement peut ainsi étre réduite de 25%, et les patients sont
monitorés de facon intensive afin de surveiller leur état général. Un essai clinique de phase II
est en cours pour étudier I’efficacité de I’oxaliplatine dans le traitement de tumeurs mammaires
métastatiques.

En terme de mécanismes, les formes actives du cisplatine et de I’oxaliplatine ne différant
que par la présence du cycle DACH (Scheeff ef al., 1999), I’oxaliplatine est capable de former
des adduits intrabrins similaires a ceux formés par le cisplatine, qui vont conduire a une
induction soit de I’apoptose soit de la sénescence. Notamment, la capacité de 1’oxaliplatine a
induire la sénescence a été vérifiée in vitro et in vivo sur des modeles de tumeurs colorectales

(Seignez et al., 2014).

Bien que les complexes a base de platine aient prouvé leur efficacité clinique pour le
traitement de divers cancers, leur utilisation est fortement limitée par les cas de résistance
croisée. Les recherches se sont dés lors focalisées sur la synthése de nouveaux complexes

organométalliques, avec le remplacement du platine par d’autres métaux, dont le Fer.
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Figure 17. Représentation schématique du devenir du fer. Le fer présent dans
les aliments est pris en charge par le récepteur DMTI présent a la surface
apicale des entérocytes. Le fer peut rejoindre la circulation sanguin par
l’intervention du récepteur ferroportine. Dans le sang, le fer se fixe sur la
transferrine. Le complexe fer-transferrine peut se fixer sur les récepteurs TFR1/2
surexprimé a la surface des cellules cancéreuses, cette fixation induisant une
endocytose du complexe. Le fer intracellulaire peut générer des espéces réactives
de l’oxygene (ROS) notamment au travers de la réaction de Fenton. Ces ROS
peuvent causer des cassures doubles brins de I’ADN, a [’origine d’une entrée en

apoptose des cellules.
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1I. 2. 3. Les complexes organométalliques a base de Fer

Les propriétés physico-chimiques et biologiques du Fer en font un candidat prometteur

pour la synthése de complexes organométalliques.
II. 2. 3. 1. Le Fer dans le cancer

Le Fer fait partit des oligoéléments, c’est-a-dire des nutriments retrouvés a faible dose
dans le corps et nécessaires a la vie. L’alimentation représente la source principale de Fer pour
I’organisme. L absorption normale du Fer débute dans le duodénum, dans lequel le Fer pénetre
sous deux formes : la forme inorganique (ou non hémique) provenant majoritairement de
végétaux, et la forme organique (ou hémique) contenue dans la viande et le poisson. Cette
absorption fait intervenir le transporteur DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) exprimé
majoritairement au niveau de la surface apicale des entérocytes (Miret et al., 2003) (Figure 17).
Le Fer peut étre stocké dans ces cellules sous forme de Ferritine, ou €tre transporté dans la
circulation sanguine via un transporteur appelé Ferroportine (Ganz and Nemeth, 2011). Une
fois dans la circulation sanguine, le Fer se couple a la Transferrine permettant sa circulation
sans causer de toxicité (Andrews, 2000) (Figure 17). La Transferrine est une glycoprotéine de
76kDa synthétisée par le foie et constituée d’une seule chaine polypeptidique portant 3 sites de
fixation du Fer, a raison de 2 sites de fixation par molécule de Transferrine. Lorsqu’une
molécule de Transferrine chargée d’ions Fe(Il) se fixe sur son récepteur membranaire, le
complexe est internalisé par un mécanisme d’endocytose. Il existe 2 isoformes de récepteurs a
la Transferrine : TFR1 exprimé de maniére ubiquitaire a la surface de la plupart des cellules, et
TFR2 exprimé de maniere spécifique au niveau des hépatocytes. Une analyse du niveau
d’expression de TFR1 a révélé une surexpression de cette protéine dans différents types de
cancers, notamment dans le cancer colorectal (Prutki ez al., 2006), le cancer du sein (Tonik et
al., 1986), les lymphomes non-hodgkiniens (Habeshaw et al., 1983), le cancer des poumons
(Kondo ef al., 1990) et le cancer de la vessie (Seymour ef al., 1987). Cette surexpression peut
s’expliquer notamment par le besoin important en Fer des cellules cancéreuses. En effet, le Fer
est indispensable pour I’activit¢ de nombreuses enzymes impliquées notamment dans la
respiration mitochondriale (cytochrome c¢ oxydase, cytochrome, Ferrodoxine), dans le
métabolisme de 1’oxygéne (peroxydase, catalase, cytochrome P450), le métabolisme

énergétique (citrate synthase, aconitase, isocitrate déshydrogénase, succinate déshydrogénase),
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dans la synthese et la réparation de I’ADN (ribonucléotide réductase et hélicase) et dans les
voies de signalisation (nitric oxydase synthase, hydroxylases et oxydoréductases). Cette
versatilité des fonctions biologiques du Fer repose essentiellement sur sa capacité a changer,
réversiblement, son état d’oxydation. Une réaction redox repose sur le transfert d’électrons
entre un donneur (réducteur) et un accepteur (oxydant). En tant qu’élément de transition, le Fer
posséde des électrons occupant la couche orbitalaire d lui permettant de passer de 1’état -2
jusqu’a 1’état +6, méme si la grande majorité des complexes de Fer, et typiquement les
molécules biologiques, contiennent essentiellement des ions Ferreux (+2), Ferriques (+3) et
I’ion Fes+. Cette méme caractéristique confeére au Fer sa capacité¢ a produire des ROS,
notamment au travers de la réaction de Fenton au cours de laquelle I’ion Ferreux (Fe2+) et le
peroxyde d’hydrogeéne (H202) réagissent pour former des radicaux hydroxyles et de I’ion
Ferrique (Fes+) (Figure 17). Les ROS produits par le Fer sont responsables de dommages aux
macromolécules (ADN, ARN, protéines, lipides), pouvant conduire a une entrée en apoptose
des cellules.

Le besoin important en Fer des tumeurs et sa capacité a générer spontanément des ROS
ont conduit les chercheurs a synthétiser des complexes organométalliques contenant du Fer

dans le but de cibler spécifiquement la tumeur.
1l. 2. 3. 2. Le Ferrocene

Le Ferrocéne (Fc) est un complexe organométallique de formule Fe(CsHs) 2 faisant
partit de la famille des métallocénes regroupant les composés sandwich ou le centre métallique
est entouré¢ de deux cycles cyclopentadiényles. Une ¢tude de 1969 menée sur des chiens a révélé
une tres faible toxicité du Ferrocéne. En effet, aprés des administrations orales quotidiennes de
300 mg/kg ou de 1000 mg/kg pendant 6 et 3 mois respectivement, seule une hémosidérose (une
accumulation anormale de Fer) a été observée (Yeary, 1969). Pour autant, cette accumulation
de Fer n’induisait aucun effet secondaire méme 26 mois apres la fin du traitement. Le Ferrocéne
en tant que tel n’est pas stable, puisqu’il est converti en ion Ferrocénium. Dans les conditions
biologiques, cette oxydation se fait par exemple par I’intermédiaire du peroxyde d’hydrogene

(Fomin and Zaitseva, 2014).
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1. 2. 3. 3. Les ions Ferrocenium

A I’inverse du Ferrocéne qui est relativement inerte, les ions Ferrocénium posseédent de
fortes capacités oxydantes, les rendant généralement biologiquement plus actifs que leur forme
réduite. Ainsi, Kopf-Maier et al. ont montré que le Ferrocéne ne présentait pas d’activité
anticancéreuse contre un modele de tumeur murin (EAT pour Ehrlich Ascites Tumor), alors
que I’ion Ferrocénium-chloroferrate (dans lequel I’ion Ferrocénium est 1ié¢ au chloroferrate)
permettait la survie de 83% des animaux traités (Kopf-Maier et al., 1984). En conséquence, la
survie globale augmentait de 78 jours par rapport aux souris non traitées. Un autre sel de
Ferrocénium de formule FeCp2BF4 a ét¢é montré comme possédant une activité cytotoxique
contre des cellules tumorales mammaires (MCF-7) plus importante que le Ferrocéne (Morantes
et al., 2012). Une des explications possibles pour cette différence d’activité pourrait concerner
les différences de solubilité existantes entre le Ferrocéne, qui est trés peu soluble dans 1’eau, et
les sels de Ferrocénium qui sont solubles. Pour tenter de prouver le lien activité-solubilité,
Osella et al. ont synthétisé un Ferrocéne rendu soluble par le greffage d’un groupement f3-
cyclodextrine (Osella et al., 2000). Aucune inhibition de la prolifération de cellules tumorales
n’a été observée en présence de la forme soluble de Ferrocéne par rapport a sa forme insoluble,
alors que les sels de Ferrocenium présentaient bien une activité anticancéreuse. Ces données
suggerent donc que I’activité anticancéreuse des sels de Ferrocenium ne dépend pas de leur plus
grande solubilité par rapport au Ferrocene.

Concernant le mode d’action, il a ét¢ montré que les sels de Ferrocénium induisent un
clivage de la molécule d’ADN, et ce via leur capacité a générer des ions hydroxyles (Tamura
and Miwa, 1997). L’activité¢ anticancéreuse des sels de Ferrocénium ne se base pas uniquement
sur leur action sur I’ADN. En effet, deux complexes (PS5 et DP1) sont capables d’inhiber la
prolifération de cellules de gliomes et de mélanomes via une induction de la sénescence
cellulaire (Bruyére et al., 2014). De la méme maniére, trois complexes (5b, 5d et 5e) exercent
leur activité anticancéreuse dans la lignée tumorale pulmonaire A549 en induisant un arrét du
cycle en phase G1 et une entrée en sénescence au travers de la voie ROS/p38 MAPK (Li et al.,
2013b). D’autres complexes (DP1 et P5) sont capables d’induire une entrée en sénescence de
cellules de gliomes (Hs683), de gliobastomes (U373) et de mélanomes murins (B16-F10)
(Bruyere et al., 2014). De maniére intéressante, cette induction de la sénescence ne faisait pas
intervenir les mémes mécanismes moléculaires selon les lignées. En effet, dans les cellules
Hs683, I’entrée en sénescence se caractérisait par une augmentation de 1’expression de p21,

sans que le taux protéique de son régulateur transcriptionnel (p53) ne soit affecté par les
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complexes. Au contraire, dans la lignée B16-F10, ’augmentation de la quantité de p2l
s’accompagnait d une augmentation du taux protéique de p53. Enfin, dans la lignée U373, bien
que le taux protéique de p53 soit augmenté en présence des deux complexes, aucun effet n’a
¢té observé sur le taux de p21. Ces résultats suggerent que 1’effet des complexes a base de

Ferrocénium dépend enticrement du type cellulaire.

Au vu de lDefficacité antitumorale du groupement Ferrocényl, les recherches se
focalisent actuellement sur I’incorporation de ce groupement dans des molécules préexistantes,

dans le but de potentialiser leur effets anti-cancéreux.
II. 2. 3. 4. Les conjugués a base de Ferrocene
a. Les conjugués Ferrocene-azoles

Les azoles sont une classe de composés hétérocycliques insaturés a cinq atomes
possédant au moins deux atomes d’azote (comme I’imidazole et le pyrazole), ou bicycliques
possédant 5 atomes d’azote comme ’adénine (Ahmad et al., 2018).

En 1993, Popova et al. ont montr¢ quun complexe Ferrocénylazole
(Bis(Ferrocenylalkyl)azolium) présentait une activité anticancéreuse contre des sarcomes
murins induits par le méthylcholantréne (MCH-11) (Popova et al., 1993) (Tableau 1). Une
autre équipe a montré que le complexe Ferrocénylméthyl benzimidazole présentait une action
anticancéreuse sur les modeles tumoraux Ca755 (adénocarcinome mammaire), B16
(mélanome) et sur le carcinome pulmonaire de Lewis (Snegur ef al., 2004). L’inhibition de la
croissance tumorale se faisait a des doses comprises entre 5 et 50 mg/kg. D’autres complexes
Ferrocénylazoles induisent une diminution du volume de tumeurs pulmonaires non a petites
cellules et de tumeurs cesophagiennes greffées sur des souris irradiées au préalable (Snegur et
al., 2008) (Tableau 1). De maniére intéressante, ces complexes n’induisaient pas de toxicité
sur les souris. L’un des complexes (nommé 1-(Ferrocenylmethyl)benzimidazole) présentait les
meilleurs résultats, avec une inhibition de la prolifération tumorale de 100%, avec une
régression de 45% du volume tumoral. Le succés de ce complexe était attribué: 1) au
groupement hydrophile benzotriazolyl rendant la molécule soluble dans un milieu aqueux et au
groupement lipophile Ferrocényl permettant une perméabilité membranaire ; 2) I’hétérocycle
planaire et le groupement Ferrocényl pouvant s’intercaler entre les bases de I’ADN.

3 composés contenant de 1’azole ont montré une action anticancéreuse significative sur

la lignée tumorale mammaire MCF-7 (Bansode ef al., 2019). Un de ces composés induisait une
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inhibition de la prolifération cellulaire légerement supérieure a la Doxorubicine, le traitement
de référence pour le cancer du sein (IC50 de 0.016 uM et 0.018 uM pour le composé a base

d’azole et la Doxorubicine respectivement).
b. Les conjugués Ferrocene-acide rétinoique

L’acide rétinoique, un métabolite de la vitamine A, posséde des caractéristiques
intéressantes pour le ciblage des cellules souches cancéreuses. En effet, il a ét€ montré que ce
compos¢ peut induire la différenciation des cellules souches cancéreuses, réduire leur
prolifération et leur invasion, et les sensibiliser a la chimiothérapie (Ginestier et al., 2009)(Lim
et al., 2012). Son utilisation en clinique est limitée par son insolubilité en solution aqueuse et
par son incapacité a provoquer directement une apoptose. Des études ont ainsi montré que le
greffage d’un ion Ferrocénium sur I’acide rétinoique permet de rendre la molécule soluble dans
I’eau (Wang et al., 2018). Les auteurs ont mis en évidence une cytotoxicité contre des cellules
souches cancéreuses traitées a 1’aide du complexe Ferrocéne-acide rétinoique, alors que 1’acide
seul n’avait aucun effet pro-apoptotique. Cet effet repose sur la capacité du complexe a induire
une diminution de la concentration intracellulaire de I’enzyme détoxifiante GSH, induisant
donc une augmentation de la quantit¢ de ROS a I’origine de la mort cellulaire. Le complexe
¢tait également capable d’inhiber la prolifération des cellules souches cancéreuses et d’induire
leur différenciation, tout comme 1’acide rétinoique seul. Ces données suggerent que le
complexe Ferrocénium-acide rétinoique présente des caractéristiques plus intéressantes que

’acide rétinoique seul.
c. Les conjugués Ferrocene-peptides

Dans le but d’augmenter les effets anticancéreux des complexes a base de Ferrocéne,
une des stratégies consiste a favoriser leur entrée dans la cellule. Dans ce but, le couplage de
complexes avec des peptides a été testé.

Dans ce sens, la conjugaison d’acide Ferrocénecarboxylique avec un oligopeptide riche
en arginine a permis une amélioration de la solubilité du complexe dans 1’eau, mais également
de son activité anticancéreuse sur des cellules leucémiques (Miklan et al., 2007) (Tableau 1).
De plus, des conjugués Ferroceéne-biotine ont été testés en terme d’activité antitumorale sur
différentes lignées cellulaires présentant des niveaux d’expression variables du récepteur a la
biotine (SMVT pour Sodium Dependent Multivitamin Transporter) (Plazuk et al., 2013). Les

résultats ont montré une corrélation positive entre le niveau d’expression de SMVT et ’effet
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anticancéreux du conjugué. Par ailleurs, la conjugaison de Ferroceéne avec des peptides
contenant la séquence RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartate) semble théoriquement étre une
bonne approche, puisque les séquences RGD sont reconnues par les intégrines qui sont
surexprimées au cours de I’angiogenese. Cette hypothése a été vérifiée par des analyses de
chromatographie en phase liquide démontrant une augmentation de 1’entrée du complexe
Ferrocéne-RGD dans des cellules de mélanomes de souris B16, associée a une meilleure
cytotoxicité par rapport au Ferrocéne seul (Zhou et al., 2012). Un autre exemple de complexe
Ferrocéne-protéine correspond au composé HUNI 68, qui présente une activité cytotoxique sur
un panel de lignées cancéreuses toutes résistantes a une multitude d’agents de chimiothérapie
(Kater et al.,, 2011). Cet effet cytotoxique s’accompagne d’une diminution du potentiel de
membrane mitochondriale et d’une activation de la caspase 9, suggérant I’intervention de la

voie intrinséque de I’apoptose.
d. Les conjugués Ferrocene-analogues nucléotidiques

Les analogues nucléotidiques présentent de base une cytotoxicité, puisqu’ils ont été les
premiers agents de chimiothérapie employés. Les chercheurs ont souhaité¢ combiner 1’effet
cytotoxique des analogues de nucléobases avec celui des complexes de Ferrocene.

Un conjugué Ferrocéne-thymine (1/N-Ferrocénylméthyl thymine) a été montré comme
possédant une activité anticancéreuse sur les modeles de tumeurs solides Ca755 (carcinome
mammaire), B16 (mélanome) et LLC (Lewis Lung Carcinoma) (Simenel et al., 2009) (Tableau
1). Ce composé induit une inhibition de la croissance des tumeurs Ca755 de 70% par rapport
au contrdle (souris non greffées).

D’autres complexes Ferrocéne-nucléobases ont montré une cytotoxicité sur les lignées
cancéreuses L1210 (modele de leucémie murine), CEM (modele de lymphoblaste T humain) et
HeLa, presque aussi efficace que le 5-Fluorouracile (Nguyen et al., 2014).

Un complexe a base de Ferrocéne lié a une molécule de thymine présente un effet
cytotoxique contre une lignée d’ostéosarcome humain, bien que cet effet soit inférieur a celui

observé en présence de cisplatine (Kedge et al., 2017).
e. Les conjugués Ferrocene-Tamoxifene

Comme cité précédemment, le Tamoxiféne est un anti-cestrogénique non stéroidien
utilisé systématiquement dans le traitement des cancers du sein cestrogéno-dépendants. Il fait

partie de la famille des SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator), c’est-a-dire des
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analogues des cestrogénes endogénes, dont ’action entraine un blocage des voies de
signalisation par interaction avec les récepteurs hormonaux. Comme son action est de ralentir
la progression de la maladie plutot que de I’éradiquer, le Tamoxiféne est utilisé en traitement a
long terme. Cette utilisation sur une longue période peut néanmoins engendrer I’émergence de
tumeurs mammaires résistantes au Tamoxiféne. Dés lors, la recherche de nouvelles molécules
anti-cestrogéniques est d’un intérét majeur.

L’idée de combiner les effets anti-cestrogéniques du Tamoxiféne aux propriétés
cytotoxiques du Ferrocéne a été appliquée en 1996 par une équipe frangaise. Le nouveau
composé, appelé « Hydroxyferrociféne », se caractérise par le remplacement du groupement
phényl du 4-hydroxytamoxiféne (le métabolite actif du Tamoxiféne) par le Ferroceéne (Top et
al., 1996) (Tableau 1). Des mesures de I’affinité relative de liaison ont montré que
I’Hydroxyferrociféne présente une bonne affinité d’interaction avec le récepteur aux
cestrogeénes, bien qu’inférieure a celle du Tamoxifeéne (valeur d’affinité relative de liaison de
11,5% et de 38,5% respectivement pour 1I’Hydroxyferrociféne et le Tamoxiféne) (Jaouen et al.,
2000). Cette différence peut s’expliquer par I’effet stérique du groupement Ferrocenyl qui est
légeérement plus encombrant que le groupement phényl du Tamoxifene.

L’effet cellulaire du composé Hydroxyferrociféne a été testé sur une lignée de cellules
cancéreuses mammaires présentant une forte expression des récepteurs aux cestrogeénes (les
cellules MCF-7), dans lesquelles le composé induit une inhibition de la prolifération/viabilité
du méme ordre que le Tamoxifeéne (Top ef al., 2003). Cet effet de I’Hydroxyferrociféne sur la
prolifération/viabilité des cellules MCF-7 a été associé a un effet pro-apoptotique via la capacité
du complexe a induire une surproduction de ROS alors que le Tamoxiféne et le Ferrocene
n’induisait pas et peu de ROS respectivement (Wlassoff et al., 2007).

Une autre étude a confirmé la présence d’une production significative de ROS dans les
lignées cancéreuses mammaires MCF-7 traitées a I’Hydroxyferrociféne, tout comme dans des
lignées cancéreuses mammaires ERa- (MDA-MB231, Hs578T et SKBr3) (Vessicres et al.,
2010). Cette production de ROS induisait un blocage du cycle cellulaire et une entrée en
sénescence, plutdt qu’une entrée en apoptose. Une entrée en sénescence a également été
observée dans des cellules de gliomes et de mélanomes traitées avec deux dérivés
d’Hydroxyferrociféne (P5 et DP1) (Bruyere ef al., 2014). Cette induction de la sénescence se
traduisait par une augmentation du marquage SA-B-galactosidase et I’acquisition d’un SASP
(Senescence-Associated Secretory Phenotype) avec sécrétion d’IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 et
TNFa.
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Figure 18. Représentation schématique du devenir du Ruthénium. Le
Ruthénium est capable d’interagir avec la transferrine sanguine. La
surexpression des récepteurs a la transferrine (Tfrl/2) a la surface des cellules
cancéreuses permet une accumulation spécifique du Ruthénium au niveau des
cellules tumorales. Une fois a l'intérieur de la cellule, le Ruthénium subit une
réduction de sa forme Ru(lll) vers sa forme Ru(ll). Les composés a base de
Ruthénium peuvent interagir avec la double hélice de I’ADN soit en formant des
adduits bifonctionnels, comme le cisplatine, induisant une distorsion de I’ADN,
soit par des adduits monofonctionnels. Ces deux types d’adduits vont étre a

["origine d’une inhibition de la prolifération et/ou [l'induction de [’apoptose.

D’apres (Pongratz et al., 2004)(Schluga et al., 2006)(Sava et al., 1999).
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En plus du Fer, les composés a base de Ruthénium présentent des activités

anticancéreuses prometteuses.

1l. 2. 4. Les complexes a base de Ruthénium
1I. 2. 4. 1. Généralités

Le Ruthénium existe sous trois états d’oxydation, qui sont les plus communs également
pour le Fer : Ru(I), Ru(Ill) et Ru(IV). La forme Ru(IV) correspond a une forme tres instable
de par son haut degré d’oxydation, ce qui limite fortement son utilisation (Duan et al., 2009).
Concernant les deux autres formes, les complexes contenant du Ru(II) sont généralement plus
réactifs que les composés contenant du Ru(III), qui correspondent fréquemment a des pro-drugs
nécessitant une activation par réduction. Le Ruthénium présente de nombreuses caractéristiques
le qualifiant de bon candidat comme composant de molécules anticancéreuses. En effet, les
molécules a base de Ruthénium 1) sont transportées vers les cellules cancéreuses de maniére
s¢lective au travers de leur interaction avec la Transferrine ; 2) sont activées par un mécanisme
de réduction sélectivement au niveau de la tumeur (dans le cas de complexes contenant du
Ru(IIl)) ; et 3) sont capables de se fixer a ’ADN par des modes d’action différents de ceux

observés en présence de molécules a base de platine.
a. Transport par la Transferrine

Une comparaison de la localisation in vivo du Ruthénium entre des tissus sains et des
tissus tumoraux a révélé que cet €lément est préférentiellement retrouvé au niveau des tumeurs,
comme ce qui est décrit pour le Fer (Sava and Bergamo, 2000). Comme décrit précédemment,
la forte concentration en Fer dans les tumeurs est due a une surexpression des récepteurs a la
Transferrine. Il a ainsi ét¢ émis I’hypothése que le Ruthénium était également capable
d’interagir avec cette protéine plasmatique, expliquant sa location sélective dans les tumeurs
(Figure 18). Dans ce sens, Kratz et al. ont montré qu’un complexe Ru(III) li¢ a la Transferrine
présente une activité antiproliférative sur la lignée de cancer colorectal SW707 plus importante

que le complexe Ru(IIl) seul (Kratz et al., 1996).
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b. Activation par réduction

Schluga et al. ont montré que la réduction du Ru(Ill) en Ru(ll) se faisait
préférentiellement dans un environnement hypoxique et acide (Schluga et al, 2000),
caractéristique des tumeurs (Figure 18). Par conséquent, les complexes contenant du Ru(IIl),
relativement inactifs, peuvent étre employés comme pro-drug, qui seront activés par réduction

spécifiquement au niveau de la tumeur.
c. Interaction avec I’ADN

Les complexes a base de Ruthénium présentent un intérét avantageux comparé au
cisplatine, via leur capacité a former des interactions de natures différentes, et notamment des
interactions non covalentes, avec ’ADN. Ces différences d’interaction peuvent expliquer les
effets secondaires amoindris des complexes a base de Ruthénium par rapport a ceux a base de
platine.

Par exemple, deux complexes a base de Ruthénium contenant un groupement diméthyl
sulfoxyde (cis- et trans-[Ru(IT)((CH3)2S0O)4C12]) présentent une activité antiproliférative in
vivo comparable a celle du cisplatine a des doses équimolaires, mais avec moins d’effets
secondaires et associée a une meilleure survie des animaux (Sava et al., 1999). Dans cette étude,
I’analyse du spectre de dichroisme circulaire de ’ADN a montré que I’interaction du composé
cis n’induit aucune modification de la conformation de I’ADN. Le composé frans induit, quant
a lui, une distorsion de la double hélice. Cette différence repose sur le mode d’interaction des
deux composés. En effet, alors que le composé cis créé uniquement des adduits
monofonctionnels, le composé frans forme majoritairement des liaisons entre différents résidus
purines voisins. En conclusion, le composé trans présente le méme mode d’interaction avec
I’ADN que le cisplatine formant des liaisons interbrins plus toxiques, alors que le composé cis
produit uniquement des adduits monocovalents (Figure 18). Ces différences d’interaction
soulignent particulierement bien le lien entre le mode d’interaction avec I’ADN et I’effet
anticancéreux des composeés.

Parmi tous les composés a base de ruthénium, NAMI-A et KP1019 correspondent aux

molécules les mieux décrites et les plus prometteuses.
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Figure 19. Structure chimique de certains composés a base de Ruthénium. La
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(Vacca et al., 2002)(Alessio and Messori, 2018)(Kapitza et al., 2005a et b).



INTRODUCTION

1I. 2. 4. 2. NAMI-A

NAMI-A  (imadazolium  trams-imidazoledimethylsulfoxidetetrachlorourthenate)
(Figure 19) est un composé contenant du ruthénium sous forme Ru(IIl) sur lequel est greffé
une molécule de DMSO (dimethylsulfoxyde) et une molécule d’imidazole. NAMI-A est un
dérivé de NAMI qui, malgré son activité anticancéreuse prometteuse, n’était pas assez stable
dans I’eau (Sava et al., 1999).

La molécule NAMI-A est principalement décrite pour son activité antimétastatique. La
comparaison de I’action cytotoxique in vitro et I’effet antimétastatique in vivo a révélé que
NAMI-A réduit la formation de métastases par un mécanisme indépendant d’une cytotoxicité
directe sur la tumeur (Sava et al., 1995). D’un point de vue moléculaire, des expériences
réalisées sur la membrane chorio-allantoide d’embryon de poulet suggérent que NAMI-A est
capable d’inhiber la prolifération de cellules endothéliales, la chimiotaxie et la sécrétion de la
métalloprotéase matricielle 2 (MMP2), conférant en partie a cette molécule son effet
antimétastatique (Vacca et al., 2002). Ces effets étaient associés a une absence de phénotypes
cellulaires de type apoptotique ou nécrotique, confirmant I’effet antimétastatique plutdt que
cytotoxique. Dans le modele de cancer colorectal, NAMI-A semble inhiber I’adhésion des
cellules tumorales a la matrice extracellulaire, ainsi que leur migration (Pelillo e al., 2016). Au
niveau moléculaire, NAMI-A induit une diminution de 1’expression de 1’intégrine a5B1 dans
les cellules cancéreuses colorectales HCT-116, conduisant a une diminution de 1’activation des

voies de signalisation sous-jacentes.

Begamo et al. ont comparé les effets de NAMI-A par rapport au cisplatine sur des
cellules tumorales cultivées in vitro, ainsi que sur des métastases in vivo. Les résultats montrent
que NAMI-A est tout aussi efficace que le cisplatine sur les carcinomes de type MCa (Mouse
Mammary Carcinoma) et sur la lignée cellulaire d’adénocarcinome métastatique de souris
TS/A, mais plus efficace que le cisplatine sur le carcinome pulmonaire de Lewis (Bergamo et
al., 1999). Pour autant, le cisplatine est nettement plus efficace que NAMI-A sur les carcinomes
du foie et des tubules rénaux. D’un point de vue cellulaire, le traitement par NAMI-A induisait
un arrét de la prolifération des cellules tumorales au niveau du point de restriction G2/M, alors
que le cisplatine induisait un arrét progressif dans toutes les phases de manic¢re dose-
dépendante. Cette différence en terme d’effet cytotoxique entre NAMI-A et le cisplatine a été
vérifiée dans 4 lignées cancéreuses humaines (Igrov-1, 2008, MCF-7 et T47D), I’analyse ayant

montré que NAMI-A est 1 000 fois moins cytotoxique sur le cisplatine (Pluim et al., 2004).
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L’activité anticancéreuse de NAMI-A a été vérifiée dans des essais cliniques. Dans un
premier temps, la dose maximale tolérée a été déterminée dans un essai de phase I au Pays-Bas.
Dans cette ¢tude, 24 adultes présentant différents types de tumeurs solides ont été traitées a des
doses allant de 2,4 4 500 mg/m?*jour. NAMI-A a été injectée en intraveineuse pendant 5 jours
consécutifs et ce pendant 3 semaines. A 400 mg/m*/jour, des cloques douloureuses sont
apparues sur les doigts des patients, ¢’est pourquoi la dose utilisée pour la suite des études a été
fixée a 300 mg/m*jour (Alessio and Messori, 2018). Au regard de son excellente action
antimétastatique in vivo sur le modele du cancer pulmonaire métastatique, le cancer pulmonaire
non a petites cellules (NSCLC) a été choisi pour une étude de phase II (Rademaker-Lakhai et
al., 2004). Le traitement classique des NSCLC repose déja sur I'utilisation d’une molécule
organométallique (le cisplatine) en association avec la Gemcitabine. Ainsi, la combinaison
NAMI-A et Gemcitabine a été testée. L’¢tude a initialement compris 32 patients atteints de
NSCLC sur un cycle de 28 jours, qui a été réduit a 21 jours pour cause de neutropénie au cours
de la 3eme semaine de traitement. La Gemcitabine était administrée tous les jours apres les
injections de NAMI-A. La combinaison NAMI-A et Gemcitabine a été décrite comme
modérément tolérable par les patients qui souffraient majoritairement de nausées séveres, de
vomissements et de diarrhées. Le traitement a donc été déclaré comme « insuffisamment

efficace pour une utilisation future ».
1I. 2. 4. 3. KP1019

Cette molécule est un complexe stable de ruthénium sous forme Ru(III) contenant deux
hétérocycles d’indazole mono-complexés a I’ion central de Ruthénium avec quatre ions
chlorures ancillaires (Figure 19). Historiquement, 1’activité anticancéreuse de ce composé a
pour la premicre fois ét¢ montrée sur des carcinomes colorectaux de rats insensibles au
cisplatine (Seelig et al., 1992). KP1019 présentait une forte action a toutes les doses (7,5 mg/kg,
5,3 mg/kg et 3,8 mg/kg), se caractérisant par une diminution du volume tumoral de 30%, 19%
et 9% pour chaque dose respective. Néanmoins, 1’efficacité de la plus forte dose (7,5 mg/kg)

¢tait associée a une forte mortalité due a une toxicité importante.

De nombreux mécanismes moléculaires semblent étre responsables de 1’effet
anticancéreux de KP1019. Kaptiza et al. ont montré que la molécule est responsable d’une

production accrue de H20:2 dans des cellules tumorales colorectales, et ce de manicre dose
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dépendante (Kapitza et al., 2005). Cet effet était bloqué par I'utilisation de I’agent antioxydant
NAC (N-AcétylCystéine), qui induit également une réduction de I’'IC50 (55 uM et 30 uM en
présence et en absence de NAC respectivement). Cette méme étude a permis d’établir un lien
entre la production de ROS et une entrée en apoptose, caractérisée par une perte du potentiel de
membrane mitochondriale et un clivage caspase-dépendant de PARP.

En 2008, une étude de phase I a été réalisée dans le but d’établir la dose maximale
tolérée de KP1019 (Hartinger et al, 2008). 8 patients présentant différents types de tumeurs
solides ont été sélectionnés, et ont été traités a des doses croissantes de KP1019 allant de 25 a
600 mg deux fois par semaine pendant 3 semaines. Sur les 6 patients (2 ayant abandonné
’essai), 5 ont montré une stabilisation de la maladie pendant 8§ a 10 semaines post-traitement.
De manicre intéressante, la durée de stabilisation de la maladie apres traitement n’était pas
corrélée a la dose utilisée. Enfin, uniquement une toxicité moyenne a €té observée. La dose de
400 mg a été sélectionnée pour une ¢tude de phase II, dont les résultats ne sont pas encore

disponibles.
1I. 2. 4. 4. Autres complexes

En plus de NAMI-A et KP1019, un nombre conséquent de complexes a base de
Ruthénium sont en cours d’étude. Par exemple, le composé¢ RM 175 (Figure 19) a été testé sur
la lignée cancéreuse colorectale HCT116 (Hayward ef al., 2005). Les résultats ont montré une
accumulation des protéines p53, Bax et p21 des 48h de traitement, associée a un arrét de la
prolifération en phase G1 et G2, ainsi qu’a une induction de I’apoptose. De manicre
intéressante, cet arrét du cycle cellulaire n’est pas observable dans des cellules HT116 rendues

déficientes pour p53 et p21, suggérant un réle prépondérant de ces protéines.

RAPTA-T est un autre exemple de composé prometteur (Figure 19). Des expériences
in vitro ont démontré son action cytotoxique sur la lignée cellulaire d’adénocarcinome murin
TS/A, alors qu’aucune cytotoxicité n’a été observée sur une lignée de cellules mammaires
saines (HBL-100), méme a des fortes doses (Scolaro et al, 2005). Par ailleurs, RAPTA-T
semble inhiber certaines étapes du processus métastatique comme la migration, I’invasion et la

ré-adhésion de la tumeur murine a son nouveau substrat (Bergamo et al., 2010).
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1. 2. 5. Conclusion sur les complexes organométalliques

L’efficacité de cisplatine contre de nombreux cancers, dont celui du sein, a ouvert la
voie a I’¢tude d’une nouvelle famille de molécules : les complexes organométalliques. Les
complexes a base de platine, dont fait partie le cisplatine, ont été les plus étudiés. En plus du
cisplatine, deux autres complexes contenant du platine (le carboplatine et 1’oxaliplatine), sont
prescrits en monothérapie ou en thérapie combinatoire dans un grand nombre de cancers. Pour
autant, leur utilisation clinique est confrontée aux cas de résistance et/ou aux effets secondaires
parfois lourds. Dés lors, les recherches se sont tournées vers des complexes organométalliques
contenant d’autres métaux. Les complexes a base de Fer et de Ruthénium notamment, ont
montré une activité anticancéreuse prometteuse dans des tests in vitro et in vivo sur des modeles
animaux. Pour autant, une recherche rapide sur la base de données des essais cliniques en cours
dans le monde (ClinicalTrials, accessible a I’adresse https://clinicaltrials.gov/) révele un trés
faible nombre d’essais cliniques de phase III évaluant I’efficacité anticancéreuse des complexes
organométalliques. Ces résultats peuvent notamment s’expliquer par la toxicité et/ou le manque
d’efficacité des complexes révélés pendant des essais de phases I et II. Parmi les complexes en
test sur de larges panels d’échantillons de patients se trouvent les composés a base de
Ruthénium NAMI-A et KP1019. L’ensemble de ces données souligne donc le besoin actuel

d’identifier et de caractériser I’effet anticancéreux de nouveaux complexes organométalliques.

La plupart des traitements employés actuellement dans la prise en charge des cancers
visent a induire [’apoptose des cellules cancéreuses. Pour se faire, de fortes doses de
chimiothérapie et/ou de radiothérapie sont employées, sans pour autant étre spécifiques des
cellules cancéreuses. Les doses importantes et le manque de spécificité des traitements
employés conduisent a I’émergence de nombreux effets secondaires lourds pour les patients.
Ainsi, un effet cytostatique, obtenu a des doses sub-toxiques de chimiothérapie ou de
radiothérapie, est de plus en plus considéré comme une alternative thérapeutique aux agents
cytotoxiques conventionnels. Dans ce sens, une attention considérable est tournée vers la
sénescence cellulaire, un arrét prolongé de la prolifération cellulaire, qui pourrait constituer

une nouvelle cible thérapeutique pour inhiber la prolifération de cellules cancéreuses.
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I11. La sénescence cellulaire

I1I. 1. Introduction

La sénescence cellulaire se définit comme un arrét du cycle cellulaire, accompagné par
de profondes modifications morphologiques et moléculaires. Ce processus a été observé pour
la 1ere fois par L.Hayflick qui a remarqué que les cellules somatiques cessent de proliférer apres
un nombre précis de divisions cellulaires, dénommé limite d’Hayflick (Hayflick and Moorhead,

1961).
III. 1. 1. Sénescence réplicative

11 a fallu attendre 1990 pour que Harley et al. correlent I’induction de la sénescence avec
le raccourcissement progressif des télomeres au cours des divisions cellulaires (Harley et al.,
1990).

Les télomeres correspondent a des répétitions de la séquence TTAGGG sur lesquelles
sont fixées des protéines spécifiques, assurant la stabilité des extrémités des chromosomes. Les
téelomeres adoptent une conformation particuliére, la T-loop, qui protége physiquement
I’extrémité 3° simple brin terminale du télomere de la dégradation par les exonucléases. Au
cours des divisions cellulaires, des motifs TTAGGG sont perdus de par I’incapacité de I’ADN
polymérase a répliquer les télomeres. Cette perte d’ADN télomérique est compensée par
I’action de la transcriptase inverse Télomérase, qui assure la synthése de novo des répétitions
télomériques sur les télomeres préexistants, maintenant ainsi leur longueur. La télomérase est
active dans les cellules germinales (qui ne subissent pas la sénescence). A I’inverse, la majorité
des cellules somatiques ne présentent pas une activité télomérase suffisante pour combler le
raccourcissement des télomeres a chaque division cellulaire.

Le raccourcissement des télomeres dans les cellules somatiques s’accompagne d’une
perte progressive de la conformation de la T-Loop (Griffith ez al., 1999). D¢s lors, les extrémités
télomériques seront exposées, et reconnues comme des cassures doubles brins par les systémes
de réparation de I’ADN de type NER et BER (Nucleotide/Base Excision Repair), ce qui conduit
a Papparition de foci de la forme phosphorylée de 1’histone H2AX (y-H2AX) et 1’activation
des protéines de réparation TP53BP1 (Tumor Protein P53 Binding Protein 1), NBSI1 (encore
appelé NBN pour Nibrine) et MDCI1 (Mediator of DNA Damage Checkpoint 1) (Jia et al.,
2015). De plus, les kinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM and RAD3-
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Figure 20. Représentation schématique des mécanismes de sénescence
réplicative et prématurée. La sénescence peut étre la conséquence d’un
raccourcissement progressif des extrémités télomériques des chromosomes
(sénescence réplicative), ou d’une multitude de stress, comme un stress oxydatif
ou une exposition a des agents cytotoxiques/cytostatiques (sénescence
prématurée). L’ensemble de ces stress vont conduire a la formation de lésions,
dont la réparation va activer la voie ATM/ATR/Chkl/2 et le locus ARF/INK4A
codant pl4 et pl6, aboutissant a une activation de p53 par Chkl/2 et une
stabilisation de son taux protéique par inhibition de MDM?2 par pl4. L’induction
de ’expression du gene codant p21 par la protéine p53 aboutira a une inhibition
du complexe CDK4-Cycline D, qui peut étre également inhibé par la protéine
plo6. Cette inhibition aboutira a [’arrét du cycle cellulaire caractéristique de la

senescence.
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Related) sont recrutées au niveau des télomeres, et vont activer respectivement les kinases Chk1
et Chk2, conduisant a une activation de p53 par phosphorylation de sa partie C-terminale (Ou
et al., 2005) (Figure 20). En plus d’étre activé par phosphorylation, le taux protéique de p53
est stabilisé par 1’inactivation de I’E3 Ubiquitin Ligase MDM2, qui participe a la dégradation
de p53. Cette inactivation fait intervenir la protéine ATM, qui phosphoryle MDM?2 entrainant
une inhibition de son activité E3 Ubiquitine Ligase (Niculescu et al., 1998), et la protéine p14
(codée par le locus INK4/ARF) dont I’ interaction avec MDM2 inhibe sa capacité a ubiquitinyler
p53 (Sherr, 2006) (Figure 20). L ensemble de ces mécanismes en réponse au raccourcissement
des télomeéres aboutit a une augmentation de la phosphorylation de p53 sans que son taux
d’ARNm et son taux protéique ne soient affectés (Herbig et al., 2004) (Campisi and D’Adda
Di Fagagna, 2007) (Atadja et al., 1995). De mani¢re intéressante, ces phosphorylations, qui ont
lieues sur la sérine 15, la thréonine 18 et la sérine 376, différent des phosphorylations en réponse
a des dommages a I’ADN (Webley et al., 2000). Ces phosphorylations s’accompagnent d’une
augmentation de D’activité transcriptionnelle de p53 (Vaziri et al, 1997), aboutissant
notamment a I’induction du gene codant p21 (Figure 20). Cette protéine est un inhibiteur du
cycle cellulaire, qui va cibler le complexe CDK4-Cycline D qui normalement est responsable
de la phosphorylation de Rb et de la libération du facteur de transcription prolifératif E2F.

La protéine p16, un autre inhibiteur de CDK, intervient également dans la sénescence.
Cette protéine est codée par le locus INK4/ARF, codant également pl14. Ces deux protéines
sont des variants d’épissage : ils ont en commun les exons 2 et 3, mais différent par la nature
de I’exon 1 (exon la et exon 1B respectivement pour pl16 et p14) (Park and Vogelstein, 2003)
(Figure 20). La régulation de ce locus est complexe, et fait intervenir différentes voies de
signalisation, dont la voie MAPK (Mirzayans et al., 2012). L’implication de p16 dans I’arrét
du cycle cellulaire fait intervenir sa capacité a inhiber les CDK 4 et 6, a I'origine d’une
diminution de la phosphorylation de Rb, et une absence de libération du facteur de transcription
E2F (Figure 20). Une augmentation du taux de transcrits codant p16 a été observée dans des
fibroblastes humains déja en sénescence (Alcorta et al., 1996). Dans ces cellules, les auteurs
ont montré que le niveau d’expression de p21 diminue une fois les cellules en sénescence. Ces
résultats suggerent que p21 est impliqué dans I’induction de la sénescence via I’arrét du cycle
qu’elle induit (Alcorta et al., 1996), alors que p16 maintient I’arrét du cycle au cours du temps

(Stein et al., 1999).
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III. 1. 2. Sénescence prématurée

Une induction de la sénescence peut également avoir lieu en absence de
raccourcissement des télomeres. Ce type de sénescence a ét¢ nommé « prématurée » puisqu’elle
a lieu avant que les cellules n’atteignent leur limite de réplication. Cette sénescence est une
réponse adaptative a différents types de stress, qui peuvent étre d’origine génétique (activation
d’oncogénes comme Ras dont la surexpression par mutation dans des cellules épithéliales
mammaires induit une entrée en sénescence (Sarkisian et al, 2007)), métabolique (stress
oxydant, notamment au travers du peroxyde d’hydrogéne capable d’induire, a faibles doses,
une entrée en sénescence prématurée de fibroblastes humains (Chen et al, 1998)) ou
environnementale (molécules cytotoxiques, comme la Doxorubicine capable d’induire, a
faibles doses, une entrée en sénescence des cellules tumorales mammaires MCF-7 (Srdic-Rajic
et al., 2017)). D’un point de vue moléculaire, les voies p53/p21 et pl6 sont également
impliquées dans I’induction de la sénescence, suggérant des ressemblances entre la sénescence
réplicative et la sénescence prématurée. Dans ce sens, une étude protéomique n’a révélé que
peu de différences au niveau protéique entre des cellules rendues sénescentes par
raccourcissement de leurs télomeres ou par exposition a des doses sub-cytotoxiques de
Doxorubicine de différentes lignées cellulaires (Aan et al., 2013). Les différences observées
concernaient des constituants du cytosquelette (comme la Vimentine), des enzymes
métaboliques (comme I’Enolase A, ou ENOA), des protéines impliquées dans la dégradation
protéique (comme la protéine Proteasome 20S Subunit Beta 1 ou PSMB1), et des protéines

impliquées dans la régulation calcique (comme la protéine Annexin 2 ou ANXA2).

Tout comme la sénescence réplicative, les dommages a I’ADN sont la cause principale
d’une entrée en sénescence prématurée. En effet, les stress cités précédemment vont induire des
lésions dont la réparation va activer les voies de signalisation aboutissant a la sénescence. Par
exemple, dans le cas d’une sénescence d’origine génétique, la surexpression d’oncogenes induit
une hyper-réplication de I’ADN, conduisant a une instabilit¢ génomique, et 1’apparition de
dommages a ’ADN (Graziano and Gonzalo, 2017) (Figure 20). Dans ce sens, une phase
d’hyper-prolifération de cellules humaines surexprimant I’oncogeéne H-Rasvi2 a été observée
juste avant leur entrée en sénescence (Coppé et al, 2010). Quant aux especes réactives de
I’oxygene et aux molécules cytotoxiques, elles sont capables d’induire la sénescence par leur
capacité a générer directement ou indirectement des 1ésions de I’ADN (Di Micco et al., 2006)

(Guillon et al,, 2019) (Figure 20).
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Néanmoins, il est a noter que les systémes de réparation de I’ADN peuvent étre activés
en absence de Iésions. En effet, une étude a montré qu’un agent ne causant pas de dommages a
I’ADN, le butyrate de sodium, est capable d’induire une entrée en sénescence se caractérisant
par une augmentation de I’expression de p21 et pl6 (Pospelova et al, 2009). De manicre
surprenante, alors qu’un test de cométe a prouvé 1’absence de dommages, les noyaux des
cellules présentaient des foci de y-H2AX. Pour autant, dans cette étude, les foci y-H2AX ne

contenaient pas de marquage TPS3BP1, une protéine de la réparation de I’ADN.

Enfin, une entrée en sénescence prématurée peut se faire en absence de Iésions de ’ADN
et sans activation des systemes de réparation de I’ADN. En effet, des modifications de
I’expression de geénes suppresseurs de tumeurs ou d’oncogenes peuvent favoriser 1’entrée en
sénescence. Ainsi, la perte d’expression du géne suppresseur de tumeur PTEN est responsable
d’une entrée en sénescence de cellules épithéliales prostatiques sans qu’aucune 1ésion de I’ADN
ni d’activation des systémes de réparation de I’ADN n’aient été identifiées (Chen et al., 2005).
De plus, les ROS, en plus de leur capacité a induire des lésions de ’ADN, sont capables
d’induire des modifications épigénétiques de 1’expression de certains génes impliqués dans la
sénescence cellulaire. Par exemple, le peroxyde d’hydrogene est capable d’induire une
déméthylation du promoteur du géne codant p16, via sa capacité a diminuer le taux protéique
de ’enzyme DNA-méthyltransférase DNMT]I, conduisant a une entrée en sénescence de

kératinocytes humains (Sasaki et al., 2014)
11l 1. 3. Sénescence vs quiescence

Les termes sénescence et quiescence sont souvent utilisés a tort comme synonymes. En
effet, tous deux décrivent un arrét du cycle cellulaire impliquant les mémes effecteurs
cellulaires (p21, p53, pl6...). Historiquement, la différence résidait dans la réversibilité¢ du
processus. En effet, la sénescence cellulaire était considérée comme une perte irréversible du
potentiel prolifératif, alors que la quiescence se définit comme un état réversible de non-
prolifération. Pour autant, il existe actuellement des preuves suggérant que des cellules
sénescentes peuvent retrouver leur potentiel prolifératif. Ainsi, des cellules cancéreuses
pulmonaires rendues sénescentes par exposition a des agents de chimiothérapie sont capables
de retrouver leur capacité proliférative lorsque 1’agent est retiré du milieu de culture (Roberson

et al., 2005). Au niveau moléculaire, il semblerait que I’inactivation artificielle par ARN
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Figure 21. Représentation schématique des différences entre cellule quiescente
et cellule sénescente. La premiere différence réside dans la nature du stimulus a
[’origine de [’arrét de prolifération caracteristique de la quiescence et de la
sénescence. La sénescence est une réponse a différents stimuli (comme le
raccourcissement des télomeres, [’activation d’oncogenes ou des agents
cytotoxiques). Les différences entre quiescence et sénescence se complexifie par
[’observation d’une induction de la sénescence en réponse a une privation en
nutriments, tout comme dans le cas de la quiescence. Ensuite, |’état métabolique
est un élément discriminateur entre sénescence et quiescence, puisque seules les
cellules sénescentes sont métaboliquement actives. Enfin, [’état d’activation de la
voie mTOR permet de différencier les cellules sénescentes, dans lesquelles la voie

est active, et les cellules quiescentes, dans lesquelles la voie est inhibée.
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interférence de p53 ou de RB a des stades précoces de la sénescence cellulaire puisse étre

capable d’induire une sortie de cet état de sénescence (Chakradeo et al., 2015).

A T’heure actuelle, la différence entre sénescence et quiescence repose sur trois
données : la nature des stimuli a 1’origine de cet arrét de prolifération, 1’état métabolique des

cellules et I’activité de la voie mTOR.

Une privation en nutriments et en facteurs de croissance est a 1’origine d’une entrée en
quiescence, alors que la sénescence a lieu en réponse au vieillissement cellulaire (sénescence
réplicative) ou a différents stress (sénescence prématurée) (Figure 21). La différence entre
sénescence et quiescence se complexifie encore plus par 1’observation qu’une privation en
nutriments peut induire une entrée en sénescence (Carroll and Korolchuk, 2018). Pour autant,
alors que I’ajout de nutriments et de facteurs de croissance induit un retour vers un état
prolifératif des cellules quiescentes, les cellules sénescentes restent bloquées dans leur
prolifération (Blagosklonny, 2011). Ainsi, I’absence de prolifération des cellules en sénescence
meéme en présence de stimuli prolifératifs pourrait étre a I’origine de I’hypertrophie cellulaire
et du phénotype hyper-sécrétoire caractéristiques de la sénescence (Blagosklonny, 2003)

(Figure 21).

En plus des stimuli a I’origine d’une entrée en sénescence ou en quiescence, le statut
métabolique est un élément discriminatoire. En effet, les cellules en quiescence sont
caractérisées par un métabolisme réduit se traduisant par une diminution de la glycolyse, une
diminution du taux de traduction protéique et une activation de I’autophagie comme source de
nutriments (Valcourt ef al, 2012). Au contraire, une forte activité métabolique est observée

dans les cellules sénescentes (Kwon et al., 2019).

Enfin, une derniére différence existe entre sénescence et quiescence : 1’activité de la
voie mTOR, majoritairement impliquée dans la prolifération cellulaire. En effet, les cellules
quiescentes sont caractérisées par une inhibition de la voie mTOR (Cho and Hwang, 2012). Par
conséquent, le blocage du cycle observé dans les cellules quiescentes résulte a la fois de
I’inhibition de la voie mTOR et de I’activation des voies antiprolifératives pS3/p21/pl16. Au
contraire, les cellules sénescentes présentent une forte activité de la voie mTOR. Autrement dit,

I’inhibition de la prolifération des cellules sénescentes induite par p53/p21/p16 prédomine sur
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I’effet prolifératif de mTOR (Figure 21). Pour autant, I’activation de la voie mTOR est
essentielle au maintien du phénotype de sénescence. En effet, des études in vitro ont révélé que
I’inhibition de la voie mTOR par la Rapamycine dans des cellules sénescentes induit une
disparation des marqueurs de la sénescence (notamment une disparition du marquage SA-B-
Galactosidase), sans qu’une reprise de la prolifération cellulaire n’ait été observée, suggérant
une entrée en quiescence (Serrano, 2010). En effet, il semblerait que mTOR soit capable de

phosphoryler p53 pour stabiliser la protéine (Jung et al., 2019).

En conclusion, la quiescence se définit par un arrét transitoire de la prolifération
cellulaire en réponse a une privation provoquant a la fois une inhibition de la voie mTOR et
une activation des voies antiprolifératives pS3/p21/p16. La sénescence est également définie
comme un blocage du cycle cellulaire, mais en réponse a d’autres stress qui vont induire une
activation des voies p53/p21/pl16. Ces voies activées vont conduire a 1’inhibition de la

prolifération, méme en présence de mTOR actif.

I11. 2. Marqueurs de la sénescence

Actuellement, il n’existe aucun marqueur universel permettant de caractériser les
cellules sénescentes. En effet, les modifications morphologiques et moléculaires prises
individuellement et qui accompagnent une entrée en sénescence peuvent se retrouver dans des
cellules non sénescentes. L’identification de la sénescence se base donc sur la combinaison de

différents marqueurs.
I11. 2. 1. Modifications phénotypiques

La sénescence in vitro est associée a d’importants changements morphologiques, dont
une augmentation de la taille cellulaire et du noyau, et I’acquisition d’un phénotype étendu de
type fibroblastique (Serrano, 2010). Comme cité précédemment, 1’acquisition du phénotype de
sénescence est majoritairement dictée par la voie mTOR (Bent et al., 2016). Ces modifications
phénotypiques s’accompagnent d’un remodelage du cytosquelette, notamment des filaments
intermédiaires de vimentine. Il semblerait que la voie ATF6a intervienne dans ces
modifications du cytosquelette (Druelle ef al., 2016). En effet, ’augmentation de I’expression
du gene codant ATF6a accompagne I’entrée en sénescence, et va induire une augmentation de
I’expression de COX2 et une surproduction de prostaglandine.
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1II. 2. 2. Activation du DDR (DNA-Damage Response)

Comme cité au préalable, la majorité des stress induisant une entrée en sénescence
provoquent la formation de Iésions de I’ADN. Des lors, le marquage de 1’histone y-H2AX et
des protéines de la réparation de I’ADN (TP53BP1, p53 phosphorylé) est généralement

employ¢ pour identifier la sénescence cellulaire.
11l 2. 3. Augmentation du contenu lysosomal

La sénescence s’accompagne d’une augmentation de D’expression d’enzymes
lysosomales, et de la masse lysosomale totale (Cho and Hwang, 2012). Dans ce sens, 1’activité
de I’enzyme lysosomale Senescence-Asscociated [-Galactosidase (SA-B-Gal) est utilisée
comme marqueur. Cette enzyme est codée par le géne GLBI, pour lequel une surexpression est
observée au cours de la sénescence réplicative et prématurée (Wagner et al., 2015).

L’augmentation de la masse lysosomale accompagnant la sénescence pourrait étre le
résultat d’une biogencse lysosomale accrue. En effet, la biogencése des lysosomes est
majoritairement contrdlée par le facteur de transcription EB (TFEB), un effecteur de la voie

mTOR (Napolitano and Ballabio, 2016).
1II. 2. 4. Modifications nucléaires

La sénescence s’accompagne trés souvent de la perte de la lamine B1, une protéine
structurale de la lamine nucléaire (Hernandez-Segura ef al., 2017). Il semblerait que cette perte
de la lamine B1 soit due a une diminution de son taux d’ARN messager. De plus, la visualisation
de la conformation chromatinienne révele la présence de foci nucléaires intenses enrichis en
marques épigénétiques répressives (Chandra et al., 2012). Ces foci, nommés SAHF pour
Senescence-Associated Heterochromatin Foci, sont généralement visualisés par marquage au
DAPI, accompagné d’un marquage du variant de 1’histone H2 macroH2A, de 1’hétéroproteine
1 (HP1) et des formes di-et-triméthylées de H3K9 (Aird and Zhang, 2013). Il semblerait que
ces SAHF soient impliqués dans la répression transcriptionnelle des genes prolifératifs, comme

le géne codant la cycline A (Zhang et al., 2007).
111. 2. 5. Acquisition d’'un phénotype sécrétoire

Les cellules sénescentes sont capables de sécréter des cytokines (notamment les

interleukines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8), des chémokines (dont CXCL et CCL), des

81



Induction de la sénescence

~ - o 1,"" \..
TS { . (- , “n  Inhibition dela
e (T - ( S ---<cooeeeees i @ ' prolifération tumorale

e

Elimination de la cellule
pré-néoplasique

@ Cellule saine

SASP = Senescence Assciated
@ cellute pré-néoplasique Secretory Phenotype
. Cellule sénescente :“): Cellule immunitaire

Figure 22. Représentation schématique de ’effet antitumoral de la sénescence
cellulaire. Les mutations qui apparaissent au sein d’une cellule saine, et qui la
rendent pré-néoplasique, peuvent induire le processus de sénescence au sein de
cette cellule. Des lors, la prolifération de cette cellule « dangereuse » sera
bloquée, limitant le risque de tumorigenése. De plus, la cellule sénescente est
capable de sécréter un ensemble de facteurs solubles, prenant le nom de SASP
(pour Senescence-Associated Secretory Phenotype). Un certain nombre de ces
facteurs vont recruter les cellules immunitaires (dont les cellules Natural Killer),
qui se chargeront de [’élimination spécifique de la cellule sénescente pre-
néoplasique, réduisant encore plus le risque de tumorigenese a partir de cette

cellule.
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protéases (dont certains membres de la famille des métalloprotéases) et des facteurs de
croissance (dont le facteur Insulin-Like Growth Factor, IGF) (Coppé et al., 2010). Ce profil
sécrétoire, nommé SASP pour Senescence-Associated Secretory Phenotype, semble étre tres
hétérogene, ce qui complique fortement son étude dans le cas de la sénescence (Hernandez-
Segura et al., 2017). Le SASP est un programme transcriptionnel médi¢ notamment par les
facteurs de transcription pro-inflammatoire NF-xB (Koo et al., 2015) et C/EBPB (Salotti and
Johnson, 2019).

I11. 3. Roles de la sénescence

La sénescence cellulaire est impliquée dans de nombreux processus biologiques
normaux ou pathologiques. Dans ces processus, la sénescence est a la fois bénéfique et délétere
pour I’organisme. En effet, la sénescence présente un effet bénéfique par exemple dans le
processus de cicatrisation en limitant le dépot de matrice extracellulaire par les fibroblastes,
permettant ainsi de limiter le développement de fibrose (Jun and Lau, 2010). Pour autant, la
sénescence est impliquée dans 1’établissement de maladies dégénératives associées a 1’age
comme I’athérosclérose (Minamino ef al., 2002), I’ostéoarthrite (Price et al., 2002), la maladie
d’Alzheimer (Bhat et al., 2012) et la maladie de Parkinson (Chinta et al., 2013). De plus, un
lien a été établi entre la sénescence et 1’obésité (Gregor and Hotamisligil, 2011) et le diabete
(Sone and Kagawa, 2005).

Ce double role, a la fois avantageux et délétere, de la sénescence cellulaire se retrouve
¢galement dans le cas du cancer. En effet, la sénescence peut jouer un réle anti-ou-protumoral,

et peut réguler de maniére positive ou négative la réponse des tumeurs aux traitements.
I11. 3. 1. Role antitumoral

L’une des premicres preuves de 1’effet antitumoral de la sénescence a été¢ obtenue par
I’observation d’une entrée en sénescence meédiée par pS3 et pl6 apres surexpression de
I’oncogéne RAS dans des lignées primaires saines (Serrano et al., 1997). Ces résultats
introduisaient le concept d’une sénescence induite par la surexpression d’un oncogene comme
mécanisme antiprolifératif pour limiter la division de cellules pré-néoplasiques. Depuis, de
nombreuses preuves tendent a affirmer que la sénescence s’oppose a la transformation maligne
de cellules pré-cancéreuses en empéchant la division de cellules présentant des anomalies
génétiques (Figure 22). Ainsi, des cellules sénescentes, identifiées par un fort marquage de la
SA-B-galactosidase et une forte expression de pl6, ont été observées in vivo dans différentes
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Figure 23. Représentation schématique de I’effet protumoral de la sénescence
cellulaire. La sénescence cellulaire peut faciliter la promotion tumorale (A) et/ou
la progression métastatique (B). (A) Dans le cas de la promotion tumorale, il est
connu que les facteurs secrétés (SASP pour Senescence-Associated Secretory
Phenotype) par des fibroblastes peuvent induire la transformation maligne de
cellules environnantes saines. (B) La sénescence cellulaire peut faciliter la
progression métastatique de plusieurs manieres. Dans un premier temps, les
cellules cancéreuses sénescentes peuvent secréter différents facteurs, dont des
métalloprotéases (MMP) a ['origine d’une dégradation de la matrice
extracellulaire (MEC), processus connu pour faciliter ['invasion et la migration
cellulaire. De plus, les facteurs sécrétés par les fibroblastes sénescents peuvent
induire la transition épithélio-mésenchymateuse de cellules épithéliales
cancéreuses, étape importante pour l’acquisition d’un pouvoir invasif. Enfin, les
facteurs sécrétés par les fibroblastes sénescents peuvent stimuler la formation de
vaisseaux sanguins (angiogeneése), augmentant le risque que des cellules

tumorales se retrouvent dans la circulation sanguine.
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tumeurs pré-néoplasiques (Yamakoshi et al., 2009). Par exemple, des lésions pré-néoplasiques
pulmonaires, qui se développent lorsque le géne K-RASVI2 est muté, contiennent une forte
abondance de cellules sénescentes, alors que des adénocarcinomes ne contenaient presque
aucune cellule positive pour les marqueurs de la sénescence (Collado ef al., 2010). De la méme
maniere, la présence de cellules sénescentes a été¢ observée dans des tumeurs prostatiques de
stades précoces, alors que des échantillons tumoraux de stades plus avancés ne contenaient plus

de cellules en sénescence (Chen ef al., 2005).

La sénescence, en plus de limiter la tumorigenése, peut également favoriser
I’¢limination des cellules pré-néoplasiques. En effet, les cellules tumorales sénescentes
peuvent, au travers de leur sécrétome, recruter les cellules du systéme immunitaire a 1’origine
de leur élimination (Figure 22). Par exemple, I’induction de la sénescence de cellules tumorales
murines hépatiques par activation constitutive de p53 s’accompagne d’une réponse
inflammatoire progressive médiée par les leucocytes polynucléaires, a I’origine de 1’¢élimination
des cellules tumorales sénescentes, et d’une diminution du volume tumoral (Xue ef al., 2007).
Cet effet est médié par la sécrétion de facteurs chimio-attractants spécifiques des neutrophiles
(dont le facteur Neutrophic Cytosolic Factor 2, ou Ncf2), des macrophages (dont le facteur
Macrophage galactose N-acetyl-galactosamin 2, ou Mgl2) et des Natural Killer (dont le facteur
Killer Cell Lectin Like Receptor B1, ou Klrb1).

1II. 3. 2. Réle protumoral

Les effets bénéfiques de la sénescence doivent cependant étre nuancés par ses effets
déléteres. En effet, bien que la sénescence s’oppose a la transformation maligne, les facteurs
sécrétés par les cellules stromales sénescentes (cytokines pro-inflammatoires, facteurs de
croissance, MMP...) peuvent faciliter la progression de cellules tumorales environnantes et
accélérer la formation de métastases (Figure 23A). Par exemple, la co-injection de fibroblastes
sénescents avec des cellules épithéliales cancéreuses dans des souris immunodéprimées stimule
de maniére significative la tumorigenése par rapport aux souris injectées uniquement avec les

cellules cancéreuses (Coppe et al., 2006)(Krtolica et al., 2001)(Liu and Hornsby, 2007).

En plus de promouvoir la tumorigenése, la sénescence est impliquée dans la progression
métastatique des tumeurs. Par exemple, des cellules mammaires murines rendues sénescentes

par la surexpression de Ras sont capables de sécréter la métalloprotéase 3 (MMP3), a I’origine
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d’une dégradation de la matrice extracellulaire, favorisant la dissémination métastatique
(Sarkisian et al., 2007) (Figure 23B). De plus, les facteurs sécrétés par les cellules sénescentes
peuvent faciliter la transition épithélio-mésenchymateuse de cellules épithéliales cancéreuses,
et ainsi augmenter leur potentiel métastatique (Laberge et al., 2012) (Figure 23B). Dans ce
sens, il a ¢ét¢ montré que des fibroblastes du stroma mammaire en sénescence sécrétent de
I’interleukine IL-8, qui, au travers de la voie STAT3, est capable d’induire la transition
épithélio-mésenchymateuse de cellules cancéreuses mammaires environnantes (Al-Khalaf et

al, 2018).

Enfin, le sécrétome, notamment au travers du facteur VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) des cellules sénescentes peut favoriser I’angiogenese (Strieter et al., 2006)
(Figure 23B). Dans ce sens, la co-injection de cellules épithéliales tumorales avec des
fibroblastes sénescents induit la formation de tumeurs significativement plus vascularisées que
dans le cas d’une injection de cellules tumorales seules (Coppe et al., 2006). De plus, le facteur
IL-1, faisant parti du sécrétome des cellules sénescentes, est connu pour stimuler I’endothélium,
et augmenter le potentiel adhésif des cellules cancéreuses aux vaisseaux sanguins (Orr and
Wang, 2001). Ce processus favorise donc le passage des cellules cancéreuses dans les vaisseaux
sanguins (appelé intravasation) ou en dehors des vaisseaux (appelé extravasation), étapes

indispensables a la formation de métastases.
III. 3. 3. Sénescence et réponse aux traitements

Bien que les cellules tumorales aient fréquemment perdu leur sensibilité a ’apoptose et
a la sénescence, ces réponses peuvent éEtre réactivées en présence de molécules de
chimiothérapie ou en réponse a la radiothérapie. En effet, la plupart des thérapies
anticancéreuses visent, ou ont pour conséquence indirecte, la formation de dommages a I’ ADN
induisant une entrée en apoptose ou en sénescence, dans le cas d’une réparation inefficace.
Cette sénescence induite par les traitements est généralement observée en présence de faibles
doses de chimiothérapie, alors que de fortes doses induisent généralement I’apoptose de cellule
tumorales. Dans ce sens, un traitement avec 250 nM de Doxorubicine d’une lignée cancéreuse
prostatique induit une entrée en apoptose, alors qu’une dose 10 fois moins concentrée entraine
la sénescence des cellules (Schwarze er al, 2005). La Doxorubicine, a faible dose, est
¢galement capable d’induire une entrée en sénescence de la lignée tumorale mammaire triple

négative MDA-MB231 (Inao et al., 2019). Un autre agent de chimiothérapie conventionnel, le
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5-Fluorouracile, est capable d’induire une entrée en sénescence des cellules MDA-MB231,
accompagnée d’une augmentation de la quantité intracellulaire en ROS (Milczarek et al., 2018).
Un autre agent ciblant I’ADN, le cisplatine, est également capable d’induire la sénescence de
la lignée de fibrosarcome HT-1080 (Chang et al., 1999). Les agents d’hormonothérapie sont
aussi responsables d’une induction de la sénescence. Dans ce sens, des doses sub-cytotoxiques
de Tamoxiféne induisent une entrée en sénescence des cellules tumorales mammaires MCF-7,
T47D et MDA-MB435, via sa capacité a former des especes réactives de I’oxygene (Lee et al.,
2014). Enfin, la radiothérapie est également un inducteur de sénescence. Par exemple, une
exposition a des doses de 10 Greys de cellules tumorales mammaires MCF-7 induit leur entrée

en sénescence (Razmik Mirzayans, 2013).

La sénescence cellulaire est de plus en plus considérée comme une réponse aux
traitements a part entiere, de par son effet cytostatique. La sénescence pourrait méme étre
préférée par rapport a 1’effet pro-apoptotique des thérapies. En effet, la sénescence est induite
a des doses sub-cytotoxiques, ce qui limite les effets secondaires des traitements. De plus, une
grande partie des tumeurs humaines présentent des défauts des systémes pro-apoptotiques (dont
des modifications de 1’expression des membres de la famille Bcl2), et sont donc résistantes a
I’effet cytotoxique des thérapies anticancéreuses (Qin ef al., 2018). La sénescence pourrait donc
consister en une alternative efficace a la place des thérapies cytotoxiques conventionnelles.
Dans ce sens, une étude a montré qu’un modele murin de lymphomes, déficient de maniere
naturelle pour les voies pro-apoptotiques, répond de maniere positif a des agents induisant la
sénescence cellulaire, conduisant a une survie améliorée apres traitement (Schmitt ef al., 2002).
Par conséquent, une partie des recherches en cancérologie vise a synthétiser des composés
capables d’induire la sénescence, et prenant le nom de sénostatiques. Par exemple, le
Palbociclib, un inhibiteur de CDK4/6, est capable d’induire la sénescence de nombreux
modeles cellulaires (Leontieva and Blagosklonny, 2013)(Michaud et al., 2010). Des essais
cliniques ont apporté des résultats positifs dans le modele du cancer du sein, et le Palbociclib a
recu son Autorisation de Mise sur le Marché par la FDA en combinaison avec le Létrozole dans

le traitement des tumeurs mammaires ERa positives/HER2 négatives (Beaver ef al., 2015).

Pour autant, les preuves actuelles de la réversibilité de la sénescence soulévent la
question de possibles cas de résistance. Par exemple, des travaux ont montré qu’une petite

portion de cellules tumorales mammaires MCF-7 rendues sénescentes par exposition a des
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doses sub-cytotoxiques de Doxorubicine sont capables de sortir de cet état de sénescence, et
réacquérir une capacité proliférative (Elmore et al., 2005). De la méme maniére, Roberson et
al. ont montré que la lignée cancéreuse pulmonaire H1299 est capable d’échapper a la
sénescence induite par I’agent camptothecin, et de retourner vers un état prolifératif (Roberson
et al., 2005). Ces deux travaux mettent en lien I’échappement a la sénescence avec un risque de
récurrence de la tumeur apres traitement. Pour autant, I’équipe de Wang ef al. a montré que la
fréquence d’échappement a la sénescence ne concernait qu’une cellule sur 106 suggérant 1) que
I’arrét de la prolifération associé a I’induction de la sénescence correspond au phénotype
prédominant des cellules traitées, et 2) que 1’échappement a la sénescence est un phénomene
rare (Wang et al., 2013). Différentes caractéristiques ont été associées aux cellules capables
d’échapper a la sénescence, dont la polyploidie et le caractére souche des cellules. Ainsi, I’agent
camptothecin induit la sénescence de cellules H1299, parmi lesquelles 20% ont été caractérisées
comme polyploides (Wang et al., 2013). Les auteurs ont ensuite séparé les cellules sénescentes
non diploides et les cellules sénescentes polyploides, et ont réalisé des tests de colonies. Les
résultats ont mis en évidence une capacité plus importante des cellules sénescentes polyploides
a former des colonies par rapport aux cellules diploides. De plus, une étude a montré qu’environ
1% des cellules rendues sénescentes par exposition a des agents de chimiothérapie sont
caractérisées par D’expression de marqueurs souches (CD34 et CD117) (Sabisz and
Skladanowski, 2009). De la méme manicre, il a été montré que 1’échappement de différentes
lignées mammaires (MCF-7, MDA-MB231 et T47D) a la sénescence induite par différents
agents de chimiothérapie pourrait étre dii a I’émergence d’une population de cellules souches

(Saleh et al., 2019).
111 3. 4. Ciblage de la sénescence

Différentes stratégies ont été proposées pour limiter les effets déléteres de la sénescence
tout en gardant son intérét thérapeutique. Ces stratégies visent a spécifiquement détruire les
cellules sénescentes et a empécher 1’acquisition du profil sécrétoire des cellules sénescentes.
Comme cité précédemment, 1’élimination des cellules sénescentes peut avoir lieu de maniére
naturelle par I’intervention du systéme immunitaire, mais peut étre également induite par des
composés prenant le nom de sénolytiques. Par exemple, un nouveau composé, appelé
navitoclax, un inhibiteur de Bcl2 et Bcl-X1 est capable d’induire spécifiquement une entrée en
apoptose caspase-dépendante de cellules sénescentes (Chang et al., 2016). D’autres inhibiteurs

de Bcl2, dont les composés ABT-737, A1331852 et A1155463 sont également des composés
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sénolytiques prometteurs (Zhu et al., 2017). La famille Bcl2 n’est pas la seule cible des
composés sénolytiques. En effet, un inhibiteur du récepteur Ephrin type-B Receptor 1, ou
EPHBI (appelé dasatinib) a montré son efficacité¢ dans I’élimination de cellules sénescentes
humaines dans un essai clinique de phase I (Hickson et al., 2019). Un inhibiteur de la voie

PI3K, le Quercetin, semble étre également efficace dans 1’élimination des cellules sénescentes

(Malavolta et al., 2016).
En plus de I’¢élimination des cellules sénescentes, la modulation du profil sécrétoire a

montré un succes dans des cellules cancéreuses prostatiques, ou I’inhibition de STAT3 a permis

une réduction de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Toso et al., 2014).
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Figure 24. Mise en évidence de Ueffet cytostatique des complexes AIM?2 et
AIM3 sur une lignée cancéreuse mammaire (MDA-MB231) (A) et une lignée
mammaire saine (MCF1-10A) (B). Apres un traitement de Oh, 24h, 48h, 72h,
96h et 120h avec 2 uM d’AIM2 ou AIM3, le nombre de cellules a été
comptabilisé. Parallélement, 5x10° cellules ont été récupérées, lavées et
perméabilisées. La répartition des cellules dans le cycle cellulaire a été évaluée
par mesure de la fluorescence émise par l'iodure de propidium. Les résultats
présentés correspondent a la moyenne issue de 3 expériences indépendantes.

D’apres (These de Jie Li, 2018)



HYPOTHESES & OBJECTIFS

Hypotheses & Objectifs

A T’heure actuelle, le cancer du sein correspond a la 2¢me pathologie cancéreuse la plus
fréquente. Le taux d’incidence du cancer du sein a fortement augmenté depuis 50 ans, alors que
sa mortalité a légérement chuté (INCa). Ce décalage entre les courbes d’incidence et de
mortalité s’explique par le diagnostic de plus en plus précoce et le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Néanmoins, le cancer du sein reste la 1ere cause de déces par cancer
chez les femmes. Cette forte mortalité s’explique notamment par 1’agressivité de certaines
tumeurs mammaires, en particulier les tumeurs triples négatives, et/ou par I’absence de
réponses aux thérapies, voire a l’acquisition de résistance. Une partie des recherches

actuellement menées en cancérologie repose donc sur 2 axes.

Le ler axe correspond a la caractérisation de marqueurs moléculaires capables de prédire
le devenir métastatique des tumeurs mammaires, mais également leur réponse aux différentes
thérapies. Dans ce contexte, le laboratoire d’accueil a identifi¢ le géne codant la protéine DDB2
(Damaged-DNA Binding 2) comme nouveau potentiel biomarqueur. En plus de son role initial
dans la réparation des lésions induites par les rayons ultraviolets (Stoyanova et al., 2009), la
protéine DDB2 a été montrée comme impliquée dans la prolifération des cellules tumorales
mammaires (Kattan et al.,, 2008), ainsi que leur progression métastatique (Ennen et al., 2013)
(Barbieux et al., 2016) et leur réponse a des agents de chimiothérapie (Thése de Rémi Klotz,
2014). Afin de valider I’expression du gene ddb2 comme biomarqueur dans le cancer du sein,
une étude in silico de différentes bases de données transcriptomiques a été réalisée dont les

résultats présentés dans ce manuscrit ont permis la rédaction d’un article scientifique.

Le 2¢me axe majeur en recherche consiste en 1’élaboration de nouvelles stratégies
thérapeutiques innovantes. Dans cette recherche de nouveaux agents anticancéreux, de plus en
plus d’attention se tourne vers la famille des complexes organométalliques. En effet, 1’efficacité
antitumorale de nombreux composés appartenant a cette famille, dont le cisplatine, a permis
leur intégration dans des protocoles de traitements de divers cancers, dont celui du sein.
Néanmoins, 'utilisation clinique de ces composés est confrontée aux cas de résistance et/ou
aux effets secondaires assez lourds. Ainsi, une recherche de nouveaux complexes

organométalliques avec une action anticancéreuse offre I’espoir de surmonter les limites
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Figure 25. Analyse de la réversibilit¢ d’un traitement de 72h avec les
molécules AIM2 et AIM3 sur la prolifération des cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB231 et des cellules mammaires saines MCF-10A. 6h
apres ensemencement (Oh), les cellules ont été traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou
d’AIM3, puis comptées apres 24h, 48h et 72h. Les résultats présentés

correspondent a la moyenne issue d’au moins 3 expériences indépendantes.
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cliniques de cette famille de molécules. C’est dans ce cadre que s’inscrivent une partie des
travaux du laboratoire qui s’intéresse aux effets cellulaires de complexes organométalliques
dans des modeles de cancers du sein pour lesquels le laboratoire possede une expertise. Ce
projet rassemble un consortium, composé d’une équipe de chimistes de synthése, dirigée par le
Dr. GROS (L2CM UMR7053, Nancy), une équipe de chimistes de modélisation, dirigée par le
Dr. MONARI (LPCT, UMR7019, Nancy), et deux équipes de biologistes, dirigée par le Dr.
GRANDEMANGE (CRAN, UMR7039, Nancy) et le Dr. CARTRON (CRCNA, INSERM
U892). Le travail de modélisation moléculaire conduit par 1’équipe du Dr. MONARI a permis
de mettre en évidence une interaction de complexes organométalliques a base de Fer appelés
AIM avec I’ADN, qui a été vérifiée expérimentalement (Gattuso et al., 2015). L’ interaction des
molécules avec ’ADN pouvant interférer avec la division cellulaire, une ¢étude de la
prolifération de lignées cellulaires traitées avec deux complexes, AIM2 et AIM3, a été réalisée.
Les résultats ont montré une inhibition compléte de la prolifération de cellules mammaires
cancéreuses (MDA-MB231) (Figure 24A) et saines (MCF-10A) (Figure 24B), associée a un
blocage du cycle cellulaire (These de Jie Li, 2018). Une analyse du pourcentage de cellules en
phase sub-G1 a révélée que seules 30% des cellules traitées pendant 120h entrent en apoptose
(Figures 24A & B). Ces résultats ont donc permis de démontrer I’effet cytostatique de ces
nouveaux composés. D’autres expériences ont été réalisées pour étudier la possible réversibilité
de I'inhibition de la prolifération induite par les complexes AIM2 et AIM3. Pour cela, les
cellules ont été traitées pendant 72h avec AIM2 ou AIMS3, puis le milieu de culture a été
remplacé par un milieu ne contenant plus de molécules pendant 120h supplémentaires. Les
résultats ont mis en évidence un maintien de I’effet cytostatique des complexes AIM2 et AIM3
dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB231, méme lorsque les molécules sont retirées
du milieu de culture (Figure 25). De manicre intéressante, une reprise de la prolifération des
cellules MCF-10A prétraitées avec les molécules AIM2 et AIM3 a été observée une fois le
traitement arrété (Figure 25). Ces résultats préliminaires indiquent donc que I’effet cytostatique
des complexes AIM2 et AIM3 est réversible uniquement dans la lignée mammaire saine MCF-
10A, mais pas dans la lignée cancéreuse MDA-MB231.

Par ailleurs, les travaux antérieurs ont mis en évidence la capacité¢ de ces composés
(AIM2 et AIM3) a induire une déméthylation directe de I’ADN. En effet, un test acellulaire
réalisé avec la molécule AIM2 ou AIM3 en présence d’ADN hyperméthylé seulement, a permis
de mettre en évidence une diminution du taux de 5-méthylcytosines au bout d’1h de traitement.

Cette diminution est comparable a celle observée en présence du site actif de I’enzyme
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Figure 26. Mise en évidence de la capacité de la molécule AIM?2 a induire une
diminution du taux de 5-méthylcytosines. (A) L’ADN méthylé a été incubé
pendant 1h a 37°C avec de l’eau (Contréle), AIM2 (2 uM) ou avec le domaine

catalytique de la protéine

été utilisés pour mesurer [

traitement d’1h ou 4h avec AIM2 (2 uM) des cellules de glioblastome (U251), le
niveau de 5-méthlycytosines a été déterminé par ELISA. Des cellules traitées

avec de la Sazadésoxycytidine (2 uM) pendant 1h, 4h ou 24h ont été utilisées

comme contréle positif.

TET2 (10 ug). Apres purification, 100 ng d’ADN ont
e taux de 5-méthylcytosines par ELISA. (B) Apres un
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déméthylante TET2, utilis¢é comme contrdle positif (Figure 26A). Ces données in vitro ont été
complétées par des données in cellulo, confirmant la diminution du taux de 5-méthylcytosines
de ’ADN de cellules de glioblastome U251 aprés 1h de traitement avec la molécule AIM2 et
AIM3, alors que cet effet n’est observé qu’apres 72h de traitement avec I’agent déméthylant,
5-azadésoxycytidine (Figure 26B). Ces données, qui ont été confirmées par différentes
techniques, démontre donc le potentiel déméthylant des complexes organométalliques a base
de Fer.

Ces résultats particuliérement novateurs ont conduit le consortium a déposé un brevet
(numéro de publication 3 088 200, le 15 mai 2020). Mon projet de thése s’inscrit directement
dans la suite de ce travail et vise a comprendre et caractériser 1’effet cytostatique des complexes
organométalliques a base de Fer : d’une part en analysant les conséquences d’un arrét prolongé
de la prolifération cellulaire (entrée des cellules en sénescence) mais également a démontrer
I’intérét thérapeutique de I’utilisation de combinaisons thérapeutiques in vitro incluant ces
composés (associés avec le Tamoxifene, la Doxorubicine, le 5-Fluorouracile ou encore la

radiothérapie).
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Lignées

Statut

Statut

Statut Statut

cellulaires Fournisseur ERa PR HER2 ps3 Origine Sous-types
MDA-MB231 ATCC ) ) ) Muté Adenocarmpome Triple negatlf,
mammaire Basal-Like
Adénocarcinome
MCEF-7 ATCC + + - Sauvage mammaire Luminal A
) Carcinome ductal .
T47D ATCC + + - Muté . Luminal A
mammaire
MCF-10A ATCC - + - Sauvage ~ |SSU mammaire

Tableau 2. Caractéristiques des lignées

normal

cellulaires mammaires utilisées au

cours de ce travail. Les cellules MCF-7 et T47D appartiennent au sous-type

Luminal A et se caractérisent par [’expression d’ERo. et de PR. Au contraire, les

cellules MDA-MB231 et Hs578T portent le nom de triple négatives, car elles

n’expriment ni ERo, ni PR, ni HER2. Ces deux types cellules appartiennent au

sous-groupe des tumeurs mammaires Basal-like. Enfin, les cellules MCF-10A4

proviennent de tissu mammaire non cancéreux. Le statut p53 (muté ou wild type)

est également présenté pour chaque lignée cellulaire.
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Matériel & Méthodes

Partie 1 : Etude in vitro

I. Culture cellulaire

I. 1. Lignées cellulaires

Au cours de ce travail, différentes lignées cellulaires, dont les caractéristiques sont
présentées dans le Tableau 2, ont été utilisées. Les cellules MDA-MB231 sont dites triples
négatives de par 1’absence d’expression des récepteurs ERa, PR et HER2, et ont subi la
transition €pithélio-mésenchymateuse (TEM) les rendant hautement invasives et migratrices.
Au contraire, les cellules MCF-7 et T47D, qui expriment ERa, n’ont pas subi la TEM et ont
ainsi gardé¢ leur phénotype épithélial les rendant faiblement invasives. Enfin, les cellules MCF-

10A ont été utilisées comme modele de cellules mammaires €pithéliales saines.
I. 2. Conditions de culture

Les lignées cellulaires mammaires cancéreuses MDA-MB231, MCF-7 et T47D sont
cultivées en monocouche dans un milieu RPMI 1640 sans rouge phénol (Gibco, Invitrogen,
UK) supplémenté par 2 mM de L-Glutamine, 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Sigma)
préalablement décomplémenté par chauffage a 56°C pendant 30 minutes, ainsi que
d’antibiotiques utilisés en alternance (soit 0,1 mg/mL de gentamicine soit un mélange de 100
U/mL de pénicilline et de 0,1 mg/mL de streptomycine). Les lignées MCF-7 et T47D étant
hormono-sensibles, la culture se fait en présence de 100 nM d’cestradiol.

La lignée cellulaire MCF-10A est cultivée en monocouche dans un milieu DMEM/F12
sans rouge phénol (Gibco, Invitrogen) contenant 10 ug/mL d’insuline bovine (Sigma), 20
ng/mL de hEGF (human Epithelial Growth Factor) (Sigma), 100 ng/mL de toxine cholérique
(Sigma) et 5% de sérum de cheval (Gibco, Invitrogen) préalablement décomplémenté par
chauffage a 56°C pendant 30 minutes.

Les différentes lignées cellulaires sont maintenues en culture dans un incubateur a 37°C
avec 5% de COz2. Lorsque les tapis cellulaires atteignent la confluence, généralement au bout
de 3 a 4 jours, les cellules sont récoltées par trypsination a 1’aide d’une solution contenant

0,05% de trypsine et 0,02% d’EDTA (Sigma) diluées dans du D-PBS (Sigma). L’absence de
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Figure 27. Représentation de la structure chimique des différents complexes a
base de Fer (AIM1, AIM2 et AIM3) et a base de Ruthénium (Ru). Les 4
molécules présentées ont été synthétisées par [’équipe du Pr. Philippe GROS.
AIMI, AIM?2 et AIM3 se caractérisent par la présence d’un ion Fe’" au centre de

la molécule, et la molécule Ru par un ion Ru’*.
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mycoplasmes est vérifiée toutes les 3 semaines par un marquage au Hoescht 33342 (Invitrogen).
Toutes les expériences présentées ont été réalisées en absence de mycoplasmes et sur des

cellules n’excédant pas 80% de confluence.

I. 3. Traitements

1. 3. 1. Traitements avec les molécules AIMs

Les complexes organométalliques utilisées lors de ces travaux ont été synthétisés par
I’équipe du Pr Philippe GROS. Parmi ces complexes, les molécule AIM1, AIM2 et AIM3 se
caractérisent par la présence d’un ion Fe2+ au centre de la molécule, et la molécule Ru par le
remplacement de I’ion Fe2+ par un ion Ru2+. La structure des 4 molécules est présentée sur la
Figure 27.

Toutes les molécules nous ont été fournies sous forme de poudre. Les molécules AIM1,
AIM2 et AIM3 sont reprises dans une solution contenant 20% d’éthanol et 80% de D-PBS afin
d’obtenir des solutions meres a 1 mM, 5 mM et 5 mM respectivement. La molécule Ru est
reprise dans de I’eau stérile pour obtenir une solution meére a 0,63 mM. Toutes ces solutions
meres sont ensuite placées a 37°C sous agitation sur la nuit pour une solubilisation optimale.
Les solutions filles d’AIM1, AIM2 et AIM3 sont obtenues par dilution des solutions meres dans
du D-PBS. Quant a la molécule Ru, la dilution de la solution mére se fait dans de I’eau stérile.
Les solutions meres et filles sont par la suite conservées 4°C a 1’abri de la lumicere.

Avant utilisation, les molécules AIM2 et AIM3 sont préchauffées a 37°C pendant 10

minutes pour les resolubiliser.
L. 3. 2. Traitements avec des agents de chimiothérapie

Concernant le Tamoxifeéne, la solution de 4-hydroxy-tamoxiféne (Sigma) est reprise
dans de I’éthanol 95% pour obtenir une solution mere a 5 mg/mL, stockée a -20°C a I’abri de
la lumiére. Les cellules non traitées sont cultivées dans un milieu contenant 0,2% d’éthanol.

La solution mere de Doxorubicine a été reprise a 2 mg/mL dans de I’eau stérile et
conservée a -20°C a I’abri de la lumiére.

Enfin, la solution mére de 5-Fluorouracile a été reprisé a 250 uM dans du DMSO et

conservée a -20°C a I’abri de la lumiére.
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1. 3. 3. Exposition aux Ultra-Violets

Les cellules ont été exposées a des irradiations de types Ultraviolets grace au four UV
CrossLinker (Cleaver Scientific). L’exposition des boites de culture, dont le couvercle a été
retiré le temps de 1’exposition, s’est faite a 0,2 Joules pendant 30 secondes. Les cellules ont

ensuite été remises en culture pendant 4 ou 8h selon les expériences.
1 3. 4. Exposition a des rayons ionisants utilisés en radiothérapie

L’irradiation a été réalisée en partenariat avec I’Institut de Cancérologie de Lorraine
située au CHRU de Nancy (Brabois). Pour cela, un accélérateur linéaire du service de
radiothérapie a été utilisé. Les cellules ont ainsi été exposée a 2 Greys (photons de 6 MV, débit
de 200 Unité Moniteur/minute) pendant 1 minute.

Dans le cadre des marquages y-H2AX et TP53BPI, les cellules ont été¢ remises en
culture pendant 15 minutes, 3 heures ou 5 heures avant fixation. Pour les expériences de

radiosensibilisation, ces délais étaient de 3 et Sh.

I1. Etude de la prolifération

II. 1. Par comptage cellulaire

Les cellules sont ensemencées a 105 cellules/mL pour les MDA-MB231 et 0.8x10s
cellules/mL pour les MCF-10A dans des boites de 60 mm. 6h aprés leur ensemencement, les
cellules sont traitées avec 2 uM des molécules AIM1 et Ru. Apres différents temps d’incubation
(24h, 48h, 72h et 96h), les cellules traitées et non traitées sont récupérées par trypsination. Une
quantification manuelle du nombre de cellules est réalisée a 1’aide d’une cellule de Malassez
(Marienfeld-Superior) observée a un grossissement de 40 fois sous un microscope a contraste

de phase.
I1. 2. Par analyse du cycle cellulaire

Les cellules MCF-10A sont ensemencées a raison de 0.8x10s cellules dans des boites
de 60 mm. 3 conditions de traitement ont été réalisées : des cellules ont été prétraitées pendant
24h avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3, puis ont été laissées en culture dans un milieu sans

molécule pendant 48h (condition « AIM »). D’autres cellules ont été laissées en culture pendant
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Figure 28. Représentation schématique du protocole d’étude de la synergie
d’action entre les molécules AIMs et des agents de chimiothérapie. Les cellules
sont ensemencées au jour J0. 24h apres |’ensemencement, au jour J1, les cellules
des conditions « AIM » et « AIM + Chimiothérapie » sont traitées avec les
molecules AIMs pendant 24h, alors que les cellules de la condition
« Chimiothérapie » sont laissées dans un milieu de culture sans molécule. Au
jour J2, le milieu est remplacé par un milieu contenant les agents de
chimiothérapie pour les conditions « Chimiothérapie » et « AIM +
Chimiothérapie », et par un milieu sans molécule pour les cellules de la

condition « AIM ». 48h apres, au jour J4, un marquage des cellules adhérentes a

eté réalisé par cristal violet.
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24h sans traitement, avant d’étre mises en présence de 50 ng/mL de Doxorubicine ou 50 uM
de 5-Fluorouracile pendant 48h (condition « Chimiothérapie »). Enfin, des cellules ont été
prétraitées pendant 24h avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3, puis pendant 48h avec 50 ng/mL de
Doxorubicine ou 50 uM de 5-Fluorouracile (condition « AIM + Chimiothérapie »). Le plan
expérimental est présenté sur la Figure 28.

A la fin des traitements, les cellules flottantes sont récupérées, ainsi que les cellules
adhérentes par ’action de la trypsine. Ensuite, I’ensemble des cellules est centrifugé et
resuspendu avant comptage a 1’aide d’un compteur de cellules automatique (TC20, BioRad).
106 cellules sont ensuite prélevées et centrifugées a 500g pendant 5 minutes. Les culots
cellulaires sont ensuite repris dans une solution contenant 30% de D-PBS froid et 70%
d’¢éthanol froid afin de les perméabiliser et de les fixer. Les cellules sont ensuite conservées a -
20°C.

Avant analyse, 5x10s cellules sont prélevées, lavées et resuspendues dans 500 pL de
DNA staining solution contenant 10 pL de RNase A et 2 pL d’iodure de propidium (IP, 50
pg/mL). Les cellules non marquées sont seulement resuspendues dans 500 uL de D-PBS et
permettent de réaliser les réglages du cytometre. L’analyse de I’intensit¢ de fluorescence
s’effectue a I’aide d’un cytometre FACSCalibur (BD) couplé au logiciel CellQuest. Pour

chaque condition, 20 000 cellules sont analysées.
I1. 3. Par mesure de I’incorporation de ’EdU

Les cellules MDA-MB231 sont ensemencées a raison de 105 cellules/mL, et les cellules
MCF-10A araison de 0.4x10s cellules/mL dans des plaques 6 puits. 24h aprés ensemencement,
les cellules sont traitées avec 2 uM d’AIM2/3 pendant 96h. 24h avant la fin des traitements, 10
uM d’EdU (Click-iT Plus Edu Imaging Kits, MolecularProbes) est ajouté dans chaque puits.
Le lendemain, les cellules sont fixées et perméabilisées respectivement par une solution de
formaldéhyde 3.7% pendant 15 minutes et une solution de Triton® X-100 pendant 20 minutes.
Un cocktail réactionnel est ensuite ajouté dans chaque puits pendant 30 minutes selon les
instructions du fabricant. Les noyaux sont visualisés aprés marquage au Hoescht. La
visualisation se fait au microscope a fluorescence (Nikon) équipé d’une caméra pour
I’acquisition des images a l’objectif x40. Pour chaque expérience, 100 cellules ont été
comptées. Le pourcentage de cellules en prolifération est déterminé par le rapport du nombre

de noyaux EdU positifs sur le nombre de noyaux totaux.
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I11. Etude de la synergie d’action

Les cellules MDA-MB231 et T47D sont ensemencées a raison de 10 000 cellules/puits,
et les cellules MCF10A a raison de 1 500 cellules/puits dans une plaque 96 puits.

Le méme plan expérimental que celui présenté sur la Figure 28 a été suivi. Ainsi, les
cellules des conditions « AIM » ont été traitées 24h avec des doses croissantes des molécules
AlMs (0,5/1/2/3/4 uM) puis laissées 48h en absence de traitement. Les cellules des conditions
« Chimiothérapie » ont été laissées sans traitement pendant 24h, puis mises en présence de
doses croissantes de Doxorubicine (12,5/25/50/75/100 ng/mL), de S5-Fluorouracile
(12,5/25/50/75/100 uM) ou de Tamoxiféne (1,25/2,5/5/7,5/10 uM). Enfin, les cellules des
conditions « AIM + Chimiothérapie » ont été prétraitées pendant 24h avec des doses croissantes
d’AIMs avant d’étre mises en présence de doses croissantes de Doxorubicine, de 5-
Fluorouracile ou de Tamoxiféne. A la fin des traitements, les cellules sont lavées avec du D-
PBS, avant d’étre mises en présence de 0,1% de cristal violet pendant 30 minutes a température
ambiante. Ensuite, les cellules colorées sont lavées 3 fois avec de 1’cau distillée et 10% d’acide
acétique est ajouté dans chaque puits. Les cellules sont mises sous agitation jusqu’a la
solubilisation totale du cristal violet. La quantité de cellules adhérentes est estimée par une
mesure de I’absorbance a 595 nm a I’aide du lecteur de plaque VictorX (PerkinElmer).

Les moyennes des triplicats d’absorbance de chaque dose dans chaque condition (AIM,
Chimiothérapie et AIM + Chimiothérapie) ont été normalisées par rapport aux valeurs obtenues
pour les cellules non traitées. Ensuite, les valeurs normalisées ont été rentrées dans le logiciel
CompuSyn (http://www.combosyn.com) qui se base sur la méthode de Chou-Talalay dérivant
de I’équation de I’effet médian (Chou, 2010). Le logiciel fournit des indices de combinaison
(ou CI pour Combination Index) reflétant le niveau de synergie entre les molécules AIMs et les
agents de chimiothérapie. Ainsi, des CI<I, CI=1 et CI>1 témoignent respectivement d’une

synergie d’action entre les différents composés, d’un effet additif et d’un effet antagoniste.
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Température

Géene Amorce sens Amorce anti-sens d’hybridation Taille
RT-PCR semi-quantitative
ERa 5'-CAGGCTACCATTATGGAGT-3’ 5’-CCAGGCTGTTCTTCTTAGAG-3’ 54°C 342pb
GAPDH 5’-GGGATCTCGCTCCTGGAAGA-3 5’-GGGATCTCGCTCCTGGAAGA-3’ 47°C 245pb
RT-PCR en temps réel

ERa 5'-CCAGGCTGTTCTTCTTAGAG-3’ 5’.CCAGGCTGTTCTTCTTAGAG-3’ 54°C 342pb
p21 5'-GCCCCAACGCACCGAATAGTTA-3’ 5°-CACGGGTCGGGTGAGAGTG-3’ 60°C 136pb
UBB 5°-GCTTTGTTGGGTGAGCTTGT-3 5°-CGAAGATCTGCATTTTGACCT-3’ 60°C 98pb
RPLPO 5'-GAAGGCTGTGGTGCTGATGG-3’ 5'-CCGGATATGAGGCAGCAGTT-3’ 62°C 103pb

Tableau 3. Tableau récapitulatif des amorces utilisées pour les expériences de

RT-PCR semi-quantitative et en temps réel. Les séquences des amorces sens et

anti-sens, ainsi que la température d’hybridation et la taille du produit de PCR

sont présentées.
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IV. Etude de ’expression génique

IV. 1. Au niveau transcriptionnel
1V. 1. 1. Extraction des ARNs totaux

Aprées un lavage avec du D-PBS, le culot cellulaire est resuspendu dans un tampon de
lyse fourni par le kit (ReliaPreptm RNA Cell MiniPrep System, Promega) contenant du
thioglycérol. Apres ajout de 25% d’isopropanol, les lysats de cellules sont transférés sur
colonne, et mis en présence de DNasel pendant 15 minutes a température ambiante. La colonne
est ensuite lavée a plusieurs reprises, puis séchée et les ARNs sont finalement élués dans de
I’eau ultrapure. Les ARNs sont dosés par spectrophotométrie au Nanodrop a 260 nm. La qualité
de I’extraction est appréciée par la mesure de 1’absorbance a 280 nm et 230 nm, témoignant
respectivement d’une contamination en protéines et en sels. Seuls les extraits présentant des
rapports A260nm/A280nm et A260nm/A230nm respectivement supérieurs a 1,8 et 1,7 sont utilisés pour

la transcription inverse.
V. 1. 2. Transcription inverse des ARNs (RT)

La transcription inverse est réalisée a partir d’1 pg d’ARNs a I’aide du kit iScript cDNA
Synthetis (Promega). La synthése des ADN complémentaires (ADNc) se fait dans un
thermocycleur et débute par une incubation de 5 minutes a 25°C afin d’activer I’enzyme
transcriptase inverse, suivie de 30 minutes a 42°C permettant la synthése des ADNCc, et enfin

de 5 minutes a 82°C afin d’inactiver I’enzyme.
1V. 1. 3. Réaction de polymeérisation (PCR)

La PCR semi-quantitative se fait dans un volume réactionnel de 25 pL contenant du
tampon 10X, 50 mM de MgClz2, 10 uM d’amorces sens et anti-sens, 10 mM de dNTP, 1 uL
d’ADNc et 1,25 unités de polymérase. L’amplification se fait dans un thermocycleur, et débute
par une ¢étape de dénaturation de 3 minutes a 95°C, suivi de 28 a 38 cycles (selon le geéne a
amplifier), chacun constitu¢ d’une premiere étape de dénaturation de 45 secondes a 95°C, puis
d’une étape d’hybridation des amorces de 30 secondes aux températures indiqués dans le
Tableau 3, et enfin d’une étape d’¢longation de 1 minute 30 secondes a 72°C. Apres les 28 a
38 cycles, une dernicre étape de 10 minutes a 72°C est réalisée. 10 uL de produits de PCR sont

déposés sur un gel d’agarose a 2% dans une solution de TBE contenant 500 ng/mL de bromure
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d’éthidium, et subissent une électrophorese a 100 V pendant 45 minutes. L’intensité des bandes
a été évaluée par le logiciel QuantityOne (BioRad). Les valeurs de chaque géne sont rapportées
aux valeurs du gene invariant (GAPDH).

La PCR en temps réel est réalisée a partir des ADNc dilués au 1 000eme dans 15 pL de
mix réactionnel contenant de 1’'iQt™ Green Supermix 2X (Biorad), 300 nM d’amorces sens et
anti-sens. Pour chaque couple d’amorces, une gamme standard est réalisée a partir d’ADNc
dilués du 1/10eme au 1/10 000eme, et permettant ainsi la détermination de I’efficacité de la
réaction de PCR. Les conditions de PCR, et notamment la température d’hybridation pour
chaque couple d’amorces (Tableau 3) ont été optimisées au préalable de maniere a obtenir une
efficacité comprise entre 1,9 et 2,1. L’amplification est réalisée selon un protocole débutant par
une étape a 95°C pendant 3 minutes, permettant la dénaturation des structures secondaires des
ADNc. Cette étape est suivie par 40 cycles, chacun composé d’une premiére étape de
dénaturation de 20 secondes a 95°C, puis d’une étape d’hybridation des amorces pendant 15
secondes a la température optimale préalablement définie, et enfin d’une étape d’élongation a
72°C de 15 secondes. L amplification est réalisée au sein d’un thermocycleur CFX-96 Touch
(Biorad) permettant la mesure de la fluorescence émise par le SYBER Green a la fin de chaque
cycle. La spécificit¢ de I’amplification est vérifiée au cours d’une derniere €tape permettant
d’établir une courbe de fusion. Au cours de cette derniere étape, la température augmente
progressivement de 50°C a 95°C et la fluorescence émise est mesurée tous les degrés. L’analyse
des données grace au logiciel CFX Manager (Biorad) est basée sur les Ct (Cycle Threshold) qui
correspondent au nombre de cycle a partir duquel la fluorescence dépasse le seuil de détection.
Les Ct des genes d’intérét sont normalisés par ceux des genes de référence codant UBB
(Ubiquitin B) et RPLPO (Ribosomal Protein Large P0). Briévement, une des conditions est
définie comme calibratrice, et les ACt sont calculés en soustrayant le Ct du calibrateur du Ct de
I’échantillon. Pour chaque PCR, I’efficacité (E) est élevée a la puissance ACt. Les valeurs ainsi
obtenues pour les geénes de référence sont moyennées, et permettant de normaliser le Eact du
gene d’intérét. Le rapport obtenu pour les cellules définies en tant que calibrateur est fixé a 1,
et permet la détermination du niveau d’expression des génes d’intérét en fonction de la

condition calibratrice.
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IV. 2. Au niveau traductionnel

1V. 2. 1. Extraction des protéines totales

Les cellules décollées par I’action de la trypsine sont centrifugées a 200g pendant 5
minutes, puis lavées dans du D-PBS. Elles sont ensuite lysées dans un tampon Tris/HCI 10 mM
pH 7,4 contenant 5 mM d’EDTA, 1% de Triton X-100 ainsi qu'un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Roche), pendant 30 minutes sur glace. Aprés une centrifugation de 5 minutes a 17
000g et a 4°C, le surnageant contenant les protéines totales est récupéré.

Pour les cellules MCF-10A, aprés comptage, 107 cellules/mL sont lysées dans un
tampon Laemmli 1X contenant 62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 2% de sodium dodécyl sulfate
(SDS), 10% de glycérol, 100 mM de dithiothréitol (DTT) et du bleu de bromophénol pendant
30 minutes sur glace. Le surnageant est ensuite soumis a une sonification a I’aide d’un dispositif
de sonde a ultrasons (Branson Sonifier, USA). Les échantillons protéiques sont ensuite

conserveés a -80°C.
1V. 2. 2. Dosage des protéines

La concentration protéique est déterminée par spectrophotométriec a 595nm selon la
méthode de Bradford, a partir d’une gamme ¢€talon correspondant a différentes concentrations

de BSA et grace a une solution commerciale de dosage (Bradford Protein Assaytv BioRad).
IV. 2. 3. Electrophorése et transfert sur membrane

Les protéines (50 pg) sont dénaturées a 99°C pendant 5 minutes dans un tampon
TrisHCI pH 6,8 a 62,5 mM contenant 2% de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS), 0,1 M de
dithiotréitol (DTT), 20% de saccharose et du bleu de bromophénol, d’aprés la méthode de
Laemmli. Apres dénaturation, les protéines sont déposées sur un gel de concentration contenant
5% de polyacrylamide préparé dans un tampon Tris/HCl 0,25 M pH 6,8 contenant 0,1% de
SDS. Les protéines sont ensuite séparées dans un gel de migration contenant 10% de
polyacrylamide préparé dans un tampon Tris/HCI1 0,375 mM pH 8,8 contenant 0,1% de SDS.
La migration est réalisée pendant 1h30 a 110 V. Les protéines séparées par leur poids
moléculaire sont ensuite transférées sur une membrane de Nylon PolyvinylDiFluoride (PVDF)
en milieu liquide entre deux piles d’éponges et de papiers Whatman imbibés de tampon de

transfert (Tris 0,05 M, Glycine 0,348 M, SDS 0,1% et éthanol 20%) pendant 16h a 12 V. Le
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Nom Fournisseur Référence Origine animale Dilution Taille (kDa)
PARP clivé BD Biosciences 552596 Souris 1/2000 89
Tubuline Abcam ab52866 Lapin 1/1000 50
p21 Cell signaling 8865 Lapin 1/1000 21
Anti-Rabbit IgG Sigma A9169 Chevre 1/10 000 /
Peroxydase
Anti-Mouse IgG Sigma A9044 Lapin 1/10000 /

Peroxydase

Tableau 4. Liste des anticorps utilisés au cours des expériences de Western

Blot. Le fournisseur, la référence, l’origine animale, la dilution utilisée ainsi que

le poids moléculaire des protéines mises en évidence sont également préciseés.
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dépdt d’un marqueur de poids moléculaire connu et pré-coloré (ThermoFischer) permet la

calibration de la membrane.
1V. 2. 4. Détection immunologique

Apres transfert des protéines, la membrane est saturée a 1’aide d’un tampon de blocage
TBS (50 mM Tris/HCI1 pH 7,5 contenant 150 mM de NaCl) contenant 5% (poids/volume) de
lait écrémé en poudre, pendant 30 minutes a température ambiante et sous agitation. La
membrane est ensuite incubée en présence d’anticorps primaires dirigés contre la protéine
d’intérét, et dilués dans un tampon TBS a 2,5% de lait écrémé en poudre. Aprés 3 lavages de 5
minutes avec une solution de TBS + 0,1% de Tween X-100, la membrane est incubée en
présence des anticorps secondaires couplées a la peroxydase durant 45 minutes sous agitation,
et dilués au 1/10 000eme dans du TBS contenant 2,5% de lait écrémé en poudre. Cette étape est
suivie de 3 lavages de 10 minutes avec du TBS Tween. La liste des anticorps primaires et
secondaires, ainsi que leurs dilutions optimales d’utilisation, sont référencées dans le Tableau
4. Apres les derniers lavages, I’activité peroxydase est révélée par 1’ajout d’un substrat
chimioluminescent Claritytv ECL Substrate (Biorad). La révélation est faite a I’aide d’une
caméra équipant le ChemiDoc (Biorad). Dans le cas de la détection de protéines avec un poids
moléculaire proche, les anticorps sont décrochés apres révélation a 1’aide d’une solution de
« stripping » (Restorerm PLUS Western Blot Stripping Buffer, Thermo Scientific) durant 15

minutes a température ambiante et sous agitation.

V. Etude de la concentration intracellulaire en Espéces Réactives

de I’Oxygene
V. 1. Par la sonde DHE

Les cellules MDA-MB231 sont ensemencées a raison de 105 cellules/mL dans des boites
100 mm. 24h aprés ensemencement, les cellules sont traitées avec les molécules AIM1, AIM2,
AIM3 et Ru a 2 uM pendant 24h. Des cellules traitées avec 50 ng/mL de Doxorubicine pendant
24h servent de controle positif. A la fin des traitements, les cellules sont collectées par
trypsination et comptées, avant d’étre resuspendues dans du milieu a raison de 1x106
cellules/mL. Une fraction de 500 pL (5x10s cellules) de cette suspension est incubée avec 10

uM de la sonde dihydroethidium pendant une heure a 37°C dans le noir. Avant analyse, les
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cellules sont lavées et resuspendues dans 500 pL de milieu. L’analyse de I’intensité de
fluorescence s’effectue a 1’aide d’un cytometre FACSCalibur (BD) couplé au logiciel CellQuest
sur 10 000 cellules.

V. 2. Par la sonde MitoSox

Les cellules MDA-MB231 sont ensemencées a raison de 105 cellules/mL dans des boites
100 mm. 24h apres ensemencement, les cellules sont traitées avec 2 uM des molécules AIM1,
AIM2, AIM3 et Ru pendant 24h. Le contrdle positif interne de I’expérience correspond a des
cellules traitées pendant 24h avec 50 ng/mL de Doxorubicine. A la fin des traitement, 5 uM de
MitoSox (MitoSox™ Red mitochondrial superoxyde indicator, Invitrogen) sont ajoutés au
milieu de culture pendant 30 minutes, a 37°C et protégés de la lumiére. Apres 2 lavages au D-
PBS, les cellules sont trypsinées puis comptées pour préparer des solutions de 500 puL a 10s
cellules/mL. L’analyse de I’intensit¢ de fluorescence s’effectue a I’aide d’un cytomeétre

FACSCalibur (BD) couplé au logiciel CellQuest sur 10 000 cellules.
VI. Marquages des cassures doubles brins de ’ADN

Les cellules MDA-MB231 sont ensemencées a raison de 2x10s cellules/mL pour les
conditions non traitées et traitées pendant 24h et 48h, et 4x105 cellules/mL pour les conditions
traitées pendant 72h, 96h et 120h dans des boites 35 mm contenant des lamelles en verre. Les
cellules sont ensuite traitées avec 2 uM d’AIM?2 et AIM3, et laisser en culture le temps souhaité
(24h, 48h, 72h, 96h, 120h). En guise de contrdle positif, des cellules non traitées ont été
irradiées par une dose unique de 2 Greys (photons de 6 MV, débit de 200 UM/min) délivrée au
moyen de ’accélérateur linéaire de I’'ICL. Les cellules irradiées ont été remises en culture 15
minutes, 3h ou 5h apres irradiation. A la fin des traitements, les cellules sont lavées une fois au
D-PBS puis fixées a I’aide d’une solution contenant 4% de paraformaldéhyde (PAF) et 2% de
sucrose pendant 15 a température ambiante. Une fois toutes les lamelles fixées, les cellules sont
perméabilisées a I’aide d’une solution contenant 300 mM de sucrose, 3 mM de MgCl2, 1 M
d’HEPES pH 7, 5 M de NaCl et 0,5% de Triton X-100 pendant 3 minutes a température
ambiante. Aprés un rincage au D-PBS, les cellules sont mises en contact avec les anticorps
dirigés contre la protéine TP53BP1 dilués dans une solution de PBS contenant 3% de BSA
(Sérum d’albumine Bovin). L’incubation se fait pendant 1h a 37°C dans une étuve séche.

Ensuite, les cellules sont lavées une fois avec du D-PBS avant 1’incubation des anticorps
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Nom Fournisseur Référence Origine animale Dilution

y-H2AX
Phosphorylé Millipore 05-636 Souris 1/800
(Ser139)
TP53BP1 Bethyl A303-906A Chevre 1/200
Anti-Mouse IgG . .
FITC Sigma F2012 Chévre 1/100
Anti-Goat IgG Invitrogen A21432 Ane 1/400

Tableau 5. Liste des anticorps utilisés au cours des expériences d’études des
lésions de I’ADN. Le fournisseur, la référence, l’origine animale et la dilution

utilisée sont également précisés.
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secondaires dilués au 1/800 dans une solution de PBS. Aprés 20 minutes a I’obscurité dans une
étuve seche, les lamelles sont lavées 5 fois avec du D-PBS. L’anticorps dirigé contre la forme
phosphorylée de la protéine y-H2AX est ensuite ajouté pendant 1h a I’obscurité a 37°C dans
une étuve seche. Apres 3 lavages au D-PBS, I’anticorps secondaire dilué dans du D-PBS est
ajouté pendant 20 minutes dans une étuve seche et protégé de la lumicre. A la fin de
I’incubation, les lamelles sont rincées 5 fois avec du D-PBS. Le montage est ensuite réalisé en
placant la lamelle sur une lame avec une goutte de VectaShield® (Vector Laboratories) qui
contient du DAPI. Les lamelles sont laissées a sécher une nuit a 4°C a ’obscurité avant d’étre
visualisées au microscope a fluorescence (Nikon) équipé d’une caméra pour I’acquisition des
images. Le nombre de foci de colocalisation y-H2AX /TP53BP1 a été compté sur 50 noyaux
par condition.

Les détails concernant les anticorps, gracieusement prétés par I’équipe du Dr Henri-

Pierre LASALLE du CRAN, sont présentés dans le Tableau 5.

VII Etude de Pactivité de la SA-B-Galactosidase

VILI. 1. Par cytométrie en flux (sonde C12FDG)

Les cellules MDA-MB231 et MCF-10A sont ensemencées a raison de 5x104 et 8x104
cellules/mL dans des boites 100 mm. 24h aprés ensemencement, les cellules sont traitées avec
2 uM d’AIM2 ou d’AIM3 pendant 72h, 96h, 120h. A la fin des traitements, les milieux sont
remplacés par des milieux préchauffés contenant 100 nM de bafilomyicine A1 (préparée a partir
d’une solution mére de 100 uM diluée dans du DMSO et conservée a -20°C). Aprés 1h
d’incubation a 37°C, 33 uM de sonde C12FDG est ajouté (a partir d’une solution mere de 20
mM diluée dans du DMSO et conservée a -20°C a I’abri de la lumiere) pendant 2h a 37°C. Par
la suite, les cellules sont collectées par action de la trypsine. 5x10s5 cellules sont ensuite
centrifugées a 200g pendant 5 minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite resuspendues dans du
D-PBS froid, et I’analyse de la fluorescence s’effectue sur 20 000 cellules par le cytométre en

flux FACSCalibur (BD) couplé au logiciel CellQuest.
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Figure 29. Représentation schématique du protocole d’étude de Deffet des
molécules AIM?2 et AIM3 sur la sénescence cellulaire. Les cellules non traitées
et traitées sont ensemencées au jour JO. 24 apres, les cellules « traitées » sont
mises en présence de 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3 pendant 96h. Parallelement, les
cellules « non traitées » sont mises en présence d’EdU. Au jour J2, les boites des
conditions « non traitées » sont arrétés. 72h apres le début du traitement avec
les molécules AIMs, les cellules « traitées » sont mises en présence d’EdU. 24h

apres, les boites des conditions « traitées » sont arrétées.
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VIL. 2. Par marquage colorimétrique de la SA-B-Galactosidase

Les cellules MDA-MB231 et MCF-7 sont ensemencées dans des boites 35 mm a raison
de 105 cellules/mL et 5x104 celluless'mL pour les conditions non traitées et traitées
respectivement. Quant aux cellules MCF-10A non traitées et traitées, elles sont ensemencées
respectivement a 1.6x10s cellules/mL et 8x104 cellules/mL. 24h aprés ensemencement, les
cellules sont traitées avec 2 uM des molécules AIM2 et AIM3 pendant 96h. Pour éviter la
confluence des boites non traitées qui pourrait induire un marquage de la SA-B-Galactosidase,
les boites non traitées sont arrétées 48h apres ensemencement. Le plan expérimental est
présenté dans la Figure 29. Au bout de 72h pour les boites traitées et 24h pour les boites non
traitées, 10 uM d’une solution mére a 10 mM d’EdU est ajouté dans le milieu de culture (Clit-
iT® Plus EdU Imaging Kits, Molecular Probes, Life Technologies). 24h apres 1’ajout d’EdU,
les cellules sont lavées une fois avec du D-PBS, avant d’étre fixées a I’aide d’une solution
contenant 25% de glutaraldéhyde fourni dans le kit Cellular Senescence Assay Kit (SA-B-
Galactosidase, Cell Biolabs). Aprés une fixation de 5 minutes a température ambiante, les
cellules sont lavées 3 fois avec du D-PBS. Le marquage se fait par incubation de la solution
commerciale fournie par le kit a 37°C pendant 16h. Le lendemain, les cellules sont lavées 2 fois
avec du D-PBS et le marquage EdU est réalisé selon le protocole décrit dans le Paragraphe
I1.3.

La révélation de la SA-B-Galactosidase se fait grace a un microscope a contraste de
phase au grossissement 40 équip¢ d’une caméra pour 1’acquisition des images. L’EdU est révélé
grace au méme microscope, via sa fonction fluorescente. Le nombre de cellules positives a la
fois pour ’EdU et pour la SA-B-Galactosidase est comptabilisé. Pour chaque expérience, 100

cellules ont été comptées sur différents champs des boites.

VIII. Analyses statistiques

Les résultats présentés sont issus d’au moins trois expériences indépendantes. Ils sont
représentés par la valeur moyenne + I’erreur standard a la moyenne (SEM). Les analyses
statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism. En fonction des expériences,
un test ¢ de Student ou un test ANOVA a un facteur est réalisé. Pour chaque test, la valeur de p

(p-value) est calculée et les résultats sont considérés comme significatifs lorsque p est
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strictement inférieur a 0,05 (»p<0,05). Les valeurs significatives sont représentées par des étoiles

ou * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Partie 2 : Etude in silico
I. Analyse du niveau protéique de DDB2 dans différents tissus

humains

La comparaison de I’expression de la protéine DDB2 dans différents tissus a été réalisée
via I’outil The Human Protein Atlas disponible a I’adresse http://www.proteinatlas.org/ (Uhlen
et al., 2010). Le niveau d’expression est exprimé en « score protéique » basé sur des données
immunohistochimiques et prenant en compte I’intensité de marquage (intensité négative, faible,
modérée ou forte) et la fraction de cellules marquées (<25%, 25-75% ou >75%). Ensuite, la
combinaison de l’intensité et de la fraction est automatiquement convertie en un score
d’expression protéique. Par exemple, une intensité forte associée a 25 a 75% de cellules
marquées correspond au score « Elevé ». Les scores sont présentés pour 44 tissus regroupés

selon leur fonction physiologique.

I1. Analyse des altérations du gene codant DDB2

L’outil cBio Cancer Genomic Portal, accessible a I’adresse http://www.cbioportal.org/
regroupe des données transcriptomiques issus de 80 803 tumeurs de 263 études (Cerami et al.,
2012)(Gao et al., 2014). En plus de I’analyse des variations du nombre de copie, du niveau
d’expression génique et protéique et du niveau de méthylation, la plateforme donne acces aux
altérations génétiques, dont les mutations. Pour notre analyse, les données TCGA PanCancer
Atlas Studies comptant 10 967 échantillons issus de 31 études ont été sélectionnées. Avec les
parametres utilisés, la plateforme génére une représentation graphique du pourcentage
d’altérations génétiques dans différents cancers. L’option « mutation » donne accés au nombre

de mutations de ddb2 dans le cancer du sein, ainsi que les changements au niveau protéique.
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II1. Analyse du niveau de transcrits codant DDB2

III. 1. Par Oncomine

La comparaison du niveau d’expression de ddb2 entre tissus sains et tissus cancéreux a
¢té réalisée via les bases de données transcriptomiques de I’outil Oncomine accessible a
I’adresse http://www.oncomine.org/resource/login.html (Rhodes et al., 2007). Pour 1’analyse,
les parametres choisis sont : p-value<0.01, fold-change de 2 et gene ranking in the top de 10%.

En termes de statistique, un test ¢ de Student a ét¢ utilisé.
I11. 2. Par BCIP

L’outil BCIP (Breast Cancer Integrative Platform), accessible a [’adresse
http://omicsnet.org/bcancer/ permet la comparaison du niveau d’expression génique entre tissus
sains et tissus cancéreux. Cet outil permet également de comparer 1’expression de génes entre
tissus cancéreux classés selon leurs sous-types tumoraux, leurs stades pathologiques, leur statut
métastatique, leur statut d’invasion ganglionnaire, leur statut ER/PR/HER2, la réponse aux

thérapies et le pronostic. Pour la comparaison entre groupes, un test ¢ de Student a été réalisé.
I11. 3. Par GEPIA

GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis), disponible a 1’adresse
http://gepia.cancer-pku.cn/, est un outil utilisant les données transcriptomiques de TCGA et
GTEx pour générer différentes analyses (Tang et al., 2017). Les résultats sont présentés sous
forme de dot plot ou de box plot. Pour notre analyse, des box plot représentant le niveau
d’expression de ddb2 dans les tissus mammaires sains et cancéreux ont été générés en utilisant
les bases de données TCGA et avec les parametres suivants : fold-change de 2 et p-value de

0,05. L’analyse statistique a été réalisée par un test ANOVA a un facteur.

IV. Etude de la survie selon ’expression de ddb2

IV. 1. Par BCIP

La plateforme permet également I’analyse de la survie en fonction du niveau

d’expression de ddb2, incluant la survie globale, la survie sans récidive et la survie sans
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métastase. Pour déterminer les différences statistiques, le site utilise le test de log-rank et génére
automatiquement des graphes de Kaplan-Meier. Les Hazard Ratio (HR) ont été calculés en

utilisant le mode¢le de régression de Cox.

IV. 2. Par PrognoScan

Cet outil, accessible a 1’adresse http://dna00.bio.kyutech.ac.jp/PrognoScan/index.html,

donne acces a des informations concernant la relation entre le niveau d’expression d’un géne et
le pronostic des patients, incluant la survie globale, la survie sans récidive et la survie sans

métastase (Mizuno et al., 2009). Pour notre analyse, le seuil de significativité a été ajusté a 0.05.

IV. 3. Par Kaplan-Meier Plotter

Ce site, accessible a 1’adresse http://kmplot.com/analysis/, est capable de fournir des

informations quant a I’impact d’environ 54 000 genes sur la survie des patients dans 21 types
de cancers différents (Nagy et al., 2018). La plus grosse base de données concerne le cancer du
sein avec 6 234 échantillons disponibles. Les criteres d’inclusion et d’exclusion dans 1’analyse
des patients peuvent se baser sur le statut ER/PR/HER2, le statut d’invasion des ganglions, le
statut TP53, le type de traitement recu (endocrine, chimiothérapie conventionnelle). Pour
I’analyse, des cohortes de patients ayant recu des agents de chimiothérapie, mais pas de thérapie
endocrine ont été sélectionnées dans le but de ne pas complexifier I’interprétation des résultats.
Avec ces parametres, la survie globale et la survie sans récidive des patients selon le niveau
d’expression de ddb2 a été évaluée sur 631 et 3 951 patients respectivement. La plateforme

calcule automatiquement les p-value et les Hazard Ratio.

IV. 4. Par SurvExpress

Cet outil (http://bioinformatica.mty.itesm.mx:8080/Biomatec/SurvivaX.jsp) permet

non seulement de corréler I’expression génique a la survie des patients, mais également
I’expression génique a différents risques (risque de ne pas survivre, risque de développer des
métastases, risque de récidiver). Pour 1’étude, le risque de récidive a été choisi. Ce risque est
estimé par un score, encore appelé Indice Pronostic (IP). Briévement, cet IP correspond a la
composante linéaire du modele de Cox. La plateforme génére automatiquement des groupes de
risque en séparant au niveau de la médiane les IP classés du plus faible au plus élevé. Ensuite,

les résultats sont présentés sous la forme d’un graphe Kaplan-Meier par groupe de risque et
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d’un box plot comparant la différence d’expression génique entre les groupes de risques via le
test ¢ de Student. Le but du graphe Kaplan-Meier pour les groupes de risque est de prouver qu’il
y a une différence statistique de survie entre les groupes a haut risque et a faible risque. Cette
différence est estimée par un test log-rank, le Hazard Ratio et les indices de concordance qui
estiment la probabilité qu’un patient du groupe a haut risque récidive apres un patient du groupe
a faible risque. Pour I’analyse, la base de données contenant le plus d’échantillons, The Breast

Cancer Recurrence (1 574 échantillons), a été sélectionné.
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Résultats

I. Validation du potentiel prédictif de DDB2 dans le cancer du sein

par une étude in silico

Les travaux in vitro menés au laboratoire avaient mis en avant la potentielle utilisation
du gene codant la protéine DDB2 comme marqueur de la progression métastatique et de la
réponse des tumeurs mammaires a la chimiothérapie conventionnelle. Pour confirmer ces

résultats, une étude in silico de différentes bases de données transcriptomiques a été réalisée.
I. 1. Analyse de I’expression de DDB2 dans des tissus humains sains

Dans un premier temps, le niveau d’expression de la protéine DDB2 a été étudié dans
différents tissus humains sains grace a la base de données The Human Protein Atlas
(Figure 30). Les résultats indiquent que la protéine DDB2 est fortement exprimée dans les
tissus du tractus digestif proximal, dans les tissus utérins, au niveau des tissus cutanés, de la
moelle osseuse et du tissu lymphoide. Au niveau des tissus cutanés, cette expression est corrélée
avec le role majeur de DDB2 dans la réparation des lésions de I’ADN induites par les UVs
(Stoyanova et al., 2009). Au niveau des tissus mammaires, 1’expression de DDB2 reste modérée

comparativement aux autres tissus.

I. 2. Comparaison du niveau d’expression de ddb2 entre tissus sains et

tissus cancéreux

La comparaison du taux de transcrits codant DDB2 entre tissus sains et tissus cancéreux
a été réalisée grace a la plateforme Oncomine. Pour cette analyse, seuls les jeux de données
répondant aux critéres suivants ont été sélectionnés : p-value inférieure a 10-6 et un gene rank
dans le top 10 (le gene rank correspond a une classification selon la p-value des génes : ainsi,
un gene dans le top 10 présente une des 10 p-value les plus faibles des études sélectionnées).
Parmi les 14 tissus présentés, une surexpression de ddb?2 a ét€ observée dans 7 tissus cancéreux
par rapport a leur équivalent sain (sang, téte & cou, systéme lymphatique, estomac, cerveau,
colon et reins) (Figure 31). Concernant le tissu colorectal, de maniére surprenante, un autre jeu

de données suggere plutot que le geéne est sous-exprimé dans les tumeurs par rapport aux tissus
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sains. Ces données concernant les tissus colorectaux indiquent donc que le taux de transcrits de
ddb?2 varie selon les études. Quant au tissu mammaire, I’expression du géne ddb?2 est inférieure
dans les tissus cancéreux pas rapport aux tissus sains.

Dans le but de renforcer I’observation d’une faible expression de ddb2 dans les tissus
mammaires cancéreux par rapport aux tissus sains, une autre cohorte de la plateforme
Oncomine a été analysée, et les résultats obtenus permettent de confirmer que 1’expression
transcriptionnelle de ddb?2 est significativement diminuée dans les tumeurs mammaires de cette
¢tude (Figure 32). Enfin, 'utilisation de 2 autres plateformes (BCIP et GEPIA) nous ont
¢galement permis de confirmer ces résultats (Figure 32).

Ces variations d’expression entre tissus sains et tissus cancéreux pouvant
potentiellement étre dues a des altérations génétiques du geéne au cours de la tumorigenese, le
statut mutationnel de ddb2 a été¢ étudi¢ dans 10 967 échantillons provenant de 32 études
répertoriées par la plateforme cBioPortal. Les résultats de cette analyse montrent que le géne
est altéré dans 119 échantillons des 10 9657 échantillons étudiés, correspondant a une fréquence
d’environ 1% (Figure 33). Ces altérations sont retrouvées majoritairement dans les
cholangiocarcinomes (cancer des voies biliaires) avec une fréquence d’altérations de 6%. Le
cancer du sein se caractérise par des altérations génétiques d’une fréquence plus faible (0,92%),
comprenant des mutations dans 0,28% des cas, des amplifications (0,55% des cas) et des
délétions (0,09% des cas). Dans le cancer du sein, 5 mutations ont été retrouvées : 3 mutations
faux-sens, 1 mutation au niveau d’un site d’épissage des ARNm et 1 mutation entrainant un
décalage du cadre de lecture. Seule 1 des 3 mutations faux-sens touchent un domaine WD40 de
la protéine, impliqué dans la reconnaissance des Iésions de I’ADN et dans I’interaction avec les
partenaires protéiques de DDB2 (Figure 3). Ces données suggérent donc que le géne ddb2 ne

subit que tres peu d’altérations géniques au cours de la tumorigenese mammaire.
I. 3. Analyse de I’expression de ddb2 dans le cancer du sein

Dans le but de mieux comprendre I’importance de la protéine DDB2 dans Ia
tumorigenése mammaire et sur la base des résultats du laboratoire, une analyse du niveau des
transcrits de ddb2 dans différents sous-types de tumeurs mammaires a été réalisée.

Dans un premier temps, la corrélation entre le statut ER/PR/HER?2 (les 3 biomarqueurs
utilisés classiquement dans la prise en charge du cancer du sein) et le niveau d’expression de
ddb?2 a été analysée. Les données de transcriptome provenant de la plateforme BCIP révelent

que 879 tumeurs exprimant ces trois marqueurs, et dites non-TNBC pour « non-triple negative
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breast cancer », présentent un taux de transcrits codant DDB2 significativement plus élevé que
193 tumeurs n’exprimant pas ces marqueurs, et dites TNBC pour « triple negative breast
cancer » (Figure 34A).

Les tumeurs mammaires non TNBC contiennent 3 sous-types, dénommés HER2-
enriched, Luminal A et Luminal B, et les tumeurs TNBC rassemblent 2 sous-types, appelés
Basal-Like et Normal-Like. Le niveau d’expression de ddb2 dans ces 5 sous-types de tumeurs
mammaires a été étudié toujours a 1’aide de 1’outil BCIP, mais dans des échantillons différents
par rapport aux échantillons utilisés précédemment qui n’étaient classés qu’en fonction de leur
statut « Triple négatif ». Ces nouveaux échantillons permettent de vérifier que le niveau des
transcrits est inférieur dans les tumeurs TNBC Basal-like et Normal-Like, par rapport aux
tumeurs non-TNBC Luminal A et Luminal B (Figure 34B). Enfin, aucune différence statistique
du niveau de transcrits codant DDB2 n’est observée entre les tumeurs HER2-enriched (non-
TNBC) et les tumeurs Basal-Like ou Normal-Like (TNBC). Il est a noter que parmi les 3 sous-
types non-TNBC, les tumeurs HER2-enriched sont les plus agressives, expliquant leur plus
mauvais pronostic par rapport aux tumeurs Luminal A et B (Kondov ef al., 2018).

Par la suite, la corrélation entre le niveau d’expression de ddb? et le grade histologique,
ainsi que le stade pathologique des tumeurs mammaires, qui traduisent respectivement
I’agressivité et I’extension de la tumeur, a été analysée. Une forte expression du gene ddb?2 est
retrouvée dans les tumeurs de grade 1 (taux d’expression de ddb2 de 6,52) (Figure 35A) et
dans des tumeurs mammaires de stade I (taux d’expression de ddb2 de 5,76) (Figure 35B).
L’expression de ddb2 diminue de maniere significative dans les tumeurs de grades
histologiques ¢€levés avec une valeur d’expression du gene de 6,48 et 6,16 respectivement pour
les tumeurs de grade 2 et 3. Cette diminution significative de I’expression du géne est également
retrouvée dans les tumeurs de stades pathologiques ¢élevés avec un taux moyen d’expression du
gene de 5,72 et 5,62 respectivement pour les tumeurs de stade IT et IV.

Ces observations indiquent une corrélation inverse entre le niveau de transcrits de ddb?2
et ’agressivité des tumeurs mammaires, ainsi qu’une expression plus faible dans les tumeurs

triples négatives comparées aux autres tumeurs mammaires.

I. 4. Comparaison de I’expression de ddb2 selon le pronostic des

tumeurs mammaires

Les tumeurs mammaires de hauts grades histologiques et/ou de hauts stades

pathologiques sont tres largement de mauvais pronostic. Au vu de la diminution de I’expression
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Figure 35. Comparaison du niveau d’expression de ddb2 dans des tumeurs
mammaires en fonction de I’agressivité et du pronostic. La base de données
BCIP a été utilisée pour déterminer la corrélation entre le niveau d’expression
du gene ddb2 et (A) le grade histologique, (B) le stade pathologique, et (C) le
pronostic des tumeurs mammaires. Les résultats sont exprimés sous la forme de
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des valeurs. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;, **** p<0,0001 (Test de
Student). (D) La survie globale des patientes selon le niveau d’expression du
gene codant DDB2 au sein des tumeurs mammaires (faible ou forte) a également
été extraite des bases de données BCIP (gauche) et PrognoScan (droite). Les

Hazard Ratio (HR) et les p-value sont également présentés
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de dbb2 dans les tumeurs de hauts grades et stades, la suite du travail a été de voir si I’expression
du géne pouvait étre un indicateur du pronostic des tumeurs mammaires. Pour cela, I’expression
de ddb2 a été comparée entre 990 tumeurs mammaires de bon pronostic et 990 tumeurs de
mauvais pronostic (Figure 35C). En accord avec la corrélation entre le taux d’ARNm codant
DDB2 et I’agressivité des tumeurs, le géne est surexprimé de manicre significative dans les
tumeurs de bon pronostic (valeur moyenne d’expression de 5,72) par rapport aux tumeurs de
mauvais pronostic (expression moyenne de 5,69). De plus, une forte expression de ddb2 est
associée a une meilleure survie globale de patientes atteintes de cancer du sein (Figure 35D).
Plus précisément, la survie a 150 mois de patientes atteintes de tumeurs mammaires est de 50%
et 30% respectivement dans le cas de tumeurs exprimant fortement et faiblement ddb2.
L’expression de ddb2 correle donc avec le pronostic des tumeurs mammaires. Ces données sont
en accord avec les données de comparaison des sous-types tumoraux précédemment présentées
(Figures 34A & B). En effet, les tumeurs mammaires TNBC (Normal-Like et Basal-Like), les
plus agressives et associées & un mauvais pronostic, sont caractérisées par une plus faible
expression de ddb?2 par rapport aux tumeurs non-TNBC (Luminal A et B), qui sont de meilleur
pronostic. Enfin, les tumeurs non-TNBC HER2-enriched, qui présentent un plus mauvais
pronostic par rapport aux tumeurs Luminal A et B, sont caractérisées par un taux de transcrits
codant DDB2 similaire a celui observé dans les tumeurs TNBC. L’ensemble de ces résultats
permettent d’affirmer que I’expression du gene codant DDB2 est un indicateur du pronostic des
tumeurs mammaires.

La survie globale peut étre impactée notamment par la réponse des tumeurs aux
traitements, par le risque de récidive apres traitement, et par la dissémination métastatique. La

suite du travail a par conséquent été d’étudier le lien entre DDB2 et ces trois parametres.

1 4. 1. Validation du potentiel prédictif de |’expression de dd2 lors de la

progression métastatique des tumeurs mammaires

Dans un premier temps, le taux des transcrits codant DDB2 a été comparé entre 2
cohortes de tumeurs mammaires qui différent par leur statut métastatique. De manicre
intéressante, ddb2 est surexprimée de maniére significative dans 97 tumeurs mammaires non
métastatiques (expression relative de 7,8) comparées a 14 tumeurs métastatiques qui présentent
une expression relative du géne de 7,4 (Figure 36A). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus précédemment concernant le stade pathologique qui traduit I’extension tumorale : en

effet, une forte expression du géne n’a été observée que dans les tumeurs mammaires de faibles
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stades, qui se caractérisent par I’absence de métastases, alors que 1’expression du géne diminue
dans les tumeurs de hauts stades, qui sont métastatiques. En accord avec ces résultats, I’analyse
de la survie sans métastase montre que les patientes dont les tumeurs mammaires expriment
fortement ddb2 vivent significativement plus longtemps sans métastase comparées aux

patientes dont les tumeurs ont un taux plus faible de transcrits (Figure 36B).

1 4. 2. Validation du potentiel prédictif de ddb?2 dans la réponse

therapeutique des tumeurs mammaires

Dans le cadre du traitement du cancer du sein, la chimiothérapie est le plus souvent
administrée a la suite d une chirurgie. C’est pourquoi I’analyse in silico s’est portée sur I’impact
de I’expression de ddb?2 sur la réponse des tumeurs mammaires a la chimiothérapie adjuvante.
2 bases de données ont ¢été utilisées : la base BCIP et la base Kaplan-Meier Plotter. Notre
analyse a permis de mettre en évidence que la survie globale de patientes traitées par thérapie
adjuvante est significativement augmentée dans des tumeurs présentant des taux ¢levés de

transcrits codant DDB2 (Figure 37A).

L 4. 3. Validation du potentiel prédictif de ddb2 lors de I’apparition de

recidives

De maniere intéressante, 1’expression de ddb2 n’est pas seulement importante au
moment du traitement, mais permet également de diminuer le risque de récidive apres
traitement. En effet, une forte expression du gene est associée a une survie sans récidive
prolongée d’aprés les plateformes BCIP et Kaplan Meier Plotter (Figure 37B). La probabilité
de récidive peut étre estimée par un « indice de pronostic » généré par I’outil SurvExpress. En
se basant sur cet indice, les patientes peuvent étre séparées en 2 groupes : un groupe a « haut
risque de récidive » et un groupe a « faible risque de récidive ». Afin de valider la corrélation
entre le risque de récidive de chaque groupe et la survie, le site génére automatiquement un
graphique Kaplan Meier ou la survie globale des deux groupes est présentée (Figure 38A). Les
patientes atteintes de cancer du sein du groupe « a faible risque » vivent significativement plus
longtemps que les patientes du groupe a « haut risque de récidive ». Apres cette vérification,
I’expression du gene a été analysée dans les deux groupes. Le groupe a « haut risque de
récidive » est associé a une expression plus faible de ddb2 par rapport au groupe a « faible

risque de récidive » (Figure 38B).

111



Survie globale avec

Survie sans récidive apres

A

BCIp HR=079 Kaplan-Meier Plotter HR=0.2
p-value =0,0027 1 p-value = 0,0064
14 -
] g8 Expression DDB2 forte (n = 314)
= > =
s | z & 0,75
H 0.75 ExpressionDDB2 forte (n=1127) £ &
= 2%
S 0,50 s 0:50
= ; g- Expression DDB2 faible (n = 317)
2 025 5 g 0254
B Expression DDB2 faible (n = 531) wn =
T T T I I |
100 200 300 100 200 300
Temps de survie (mois) Temps de survie (mois)
B
Kaplan Meier Plotter ZR=072
BCIP HR = 0,65 p-value = 10e-8
L p-value =0,002477 § 1
N g
2 i, s ‘g Expression DDB2 forte (a = 1972)
075 £ £ 0754
T 27 0,50
£ 0,50 Expression DDB2 forte (n = 133) g 'éi. 7
E 025 ; & 025.] Expression DDB2 faible (n = 1979)
- Expression DDB2. 40 vyl oL 5 =
faible @=71) s 2
T I T T T I | | |
20 40 60 80 100 50 100 150 200
Temps de survie (mois) Temps de survie (mois)

Figure 37. Comparaison de la survie globale avec thérapie adjuvante et de la
survie sans récidive apreés thérapie adjuvante de patientes atteintes de tumeurs
mammaires selon le niveau d’expression de ddb2. (A) La survie globale avec
thérapie adjuvante de patientes atteintes de carcinomes mammaires classés
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(droite). (B) La corrélation entre le niveau d’expression des transcrits codant
DDB?2 et la survie sans récidive apres thérapie adjuvante chez des patientes
atteintes de cancer du sein a été établie grdce aux plateformes BCIP (gauche) et
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Figure 38. Corrélation entre le niveau d’expression de ddb2 et le risque de
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Student).
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Figure 39. Etude de ’effet des molécules AIM1 et Ru sur la prolifération des
cellules MDA-MB231 et MCF-10A. 24h apres ensemencement (correspondant

au temps 0h), les cellules ont été traitées avec 2 uM d’AIM1 ou de Ru pendant

24h, 48h, 72h et 96h. Toutes les 24h, les cellules non traitées et traitées sont

collectées, et le nombre de cellules est déterminé par [ 'utilisation d’une cellule de

Malassez. * p<0,05; **** p<0,0001.
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Ces analyses permettent donc de démontrer que DDB2 pourrait étre un marqueur

prédicteur intéressant du risque de récidive apres thérapie.

II. Etude des mécanismes a I’origine de I’effet cytostatique d’ATM2

et AIM3 dans des lignées mammaires

IL. 1. Etude des relations structures/fonctions antiprolifératives des

complexes organométalliques a base de Fer

Comme cité précédemment, les complexes AIM2 et AIM3 induisent un arrét total de la
prolifération cellulaire de différentes lignées mammaires. D un point de vue structurale, ces
deux complexes se caractérisent par la présence d’un ion Fe2+ central complexé par deux ligands
ter-pyridine fonctionnalis¢€ avec des groupements de type phényles périphériques. Afin d’établir
une relation entre la structure des complexes et leur effet sur la prolifération cellulaire, 2 autres
complexes organométalliques ont ét¢ synthétisés. Ces molécules, appelées AIM1 et Ru, se
caractérisent respectivement par 1’absence des groupements aromatiques périphériques, et le
remplacement de 1’ion Fe2+ par un ion Ruz-+.

Dans un premier temps, 1’effet des complexes AIM1 et Ru sur la prolifération d’une
lignée cancéreuse mammaire, les cellules MDA-MB231, et d’une lignée mammaire saine, les
cellules MCF-10A, a été étudié¢ a la méme dose que celle établie pour les complexes AIM2 et
AIM3 (2 uM). Les résultats montrent que le nombre de cellules MDA-MB231 traitées avec
AIMI passe de 4x10s5 cellules au moment de 1’ensemencement (Oh) a environ 10x105 cellules
apres 96h de traitement (Figure 39). Les cellules MDA-MB231 non traitées proliferent quant
a elles jusqu’a atteindre un nombre d’environ 23x10s cellules aprés 96h de culture. Le
traitement de ces cellules avec le complexe AIM1 entraine donc une réduction de 40% de la
prolifération. De la méme maniére, une réduction de la prolifération des cellules épithéliales
saines MCF-10A est observée, avec un nombre de cellules de 11x10s et 40x10s5 cellules apres
96h de culture en présence et en absence d’AIM1 respectivement (Figure 39). Un traitement
avec le complexe Ru ne permet pas d’observer de différence significative du nombre de cellules
MDA-MB231 et MCF-10A traitées par rapport aux cellules non traitées (Figure 39). Ces
données indiquent que le complexe AIMI1 induit un ralentissement de la prolifération des
cellules MDA-MB231 et MCF-10A, mais n’empéche pas complétement leur prolifération,
comme ce qui avait été observé en présence des complexes AIM2 et AIM3. Les groupements

aromatiques décorant les complexes AIM2 et AIM3 participent donc a leur effet antiprolifératif.
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Figure 40. Etude de Deffet des molécules AIM2 et AIM3 sur la morphologie
et la taille des noyaux des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les
cellules ont été traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou d’AIM3 pendant 96h. A la fin des
traitements, la morphologie des cellules a été observée au microscope a
contraste de phase a l’objectif x40. Le noyau des cellules a été observé apres
un marquage au Hoescht au microscope a épifluorescence (grossissement
x100) (Les noyaux présentés ne correspondent pas aux cellules visualisées en
microscopie a contraste de phase). Les résultats de la taille des noyaux
correspondent a la moyenne de 3 séries indépendantes pour lesquelles 100
noyaux par condition ont été comptés. * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001;

w45 p <) 0001,
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De plus, I’ion Fe2+des molécules AIM2 et AIM3 est essentiel pour leur effet sur la prolifération
cellulaire.

En conclusion, seules les molécules AIM2 et AIM3 permettent un arrét total de la
prolifération de lignées mammaires saines et cancéreuses. Les données préalablement acquises
par le laboratoire avaient montré que cet arrét de la prolifération cellulaire s’étend jusqu’a 144h
de traitement avec seulement 30% des cellules en phases sub-G1 aprés 120h. Cette absence de
mort cellulaire associée a I’arrét de prolifération, nous ont conduit a vérifier la potentielle entrée

en sénescence des cellules traitées avec AIM2 et AIM3.
II. 2. Etude de ’induction de la sénescence par AIM2 et AIM3

La sénescence cellulaire se caractérise, en plus d’un arrét de la prolifération, par des
modifications phénotypiques, I’expression de la SA (Senescence-Associated)-p-Galactosidase,
I’expression de marqueurs protéiques (pS3, p21, pl6, pl4...), par un marquage positif de
protéines de la réparation de I’ADN (y-H2AX et TP53BP1 par exemple) et par 1’établissement
d’un stress oxydatif. Pour étudier I’influence d’AIM2 et d’AIM3 sur la sénescence cellulaire,
une lignée cancéreuse mammaire (MDA-MB231) et une lignée mammaire non cancéreuse
(MCF-10A) ont ét¢ utilisées. Ces deux lignées expriment des formes mutées du géne codant la
protéine p53, impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. La lignée cancéreuse mammaire
MCF-7 a été utilisée comme modele de cellules exprimant la forme sauvage du géne codant

pS3.
1. 2. 1. Observation du phénotype des cellules traitées

I1 est décrit que les cellules sénescentes acquierent un phénotype de cellules aplaties, en
forme d’étoiles avec des extensions cytoplasmiques (Cristofalo and Pignolo, 1993)(Chen et al.,
2013)(Herranz and Gil, 2018). L’observation des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A
traitées pendant 96h avec 2 uM d’AIM2 et d’AIM3 indique que ces dernicres s’étendent
beaucoup plus que les cellules non traitées (Figure 40). De plus, les cellules traitées se
caractérisent par la formation de longs filaments cytoplasmiques. Les changements
phénotypiques sont beaucoup plus marqués dans les cellules épithéliales MCF-7 et MCF-10A

qui semblent acquérir un phénotype de type fibroblastique.

La taille des noyaux a également été étudiée dans ces cellules. Alors que les cellules
MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A posseédent des noyaux d’environ 20 um de longueur, les
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Figure 41. Etude de D’effet des molécules AIM?2 et AIM3 sur la granulosité et
la taille des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les cellules ont été
traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou d’AIM3 pendant 72h, 96h et 120h. A la fin des
traitements, les parameétres FSC (taille) et SSC (granulosité) ont été évalués par
analyse des cellules en cytométrie en flux. Les cellules non traitées ont été
placées dans le cadrant inférieur gauche. Le pourcentage de cellules avec une
granulosité augmentée (représentées en rouge) et une taille augmentée
(représentées en vert) a été déterminé par comptage des cellules dans les
quadrants vert rouge (SSC high) et (FSC high) respectivement. Les résultats

correspondent a la moyenne de 3 séries indépendantes. * p<0,05, ** p<0,01;

w5k p<(),001; *5%% p<0,0001.
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noyaux des cellules traitées ont plutdt une taille de 25 pm (Figure 40). Cette augmentation de

la taille des noyaux est également une caractéristique commune des cellules sénescentes.

Enfin, il est également décrit que les cellules en sénescence présentent des modifications
des parametre SSC (side scatter) et FSC (forward scatter) en cytométrie en flux, représentant
respectivement la granulosité et la taille des cellules (Bojko et al., 2019)(Gorgoulis et al., 2019).
Des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A ont ¢été traitées pendant 72h, 96h et 120h avec
2 uM d’AIM2 et d’AIM3 puis analysées par cytométrie en flux. La population a été divisée en
4 quadrants, et les cellules non traitées ont été placées dans le cadrant gauche inférieur,
représentatif de cellules de faible taille et de faible granulosité. Ensuite, une quantification des
cellules de taille augmentée (quadrants inférieur et supérieur de droite) et de granulosité
augmentée (quadrants gauche et droit supérieurs) a été réalisée.

Une augmentation de la taille des cellules MDA-MB231 traitées avec AIM2 et AIM3 a
été observée par rapport aux cellules non traitées (Figure 41). Le pourcentage de cellules avec
un parametre FSC ¢élevé passe de 3% dans les cellules non traitées a 9% apres 96h de traitement
avec AIM2 ou AIM3. Une augmentation importante de la granulosité sous traitement avec les
complexes a également été observée. En effet, seules 6% des cellules non traitées présentent un
parametre SSC élevé, alors que ce pourcentage passe a environ 25% dans les cellules traitées
pendant 96h (Figure 41).

L’augmentation de la taille et de la granulosité des cellules MCF-7 traitées avec AIM2
et AIM3 est similaire. En effet, une augmentation d’un facteur 2 du nombre de cellules MCF-
7 présentant un paramétre FSC élevé est observée entre les conditions non traitées (4%) et
traitées avec AIM2 ou AIM3 pendant 120h (8%) (Figure 41). Le nombre de cellules MCF-7
présentant une granulosité élevée est de 6% dans les cellules non traitées et 20% dans les
cellules traitées.

Cette augmentation de la granulosité est encore plus importante dans les cellules MCF-
10A, ou le pourcentage de cellules présentant une forte granulosité passe de 4% dans les cellules
non traitées a environ 60% dans les cellules traitées pendant 96h (Figure 41). Un traitement
avec AIM3 induit également une augmentation importante de la taille des cellules MCF-10A,
puisque 20% des cellules traitées présentent un FSC ¢élevé alors que ce pourcentage n’est que
de 0,3% dans les cellules non traitées. De maniére surprenante, la taille des cellules ne semble
pas affectée par la molécule AIM2, puisque seules 5% des cellules traitées présentent une taille

augmentée et ce méme apres 120h de traitement (Figure 41).
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Figure 42. Etude de la capacité des molécules AIM2 et AIM3 a induire une
entrée en sénescence des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les
cellules ont été ensemencées, puis traitées avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3
pendant 72h, 96h et 120h. A la fin des traitements, les cellules ont été mises en
présence de Bafilomycine Al pendant 1h a 37°C, avant d’étre marquées par la
sonde C12FDG pendant 2h a 37°C. La fluorescence émise par la sonde a ensuite
été quantifiée par cytométrie en flux. Les résultats présentés sont issus d’au
moins 3 expériences indépendantes, et correspondent a la moyenne du pic de
fluorescence normalisée des cellules traitées rapportée a celle des cellules non

traitées. * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.
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L’ensemble de ces résultats indiquent donc qu’un traitement long (96h et 120h) avec
AIM3 induit des modifications phénotypiques de toutes les lignées cellulaires testées, MDA -
MB231, MCF-7 et MCF-10A, ce qui pourrait suggérer une entrée en sénescence. Des
changements morphologiques similaires ont ét¢ observés en présence de la molécule AIM2
dans les lignées tumorales MDA-MB231 et MCF-7, mais pas dans la lignée MCF-10A. Cette
absence de modifications phénotypiques des cellules MCF-10A traitées avec AIM2 pourrait

indiquer une absence d’entrée en sénescence.
1I. 2. 2. Analyse de l’activité de la SA-f-Galactosidase
II. 2. 2. 1. Par cytométrie en flux

Les cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A ont été traitées pendant 72h, 96h et
120h avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3 avant d’étre mises en présence de la sonde C12FDG (un
substrat fluorescent de I’enzyme SA-B-Galactosidase), dont I’intensité de fluorescence a été
mesurée par cytométrie en flux. Les résultats ont été exprimés de 2 maniéres : en intensité
relative en prenant en compte la moyenne du pic de fluorescence pour les conditions traitées,
et en ramenant les valeurs a la moyenne obtenue pour les cellules non traitées (Figure 42) ; ou
en pourcentage de cellules SA-B-Galactosidase positives (Figure 43). Pour ce faire, les courbes
de fluorescence des cellules non traitées et traitées ont été superposées, et la borne M1 a été

placée a I’endroit ou les courbes « traitées » ne se superposent plus a la courbe « non traitée ».

Les résultats ont mis en évidence une augmentation de I’intensité relative de
fluorescence d’un facteur 2 dans les cellules MDA-MB231 traitées pendant 96h et 120h avec
AIM2 et AIM3 par rapport aux cellules non traitées (Figure 42). En termes de pourcentages de
cellules positives, environ 20% des cellules non traitées présentent une fluorescence, et ce

pourcentage est doublé dans les cellules traitées pendant 96h et 120h (Figure 43).

Concernant I’autre lignée cancéreuse mammaire, les cellules MCF-7, une induction
moins marquée de la sénescence a été observée puisqu’une augmentation d’un facteur 1,5 de
I’intensité relative de la fluorescence a été observée (Figure 42). Le pourcentage de cellules
MCF-7 SA-B-galactosidase positives passe de 25% dans les cellules non traitées a environ 40%

dans les cellules traitées (Figure 43). L’augmentation du nombre de cellules MCF-7
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Figure 43. Etude de la capacité des molécules AIM2 et AIM3 a induire une
entrée en sénescence des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les
cellules ont été ensemencées, puis traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou d’AIM3
pendant 72h, 96h et 120h. A la fin des traitements, les cellules ont été mises en
présence de Bafilomycine Al pendant 1h a 37°C, avant d’étre marquées par la
sonde C12FDG pendant 2h a 37°C. La fluorescence émise par la sonde a ensuite
été quantifiee par cytométrie en flux. Les résultats présentés, qui sont issus d’au
moins 3 expériences indépendantes, correspondent au pourcentage de cellules
positives. Les pics superposés de fluorescence pour les différentes conditions sont
présentés, tout comme la borne M1 qui a été placée a l’endroit ou les courbes
« Traitées » ne se superposent plus aux courbes « Non traitées ». * p<0,05, **

p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.
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sénescentes devient significative des 72h de traitement, alors qu’il a fallu attendre 96h dans le

cas des cellules MDA-MB231.

Une augmentation d’un facteur 2 de I’intensité relative de fluorescence est observée a
120h de traitement avec AIM3 dans la lignée mammaire saine MCF-10A (Figure 42). Cette
augmentation est moins importante dans les cellules traitées pendant 120h avec AIM?2
(induction d’un facteur 1,5), bien qu’elle soit significative. A 96h, le niveau relatif de
fluorescence des cellules MCF-10A traitées avec AIM3 est significativement supérieur dans les
cellules non traitées, alors qu’aucune différence significative n’est observée en présence
d’AIM2. Ensuite, le pourcentage de cellules MCF-10A non traitées positives est similaire a
celui observe dans les cellules MDA-MB231 (environ 10%) (Figure 43). De la méme manicre
que dans les cellules MDA-MB231, ce pourcentage est doublé dans les cellules MCF-10A
traitées pendant 120h avec AIM3. A 96h de traitement avec AIM3, ce pourcentage est d’environ
25%. De manicre surprenante, aucune augmentation du pourcentage de cellules positives n’a

été observée dans les cellules MCF-10A traitées avec AIM2, et ce méme apres 120h.

Ces résultats de cytométrie indiquent donc que les complexes AIM2 et AIM3 induisent
une entrée en sénescence des deux lignées cancéreuses mammaires (MDA-MB231 et MCF-7).

Pour la lignée mammaire saine MCF-10A, seule la molécule AIM3 en est capable.
1. 2. 2. 2. Par colorimétrie

Pour ces marquages, le temps 96h a ét¢ sélectionné, temps pour lequel une sénescence
a été observée en cytométrie en flux pour les trois lignées cellulaires. Les cellules traitées ont
été comparées a des cellules non traitées, laissées en culture uniquement 48h pour éviter la
confluence qui pourrait entrainer une entrée des cellules en sénescence. Le marquage SA-f-
galactosidase a été complété par un marquage des cellules en prolifération via le marquage
EdU. En effet, au cours des marquages de la SA-B-gal, différents niveaux d’intensité ont été
observés, et établir un seuil d’intensité au-dela duquel le marquage « bleu » correspondait bien
a des cellules sénescentes paraissait trop arbitraire. Ce co-marquage a permis de ne
comptabiliser que les cellules SA-B-galactosidases positives et EQU négatives (correspondant

aux cellules non prolifératives) dans le but de limiter le comptage de faux positifs.
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Figure 44. Effet des molécules AIM2 et AIM3 sur la prolifération des cellules

AIM3 96h AIM2 96h Non traitées AIM3 96h AIM2 96h Non traitées AIM3 96h AIM2 96h Non traitées

MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les cellules ont été traitées avec 2 uM
d’AIM?2 ou d’AIM3 pendant 96h. Les cellules non traitées ont été laissées en
culture uniquement 48h pour éviter la confluence. A la fin des traitements, ou au
bout des 48h pour les conditions non traitées, un marquage a [’EdU a été réalisé
afin de visualiser les cellules en prolifération. Les expériences sont issus d’au

moins 3 expériences indépendantes. * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001.
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Le marquage EAU a permis de vérifier I’effet cytostatique des complexes AIM2 et AIM3
dans les trois lignées cellulaires étudiées. En effet, les résultats ont mis en évidence une
diminution d’environ 50% de I’incorporation d’EdU dans les cellules MDA-MB31, MCF-7 et
MCF-10A traitées pendant 96h avec 2 uM d’AIM2 et d’AIM3 par rapport aux cellules non
traitées (Figure 44).

Les expériences de co-marquages ont révélé qu’une trés faible proportion des cellules
MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A non traitées sont en sénescence (environ 5%) (Figure 45).
Une augmentation d’un facteur 3 du nombre de cellules positives a été observée dans les
cellules MDA-MB231 et MCF-7 traitées pendant 96h avec les molécules AIM2 et AIM3. Cette
augmentation semble étre similaire a la fois entre les deux lignées, suggérant une entrée en
sénescence similaire des deux types cellulaires, et entre les deux complexes AIM2 et AIM3, ce
qui rejoint I’absence de différences entre AIM2 et AIM3 en termes d’effet cytostatique qui avait
été observée.

Quant aux cellules MCF-10A, environ 5% des cellules non traitées sont positives pour
la SA-B-gal et négatives pour I’EdU (Figure 45). Une augmentation d’un facteur 3 du nombre
de cellules sénescentes est observée dans les cellules traitées pendant 96h avec AIM3. Cette
augmentation est du méme ordre que dans les lignées MDA-MB231 et MCF-7, ce qui suggere
que la capacité de la molécule AIM3 a induire la sénescence ne se limite pas qu’aux cellules
cancéreuses mammaires, mais s’étend également a la lignée mammaire saine. Enfin, de maniére
surprenante, alors que beaucoup de cellules MCF-10A traitées avec AIM2 paraissent étre
positives pour la SA-B-galactosidase, le co-marquage avec I’EAU révele que la trés grande
majorité des cellules marquées sont également EdU positives (Figure 45). Ces résultats
suggerent donc que la coloration bleue n’est, dans ce cas précis, pas révélatrice d’une entrée en

sénescence.

Les modifications phénotypiques observées précédemment accompagnent I’entrée en
sénescence des cellules MDA-MB231 et MCF-7 dés 96h de traitement avec AIM2 et AIM3, et
des cellules MCF-10A en présence d’AIM3. Enfin, I’absence d’augmentation de la taille des
cellules MCF-10A en présence d’AIM2 est associée a une incapacité de la molécule a induire

la sénescence dans ces cellules.
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Figure 45. Effet des molécules AIM2 et AIM3 sur ’entrée en sénescence des
cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A. Les cellules ont été traitées avec 2
uM d’AIM?2 ou d’AIM3 pendant 96h. Les cellules non traitées ont été laissées en

culture uniquement 48h pour éviter la confluence. 24h avant le marquage, I’EdU
a été ajouté au milieu de culture. A la fin des traitements ou au bout des 48h pour
les conditions non traitées, les cellules en sénescence ont été révélées par un
marquage de la SA-p-Galactosidase (bleu). Les cellules en prolifération (rouge)
ont également éte marquées. 100 cellules ont été comptées pour chaque
condition. Seules les cellules SA-f-galactosidase positives et EAU négatives ont
étée comptabilisées. Les résultats présentées proviennent d’au moins 3

expériences indépendantes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Il 2. 3. Réversibilité de la sénescence

De plus en plus de preuves tendent a montrer que la sénescence pourrait étre réversible
(Chakradeo et al., 2015). Cette réversibilité permettrait d’expliquer la reprise de la prolifération
des cellules MCF-10A lorsque la molécule AIM3 est retirée du milieu de culture aprés 72h de
traitement. Parallelement, aucune reprise de la prolifération de la lignée cancéreuse MDA -

MB231 n’a été observée dans ces mémes conditions.

Pour étudier la réversibilité de la sénescence, les cellules ont été traitées pendant 96h
avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3 avant marquage (condition « AIM2/3 96h »). D’autres cellules
ont également été traitées pendant 96h, puis le milieu a été remplacé par un milieu contenant
AIM2 ou AIM3 pendant 48h supplémentaires (condition « AIM2/3 96h + AIM2/3 48h »).
Enfin, le milieu de culture de cellules prétraitées pendant 96h avec AIM2/3 a été remplacé par

un milieu ne contenant pas de molécule (condition « AIM2/3 + NT 48h »).

Dans un premier temps, la réversibilité du traitement avec AIM2/3 sur la prolifération
des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A a été vérifiée par mesure de I’incorporation
d’EdU. Les résultats ont montré qu’un traitement de 96h avec AIM2/3 induit bien une
diminution de 50% du nombre de cellules ayant incorporé I’EAU (Figure 46), comme ce qui
avait ét¢ montré dans la Figure 44. Ensuite, une diminution d’un facteur 2,5 du pourcentage de
cellules EdU positives a été observée entre les conditions « AIM 96h » et « AIM 96h + AIM
48h » (diminution du pourcentage de 50% a 20%), et ce dans les trois lignées étudiées, et en
présence des 2 molécules (Figure 46). Ces données prouvent donc que la diminution de
I’incorporation d’EdU induite par AIM2 et AIM3 est renforcée dans le temps.

Dans les cellules cancéreuses MDA-MB231 et MCF-7, aucune augmentation du
pourcentage de cellules EAU positives n’est observée dans les conditions « AIM + NT » par
rapport aux conditions « AIM + AIM » (Figure 46). Ces données viennent confirmer
I’irréversibilité de 1’effet cytostatique d’AIM2 et AIM3 sur les lignées cancéreuses MDA -
MB231 et MCF-7.

Enfin, une augmentation d’un facteur 2,5 du pourcentage des cellules MCF-10A EdU
positives a été observée entre les conditions « AIM + AIM » et « AIM + NT » (Figure 46). Le
pourcentage de cellules positives dans les conditions « AIM + NT » retrouve une valeur

similaire a celui des conditions « AIM 96h » (environ 50%). Ces données confirment que 1’effet
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Figure 46. Etude de la réversibilité d’un traitement de 96h avec les molécules
AIM?2 et AIM3 sur la prolifération des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-
10A . Les cellules des conditions « Non traitées » ont été laissées en culture 48h
pour éviter la confluence. Les cellules « AIM2/3 96h » ont été traitées pendant
96h. Les cellules « AIM2/3 96h + AIM2/3 48h » ont été traitées pendant 96h avec
AIM?2/3, puis le milieu a été changé avec un milieu contenant AIM2/3 pendant
48h supplementaires. Enfin, les cellules « AIM2/3 96h + NT 48h » ont été traitées
avec AIM2/3 pendant 96h, et le milieu a ensuite été remplacé par un milieu sans
molécule pendant 48h. 24h avant le marquage, I’EdU a été ajouté dans le milieu
de culture. Le nombre de noyaux positifs pour I’EdU a été ramené au nombre
total de noyaux visualisés par un marquage au Hoescht. Les résultats présentés

proviennent d’au moins 3 expériences indépendantes. *** p<0,001; ****

p<0,0001.
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cytostatique des molécules AIM2 et AIM3 est réversible dans la lignée mammaire saine MCF-

10A.

Afin d’étudier I’implication d’une potentielle réversibilité de la sénescence dans la
reprise de la prolifération des cellules MCF-10A lorsqu’AIM2 ou AIM3 sont retirées du milieu
de culture, I’activité de la SA-B-galactosidase a été visualisée en paralléle de I’incorporation de
I’EdU. Le nombre de cellules SA-B-galactosidase positives/EdU négatives a été rapporté au
nombre de cellules totales.

Dans les cellules cancéreuses MDA-MB231 et MCF-7 traitées avec AIM2/3 pendant
96h, le pourcentage de cellules en sénescence augmente d’un facteur 3 (Figure 47), comme ce
qui avait ¢ét¢ montré dans la Figure 45. Ensuite, ce pourcentage passe de 15% a 30%
respectivement pour les conditions « AIM 96h » et « AIM 96h + AIM 48h ». Ces données
soulignent donc que la sénescence n’est pas seulement maintenue avec des temps longs de
traitement (96h et 144h), mais augmente. Enfin, aucune modification du pourcentage de cellules
sénescentes est observée entre les conditions « AIM 96h + AIM 48h » et « AIM 96h + NT 48h »
dans les cellules MDA-MB231 et MCF-7. Ces données suggerent que la sénescence induite par
un traitement de 96h avec AIM2/3 des deux lignées cancéreuses mammaires n’est pas réversible
lorsque les molécules sont retirées. Cette irréversibilit¢ de la sénescence dans les lignées
cancéreuses est donc probablement associée a D'irréversibilité de D'effet cytostatique des
complexes sur ces cellules.

Enfin, aucune induction de la sénescence n’a été observée en présence d’AIM2 pendant
96h dans les cellules MCF-10A (Figure 47), comme ce qui a ét¢ montré dans la Figure 45.
Aucune modification du pourcentage de cellules sénescentes n’a été observée dans les
conditions « AIM2 96h + AIM2 48h » et « AIM2 96h + NT 48h » par rapport a la condition
« AIM2 96h ». Ces résultats soulignent bien I’incapacité de la molécule AIM2 a induire la
sénescence des cellules MCF-10A méme a des temps longs (144h de traitement). De la méme
maniére que dans la Figure 45, la molécule AIM3 induit une augmentation du pourcentage de
cellules sénescentes d’un facteur 3 (Figure 47). Ce pourcentage passe de 18% dans la condition
« AIM3 96h » a 28% dans la condition « AIM3 96h + AIM3 48h ». Ainsi, tout comme dans les
cellules MDA-MB231 et MCF-7, I’effet inducteur de la sénescence de la molécule AIM3 dans
la lignée MCF-10A est renforcé a des temps longs. De manicre intéressante, seules 18% des

cellules « AIM3 96h + NT 48h » sont en sénescence. Ces résultats démontrent la réversibilité
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AIM?2 et AIM3 sur la sénescence des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-
10A. Les cellules ont été traitées de la méme maniere que dans la Figure 48.
24h avant le marquage, I’EdU a été ajouté dans le milieu de culture. A la fin
des traitements, un marquage de la SA-B-galactosidase a été réalisé. 100
cellules ont été comptées pour chaque condition. Seules les cellules SA-f-
galactosidase positives et EAU négatives ont été comptabilisées. Les résultats
présentés proviennent d’au moins 3 expériences indépendantes. * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001.
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de la sénescence induite par AIM3 dans les cellules MCF-10A. Cette réversibilité pourrait

permettre d’expliquer la reprise de la prolifération apres un arrét du traitement.

En conclusion, la reprise de la prolifération des cellules mammaires saines MCF-10A
apres 1’arrét du traitement avec AIM3 est associée a une sortie de 1’état de sénescence induite
par le complexe. Au contraire, la sénescence induite par AIM2 et AIM3 dans les lignées
cancéreuses MDA-MB231 et MCF-7 est maintenue, méme lorsque les molécules sont retirées
du milieu de culture, ce qui aboutit a un maintien de leur effet cytostatique dans ces deux

lignées.

II. 2. 4. Etude des mécanismes moléculaires a l’origine de linduction de

la sénescence par les complexes AIM2 et AIM3
1. 2. 4. 1. Analyse de [’expression de p21

L’arrét du cycle cellulaire des cellules sénescentes fait trés majoritairement intervenir
I’inhibiteur du cycle cellulaire p21. Son niveau d’expression a ainsi été étudié dans les cellules
MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A traitées pendant 24h, 48h et 72h avec 2 uM d’AIM2 ou
d’AIM3. Cette cinétique de temps de traitement a été choisie afin de visualiser une potentielle

induction de la sénescence.

Des expériences de Western Blot ont révélé une augmentation de 1’expression de p21
dans les cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A traitées avec AIM2 (Figure 48A) et
AIM3 (Figure 48B), les résultats ne devenant significatifs qu’au bout de 72h. Quant aux
expériences de RT-qPCR, les résultats indiquent une augmentation significative d’un facteur
1,3 de I’expression du géne codant p21, des 24h de traitement avec AIM2 (Figure 48A) et
AIM3 (Figure 48B).

L’ensemble de ces données suggerent donc que la protéine p21 est potentiellement
impliquée dans ’arrét de la prolifération cellulaire caractéristique de la sénescence induite par

les complexes AIM2 et AIM3.
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Figure 48. Effet des molécules AIM2 (A) et AIM3 (B) sur le taux d’ARNm
codant p21 et sur le taux protéique de p21 dans les cellules MDA-MB231,
MCF-7 et MCF-10A. Les cellules ont été traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou d’AIM3
pendant 24h, 48h et 72h. A la fin des traitements, les cellules ont été collectées,
et les ARNs extraits ont subi une rétro-transcription en ADNc. Le niveau
d’expression de p2l a été déterminé par PCR en utilisant des amorces
spécifiques. Parallelement, les protéines totales extraites ont subi une
électrophorese en conditions dénaturantes suivie d’un transfert sur membrane

PVDEF. Les résultats sont issus d’au moins 3 expériences indépendantes. *

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, **** p<0,0001.
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1I. 2. 4. 2. Analyse de la quantité intracellulaire en ROS

Les espéces réactives de I’oxygene sont connus pour induire une entrée en sénescence
(Ameziane-El-Hassani and Dupuy, 2017). L’hypothése d’une influence des complexes AIM2
et AIM3 sur la quantité intracellulaire en ROS repose 1) sur la capacité des ions Fe2+ a induire
une production de ROS (Dixon and Stockwell, 2014)(Chen et al., 2019), et 2) sur I’observation
de dysfonctionnements mitochondriaux deés 24h de traitement avec nos complexes, qui
pourraient résulter, ou étre a 1’origine, d’un stress oxydant. Pour tester 1’influence des
complexes sur la quantité intracellulaire en ROS, le niveau de fluorescence émise par les sondes
DHE et MitoSox, qui traduisent la présence respective des ions O2.- et du peroxyde d’hydrogéne
H202, a été mesuré par cytométrie en flux. Des cellules traitées avec 50 ng/mL de Doxorubicine
pendant 48h ont été utilisées en tant que témoin positif, du fait de la capacité de cette molécule
a induire une production de ROS.

L’analyse du niveau de fluorescence des sondes montre que la Doxorubicine induit bien
une production de ROS, mais cette production est beaucoup plus importante avec la sonde
MitoSox (augmentation d’un facteur de 2,5 par rapport aux cellules non traitées) en
comparaison de la sonde DHE (augmentation d’un facteur 1,3 par rapport aux cellules non
traitées) (Figure 49). Un traitement des cellules MDA-MB231 avec 2 uM d’AIM2 et AIM3
induit une augmentation d’un facteur 1,4 de la quantité¢ de ROS par rapport aux cellules non
traitées, et ce avec les deux sondes (Figure 49). En présence des deux sondes, 2 uM de la
molécule Ru n’induit pas de modification significative du taux de ROS par rapport aux cellules
non traitées. Enfin, la molécule AIMI1 induit une augmentation de la production de ROS avec
la sonde MitoSox d’un facteur 1,2, mais pas avec la sonde DHE.

Ces résultats indiquent que les complexes AIM1, AIM2 et AIM3, qui contiennent un
ion ferreux, sont capables d’induire une augmentation de la quantité intracellulaire en ROS des
24h de traitement dans la lignée MDA-MB231. Le remplacement de I’ion Fe2+ par un ion Ru2+
ne permet plus d’observer cette augmentation du taux de ROS. Ces expériences permettent
d’établir un lien entre la nature de 1’ion contenu dans nos complexes et leurs effets cellulaires.
Dés lors, I’ion Fe2+ des molécules AIMI1, AIM2 et AIM3 pourrait participer a leur effet
cytostatique notamment au travers de sa capacité a induire une augmentation du taux de ROS.
Cet ¢tat de stress oxydatif pourrait €tre a 1’origine de 1’induction de la sénescence observée en

présence d’AIM2 et AIM3.
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Figure 49. Etude de ’impact des molécules sur la quantité intracellulaire
d’espéces réactives de I’oxygene dans les cellules MDA-MB231. Les cellules
ont été ensemencées, puis traitées avec 2 uM d’AIM1, d’AIM?2, d’AIM3 ou de
Ru pendant 24h. Parallelement, des cellules ont été traitées avec 50 ng/mL de
Doxorubicine pendant 48h. A la fin des traitements, les cellules ont été
collectées, et marquées a l’aide des sondes DHE (A) et MitoSox (B) dont
Iintensité de fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux. Les résultats
présentés, qui sont issus d’au moins 3 expériences indépendantes,
correspondent a la moyenne normalisée par rapport aux cellules non traitées.

% p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.
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1. 2. 4. 3. Analyse des lésions de I’ADN induites par AIM?2 et AIM3

L’apparition de Iésions de I’ADN, en particulier des cassures doubles brins, est connue
pour induire une entrée en sénescence (D’ Adda Di Fagagna, 2008). L hypothése de la formation
de 1ésions de I’ADN par les molécules AIM2 et AIM3 résulte de I’observation d’une interaction
entre ces molécules et I’ADN (Gattuso et al., 2015). Ces interactions non-covalentes pourraient
induire la formation d’adduits AIM-ADN, pouvant conduire a I’émergence de cassures doubles
brins. Pour étudier la capacité des complexes AIM2 et AIM3 a induire des cassures doubles,
les foci de colocalisation entre y-H2AX (une forme phosphorylée au niveau de la sérine 139 de
I’histone H2A apposée majoritairement au niveau de Iésions de I’ADN) et TP53BP1 (une
protéine de réparation de I’ADN), deux marqueurs des lésions de I’ADN, ont été comptabilisés
dans les noyaux des cellules MDA-MB231. La colocalisation a été privilégiée par rapport aux
marquages individuels des protéines, puisqu’elle témoigne de fagon plus certaine de la présence
de cassures doubles brins (Nakamura et al., 2010). Des cellules irradi€es par des rayonnements

ionisants de radiothérapie ont ét¢ utilisées comme controle positif.

Dans un premier temps, des temps courts de traitement avec AIM2 et AIM3 ont été
réalisés afin de mettre en évidence une potentielle corrélation entre la formation de lésions de
I’ADN et I’induction de la sénescence. Les résultats montrent que les cellules irradiées se
caractérisent par environ 8 foci de colocalisation par noyau de cellules marquées (Figure 50).
Les cellules non traitées présentent en moyenne 2 foci de colocalisation par noyau, comme ce
qui est décrit dans les cellules cancéreuses rénales UOK262 (Johnson et al., 2018) et dans les
cellules HeLa (Herman et al., 2013), t¢émoignant d’un stress basal dans ces cellules, sans que
ce stress soit suffisant pour induire une entrée en sénescence. Enfin, une augmentation temps
dépendant du nombre de foci moyen par noyau est observée dans les cellules traitées avec 2
uM d’AIM2 et d’AIM3. La différence entre les cellules non traitées et traitées ne devient
significative qu’au bout de 72h de traitement, avec environ 6 foci de colocalisation par noyau
de cellules marquées (Figure 50).

Ces résultats permettent de mettre en évidence la capacité des molécules AIM2 et AIM3
a générer des cassures doubles brins de I’ADN dés 72h de traitement dans les cellules MDA -
MB231, qui correle avec les changements morphologiques et I’induction de la sénescence

observés précédemment.
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Figure 50. Effet des molécules AIM2 et AIM3 sur la formation de cassures

doubles brins de I’ADN dans les cellules MDA-MB231. Les cellules ont été
traitées avec 2 uM d’AIM?2 ou d’AIM3 pendant 24h, 48h ou 72h avant marquage.
Parallelement, des cellules ont été ensemencées puis irradiées pendant 1 min par
des rayons ionisants utilisés en radiothérapie (2 Greys). Les cellules irradiées ont
eété laissées en culture 15 min post-irradiation avant fixation. Le marquage a été
realisé par [utilisation d’anticorps dirigés spécifiquement contre la forme
phosphorylée d’H2AX (yH2AX) et contre la protéine TP53BP1. Apres
visualisation, le nombre moyen de cellules présentant un co-marquage yH2AX-
TP53BP1 a été comptabilisé. Au sein de ces cellules co-marquées, le nombre de
foci a été compté sur 50 cellules par condition. Les résultats, issus d’au moins 3
expériences indépendantes, correspondent au ratio entre le nombre de co-foci et

le nombre de cellules co-marquées. * p<0,05; ** p<0,01.
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Les marquages de la SA-B-Galactosidase ont mis en évidence un maintien de la
sénescence induite par AIM2 et AIM3 dans la lignée cancéreuse MDA-MB231, et ce méme
apres 144h de traitement (Figure 46). Or, la présence de 1ésions de I’ADN est essentielle au
maintien de la sénescence au cours du temps (D’Adda Di Fagagna, 2008). La suite du travail a
¢té¢ de mettre en relation le maintien dans le temps de la sénescence induite par AIM2 et AIM3
dans les cellules MDA-MB231 avec un maintien de la présence de cassures doubles brins. Afin
d’adapter le contrdle positif, les cellules irradiées ont été laissées en culture 3h ou Sh apres
irradiation. Dans les cellules MDA-MB231 traitées pendant 96h avec AIM2 ou AIM3, le
nombre moyen de foci est d’environ 8 par noyau, alors qu’il était de 6 dans les cellules traitées
pendant 72h (Figure 51). Ce nombre moyen passe a 10 dans les cellules traitées pendant 120h,
sans qu’aucune différence statistique n’apparaisse entre 96h et 120h de traitement.

Ces résultats permettent donc de démontrer la présence de cassures doubles brins
induites par AIM2 et AIM3 dans les cellules MDA-MB231, méme a des temps longs. La
présence de ces 1ésions permet d’expliquer le maintien dans le temps de la sénescence induite

par les complexes.

De plus, le nombre moyen de foci de colocalisation dans les cellules MDA-MB231
traitées avec AIM2 ou AIM3 reste toujours significativement inférieur a celui des cellules
exposées a des rayonnements de radiothérapie, et laissées en culture 3h et Sh (Figure 51). Une
analyse du clivage de PARP a révélé que seul le temps 5h post-irradiation induit une entrée en
apoptose des cellules MDA-MB231. Ainsi, bien que les complexes AIM2 et AIM3 soient
capables d’induire la formation de cassures doubles brins, leur nombre n’est pas suffisant pour
induire une entrée en apoptose. Pour autant, ces lésions pourraient fragiliser la molécule
d’ADN, rendant les cellules sensibles a des agents ciblant I’ADN et provoquant une entrée en
apoptose. Pour tester cette hypothése, une exposition a des rayons ultraviolets, connus pour
induire des Iésions de I’ADN, a été réalisée apres différents prétraitements des cellules MDA -
MB231 avec les complexes AIM2 et AIM3. Les résultats montrent qu’une exposition aux UVs
induit une entrée en apoptose des cellules non traitées, ce résultat étant attendu puisque des
1ésions de I’ADN induit par ce type de rayonnements conduisent généralement les cellules vers
I’apoptose (Almnaseer and Mourtada-Maarabouni, 2018) (Figure 52). De maniére intéressante,
le prétraitement de 24h avec la molécule AIM?2 sensibilise les cellules MDA-MB231 a la mort
induite par les UVs, se traduisant par un doublement du niveau relatif de PARP clivé par rapport

aux cellules non traitées exposées aux UVs (Figure 52). Afin de savoir si le temps de culture
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Figure 51. Effet du temps de traitement avec AIM2/3 et du temps post-
irradiation dans les cellules MDA-MB231. Les cellules ont été traitées avec 2 uM
d’AIM3 pendant 96h ou 120 avant marquage. Parallelement, des cellules ont été
ensemencées puis irradiées pendant 1 min par des rayons ionisants utilisés en
radiothérapie (2 Greys). Les cellules irradiées ont été laissées en culture 3h ou 5h
post-irradiation avant marquage, ou avant récupération des protéines totales et
revélation de la forme clivée de PARP et de la tubuline apres migration
électrophoreétique et transfert sur membrane PVDF. Le marquage a été réalisé par
["utilisation d’anticorps dirigés spécifiquement contre la forme phosphorylée
d’H2AX (yH2AX) et contre la protéine TP53BP1. Apres visualisation, le nombre
moyen de cellules présentant un co-marquage yH2AX-TP53BP1 a été
comptabilisé. Au sein de ces cellules co-marquées, le nombre de foci a été compté
sur 50 cellules par condition. Les résultats, issus d’au moins 3 expériences
indépendantes, correspondent au ratio entre le nombre de co-foci et le nombre de

cellules co-marquées. *** p<0,001; **** p<0,0001.
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post-exposition avait une influence sur cet effet sensibilisateur, les mémes expériences ont été
réalisées, mais les cellules ont été laissées en culture seulement 4h post-irradiation. Ce nouveau
plan expérimental a également permis de réaliser des prétraitements d’1h et de 4h avec AIM2,
ce qui n’était pas le cas dans les expériences précédentes. Les résultats montrent qu’une entrée
en apoptose des cellules non traitées a également lieu lorsque les cellules sont laissées 4h en
culture aprés irradiation. De plus, un prétraitement de 24h avec AIM2 permet également
d’observer une potentialisation de 1’effet pro-apoptotique des UVs, se caractérisant par une
augmentation d’un facteur 2,5 du marquage PARP clivé par rapport aux cellules non traitées et
irradiées. De maniére intéressante, les prétraitements d’1h et 4h ne permettent pas d’observer
une quelconque potentialisation (Figure 52). Ces données suggerent donc qu’un prétraitement
de 24h avec AIM2 de la lignée MDA-MB231 sensibilise les cellules a la mort induite par les

UVs, ce qui pourrait étre di a la fragilisation de I’ADN par le complexe.

II. 3. Conclusion

Ces travaux ont permis de mettre en évidence la capacité des molécules AIM2 et AIM3
a inhiber la prolifération des cellules tumorales mammaires MDA-MB231 et MCF-7 par
induction de la sénescence. Un maintien de la sénescence dans ces lignées, se traduisant par
une absence de reprise de la prolifération, est observé une fois le traitement arrété. Une
induction de la sénescence a également €té observée en présence de la molécule AIM3 dans la
lignée mammaire saine MCF-10A. Lorsqu’ AIM3 est retirée du milieu de culture, une reprise
de la prolifération associée a une sortie de 1’état de sénescence a été observée.

Cet ¢état de sénescence induit par les complexes AIM2 et AIM3 s’accompagne de
changements morphologiques. De plus, la capacité des complexes AIM2 et AIM3 a induire un
stress oxydatif et a générer des cassures doubles brins pourrait étre impliqués dans
I’établissement et le maintien de la sénescence cellulaire. En plus de leur implication dans la
sénescence, les Iésions de I’ADN pourraient étre a ’origine de I’effet sensibilisateur des
complexes face a la mort induite par les rayons UVs. La suite de ce travail avait pour but
d’analyser la capacité des complexes AIM2 et AIM3 a sensibiliser les cellules mammaires a
différents agents thérapeutiques. Plus précisément, I’effet sensibilisateur des complexes face a
des traitements prescrits dans le cadre de nombreux cancers, dont celui du sein au travers du
Tamoxiféne, de la Doxorubicine, du 5-Fluorouracile et de la radiothérapie, a été étudié. En

effet, la caractérisation de molécules capable de potentialiser I’effet de différents traitements
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Figure 52. Effet potentialisateur de la molécule AIM?2 face a la mort induite
par les UVs dans les cellules MDA-MB231. (A) Les cellules ont été
ensemencées, puis traitées avec 2 uM d’AIM?2 pendant 24h. A la fin des
traitements, une exposition aux UVs a été réalisée pendant 30 secondes a 0,2
Joules. 8h apres irradiation, les cellules ont été collectées, et les protéines
extraites ont subi une électrophorése en conditions dénaturantes suivie d’un
transfert sur membrane PVDF. La présence de la forme clivée de PARP (PARPc)
et de la tubuline a été révélée par ['utilisation d’anticorps spécifiques. (B) Les
cellules ont été traitées avec 2 uM d’AIM?2 pendant 1h, 4h ou 24h. A la fin des
traitements, les cellules ont été exposées aux UVs comme précédemment, puis
laissées en culture 4h post-irradiation. Ensuite, une électrophorese en conditions
dénaturantes a été réalisée avant marquage de la forme clivée de PARP (PARPc)
et de la tubuline. Les résultats correspondent a au moins 3 expériences

indépendantes. * p<0,05; ** p<0,01.
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anticancéreux permet d’envisager une réduction de doses de chimiothérapie ou de

radiothérapie, limitant les effets secondaires.

I11. Effet d’un prétraitement avec AIM2 ou AIM3 sur la sensibilité
de cellules tumorales mammaires a différents traitements

anticancéreux

Pour cette étude, le temps de prétraitement avec AIM2 ou AIM3 a été fixé a 24h car les
complexes sont capables dés 24h 1) d’inhiber la prolifération cellulaire, aboutissant a une
potentielle sensibilisation des cellules a différents traitements cancéreux, 2) de sensibiliser les
cellules MDA-MB231 a la mort induite par les UVs, et 3) d’induire une déméthylation de
I’ADN, potentiellement associ¢e a une réinduction de geénes impliqués dans la sensibilité a
différents agents cytotoxiques. Pour cette étude, deux lignées cancéreuses mammaires ont €té
utilisées : une lignée exprimant le récepteur aux cestrogenes ERa (T47D) et une lignée ERa
négative (MDA-MB231). Une lignée mammaire non cancéreuse a ¢galement été utilisée (MCF-
10A).

Pour étudier I’effet sensibilisateur des complexes, la synergie d’action entre AIM2 ou
AIM3 et différents agents anticancéreux a été étudiée selon la méthode de Chou Talalay (Chou,
2010). Pour cela, les cellules MDA-MB231, T47D et MCF-10A ont été prétraitées avec des
doses croissantes d’AIM2/3 pendant 24h, puis les cellules ont été mises en présence de
différentes concentrations d’agents de chimiothérapie pendant 48h. La viabilité cellulaire a
ensuite ét¢ déterminée par coloration au cristal violet, et les valeurs pour chaque condition ont
¢été traitées avec le logiciel CompuSyn, qui permet de déterminer le niveau de synergie entre
deux molécules au travers d’un indice de combinaison (CI). Des CI inférieurs a 1 traduisent
une synergie d’action, sans que la valeur du CI ne soit représentative de I’intensité¢ de la
synergie. Des CI égaux ou supérieurs a 1 traduisent respectivement un effet additif et un effet

antagoniste.
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Lignée cancéreuse ERa - MDA-MB231

Combination Index (CI)

Dose d’AIM (uM) + Dose de Tamoxifene (M)
AIM2 + Tamoxiféene  AIM3 + Tamoxiféne

05+1.25 041 0,65
1+25 0,88 0,46
2+5 0,33 091
3+75 0,27 0,51
4+10 0,30 0,85

Lignée cancéreuse ERa + T47D

ination I I
Dose d’AIM (zM) + Dose de Tamoxiféene (zM) Combination Index (CD)

AIM2 + Tamoxiféne = AIM3 + Tamoxiféne

05+1.25 0,04 0,15
1+25 0,06 0,26
2+5 0,12 0,24
3+75 0,01 0,09
4+ 10 0,01 0,13

Lignée mammaire saine MCF-10A

Combination Index (CI)
AIM?2 + Tamoxiféne = AIM3 + Tamoxiféne

Dose d’AIM (uM) + Dose de Tamoxiféne (M)

05+1.25 0,53 0,66
1425 0,65 0,49
2+5 048 0,36
3+75 0,59 0,34
4+10 0,96 0,88

Figure 53. Etude des indices de combinaisons (CI) obtenus aprés traitement des
cellules MDA-MB231, T47D et MCF-104 avec AIM2/3 et/ou du Tamoxiféne.
Les cellules ont été ensemencées, puis traitées a des doses croissantes d’AIM2/3
pendant 24h et/ou a des doses croissantes de Tamoxiféene pendant 48h. Les
valeurs d’absorbance du cristal violet ont été moyennées et normalisées par
rapport aux cellules non traitées. Ces valeurs ont été insérées dans le logiciel
CompuSyn qui permet de quantifier le niveau de synergie entre molécules sous la
forme d’un Combination Index. Les CI<I et C>1 traduisent respectivement une

synergie d’action et un effet antagoniste.
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I11. 1. Effet sensibilisateur des complexes AIM2 et AIM3 sur la réponse

des cellules mammaires au Tamoxiféne

Le Tamoxiféne est un antagoniste d’ERa correspondant au traitement de référence pour
les tumeurs hormono-sensibles, qui expriment les récepteurs aux cestrogenes. L’absence
d’expression d’ERa dans les tumeurs triples négatives empéche le recours au Tamoxiféne, ce
qui participe au mauvais pronostic de ce type de tumeurs. Des ¢€tudes in vitro ont montré que
I’inhibition de I’expression du gene ESRI codant ERa dans les cellules tumorales triples
négatives MDA-MB231 est due a une hyperméthylation du promoteur du gene (Ottaviano et
al., 1994). Dans ce sens, le recours a un agent déméthylant (la 5-azadésoxycytidine), en
association avec un inhibiteur des Histones Désacétylases (la Trichostatine A) permet de
réinduire I’expression d’ERa dans la lignée MDA-MB231, et de restaurer une sensibilité au
Tamoxiféne (Sharma ef al., 2006). La capacité des complexes a réinduire 1’expression d’ESR/
dans la lignée MDA-MB231, potentiellement responsable d’une sensibilisation des cellules au
Tamoxiféne, a donc été étudiée.

Les résultats de cristal violet indiquent que toutes les combinaisons de doses d’AIM2/3
et de Tamoxiféne permettent d’observer une synergie d’action dans les cellules MDA-MB231,
se caractérisant par des CI inférieurs a 1 (Figure 53). Cet effet sur la prolifération/viabilité
cellulaire pouvant étre la conséquence d’une mort cellulaire accrue, le clivage de PARP a été
¢tudié par Western Blot dans les cellules MDA-MB231. Un traitement de 48h au Tamoxiféne
des cellules MDA-MB231 ne permet pas d’observer de marquage PARP clivé (Figure 54). Ce
résultat n’est pas surprenant puisque ces cellules sont décrites pour étre insensibles au
Tamoxifeéne par I’absence d’expression d’ERa. Enfin, un prétraitement des cellules MDA-
MB231 avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3 pendant 24h suivi d’un traitement de 48h avec 5 uM
de Tamoxiféne ne permet pas d’observer d’apparition de bandes correspondant a la forme clivée
de PARP.

Pour étudier la capacité de la molécule AIM2 a réinduire 1’expression d’ERa, les
cellules MDA-MB231 ont été traitées pendant 1h, 4h et 24h avec 2 uM d’AIM2.
Malheureusement, malgré de nombreuses mises au point, les résultats de qPCR n’ont pas
permis d’observer de réinduction de 1’expression du geéne codant ERa, ce qui était le cas en
présence de 5-azadésoxycytidine et de TSA, servant de contrdle positif (Figure 55).

Les résultats pour la lignée ERa négative MDA-MB231 indiquent donc que les

complexes AIM2 et AIM3 ne permettent pas de restaurer une sensibilit¢é au Tamoxiféne,
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Figure 54. Etude de la capacité des molécules AIM2 et AIM3 a sensibiliser les
cellules MDA-MB231, T47D et MCF-10A au Tamoxiféne. Apres traitement de
24h avec 2 uM d’AIM2 ou d’AIM3, suivi ou non d’un traitement avec 5 uM de
Tamoxifene pendant 48h, les cellules ont été collectées. Les protéines totales
extraites ont subi une électrophorese en conditions dénaturantes, suivies d’un
transfert sur membrane PVDF. Les bandes correspondantes a la forme clivée de
PARP (PARPc) et a la tubuline ont été révélées par ['utilisation d’anticorps
spécifiques. Pour les cellules MDA-MB231, le dépot d’un marqueur positif
d’apoptose a été réalisé. Les résultats sont issus d’au moins 3 expériences

indépendantes. * p<0,05; ** p<0,01.
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Figure 55. Etude de la capacité du complexe AIM?2 a réinduire I’expression du
gene codant ERa dans la lignée triple négative MD-MB231. Les cellules MDA-
MB231 ont été traitées avec soit 2 uM d’AIM?2 pendant 1h, 4h ou 24h, soit 5 uM
de Saza (5-aza-2-désoxycytidine) pendant 72h et/ou 100 ng/mL de TSA
(Trichostatine A) pendant 16h. Les ARNs totaux ont été extraits, et des RT-PCR
ont été réalisées en utilisant des amorces permettant [’amplification des ARNm
codant ERa et GAPDH (invariant). Les résultats, issus de 3 expériences
indépendantes, sont présentés sous la forme du ratio ERa/GAPDH. ***

p<0,001; **** p<0,0001.



Lignées mammaires cancéreuses | Lignée mammaire saine
AlIM2/3+Tamoxiféne
MDA-MB231 T47D MCF-10A
Synergie (CI) Oui Oui Oui
AIM2 yoere
Potentialisation (cCPARP) Aucun Oui Oui
Synergie (CI) Oui Oui Oui
AIM3 —
Potentialisation (cPARP) Aucun Oui Oui

Tableau 6. Tableau récapitulatif des résultats de synergie (CI) aprés coloration
au cristal violet et des résultats de potentialisation par I’étude du clivage de
PARP (cPARP) dans les cellules MDA-MB231, T47D et MCF-10A en présence
d’AIM2/3 et de Tamoxiféne. Concernant la synergie, seuls les résultats pour les
doses 2 uM d’AIM2/3 utilisés pour les expériences de clivage de PARP sont
preésentés sous la forme « Oui » et « Non » traduisant respectivement la présence
et l’absence de synergie d’action. Quant a la potentialisation, les résultats sont
résumés sous la forme « Oui » signifiant que le marquage PARP clivé est
significativement plus intense dans les conditions « AIM + Tamoxiféne » par
rapport aux conditions « Tamoxiféene », et « Aucun » traduisant |’absence de
marquage de PARP clivé dans toutes les conditions. Les rectangles rouges mettent

en évidence les discordances entre synergie et potentialisation.
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probablement en lien avec ’incapacité de la molécule AIM2 a réinduire I’expression de la cible
du Tamoxiféne, la protéine ERa. Pour autant, une synergie d’action a été observée entre AIM2
ou AIM3 et le Tamoxiféne, qui pourrait traduire une potentialisation de I’effet antiprolifératif

du Tamoxiféne, plutot que de son effet cytotoxique.

L’étude de I’effet sensibilisateur d’AIM2/3 face au Tamoxiféne a également été réalisée
dans les cellules ERa positives T47D, afin de voir si les complexes permettaient ¢galement
d’améliorer la réponse de ces cellules. Les mémes expériences ont été réalisées dans la lignée
mammaire saine MCF-10A. Une synergie d’action entre les complexes AIM2 ou AIM3, et
I’agent d’hormonothérapie a été observée dans les cellules T47D et MCF-10A, et ce a toutes
les combinaisons de doses (Figure 53). Les résultats de 1’étude du clivage de PARP indiquent
que les cellules T47D et MCF-10A sont sensibles a 1’effet cytotoxique du Tamoxiféne utilis¢ a
la dose de 5 uM. De plus, une augmentation significative du clivage de PARP a été observée
dans les conditions « AIM2/3 + Tamoxiféne » par rapport aux conditions « Tamoxiféne »

(Figure 54).

En conclusion, la synergie d’action entre AIM2/3 et le Tamoxifeéne observée dans les
cellules cancéreuses mammaires T47D et la lignée mammaire saine MCF-10A se traduit par
une potentialisation de 1’effet pro-apoptotique de I’agent d’hormonothérapie (Tableau 6). Au
contraire, les complexes AIM2/3 ne permettent pas de rendre les cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB231 sensibles a I’effet cytotoxique du Tamoxiféne, bien qu’une synergie

d’action ait été observée (Tableau 6).

I11. 2. Effet sensibilisateur des complexes AIM2 et AIM3 sur la réponse

des cellules mammaires a l1a Doxorubicine et au 5-Fluorouracile

La capacité des molécules AIM2 et AIM3 a sensibiliser les lignées cellulaires MDA -
MB231, T47D et MCF-10A a deux agents de chimiothérapie couramment utilisés dans la prise

en charge du cancer du sein (Doxorubicine et 5-Fluorouracile) a été testée.

Comme précédemment, la synergie d’action entre AIM2/3 et les agents de

chimiothérapie a été étudiée via la détermination des CI.
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Lignée cancéreuse ERa - MDA-MB231

Dose d’AIM (zM) + Dose de Doxorubicine Combination Index (CT)
(ng/mL) AIM2 + Doxorubicine AIM3 + Doxorubicine
05+125 0,36 0.21
1425 0.29 0.28
2+50 0,53 044
3+75 1,21 0.41
4 +100 1,06 0,51

Lignée cancéreuse ERa + T47D

Dose d’AIM (M) + Dose de Doxorubicine Combination Index (CI)
(ng/mL) AIM2 + Doxorubicine  AIM3 + Doxorubicine
05+125 0,38 0,50
1+25 041 0,85
2 +50 0,52 0,90
3+75 0,60 0,75
4+ 100 0,66 045

Lignée mammaire saine MCF-10A

Dose d’AIM (uM) + Dose de Doxorubicine Combination Index (CI)
(ng/mL) AIM2 + Doxorubicine =~ AIM3 + Doxorubicine
05+125 0,96 0,73
1+25 0,25 0,36
2+50 0,54 0,64
3+75 041 0,39
4 4100 0,46 044

Figure 56. Etude des indices de combinaisons (CI) obtenus aprés traitement
des cellules MDA-MB231, T47D et MCF-104A avec AIM2/3 et/ou de la
Doxorubicine. Les cellules ont été ensemencées, puis traitées a des doses
croissantes d’AIM2/3 pendant 24h et/ou a des doses croissantes de
Doxorubicine pendant 48h. Les valeurs d’absorbance du cristal violet ont été
moyennées et normalisées par rapport aux cellules non traitées. Ces valeurs ont
eété inserées dans le logiciel CompuSyn qui permet de quantifier le niveau de
synergie entre molécules sous la forme d’un Combination Index. Les CI<I et

C> 1 traduisent respectivement une synergie d’action et un effet antagoniste.
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La quasi-totalité des combinaisons de doses permettent d’observer une synergie d’action
entre AIM2/3 et la Doxorubicine dans les cellules tumorales mammaires MDA-MB231, T47D
et MCF-10A, se traduisant par des CI inférieurs a 1 (Figure 56). Seules les combinaisons 3 uM
d’AIM2 + 75 ng/mL de Doxorubicine et 4 uM d’AIM2 + 100 ng/mL de Doxorubicine dans les
cellules MDA-MB231 ne permettent pas d’observer de synergie, se caractérisant par des CI
respectifs de 1,21 et 1,06 (Figure 56).

Les résultats de clivage de PARP ont révélé qu’un traitement de 50 ng/mL de
Doxorubicine induit une entrée en apoptose des lignées cancéreuses MDA-MB231 (Figure 58)
et T47D (Figure 59A), mais pas des cellules MCF-10A (Figure 59B). Ces résultats mettent
donc en lumicre des différences de sensibilité a la dose utilisée de Doxorubicine selon les
modeles cellulaires. Ensuite, un prétraitement des cellules MDA-MB231 (Figure 58) et T47D
(Figure 59A) avec 2 uM d’AIM2 ou AIM3, suivi d’un traitement avec 50 ng/mL de
Doxorubicine permet d’observer un clivage de la protéine PARP significativement plus intense
compar¢ a la condition Doxorubicine seule, a 1’origine de la synergie d’action observée
précédemment. Ces données indiquent donc que les molécules AIM2 et AIM3 potentialisent
I’effet pro-apoptotique de la Doxorubicine, et ce uniquement dans les cellules tumorales
mammaires MDA-MB231 et T47D, en épargnant les cellules mammaires saines MCF-10A,
dans lesquelles aucun clivage de PARP n’est pas observé bien qu’une synergie d’action ait été

observée dans ces cellules (Figure S9B).

Toutes les combinaison d’AIM3 et de 5-Fu permettent d’observer une synergie d’action
dans les lignées MDA-MB231 et T47D (Figure 57). Au contraire, aucune synergie d’action,
se traduisant par des CI supérieurs a 1, n’a été observée entre AIM2 et le 5-Fu dans ces lignées,
quelques soient les doses. Enfin, dans les cellules MCF-10A, une synergie d’action entre
AIM2/AIM3 et le 5-Fu est observée a toutes les doses (Figure 57).

L’analyse du clivage de PARP a permis de montrer que I’absence de synergie observée
en présence d’AIM2 dans les lignées MDA-MB231 (Figure 58) et T47D (Figure 59A) se
traduit par une absence de potentialisation de I’effet pro-apoptotique du 5-Fu. Au contraire,
dans ces deux lignées, la synergie d’action observée entre AIM3 et 1’agent de chimiothérapie
est associée a une potentialisation de I’effet cytotoxique du 5-Fu. Enfin, alors qu’une synergie
avait été observée entre AIM2 ou AIM3 et le 5-Fu dans la lignée MCF-10A, aucune induction

de I’apoptose n’a été observée dans cette lignée, quelque soit la condition (Figure 59B).
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Lignée cancéreuse ERa - MDA-MB231

Dose d’AIM (]IM) + Dose de Combination Index (CI)

5-Fluorouracile (zM)

AIM2 + 5-Fu AIM3 + 5-Fu
05+125 2,00 0,53
1+25 2,70 044
2+50 344 047
3+75 4,80 043
4 + 100 6,00 043

Lignée cancéreuse ERa + T47D

Dose d’AIM (zM) + Dose de Combination Index (CI)
S-Fluorouracile (xM) AIM2 + 5-Fu AIM3 + 5-Fu
0,5+12,5 2,90 0,96
1+25 1,14 0,79
2+50 2,28 0,61
3+75 342 047
4 + 100 2,46 0.46

Lignée mammaire saine MCF-10A

Dose d’AIM (zM) + Dose de Combination Index (CI)
S-Fluorouracile (M) AIM2 + 5-Fu AIM3 + 5-Fu
05+125 0,50 094
1+25 0,56 093
2+50 0,70 0,71
3+75 0,49 0,20
4 +100 0,54 1,00

Figure 57. Etude des indices de combinaisons (CI) obtenus apreés traitement
des cellules MDA-MB231, T47D et MCF-104 avec AIM2/3 et/ou de 5-
Fluorouracile. Les cellules ont été ensemencées, puis traitées a des doses
croissantes d’AIM2/3 pendant 24h et/ou a des doses croissantes de 5-
Fluorouracile pendant 48h. Les valeurs d’absorbance du cristal violet ont éte
moyennées et normalisées par rapport aux cellules non traitées. Ces valeurs
ont été insérées dans le logiciel CompuSyn qui permet de quantifier le niveau
de synergie entre molécules sous la forme d’un Combination Index. Les CI<I
CI=1 et C>1 traduisent respectivement une synergie d’action, un effet additif

et un effet antagoniste.
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Figure 58. Etude de I’effet sensibilisateur des molécules AIM?2 et AIM?2 dans
les cellules MDA-MB231. Apres traitement de 24h avec 2 uM d’AIM2 ou
d’AIM3, suivi ou non d’un traitement avec 50 ng/mL de Doxorubicine ou 50
uM de 5-Fluorouracile pendant 48h, les cellules ont été collectées. Les
protéines totales extraites ont subi une électrophoreése en conditions
dénaturantes, suivies d’un transfert sur membrane PVDF. Les bandes
correspondantes a la forme clivée de PARP (PARPc) et a la tubuline ont été
revélées par 'utilisation d’anticorps spécifiques. Les résultats sont issus d’au

moins 3 expériences indépendantes. * p<0,05; ** p<0,01.



Figure 59. Etude de I’effet sensibilisateur des molécules AIM?2 et AIM2 dans
les cellules T47D (A) et MCF-10A (B) . Apres traitement de 24h avec 2 uM
d’AIM2 ou d’AIM3, suivi ou non d’un traitement avec 50 ng/mL de
Doxorubicine ou 50 uM de 5-Fluorouracile pendant 48h, les cellules ont été
collectées. Les protéines totales extraites ont subi une électrophorése en
conditions denaturantes, suivies d’un transfert sur membrane PVDEF. Les
bandes correspondantes a la forme clivée de PARP (PARPc) et a la tubuline ont
éte revelées par ['utilisation d’anticorps spécifiques. Pour les cellules MCF-
104, le dépot d’un marqueur positif d apoptose a été réalise. Les résultats sont

issus d’au moins 3 expériences indépendantes. * p<0,05.
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RESULTATS

Ces résultats indiquent que seule la molécule AIM3 permet d’observer une synergie
d’action dans les modeles cellulaires de tumeurs mammaires, se traduisant par une
sensibilisation des cellules a I’effet cytotoxique du 5-Fu, ce qui n’est pas le cas pour la molécule

AIM2

En conclusion, les synergies d’action observées entre AIM2/3 et la Doxorubicine et
entre AIM3 et le 5-Fu dans les lignées cancéreuses MDA-MB231 et T47D sont associées a une
potentialisation de 1’effet pro-apoptotique des agents de chimiothérapie (Tableau 7).

Dans la lignée MCF-10A, la discordance entre les résultats de synergie et de clivage de
PARP (Tableau 7) pourrait s’expliquer par une potentialisation de 1’effet cytostatique de la
Doxorubicine et du 5-Fu par AIM2/3 plutét que de leurs effets cytotoxiques. Pour tenter de
mettre en évidence une potentialisation de I’effet cytostatique de la Doxorubicine et du 5-Fu
par AIM3 dans la lignée MCF-10A, une expérience trés préliminaire d’analyse du cycle
cellulaire a été réalisée. Cette expérience, qui n’a été réalisée qu’une seule fois, met en évidence
une légere augmentation du pourcentage de cellules MCF-10A en phase G2/M en présence de
Doxorubicine par rapport aux cellules non traitées, suggérant un blocage en phase G2/M en
présence de Doxorubicine (Figure 60). Un prétraitement avec AIM3 suivi d’un traitement avec
de la Doxorubicine ne permet pas d’observer de modification du pourcentage de cellules en
phase G2/M. Ensuite, une augmentation de 50% du nombre de cellules en phase G0O/G1 a été
observée en présence de 5-Fu par rapport aux cellules non traitées. Ce pourcentage ne varie pas
lorsque les cellules sont prétraitées avec AIM3 avant d’€tre mises en présence de 5-Fu. Cette
expérience trés préliminaire ne permet pas de mettre en évidence une modification de la
répartition des cellules MCF-10A entre les conditions « Doxorubicine/5-Fu » et « AIM3 +
Doxorubicine/5-Fu ». Autrement dit, cette expérience ne permet pas de conclure que la synergie
observée entre AIM3 et la Doxorubicine ou le 5-Fu est due a une potentialisation de 1’effet
cytostatique des complexes. Pour véritablement étudier cette hypothése, il conviendra

néanmoins de synchroniser les cellules avant traitement.

I11. 3. Effet sensibilisateur des complexes AIM2 et AIM3 sur la réponse

des cellules mammaires aux rayons ionisants utilisés en radiothérapie

Laradiothérapie est également fréquemment employée dans la prise en charge du cancer
du sein. Une partie des recherches en cancérologie vise a caractériser des composés chimiques

permettant de sensibiliser les cellules cancéreuses mammaires a la mort induite par les rayons
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Lignées mammaires cancéreuses | Lignée mammaire saine

AIM2/3+Doxorubicine

MDA-MB231 T47D MCF-10A
Synergie (CI Oui Oui Oui
AIM2 ynergie (CI)
Potentialisation (cPARP) Oui Oui Aucun
Synergie (CI) Oui Oui Oui
AIM3
Potentialisation (cCPARP) Oui Oui Aucun

Lignées mammaires cancéreuses | Lignée mammaire saine

AIM2/3+5-Fluorouracile

MDA-MB231 T47D MCF-10A
Synergie (CI) Non Non Oui
AIM2
Potentialisation (cPARP) Non Non Aucun
Synergie (CI) Oui Oui Oui
AIM3
Potentialisation (cCPARP) Oui Oui Aucun

Tableau 7. Tableau récapitulatif des résultats de synergie (CI) aprés
coloration au cristal violet et des résultats de potentialisation par I’étude du
clivage de PARP (cPARP) dans les cellules MDA-MB231, T47D et MCF-10A4
en présence d’AIM2/3 et de Doxorubicine ou de 5-Fluorouracile. Concernant
la synergie, seuls les résultats pour les doses 2 uM d’AIM2/3 utilisés pour les
expériences de clivage de PARP sont présentés sous la forme « Oui » et
« Non » traduisant respectivement la présence et [’absence de symergie
d’action. Quant a la potentialisation, les résultats sont résumés sous la forme
« Oui » signifiant que le marquage PARP clivé est significativement plus
intense dans les conditions « AIM + Doxorubicine/5-Fu » par rapport aux
conditions « Doxorubicine/5-Fu », « Non » traduisant une absence
d’augmentation de [’intensité de PARP clivé, et « Aucun » traduisant [’absence
de marquage de PARP clivé dans toutes les conditions. Les rectangles rouges

mettent en évidence les discordances entre synergie et potentialisation.
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Figure 60. Analyse du cycle cellulaire des cellules mammaires saines MCF-
10A4 traitées avec AIM3 et/ou avec deux agents de chimiothérapie
(Doxorubicine et 5-Fluorouracile). 24h apres ensemencement, les cellules des
conditions « AIM3 », « AIM3 + Doxorubicine » et « AIM3 + 5-Fu » ont été
traitées pendant 24h avec 2 uM d’AIM3. Au bout de 24h, les cellules
« Doxorubicine » et « AIM3 + Doxorubicine » ont été traitées avec 50 ng/mL
de Doxorubicine pendant 48h, et les cellules « 5-Fu » et « AIM3 + 5-Fu » avec
50 uM de 5-Fluorouracile. A la fin des traitements, les cellules ont été
collectées, perméabilisées et fixées avec de [’éthanol. Les cellules ont ensuite
été marquées avec de l’iodure de propidium pendant 15 minutes et analysées

par cytométrie de flux. Le résultat présenté correspond a une seule expérience.
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Figure 61. Effet potentialisateur des molécules AIM2/3 face a des rayons
ionisants utilisés en radiothérapie dans les cellules MDA-MB231, T47D et
MCF-10A. Les cellules ont été ensemencées, puis traitées avec 2 uM d’AIM2/3
pendant 24h. A la fin des traitements, une irradiation a été réalisée pendant 1
minute. 3h ou 5h apres irradiation, les cellules ont été collectées, et les protéines
extraites ont subi une électrophorése en conditions dénaturantes puis un
transfert sur membrane PVDF. La présence de la forme clivée de PARP (PARPc)
et de la tubuline a été révélée par [’utilisation d’anticorps spécifiques. Les
résultats correspondent a au moins 3 expériences indépendantes. *** p<0,001;
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ionisants, notamment dans le but de réduire les doses utilisées et limiter les effets secondaires
(Liang et al., 2003)(Matsuno et al., 2018). L’effet radiopotentialisateur des complexes AIM?2

et AIM3 sur des lignées mammaires a ¢été étudié.

Pour cela, les cellules MDA-MB231, T47D et MCF-10A ont été prétraitées pendant 24h
avec 2 uM d’AIM2/3 avant d’étre irradiées. Les cellules ont ensuite été laissées en culture
pendant 3h ou 5h. La mesure du clivage de PARP par Western Blot a révélé une entrée en
apoptose des trois lignées non traitées au bout de 5h post-irradiation (Figure 61). Ces résultats
concernant les cellules non traitées permettent donc de confirmer la sensibilité des 3 lignées a
la dose de rayons et au temps d’irradiation choisis (2 Greys pendant 1 minute). Néanmoins, la
condition 3h post-irradiation ne permet pas d’observer de clivage de PARP, démontrant
I’absence d’apoptose. Concernant les 3 lignées cellulaires prétraitées avec AIM2/3, un clivage
de PARP significativement plus intense que dans les cellules non traitées a été¢ observé. Ces
données indiquent donc que les molécules AIM2 et AIM3 permettent de sensibiliser les cellules
MDA-MB231, T47D et MCF-10A a la mort cellulaire induite par les rayons ionisants de

radiothérapie.

I1I. 4. Conclusion

Ces travaux ont permis de mettre en évidence une activité potentialisatrice des
complexes AIM2 et AIM3 en combinaison avec différents traitements fréquemment utilisés
dans la prise en charge du cancer du sein.

En effet, AIM2 et AIM3 permettent de potentialiser I’effet pro-apoptotique d’un agent
d’hormonothérapie, le Tamoxifene, dans une lignée tumorale mammaire ERa positive (les
cellules T47D) et dans une lignée mammaire saine (les cellules MCF-10A). Dés lors, ces deux
complexes pourraient permettre d’améliorer la réponse de tumeurs mammaires hormono-
sensibles, bien que des effets secondaires sur des tissus sains pourraient apparaitre.

Les deux complexes permettent également d’améliorer la réponse des lignées
cancéreuses mammaires MDA-MB231 et T47D a la Doxorubicine. La réponse de ces deux
lignées au 5-Fu est également augmentée en présence du complexe AIM3. De plus, de maniére
intéressante, ces effets potentialisateurs a la Doxorubicine et au 5-Fu épargnent la lignée
mammaire saine MCF-10A. L’ensemble de nos résultats démontrent donc le potentiel intérét

clinique de ces complexes pour le traitement des cancers du sein.
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Enfin, les complexes AIM2 et AIM3 permettent de potentialiser 1’effet pro-apoptotique
de la radiothérapie dans les lignées cancéreuses mammaires MDA-MB231 et T47D, et dans la
lignée mammaire saine MCF-10A. Les rayonnements ionisants de radiothérapie exercent leur
activité¢ anticancéreuse notamment en induisant la formation de lésions de I’ADN. L’effet
radiopotentialisateur d’AIM2/3 pourrait également Etre associé a leur capacité a interagir avec
I’ADN et a générer des 1ésions de ce dernier (Figures 50 & 60), qui s’additionneraient a ceux
générées par les rayons ionisants. De plus, ces 1ésions pourraient résulter de 1’action des espéces
réactives de I’oxygéne, dont le taux intracellulaire augmente dans les cellules MDA-MB231
des 24h de traitement avec AIM2 et AIM3 (Figure 49). Ces résultats suggerent donc que
I’utilisation des complexes pourrait permettre d’un point de vue clinique d’améliorer la réponse

des tumeurs mammaires a la radiothérapie.
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Discussion générale

I. Le géne codant DDB2 comme biomarqueur dans le cancer du sein

L’amélioration des techniques de biologie moléculaire a permis d’identifier des
signatures moléculaires propres a chaque tumeur (Cusnir and Cavalcante, 2012). Parmi ces
signatures moléculaires, les biomarqueurs sont utilisés en cancérologie pour aider le diagnostic
(biomarqueur de diagnostic), prévoir I’agressivité de la tumeur et/ou déterminer le risque de
récidive (biomarqueur de pronostic), et pour prédire la progression métastatique et/ou la
réponse au traitement (biomarqueur prédictif) (Goossens et al., 2015). Lors de la découverte
d’un cancer du sein, le profil d’expression de 3 récepteurs hormonaux est systématiquement
établi : le récepteur aux cestrogenes (ERa), le récepteur a la progestérone (PR) et le récepteur
HER2. Ces biomarqueurs permettent notamment d’établir le pronostic des tumeurs mammaires.
Par exemple, les patientes dont les tumeurs mammaires expriment ER et PR (tumeurs ER+ PR+)
ont un meilleur pronostic que les patients dont les tumeurs sont ER- PR- (Arpino et al., 2003).
De plus, en absence de traitement, la surexpression d’HER2 est associée a un mauvais pronostic
pour les patientes, de par I’implication de la protéine dans le contréle de la prolifération
cellulaire (Press et al., 1997). L’expression de ces marqueurs permet également de prédire la
progression métastatique et/ou la réponse des tumeurs aux thérapies. Par exemple, I’expression
de la protéine HER2 est prédictif d’un haut risque de progression métastatique de tumeurs
mammaires (Ahmed, 2016), mais est également prédictif d’une meilleure réponse aux thérapies
ciblées (Gajria and Chandarlapaty, 2011). Concernant le diagnostic des tumeurs mammaires,
de plus en plus de recherches se tournent vers la potentielle détection d’ADN tumoral circulant
(ctDNA pour circulating tumoral DNA) dans le plasma de patientes (Yu ef al, 2019). La
présence d’une certaine concentration de ctDNA plasmique, ainsi que la présence de mutations
géniques spécifiques (notamment au niveau du géne codant ERa) semble indiquer 1’existence
de tumeurs mammaires malignes. D’autres biomarqueurs, en plus des 3 récepteurs hormonaux
cités, sont utilisés dans le cadre du cancer du sein, notamment le marqueur de prolifération Ki67.
Par exemple, la surexpression de Ki67 est associée a une augmentation du risque de progression
métastatique (Fasching ef al., 2011). En accord avec ces résultats, une forte expression de Ki67
est associée a un mauvais pronostic de tumeurs mammaires (Inwald ez al., 2013). Malgré le

succes de I’utilisation de I’ensemble de ces biomarqueurs pour le diagnostic, 1’établissement du
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pronostic, et la prédiction métastatique des tumeurs mammaires, une partie des recherches
menées actuellement se focalise sur la caractérisation de nouveaux biomarqueurs, dans le but

d’améliorer le diagnostic et la prise en charge du cancer du sein.

La protéine DDB2 (Damaged-DNA Binding 2), en plus de son role initial dans la
réparation des Iésions induites par les UVs, est impliquée dans la prolifération de cellules
tumorales, leur progression métastatique, et leur réponse a différents traitements. Ce role joué
par la protéine DDB2, au travers de sa capacité a réguler I’expression de génes cibles, a été
observé dans différents modéles de cancer, dont les cancers ovariens, colorectaux et
prostatiques. Ces données in vitro ont poussé¢ différentes équipes a étudier la valeur prédictive
de la protéine DDB2 dans ces modé¢les tumoraux.

Dans un premier temps, Han et al. ont mis en évidence une diminution de I’expression
du geéne au cours de la carcinogenese ovarienne (Han ez al., 2014), qui a également été observée
dans notre étude. En effet, la comparaison du taux de transcrits codant DDB2 réalisée grace a
la plateforme Oncomine nous a permis d’observer une sous-expression du gene dans les tissus
ovariens cancéreux par rapport a leur équivalent sain. Cette inhibition de I’expression de ddb2
dans les tumeurs ovariennes pourrait permettre aux cellules tumorales ovariennes de conserver
leur potentiel prolifératif. En effet, il a été montré qu'une forte expression du gene dans des
cellules cancéreuses ovariennes induit une diminution de leur capacité proliférative en les
sensibilisant a 1’effet antiprolifératif du TGFP (Zhao et al., 2015). L’étude de Han et al. a
également permis de mettre en évidence une corrélation entre une forte expression de la protéine

DDB2 et une survie globale améliorée de patientes atteintes de tumeurs ovariennes.

Par la suite, les travaux de Chen ef al. indiquent que la protéine DDB2 est plus
faiblement exprimée dans les tumeurs prostatiques par rapport aux tissus sains (Chen et al,
2017), comme ce que nous avons observé au travers de la plateforme Oncomine. Par
conséquent, DDB2 semble posséder un effet antitumoral limitant la carcinogenése prostatique.
Des études in vitro avaient montré que la protéine DDB2 est capable de cibler le récepteur aux
androgenes (AR pour Androgen Receptor) permettant son ubiquitinylation par I’E3 Ubiquitine
Ligase Cul4A, et conduisant a une dégradation du récepteur (Chang et al., 2012). Ainsi, la sous-
expression de ddb2 dans les tissus prostatiques cancéreux comparés aux tissus sains pourrait
induire une stabilisation du taux protéique d’AR, et conduire a une activation AR-dépendante

de la prolifération tumorale. Les travaux de Chen ef al indiquent également qu’une forte
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expression de la protéine DDB2 est associée a une meilleure survie globale des patients atteints

de cancers prostatiques.

Concernant le cancer colorectal, des données contradictoires ont été obtenues par les
équipes de Roy et Yang, qui avaient observé respectivement une expression de la protéine plus
faible et plus forte dans les tumeurs colorectales par rapport aux tissus sains (Roy et al., 2013)
(Yang et al., 2018). Nous avons également observé cette contradiction dans notre analyse. En
effet, malgré nos critéres de sélection, deux jeux de données sont ressortis de 1’analyse : 'un
montre une surexpression du gene dans les tumeurs colorectales, I’autre dans les tissus
colorectaux sains. Ces données soulévent la question du rdle pro-ou-anti-tumoral de DDB2
dans la carcinogenése colorectale. Les données in vitro semblaient plutét indiquer un effet
antitumoral via 2 mécanismes : I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses
colorectales, et I’inhibition de leur capacité invasive. En effet, DDB2 est capable d’inhiber la
voie de signalisation Wnt impliquée dans la stimulation de la prolifération cellulaire (Huang et
al., 2017b). La protéine est ¢également capable d’inhiber la transition ¢épithélio-
mésenchymateuse de cellules tumorales colorectales en inhibant I’expression de genes
inducteurs comme Snail, ZEBI et VEGF (Roy et al, 2013). D¢s lors, la diminution de
I’expression de ddb2 au cours de la carcinogenese colorectale permettrait de stimuler la
prolifération des cellules cancéreuses et de stimuler 1’acquisition d’un pouvoir métastatique de
ces cellules. Malgré tout, les travaux de Roy et Yang s’accordent sur une sous-expression de la
prot¢ine DDB2 dans les tumeurs colorectales métastatiques par rapport aux tumeurs non
invasives. En accord avec ces résultats, une forte expression de la protéine est associée a une
meilleure survie globale des patients atteins de cancers colorectaux.

L’ensemble de ces données permettent de mettre en évidence la valeur prédictive du
niveau d’expression de DDB2 comme biomarqueur dans les cancers ovariens, prostatiques et

colorectaux.

Des données in vitro et in vivo acquises par le laboratoire avaient permis d’identifier la
protéine DDB2 comme un potentiel candidat dans la prédiction du devenir métastatique des
tumeurs mammaires et de leur réponse a la chimiothérapie. En effet, les données ont mis en
avant une expression différentielle de la protéine selon le statut métastatique des cellules
tumorales mammaires. Ainsi, les cellules cancéreuses hautement invasives (MDA-MB231 et

Hs578t) expriment faiblement voire pas du tout la protéine. Au contraire, dans les cellules
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cancéreuses tumorales faiblement invasives (MCF-7 et T47D), une forte expression de la
protéine est observée. Par ailleurs, la surexpression de DDB2 dans les cellules MDA-MB231
inhibe leur capacité invasive in vitro et leur capacité a former des métastases in vivo (Ennen et
al., 2013). De plus, la surexpression sensibilise les cellules a 1’effet pro-apoptotique de deux
agents de chimiothérapie (Doxorubicine et 5-Fluorouracile) (These de Rémi Klotz, 2014).
L’ensemble de ces données suggérait une potentielle utilisation clinique de DDB2 comme
marqueur prédictif de la progression métastatique des tumeurs mammaires, et de leur réponse
aux thérapies. Pour valider cet intérét clinique, une analyse de différentes bases de données

transcriptomiques a été réalisée.

Dans un premier temps, nos données indiquaient une sous-expression de ddb2 dans les
tissus tumoraux mammaires. Cette observation a été vérifiée dans d’autres jeux de données, et
par le biais de 2 autres plateformes : BCIP et GEPIA. Cette diminution de I’expression de ddb?2
au cours de la tumorigenése mammaire peut étre due a des altérations géniques. L’outil
cBioPortal a permis de révéler que le géne ddb?2 est tres rarement altéré dans le cancer du sein.
D’autres mécanismes de régulation, dont des mécanismes €pigénétiques, pourraient expliquer
cette diminution de I’expression de ddb2 au cours de la tumorigenése mammaire. Dans ce sens,
des études préliminaires menées au laboratoire avaient montré I’implication des méthylations
dans la régulation de I’expression des transcrits du géne ddb?2. En effet, [’utilisation d’un agent
déméthylant, la 5-azadésoxycytidine, permet de réinduire I’expression du gene dans les cellules
MDA-MB231 qui n’expriment normalement pas ce-dernier. Pour autant, aucune
hyperméthylation du promoteur du géne n’a ét¢ identifiée par séquengage apres traitement au
bisulfite. L hypothése de I’implication dans la régulation de ddb2 de facteurs de transcription
dont I’expression est sensible a la méthylation a été étudiée, sans que le(s) facteur(s) ne soi(en)t
clairement identifié(s). Par conséquent, les perturbations du profil de méthylation qui
accompagnent fréquemment la carcinogenése pourraient permettre d’expliquer la diminution

de I’expression de ddb2 dans les tumeurs mammaires.

Par la suite, le niveau d’expression de ddb?2 a été évalué dans différentes sous-catégories
de cancers du sein. Les résultats ont montré une diminution de 1’expression de ddb2 dans des
tumeurs mammaires de haut grades histologiques et de haut stades pathologiques. Ces tumeurs
¢tant de mauvais pronostic, il n’est pas surprenant d’observer qu’une forte expression du gene

codant DDB?2 est associée a une meilleure survie des patientes atteintes de cancer du sein. Ces
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données permettent ainsi de souligner I’intérét de 1’é¢tude du niveau d’expression de ddb?2
comme marqueur prédictif de la survie des patientes atteintes de tumeurs mammaires.

La survie globale de patients atteints de cancer est dictée par 3 parameétres principaux :
la dissémination métastatique, la réponse au(x) traitement(s) et le risque de récidive apres
traitement. Une étude de I’implication du niveau d’expression de ddb2 sur ces 3 parametres a

été menée.

Les résultats ont mis en évidence une surexpression du geéne dans les tumeurs
mammaires non métastatiques par rapport aux tumeurs métastatiques. Ces résultats concernant
le cancer du sein rejoignent ceux obtenus dans le cancer colorectal. Ensuite, une forte
expression de ddb2 permet d’augmenter la survie sans métastase de patientes atteintes de cancer
du sein. Ces données suggerent donc que DDB2 pourrait avoir des propriétés anti-
métastatiques, ce qui vient confirmer les résultats expérimentaux acquis par le laboratoire. En
effet, dans les cellules cancéreuses mammaires qui 1’expriment, la protéine DDB2 est capable
d’inhiber I’acquisition d’un pouvoir métastatique de 3 manieres : en inhibant 1’activité de la
voie NF-kB (Ennen et al., 2013), en inhibant I’expression de SOD2 (Minig et al., 2009) et en
inhibant la transition épithélio-mésenchymateuse. En effet, DDB2 favorise I’expression d’1kB
a, ’inhibiteur cytoplasmique de NF-«kB, aboutissant a une baisse de son activité (Ennen et al.,
2013). Ceci conduit a une baisse de 1’expression des genes cibles de NF-kB impliqués dans la
migration et I’invasion cellulaire. De plus, la protéine DDB2, en inhibant I’expression de SOD2,
induit une baisse de la quantité de peroxyde d’hydrogeéne connu pour stimuler la migration et
I’invasion cellulaire (Minig ef al., 2009). Enfin, DDB2 entraine une inhibition de I’expression
de geénes inducteurs de la transition épithélio-mésenchymateuse (Thése de Claire Barbieux,
2015). L’inhibition de I’expression de DDB2 par ARN interférence dans les cellules tumorales
mammaires qui I’expriment (les cellules MCF-7) est ainsi associée a une induction spontanée
de la TEM. L’ensemble des observations in silico et expérimentales permettent donc de
conclure que la faible expression de DDB2 pourrait €tre un nouveau marqueur prédictif de

I’évolution métastatique des tumeurs mammaires.

Concernant I’implication de la protéine dans la réponse des tumeurs mammaires a la
thérapie, il a été observé qu’une forte expression de ddb?2 était associée a une meilleure survie
des patientes traitées par chimiothérapie adjuvante, la forme de chimiothérapie la plus

couramment prescrite. Ces données viennent confirmer les résultats in vitro et in vivo obtenus
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par le laboratoire qui indiquaient que la surexpression de DDB2 dans les cellules tumorales
mammaires permettait de les sensibiliser a deux agents de chimiothérapie (Doxorubicine & 5-
Fluorouracile) (These de Rémi Klotz, 2014). Ce role chimiosensibilisant repose notamment sur
la capacité de DDB2 a inhiber I’expression de bcl2. De plus, ces résultats indiquent qu’étudier
le niveau d’expression de ddb2 dans des tumeurs mammaires pourrait permettre de prédire leur
réponse a la chimiothérapie adjuvante. Par ailleurs, I’expression de ddb2 semble également étre
indicateur de la probabilité¢ de récidive apres traitement. En effet, la survie sans récidive de
patientes atteintes de cancer du sein est améliorée dans le cas d’une forte expression du geéne.
En accord avec ces données, une surexpression du gene a été observée dans une cohorte de
patientes présentant un faible risque de récidiver. Comme les cellules souches cancéreuses sont
connues pour étre impliquées dans les mécanismes de récidive (Phi ez al., 2018), il est probable
que la meilleure survie sans récidive des patientes dont les tumeurs mammaires surexpriment
DDB?2 soit due a un effet de la protéine sur la population de cellules souches, comme ce qui a
¢té montré dans le cancer ovarien (Han ef al, 2014). En effet, dans cette étude, la protéine
DDB?2 a été montrée comme capable de s’opposer a la dédifférenciation des cellules tumorales
ovariennes en cellules souches par inhibition de I’expression de ALDHIAI, qui intervient dans

la dédifférenciation cellulaire.

L’ensemble de ces travaux in silico n’a ¢été réalis€¢ que sur des données
transcriptomiques. Concernant le taux protéique de DDB2 dans le cancer du sein, une étude
antérieure menée au laboratoire en collaboration avec I’Institut de Cancérologie de Lorraine
(ICL-CHU de Brabois) n’a pas apporté de résultats concluant par manque de spécificité de
I’anticorps utilisé. Ce manque de spécificité est également observé dans 2 études utilisant 2

anticorps différents (HPA058406 et CAB025912) (source : TheHumanProteinAtlas a I’adresse

En effet, 2 préparations histologiques sur 11 utilisant I’anticorps HPA058406 et 5 préparations
sur 9 utilisant ’anticorps CAB025912 n’ont pas permis de détecter la protéine DDB2. Ainsi,
pour renforcer I’intérét clinique de I’ensemble de ces travaux in silico, il conviendra dans un
premier temps d’identifier un anticorps spécifique permettant la visualisation de la protéine en

histologie.

L’ensemble de ces résultats révele I'intérét clinique de DDB2 dans le cancer du sein. En

effet, ’analyse de son expression pourrait a la fois permettre de prédire le risque de développer
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des métastases, la réponse future des tumeurs aux thérapies, et le risque de récidive apres

traitement.

I1. Effet des complexes AIM2 et AIM3 sur la sénescence de cellules

tumorales mammaires et leur réponse a différents traitements

Les études menées préalablement au laboratoire avaient mis en évidence la capacité des
complexes AIM2 et AIM3 a induire un arrét total de la prolifération cellulaire, avec une faible
induction de I’apoptose, méme apres 144h de traitement (These de Jie Li, 2018). L’hypothéese

de I’induction de la sénescence cellulaire comme mécanisme antiprolifératif a ainsi été émise.

Dans un premier temps, des changements morphologiques (étalement des cellules et
présence de longues extensions cytoplasmiques) accompagnant généralement I’entrée en
sénescence ont été observés dans les cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A traitées avec
AIM2 et AIM3. En effet, Kim ef al. ont également observé un aplatissement des cellules MDA -
MB231 et I’apparition d’extensions cytoplasmiques lors de leur entrée en sénescence (Kim et
al., 2017). Le role joué par ces modifications morphologiques n’est pas clairement connu, mais
il semblerait qu’elles permettent une meilleure adhésion au support. En effet, Cho et al. ont
montré que I’inhibition de I’acquisition de ces caractéristiques morphologiques (par inhibition
de I’expression de la protéine cavéoline-1 impliquée dans les mécanismes d’endocytose)
entraine une perte des points focaux d’adhésion et des fibres de stress d’actine (Cho et al.,
2004). Ces changements morphologiques sont d’autant plus marqués dans les cellules
¢épithéliales MCF-7 et MCF-10A, qui acquicrent un phénotype fibroblastique sous traitement
avec les complexes organométalliques, suggérant que les cellules auraient pu subir la transition
¢épithélio-mésenchymateuse (TEM). Pour autant, bien qu’un lien entre TEM et sénescence ait
¢té mis en évidence, I’induction d’un de ces processus requiert I’inhibition de 1’autre. En effet,
la surexpression dans les cellules MCF-7 d’un facteur de transcription inducteur de la TEM, la
protéine Twist, inhibe 1’expression du geéne codant p21 impliqué dans I’arrét du cycle des
cellules sénescentes (Li et al., 2009). De plus, la surexpression du geéne codant RB, impliqué
dans l’arrét de la prolifération des cellules en sénescence, inhibe la TEM, en empéchant la
diminution de I’expression du marqueur épithélial E-cadhérine (Batsché et al., 1998). Ces
données suggerent que les changements morphologiques accompagnant I’entrée en sénescence

de cellules épithéliales ne correspondent pas a une induction de la TEM. Ceci est d’ailleurs
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conforté par I’observation que les cellules MDA-MB231, qui ont déja subi la TEM et posseédent
une morphologie mésenchymateuse, présentent également des modifications de leur phénotype
en présence des complexes AIM2 et AIM3.

De plus, une augmentation de la granulosité des cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-
10A a été observée des 72h de traitement avec AIM2 et AIM3. L augmentation de la granulosité
au cours de la sénescence n’a pas, a I’heure actuelle, de raison démontrée. Les granulosités des
cellules sénescentes contiennent majoritairement des lysosomes riches en lipofuscine, un
agrégat de protéines oxydées et de lipides s’accumulant dans les cellules vieillissantes (Kurz et
al., 2000). Cette augmentation de la masse lysosomale s’accompagne d’une augmentation de
la quantité en enzymes lysosomales, dont la SA-B-Gal. Ainsi, ’augmentation de 1’activité
enzymatique de la SA-B-Gal pourrait étre une conséquence de I’augmentation de la granulosité
observée au cours de la sénescence. Ce lien entre augmentation de la granulosité et
augmentation de I’activité de la SA-B-galactosidase dans les cellules traitées est croissante en
fonction du temps de traitement des cellules. En effet, I’augmentation de la granulosité et de
I’activité de la SA-B-galactosidase dans les cellules MDA-MB231 et MCF-10A ne deviennent
significatives toutes les deux qu’au bout de 96h, alors que dans les cellules MCF-7, ces
augmentations ont lieu deés 72h de traitement.

Enfin, une augmentation de la taille des cellules a été observée dans les cellules apres
96h de traitement, sauf pour les cellules MCF-10A en présence d’AIM2. Cette augmentation
de la taille des cellules est décrite comme s’accompagnant d’une augmentation de la
concentration en protéines intracellulaires et de la masse mitochondriale totale, témoignant du
maintien d’un métabolisme actif dans les cellules sénescentes (De Cecco et al., 2011). Cette
caractéristique des cellules sénescentes fait majoritairement intervenir la kinase mTOR (Carroll
et al., 2017). Au cours de la sénescence, 1’activit¢ mTOR est augmentée, comme le traduit
I’augmentation de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6, un marqueur de I’activité
mTOR (Pospelova et al., 2012). De plus, I’activation de mTOR est nécessaire pour 1’activité
du facteur de transcription TFEB qui régule I’expression de génes impliqués dans la biogenése
lysosomale (Pefia-Llopis et al,, 2011). Dés lors, I’augmentation de la biogenese lysosomale
induite par mTOR pourrait étre responsable a la fois de I’augmentation de la taille des cellules
sénescentes, mais aussi de 1’augmentation de 1’activité de 1’enzyme lysosomale SA-B-
galactosidase (Lee et al., 20006).

De plus, ’observation des noyaux des cellules traitées avec AIM2/3 ne semble pas

permettre d’observer de territoire condensé d’hétérochromatine pouvant correspondre aux
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SAHF (Senescence-Associated Heterochromatine Foci). Cette observation est d’ailleurs
soutenue par des travaux trés préliminaires du laboratoire qui avait montré qu’un traitement de
24h avec AIM2 et AIM3 des cellules MCF-10A s’accompagne d’une augmentation de la forme
triméthylée de I’histone H3K4 (H3K4me3) et des formes panméthylées de 1’histone H3K9 qui
correspondent tous deux a des modifications post-traductionnelles conduisant a une
décompaction de la chromatine et a une expression génique. De plus, la forme triméthylée de
I’histone H3K27, un marqueur d’hétérochromatine, ne semble pas affectée par les complexes
AIM2/3. Ces résultats, bien que trés préliminaires, tendent 2 montrer qu’AIM2/3 pourraient
entrainer une décompaction de la chromatine, ce qui pourrait expliquer 1I’absence de foci SAHF.
Cette décompaction pourrait d’ailleurs permettre 1’expression de génes impliqués dans le
controle du cycle cellulaire, et donc dans I’induction de la sénescence. Cette absence de SAHF
n’est pas une preuve s’opposant a la capacité de nos molécules a induire la sénescence, puisque

la formation de SAHF n’accompagne pas toujours 1’entrée en sénescence (Kosar et al., 2011).

Afin de véritablement associer ces changements morphologiques a une induction de la
sénescence, 1’activité enzymatique de la SA-B-Galactosidase a été étudiée par cytométrie
(sonde C12FDQG) et par colorimétrie dans les cellules MDA-MB231, MCF-7 et MCF-10A.

Dans un premier temps, il a été observé qu’entre 5 et 20% des cellules non traitées sont
marquées positivement pour la SA-B-Gal. Ces données, qui ont également été observés par
d’autres équipes dans d’autres lignées cellulaires (Lee et al, 2015)(Risdnen et al.,
2009)(Vannini ef al., 2014) mettent en évidence I’activité basale de I’enzyme dans des cellules
non sénescentes.

Ensuite, les deux techniques ont permis de mettre en évidence une augmentation de
I’activité SA-B-Gal a 96h de traitement avec AIM2 et AIM3 dans les cellules MDA-MB231 et
MCEF-7. Pour les cellules MCF-10A, les 2 marquages révelent également une augmentation de
I’activité enzymatique dés 96h avec la molécule AIM3. Concernant la molécule AIM2 dans la
lignée saine, les deux techniques ont mis en évidence une absence d’induction de la sénescence,
en association avec une absence d’augmentation de la taille des cellules observée en cytométrie
en flux. Au cours de I’expérience de colorimétrie, les cellules MCF-10A traitées avec AIM2
¢taient majoritairement SA-B-galactosidase positives mais EdU positives, suggérant que le
marquage bleu ne correspondait pas a des cellules sénescentes, mais a des cellules
prolifératives. Les différents niveaux d’intensit¢ de marquage de la SA-beta-Gal au cours des

marquages colorimétriques ont été observés par d’autres équipes (Itahana ez al., 2007)(Piechota
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et al., 2016). Pour pallier ce probléme, Shlush et al. ont couplé les marquages colorimétriques
a des analyses digitales des images, ce qui a permis d’établir un seuil précis d’intensité de
marquage au-deld duquel il s’agit bien de sénescence (Shlush ef al., 2011).

Malgré 1’augmentation du pourcentage de cellules positives sous traitement, ce
pourcentage ne dépasse pas la barre des 50%, ce qui semble indiquer que 50% des cellules
traitées ne sont pas en sénescence, alors qu’une inhibition compléte de la prolifération avait été
observée. Il convient de noter que ce pourcentage de cellules positives a été évalué de maniére
subjective dans les expériences de cytométrie et de colorimétrie. En effet, lors de la mesure de
la fluorescence émise par la sonde C12FDG, la borne M1 a été appliquée de maniére arbitraire
a I’endroit ou les courbes traitées ne se superposent plus aux courbes non traitées. Ce placement
de borne peut avoir conduit a une sous-estimation du pourcentage de cellules positives, d’autant
plus que I’intensité de fluorescence est exprimée en échelle logarithmique. Concernant les
résultats de colorimétrie, les cellules marquées ont été comptabilisées a 1’ceil, ce qui a pu
¢galement conduire a une sous-estimation du pourcentage réel de cellules positives. Ces
données suggerent que 1’utilisation de la SA-B-gal, bien qu’elle soit t¢émoin d’une induction de
sénescence, ne permet pas de quantifier précisément le nombre de cellules sénescentes. Ainsi,
la quantification de cellules sénescentes semble requérir la quantification simultanée de
différents marqueurs comme Ki67, Y-H2AX, HMGBI1, SA-B-Gal ... (Biran et al., 2017).

Malgré tout, nos résultats indiquent bien que les molécules AIM2 et AIM3 induisent la
sénescence des lignées cancéreuses mammaires MDA-MB231 et MCF-7. Quant a la lignée

mammaire saine MCF-10A, seule la molécule AIM3 en est capable.

Différents mécanismes moléculaires permettent d’expliquer cette induction de la
sénescence.

L’arrét du cycle cellulaire caractéristique des cellules sénescentes fait majoritairement
intervenir I’inhibiteur du cycle p21. En effet, la surexpression du géne CKDNI1A codant p21
induit une entrée en sénescence de différents modeles cellulaires (Shtutman et al., 2017)
(Kagawa et al., 1999). L’analyse de son expression dans les cellules MDA-MB231, MCF-10A
et MCF-7 traitées avec AIM2 et AIM3 a révélé une augmentation du taux de transcrits dés 24h,
et une augmentation temps dépendant de son taux protéique devenant significative au bout de
72h.

p21 est responsable d’un arrét du cycle cellulaire en phase G1 par interaction avec le

complexe CDK4-cycline D aboutissant a une inhibition de la phosphorylation de Rb. Par
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Figure 62. Représentation schématique des effets cellulaires des complexes
AIM?2 et AIM3 sur différentes lignées mammaires. Cette these a permis de
mettre en évidence la capacité des complexes a induire la sénescence de
différentes lignées mammaires. L ’augmentation du niveau protéique de p21,
participant a l’arrét de la prolifération cellulaire, est potentiellement une
réponse a la présence de cassures doubles brins mises en évidence des 72h de
traitement. Ces lésions pourraient étre causées par les especes réactives de
I"oxygene (ROS), dont une augmentation du taux intracellulaire a été observée
a 24h de traitement. Indépendamment des ROS, les cassures doubles brins
pourraient étre la conséquence d’une réparation d’adduits AIM-ADN. Ces
adduits pourraient potentiellement entrainer une fragilisation de la molécule
d’ADN, a ['origine de la sensibilisation des cellule MDA-MB231 a la mort
induite par les UVs. Ces données de sensibilisation nous ont conduits a étudier
I’effet potentialisateur des complexes AIM2 et AIM3 face a différentes
thérapies prescrites dans la prise en charge du cancer du sein : le Tamoxifene,

la Doxorubicine, le 5-Fluorouracile (5-Fu) et la radiothérapie.
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conséquent, I’induction de I’expression de CDKN1A dés 24h de traitement avec AIM2 et AIM3
peut étre associée au blocage en phase GO/G1 que des expériences préliminaires avaient mis en
lumigre dans les cellules MCF-10A (These de Jie Li, 2018). De plus, p21 est également capable
d’induire un blocage du cycle en phase G2 (Hoeferlin et al., 2011) (Bunz et al, 1998)
(Niculescu et al.,, 1998). Ainsi, I’induction de I’expression de p21 dans les cellules MDA -
MB231 traitées avec AIM2 et AIM3 pourrait expliquer le blocage du cycle cellulaire observé
en phase G2 dans ces cellules.

Pour déterminer I’influence de la voie p21 dans I’induction de la sénescence, il
conviendra d’étudier I’effet d’une inhibition de son expression par ARN interférence dans nos
lignées cellulaires. Dans ce sens, il a ét¢ montré que 1’utilisation d’un siRNA dirigé contre
I’ARNm de p21 est capable d’induire une diminution significative du nombre de cellules
sénescentes (Aliouat-Denis et al., 2005).

Comme cité dans I’introduction, CDKN1A est activé majoritairement par p53, lui-méme
activé par phosphorylation sans que son taux d’ARNm ou son taux protéique ne soit affecté
(Herbig et al., 2004)(Campisi and D’Adda Di Fagagna, 2007)(Atadja et al, 1995). Ces
phosphorylations s’accompagnent d’une augmentation de 1’activité transcriptionnelle de p53
(Vaziri et al., 1997). Parmi nos modeles cellulaires, seules les cellules MCF-7 expriment une
forme sauvage de p53, ce qui n’est pas le cas pour les cellules MDA-MB231 et MCF-10A
(Figure 62). Ceci suggere que p53 n’est pas impliquée dans I’induction de CDKN1A dans ces
deux lignées cellulaires. Ces différences ont également été observées par I’équipe de Choi et
al. En effet, dans cette étude, I’induction de ’expression de CDKN1A dans les cellules MCF-7
traitées au Taxol s’accompagnait d’une augmentation du taux protéique des formes non
phosphorylées et phosphorylées de p53, alors qu’aucune modification du niveau d’expression
de la protéine p53 n’avait été observée dans les cellules MDA-MB231, malgré I’augmentation
du taux protéique de p21 (Choi and Yoo, 2012). Ceci suggere que I’expression de p21 peut étre
induite indépendamment de la protéine p53, comme ce qui a été montré dans de nombreux
modeles de cellules en sénescence (Aliouat-Denis ef al., 2005)(Phalke et al., 2012). En accord
avec ces travaux, I’expression de p21 pourrait étre induite par Sp1/3 (Gartel et al., 2000), AP2
(Zeng et al., 1997), STATI1 (Chin et al., 1996) et C/EBP (Park et al., 2000). Dans les cellules
MCEF-7, il conviendra donc d’étudier la phosphorylation de p53 afin de conclure quant a son
implication dans 1’activation de I’expression de CDKNIA. De plus, il n’est pas exclu que les
formes mutées de p5S3 dans les cellules MDA-MB231 et MCF-10A puissent étre toujours

capables d’induire I’expression du géne codant p21. Par exemple, la surexpression d’une forme
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mutée de 7P53 dans des cellules HCT116 p53-- a permis d’observer une induction de
I’expression du geéne codant p21 (Tran et al., 2017). La capacité de p5S3 muté a induire le géne
codant p21 repose entierement sur la nature des mutations, notamment au niveau du site de

fixation a I’ADN (Dridi et al., 2003).

En plus de p21, les protéines pl16 et pl4, deux variants d’épissage du gene CDKN2A4,
sont fréquemment impliquées dans la sénescence cellulaire. Comme cité¢ dans 1’introduction,
pl6 est capable d’inhiber le complexe CDK4/6-cycline D et d’induire un arrét du cycle
cellulaire en phase G0/G1. Quant a la protéine pl4, elle est capable de stabiliser p53 et
d’augmenter son activité transcriptionnelle. Des estimations ont révélé que le géne CDKN2A
est le second gene le plus fréquemment muté dans les cancers apres le géne codant pS3 (Zhao
etal., 2016). Ainsi, une étude du profil génétique de lignées mammaires a révélé que les cellules
MDA-MB231, MCF-10A et MCF-7 présentent des délétions homozygotes du géne CDKN2A
(Jonsson et al., 2007). Ces données suggerent que dans nos modeles cellulaires, I’induction de
la sénescence ne fait pas intervenir pl4 et pl6, indiquant que la protéine p21 joue
potentiellement un role majeur dans ’acquisition d’un phénotype de sénescence dans ces
cellules. 11 convient cependant de nuancer ces propos par 1’observation de I’implication dans la
sénescence d’autres voies, certes moins décrites. Ainsi, 1’augmentation de I’expression d’un
autre inhibiteur des CDK, p27, a été corrélée avec I’induction de la sénescence de fibroblastes
murins (Collado et al., 2000) et humains (Wagner ef al., 2001). Il semblerait d’ailleurs que p21
et p27 agissent de manicre synergique pour I’induction de la sénescence (Garcia-Fernandez et
al.,, 2014). De plus, la voie p38/MAPK semble également intervenir dans 1’induction de la
sénescence. En effet, une activation de la voie a été observée dans des cellules en sénescence
réplicative et prématurée (Iwasa et al., 2003)(Wang et al., 2002). La voie p38 serait activée
dans le contexte d’une surexpression d’oncogenes, notamment de RAS, induisant une entrée en
sénescence, plutdét que dans le contexte d’une sénescence induite par un stress (Debacq-

Chainiaux et al., 2010).

Les voies p53/p21 et pl6 induisant la sénescence sont activées majoritairement par le
processus DDR (DNA-Damaged Repair). En effet, les 1ésions de I’ADN vont étre reconnues
par les kinases ATM/ATR qui activeront Chk1/2 a ’origine de la phosphorylation de p53
rendant la protéine active. Les Iésions peuvent ¢galement directement activer le gene CDKN2A

qui codent pour pl4 et pl6. Une activation des voies DDR est donc un inducteur de la
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sénescence. De plus, le maintien d’une activation des voies DDR est indispensable au maintien
du phénotype de sénescence (Fumagalli et al., 2014). Des expériences de modélisation
moléculaire avaient mis en avant la capacité des molécules AIM2 et AIM3 a interagir avec
I’ADN (Gattuso et al., 2015), potentiellement a 1’origine d’adduits de I’ADN dont la réparation
pourrait entrainer 1’apparition de cassures doubles brins (Figure 62). Pour tester la capacité des
complexes a induire la formation de cassures doubles brins, des co-marquages de y-H2AX (une
forme de I’histone H2A apposée majoritairement au niveau de Iésions de I’ADN) et de
TP53BP1 (une protéine de la réparation de ’ADN) ont été réalisés. Les résultats ont montré
une augmentation temps-dépendante du nombre de 1ésions dans les cellules MDA-MB231, ce
nombre ne devenant significativement supérieur aux cellules non traitées qu’au bout de 72h de
traitement avec AIM2 et AIM3. Cette augmentation est en corrélation avec 1’augmentation du
taux protéique de p21. Ainsi, I’induction de p21 pourrait €tre la conséquence de 1’apparition
accrue de dommages a I’ADN. Si ce lien est vérifi¢, cela signifierait que 1’induction de la
sénescence p21-dépendante est une réponse aux lésions provoquées par les complexes AIM?2
et AIM3 (Figure 62). Pour établir concrétement ce lien, il est envisageable d’étudier 1’effet de
I’inhibition de I’expression de protéines de la réparation a la fois sur ’expression de p21 et sur
I’induction de la sénescence. Dans ce sens, 1’utilisation d’un inhibiteur de ATM/ATR, le
compos¢ CGK733, empéche complétement I’induction de la sénescence provoquée par
I’etoposide dans les cellules HepG2 (Nagano et al, 2016). L’un des effecteurs de DDR
conduisant a la sénescence est p53. Or, comme cité précédemment, les cellules MDA-MB231
et MCF-10A expriment une forme mutée du gene. Pour autant, certaines formes mutées de la
protéine gardent toujours leur capacité a induire la sénescence (Liu ef al., 2004). De plus, les
cassures doubles brins sont présentes méme jusqu’a 120h de traitement avec AIM2 et AIM3,
ce qui pourrait participer au maintien de la sénescence au cours du temps. Il conviendra de
déterminer si la présence des Iésions de I’ADN est due a une production continue de 1ésions par

AIM?2/3 et/ou a une absence de réparation de ces Iésions.

La formation des lésions de I’ADN observée dans les cellules MDA-MB231 pourrait
¢galement étre la conséquence non pas de I’interaction AIM-ADN, mais de la production
d’especes réactives observées (Figure 62). L hypothése d’un impact des complexes AIM2/3
sur la production de ROS repose sur la capacité des ions Fe2+ a induire un stress oxydant
(Migdal and Serres, 2011). La concentration intracellulaire en ROS a été étudiée par I’analyse

de la fluorescence émise par deux sondes (DHE et MitoSox) qui a révélé une augmentation de
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I’intensité de fluorescence dans les cellules MDA-MB231 traitées pendant 24h avec AIM2 et
AIM3 par rapport aux cellules MDA-MB231 non traitées. De maniére surprenante, le complexe
Ru ne permet pas d’observer d’augmentation du niveau de ROS dans les cellules MDA-MB231.
Or, les ions Ru2+ sont décrits comme bons inducteurs de ROS, mais a des doses 50 fois
supérieures a celles employées dans nos travaux (Wan ef al., 2017). Concernant la molécule
AIMI, les résultats montrent qu’elle induit une augmentation de la production de ROS avec la
sonde MitoSox, mais pas avec la sonde DHE. Des cellules traitées a la Doxorubicine ont été
utilisées comme controle positif de la production de ROS. Les résultats ont mis en évidence
une induction de ROS par la molécule avec les deux sondes, bien que cette augmentation soit
beaucoup plus marquée en présence de la sonde MitoSox. Dés lors, I’absence d’augmentation
du taux intracellulaire en ROS induite par AIM1 en présence de la sonde DHE, en association
avec la faible induction d’espéces réactives de I’oxygene par la Doxorubicine, souléve le besoin
d’utiliser une 3eme sonde témoin de la présence de ROS, comme la sonde H2DCFDA. Ces
expériences de cytométrie en flux ont permis de mettre en évidence I’importance de 1’ion Fea2+
des molécules AIM1, AIM2 et AIM3 dans leur capacité a produire des ROS. Le mécanisme le
mieux décrit de production de ROS par les ions Fe2+repose sur la réaction de Fenton, au travers
de laquelle les ions Fe2+réagissent avec le peroxyde d’hydrogéne pour forme des ions Fes+ et
des radicaux hydroxyles. Il est admis que les ROS sont responsables de dommages a toutes les
macromolécules biologiques, dont I’ADN. La réparation de ces lésions passe notamment par le
recrutement de la protéine TP53BP1 et la phosphorylation de I’histone H2AX au niveau du site
de Iésions. Finalement, la réparation de ces 1ésions conduit a un arrét du cycle cellulaire via
I’activation des voies p53/p21 et/ou pl6/pRB (Borodkina ef al., 2014). Ainsi, la capacité des
molécules AIM2 et AIM3 a induire une production de ROS dans la lignée MDA-MB231 dés
24h de traitement pourrait €tre a 1’origine des 1ésions de I’ ADN observées des 72h de traitement
dans cette lignée, qui pourraient étre a I’origine de 1’augmentation du taux protéique de p21
observée deés 72h de traitement, aboutissant a I’arrét du cycle cellulaire caractéristique de la
sénescence (Figure 62). Pour véritablement faire le lien entre ROS, 1ésions, p21 et sénescence,
il conviendrait de prétraiter les cellules mammaires avec AIM2 ou AIM3 en combinaison avec
un agent antioxydant. L’impact de ce co-traitement sur I’apparition des foci de colocalisation
Y-H2AX-TP53BP1, ainsi que sur I’induction de la sénescence, devra étre ¢tudié. La vérification
de la relation entre production de ROS et induction de la sénescence permettrait de clairement
¢tablir un lien entre la structure des complexes (notamment de la présence de 1’ion Fe2+ des

complexes AIM2 et AIM3) et leur effet antiprolifératif via I’induction de la sénescence.
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L’étude de I’effet d’un arrét du traitement avec AIM2 et AIM3 des trois lignées
cellulaires a mise en évidence une reprise de la prolifération uniquement dans le cas des cellules
mammaires saines MCF-10A, associée a une sortie de I’état de sénescence induite par AIM3.
Au contraire, les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB231 et MCF-7 n’étaient pas
capables de sortir de cet état de sénescence, aboutissant au maintien de 1’effet cytostatique des
molécules AIM2/3 dans ces cellules. Ces différences entre cellules cancéreuses et cellules
saines pourraient s’expliquer par la plus forte capacité proliférative des cellules MCF-10A, dont
le temps de doublement est trés inférieur a celui des cellules MDA-MB231 et MCF-7. Ainsi, il
conviendra d’étudier 1’état de sénescence et 1’état prolifératif des cellules plusieurs jours aprés
I’enlévement des molécules AIM2/3 du milieu de culture.

Comme cité dans I’introduction, une étude a permis d’identifier deux caractéristiques
des cellules capables de sortir de 1’état de sénescence : leur polyploidie et leur caractére souche
(Wang et al., 2013). En effet, I’étude de Wang et al. a montré que la réversibilité de la
sénescence est associée a une augmentation de la polyploidie. Parmi nos 3 lignées cellulaires,
seule la lignée mammaire saine MCF-10A est diploide (Qu et al., 2015), alors que les cellules
cancéreuses MDA-MB231 et MCF-17 sont polyploides (Choudhary et al., 2016). Pour autant,
les lignées MDA-MB231 et MCF-7 ne sont pas capables de sortir de leur état de sénescence,
comme ce qui a ét¢ montré pour la lignée MCF-10A. Ces données suggerent donc que les
différences de base en termes de ploidie entre nos lignées ne permettent pas d’expliquer les
différences de réversibilité de la sénescence. Il conviendra cependant de comparer 1’état de
ploidie des 3 lignées cellulaires traitées avec AIM2/3 dans le but de mettre en évidence de
potentielles différences entre les cellules mammaires cancéreuses et saines. Toujours dans
I’é¢tude de Wang et al., les auteurs ont également montré que la réversibilité de la sénescence
est associée a I’expression de marqueurs de cellules souches. Dans le modéle du cancer du sein,
ces marqueurs correspondent aux protéines de surface CD44 et CD24 (Ricardo et al., 2011).
Les cellules souches mammaires expriment ainsi fortement CD44 et faiblement CD24, et sont
dites CD44+/CD24-. Des études comparant le pourcentage de cellules mammaires souches a
révélé que 90% des cellules MDA-MB231 sont CD44+/CD24-, alors qu’aucune cellule MCF-7
ne I’¢était (Feng et al., 2019). Quant a la lignée mammaire saine, environ 50% des cellules MCF-
10A sont CD44+/CD24-. Ces données suggerent que le caractére souche de nos lignées

cellulaires ne semble pas étre associé a leur capacité a sortir de 1’état de sénescence. Il
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conviendra cependant d’étudier I’expression des marqueurs CD44 et CD24 dans les trois
lignées cellulaires traitées avec AIM2/3.

Une autre étude a révélé que des modifications épigénétiques peuvent conduire a une
sortie de la sénescence. Plus précisément, la perte de la triméthylation de H3K9 par
surexpression de deux enzymes H3K9 déméthylases (LSD1 et JMJD2c) permet une
réversibilité de la sénescence de fibroblastes murins embryonnaires induite par la surexpression
de RAS (Yu et al., 2018). Cette étude fait le lien entre 1’épigénétique et la réversibilité¢ de la
sénescence. Or, une déméthylation de I’ADN a été observée en présence de nos complexes. De
plus, des données trés préliminaires acquises au laboratoire indiquaient un impact des
complexes AIM2/3 sur certaines modifications post-traductionnelles des histones dans les
cellules MCF-10A. Ainsi, il conviendra de poursuivre cette étude en se focalisant sur H3K9me3
et de comparer les résultats entre la lignée mammaire saine MCF-10A, et les lignées
cancéreuses MDA-MB231 et MCF-7. Si des différences sont observées, il serait intéressant de
moduler le niveau de H3K9me3 (par inhibition ou surexpression d’histones déméthylases), afin
d’étudier I’impact sur la réversibilité de la sénescence cellulaire.

Enfin, une atténuation de la réponse DDR (Damaged-DNA Repair) a été associée a une
sortie de la sénescence induite par une irradiation de fibroblastes murins embryonnaires
(Chitikova et al., 2014). L’¢étude a révélé que I’entrée en sénescence des cellules irradiées
s’accompagne de la formation de foci nucléaires de colocalisation de Y-H2AX/TP53BP1. 20
jours apres irradiation, une sortie de I’état de sénescence, se caractérisant par une reprise de la
prolifération, a été observée. Cette réversibilité de la sénescence s’accompagnait d’une
diminution du nombre de foci de co-localisation. Les mécanismes sous-jacents n’ont pas été
¢tudiés par les auteurs, mais ces-derniers avancent I’hypothése d une réparation des 1ésions qui
ne devient efficace qu’au bout de 20 jours post-irradiation. Dans notre cas, la réversibilité de la
sénescence induite par AIM3 dans la ligné MCF-10A pourrait s’expliquer par une disparition
des foci témoignant de cassures doubles brins par réparation des lésions. Dans ce sens, il
conviendra de réaliser des co-marquages Y-H2AX/TP53BP1 aprés avoir retiré la molécule
AIM3 du milieu de culture. Il serait également intéressant de réaliser les mémes expériences
dans les lignées cancéreuses MDA-MB231 et MCF-7. Si des différences entre les lignées
cancéreuses et saines sont observées, ceci permettrait d’expliquer les différences de réversibilité

de la sénescence.
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Enfin, il est a noter que les cellules cancéreuses présentent plus de 1ésions de I’ADN
que les cellules saines (Kiwerska and Szyfter, 2019), ce qui expliquerait leur difficulté¢ a

réacquérir un potentiel prolifératif.

De maniére surprenante, 1’arrét de la prolifération des cellules MCF-10A en présence
de la molécule AIM2 ne s’accompagne pas d’une entrée en sénescence. En effet, les marquages
fluorescents (C12FDGQG) et colorimétriques ont tous les deux montré une absence d’induction de
la sénescence. Pour autant, dans ces cellules, une augmentation de la granulosité et de
I’expression de p21 a été observée. Une des hypothéses est que I’arrét de la prolifération
cellulaire induite par AIM2 dans les cellules MCF-10A correspond a de la quiescence. Comme
cit¢ dans I’introduction, la quiescence correspond a un arrét réversible du cycle cellulaire en
phase GO. L’implication de la quiescence dans I’arrét de la prolifération des cellules MCF-10A
en réponse a AIM2 est soutenue par : 1) le blocage de leur cycle en phase G0/G1, et 2) la reprise
de la prolifération cellulaire dés qu’AIM2 est retirée du milieu de culture. Il conviendra ainsi
d’étudier I’expression de Ki67, un marqueur de prolifération absent dans la phase GO dans le
cas d’une entrée en quiescence. L arrét du cycle cellulaire caractéristique de la quiescence fait
majoritairement intervenir 1’inhibiteur du cycle p27 (Besson et al, 2006). Pour autant, une
étude de 2009 a révélé qu’une forte expression de p21 est indispensable pour I’induction et le
maintien de la quiescence de différentes lignées cellulaires humaines apres privation en
nutriments (Perucca ef al., 2009). Ces données suggerent que I’augmentation du taux d’ARNm
et du taux protéique de p21 observée dans les cellules MCF-10A traitées avec AIM2 pourrait
étre associée a I’entrée en quiescence des cellules, & I'origine de D’inhibition de leur
prolifération. Une autre hypothése est que la molécule AIM2 induit une entrée en autophagie
des cellules MCF-10A. L’autophagie est un processus par lequel la cellule dégrade une partie
de son cytoplasme par ses propres lysosomes. Ce processus est régulé par mTOR capable de
stimuler 1’activité transcriptionnelle de facteurs de transcription régulant 1’autophagie
(Schmeisser and Parker, 2019). Comme cité précédemment, 1’activité de mTOR va, entre
autres, aboutir a une augmentation de la masse lysosomale, indispensable au processus
d’autophagie. Ces données pourraient expliquer pourquoi les cellules MCF-10A présentent une
granulosité augmentée en présence d’AIM2, sans induction de la sénescence. L’autophagie
présente des roles discutables car elle aurait a la fois un réle cytoprotecteur via sa capacité a
induire un recyclage des molécules et organites endommageés, et un role cytotoxique. Ainsi, une

entrée en autophagie pourrait expliquer I’arrét de la prolifération cellulaire, sans augmentation
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du nombre de cellules en phase sub-G1 et sans induction de la sénescence. Des expériences tres
préliminaires de transfection du plasmide GFP-LC3 permettant la mise en évidence la
formation d’autophagosomes avaient montré I’émergence d’un marquage ponctiforme des 72h
de traitement avec AIM2. La piste de I’autophagie devra donc étre approfondie par 1’étude de

I’expression des protéines Atg notamment.

L’ensemble de ces résultats a permis d’identifier la sénescence comme un mécanisme
expliquant I’arrét de la prolifération des lignées mammaires a des temps longs. Cette sénescence
s’accompagne d’une augmentation de 1’expression de p21 et de I’émergence de cassures
doubles brins qui pourraient résulter de la production de ROS observée. Indépendamment des
especes réactives de I’oxygene, les Iésions pourraient €tre la conséquence de la réparation
d’adduits AIM-ADN, qui pourraient fragiliser la molécule d’ADN. Dans ce sens, un
prétraitement de 24h de la lignée MDA-MB231 avec la molécule AIM2 permet de sensibiliser
les cellules a la mort induite par un agent responsable de dommages a ’ADN, les rayons
ultraviolets. Cette sensibilisation pourrait s’expliquer par une fragilisation de la molécule
d’ADN par les complexes AIM2/3, notamment au travers de la formation d’adduits AIM-ADN,
et/ou par un impact des complexes sur les systemes de réparation. Les quelques expériences
connues pour mettre en évidence la formation in vivo d’adduits avec ’ADN nécessitent la
connaissance du type d’adduits formés (Reddy, 2000). Ces données suggerent le besoin de
connaitre le devenir intracellulaire des complexes AIM2 et AIM3 afin de déterminer la nature
des adduits formés : le complexe reste-t-il entier, ou subit-il des clivages intracellulaires avant
interaction avec I’ADN ? Cette expérience de sensibilisation aux UVs permet d’envisager une
relation entre I’interaction des complexes avec I’ADN mise en évidence par modélisation
moléculaire et les cassures doubles brins observées in vitro, et qui accompagnent 1’induction
de la sénescence. De plus, cette expérience nous a poussés a étudier les effets des complexes

en combinaison avec d’autres traitements.

En effet, la grande majorité des protocoles de traitements anticancéreux actuels repose
sur des combinaisons de molécules. Généralement, ces molécules sont cytotoxiques, et le but
thérapeutique recherché est I’addition des effets cytotoxiques pour améliorer la réponse des
cellules tumorales. Néanmoins, une nouvelle stratégie vise a combiner des agents cytostatiques
et des agents cytotoxiques. En principe, les agents cytostatiques vont inhiber la prolifération

des cellules tumorales, qui seront alors plus sensibles aux agents cytotoxiques (Ochoa and
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Villasana, 2013). Cette thése a permis de mettre en évidence une induction de la sénescence
dés 96h de traitement avec les complexes organométalliques. Pour autant, I’arrét de la
prolifération induite par AIM2 et AIM3 s’opére dés 24h de traitement. De plus, une activité
déméthylante dés 24h de traitement avec les complexes a été mise en évidence, potentiellement
associée a une réinduction de 1’expression de geénes impliqués dans la réponse cellulaire a
différents traitements. Enfin, un effet sensibilisateur d’un prétraitement de 24h avec AIM2 de
la lignée MDA-MB231 face a la mort induite par les UVs a été observée. L’ensemble de ces
observations nous ont conduits a étudier 1’effet sensibilisateur d’un prétraitement de 24h avec
AIM?2 ou AIM3 de différentes lignées mammaires face a des traitements utilisés classiquement
dans la prise en charge du cancer du sein : le Tamoxiféne, la Doxorubicine, le 5-Fluorouracile

et la radiothérapie.

Le Tamoxiféne est un agent d’hormonothérapie prescrit dans le cas de tumeurs
mammaires hormonosensibles. Les cellules T47D expriment la cible du Tamoxiféne, la
prot¢ine ERa, les rendant sensibles a I’effet pro-apoptotique de 1’agent anticancéreux.
L’analyse du clivage de PARP a permis de vérifier que les cellules sont sensibles a la dose de
50 uM de Tamoxifeéne. De plus, nos résultats ont permis de mettre en évidence une synergie
d’action entre AIM2/AIM3 et le Tamoxiféne dans la lignée T47D, se traduisant par une
potentialisation de I’effet pro-apoptotique de I’agent anticancéreux. Plusieurs hypotheses
peuvent expliquer cet effet potentialisateur. Par exemple, le composé Verapamil, un inhibiteur
des canaux calciques, est capable de favoriser I’interaction entre le Tamoxiféne et sa cible, la
protéine ERa, aboutissant a un effet potentialisateur (Gupta et al., 1994). Un autre composé, le
Nordamnacanthal (un antibiotique extrait des racines de la plante Morinda elliptica) exerce son
activité potentialisatrice sur la lignée T47D via sa capacité a produire des ROS (Kallio et al.,
2005). 11 est a noter que les doses de Tamoxiféne employées dans ces 2 études sont
respectivement 2 et 3 fois supérieures aux doses utilisées au cours de cette thése, soulignant
I’intérét de nos combinaisons thérapeutiques. L’effet potentialisateur des complexes AIM?2 et
AIM3 pourrait ainsi passer par ces mécanismes. Notamment, la capacit¢ des complexes a
instaurer un stress oxydant dans la lignée MDA-MB231 souligne I’intérét de réaliser la méme
¢tude dans la lignée T47D. De plus, pour clairement établir le lien entre production de ROS et
effet potentialisateur, il sera intéressant de co-traiter des cellules T47D avec AIM2/3 et un agent
antioxydant, comme la N-Acétylcystéine, et d’étudier I’influence de ce co-traitement sur 1’effet

potentialisateur des complexes.
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Les cellules mammaires saines MCF-10A n’expriment pas la protéine ERa, les rendant
hypothétiquement insensibles au Tamoxiféene (Abukhdeir et al, 2006). Pour autant, nos
résultats mettent en évidence une sensibilité a 1’agent d’hormonothérapie. Ces résultats vont
dans le méme sens que les travaux de Yaacob. ef al, qui montraient une entrée en apoptose des
cellules MCF-10A traitées avec 15 uM de Tamoxifene, dés 24h de traitement (Yaacob and
Ismail, 2014). Une possible explication de cette sensibilité au Tamoxiféne en absence de sa
cible ERa repose sur le variant B du récepteur aux cestrogenes (ERB). En effet, de plus en plus
de preuves tendent a montrer que I’expression d’ERB sensibilise les cellules cancéreuses
mammaires a I’effet pro-apoptotique du Tamoxiféne (Hodges-Gallagher et al., 2008). Dés lors,
la sensibilité observée des cellules MCF-10A face au Tamoxiféne pourrait étre médiée par le
variant 3 du récepteur aux cestrogeénes, dont I’expression est forte dans ces cellules (Treeck et
al., 2010). Par la suite, nos résultats ont montré que les complexes AIM2/3 permettent de
sensibiliser les cellules MCF-10A a I’effet pro-apoptotique du Tamoxiféne. Il est décrit que le
Tamoxiféne exerce son activité cytotoxique dans les cellules MCF-10A via sa capacité a induire
la formation de lésions de I’ADN, mises en évidence par le test de cométe (Yaacob and Ismail,
2014). Ainsi, Deffet potentialisateur face au Tamoxiféne observé dans les cellules MCF-10A
prétraitées avec nos complexes AIM2/3 pourrait faire intervenir la formation de lésions de
I’ADN a la fois par les complexes organométalliques (comme montré dans les cellules MDA -
MB231) et par le Tamoxifeéne. Pour soutenir cette hypothese, il conviendra d’étudier I’effet
d’AIM2/3 sur la formation de dommages a I’ADN dans les cellules MCF-10A. De plus, bien
que les cellules MCF-10A sont présentées comme des cellules mammaires saines, elles
possédent une forte capacité proliférative qui ne refléte pas la prolifération de cellules
mammaires saines in vivo. Par conséquent, les effets du Tamoxiféne observés dans cette lignée
pourrait &tre dus a leur prolifération excessive.

L’ensemble de ces résultats indiquent que les cellules saines mammaires MCF-10A sont
sensibilisées a I’effet pro-apoptotique du Tamoxiféne par les complexes AIM2/3 (Figure 62),
ce qui pourrait étre a I’origine d’effets secondaires. Pour autant, ces complexes permettent
d’améliorer la réponse des cellules tumorales mammaires T47D a 1’agent d’hormonothérapie
(Figure 62). Ainsi, il conviendra de décider si I’effet bénéfique apporté par ces complexes dans
les tumeurs hormono-sensibles surpasse les effets secondaires potentiels.

Enfin, nos résultats ont mis en évidence une synergie d’action entre AIM2/3 et le
Tamoxiféne dans la lignée triple négative MDA-MB231, sans que cela ne se traduise par une

potentialisation de I’effet pro-apoptotique de I’agent d’hormonothérapie. Cet effet synergique
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pourrait s’expliquer par une inhibition combinée de la prolifération cellulaire induite a la fois
par AIM2/3 et par le Tamoxiféne. L’effet cytostatique du Tamoxiféne dans les cellules MDA -
MB231 a été étudié par Todorova et al., qui ont mis en évidence un blocage en phase S associée
a une inhibition de I’import en glutamine induite par le Tamoxiféne (Todorova ef al., 2011).
Pour confirmer I’effet cytostatique synergique d’AIM2/3 et du Tamoxiféne, il conviendra de
comparer le pourcentage de cellules en prolifération (par mesure de 1’incorporation de I’EAU
par exemple) dans les conditions « AIM », « Tamoxiféne » et « AIM + Tamoxiféne ». Ces
expériences de potentialisation dans la lignée triple négative MDA-MB231 ont été réalisées en
paralléle de I’étude de la réinduction génique induite par AIM2/3. En effet, une diminution du
taux de 5-méthylcytosines a ét€ observée en présence des complexes organométalliques,
associée a une potentielle réinduction génique. Nous avons donc étudié le cas du gene codant
la protéine ERa, puisque son expression est inhibée dans cette lignée par hyperméthylation de
son promoteur (Prabhu et al, 2012). En accord avec ces travaux, l’utilisation de ’agent
déméthylant  5-azadésoxycytidine, en association avec I’inhibiteur  d’Histones
Acétyltransférases TSA (Trichostatine A), a permis la réinduction de I’expression du gene
codant ERa dans les cellules triples négatives MDA-MB231, rendant les cellules sensibles au
Tamoxiféne (Ferguson et al., 1995)(Sharma et al., 2006). Nos résultats de PCR n’ont pas permis
de mettre en évidence une réinduction de I’expression du gene codant ERa. La question du
devenir des 5-méthylcytosines sous traitement avec AIM2 et AIM3 se pose. En effet, dans les
mécanismes de déméthylation classique, les 5-méthylcytosines (SmC) sont converties en
différents intermédiaires (5-hydroxyméthylcytosines, S-carboxycytosines, S-formylcytosines),
qui seront reconnus par les systeémes de réparation de I’ADN, et remplacés par des cytosines
non méthylées (Franchini ez al., 2012). Des analyses en spectrométrie de masse, qui ont permis
de vérifier la diminution des 5SmC sous traitement avec AIM2 et AIM3, n’ont cependant pas
permis de détecter la présence de 5-hydroxyméthylcytosines. Ainsi, a I’heure actuelle, nous ne
sommes pas capables d’associer la diminution du taux de SmC avec une réinduction génique.
L’incapacité des molécules AIM2 et AIM3 a induire une déméthylation compléte du promoteur
du géne codant ERa, et donc de réinduire son expression, pourrait permettre d’expliquer
I’absence de restauration de la sensibilité des cellules MDA-MB231 au Tamoxiféne, comme ce
qui avait été¢ observé par Sharma et al. en présence de S5-azadésoxycytidine (Sharma et al.,
2006).

Ces résultats concernant la lignée MDA-MB231 indiquent que les complexes AIM?2 et

AIM3 ne permettent pas de sensibiliser les cellules triples négatives au Tamoxifeéne.
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Comme cité dans I’introduction, la Doxorubicine et le 5-Fu sont classiquement prescrits
dans le cadre de la prise en charge thérapeutique de nombreux cancers, dont celui du sein.
Cependant, leur utilisation clinique est fortement limitée par les effets secondaires observés.
De¢s lors, la caractérisation de composés permettant de potentialiser leurs effets anticancéreux
permet d’envisager le recours a des doses plus faibles de chimiothérapie, et donc de réduire les
effets secondaires. Nos résultats ont montré que les lignées cancéreuses mammaires MDA -
MB31 et T47D sont sensibles a la Doxorubicine, comme ce qui est décrit dans la littérature a
des doses et des temps similaires a nos expériences (Marinello et al., 2019)(Pichot et al.,
2009)(Smith et al., 2006)(Wen et al., 2018). De plus, les complexes AIM2 et AIM3 permettent
de potentialiser I’effet pro-apoptotique de la Doxorubicine dans ces lignées cancéreuses.
Plusieurs mécanismes d’action sont envisageables pour cet effet potentialisateur, comme une
augmentation de 1’accumulation intracellulaire en Doxorubicine. Ainsi, le Querceptin, un
métabolite secondaire de type flavonoide présent dans certaines plantes, sensibilise les cellules
MDA-MB231 et T47D a I’effet cytotoxique de la Doxorubicine (dont les doses utilisées sont
40 fois supérieures a la dose utilisée dans nos travaux) par inhibition de 1’expression du
transporteur d’efflux ABC, aboutissant a une accumulation cytoplasmique accrue de 1I’agent de
chimiothérapie (Li et al., 2018). L’ autofluorescence émise par la Doxorubicine pourrait étre
utilisée pour étudier une potentielle augmentation de la concentration intracellulaire en présence
d’AIM2 et AIM3. De plus, la forme active de la Vitamine D (1,25-dihydroxyvitamine D3),
permet de sensibiliser la lignée cancéreuse MCF-7 a I’effet cytotoxique de la Doxorubicine
(utilisée a une dose 2 fois supérieure a celle utilisée au cours de cette thése) en induisant une
production accrue de ROS (Ravid ef al., 1999). Au vu de la capacité des molécules AIM?2 et
AIM3 a induire une production de ROS dés 24h de traitement dans la lignée MDA-MB231, il
conviendra d’étudier le lien entre ROS et effet potentialisateur. Pour ce faire, I’effet d’un agent
antioxydant devra étre étudié. Concernant le 2eme agent de chimiothérapie étudié, le 5-Fu, des
différences de base en terme de sensibilité des cellules ont été observées. En effet, les cellules
T47D semblent €tre sensibles a I’agent de chimiothérapie, ce qui n’est pas le cas des cellules
MDA-MB231. Cette différence a également été observée dans une étude de 2013 qui corrélait
ces différences de sensibilité au niveau d’expression des enzymes TS (Thymidilate Synthétase)
et DPYD (Dihydropyrimidine Déshydrogénase), des cibles moléculaires du 5-Fu (Li et al.,
2013a). En effet, les cellules MDA-MB231 sont caractérisées par un faible taux protéique de

TS et DPYD, associé¢ a une insensibilité au 5-Fu, alors que les cellules T47D expriment
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fortement les deux protéines et sont sensibles a I’agent de chimiothérapie. Ensuite, nos résultats
ont montré que seule la molécule AIM3 permet de potentialiser I’effet cytotoxique du 5-Fu dans
les lignées cancéreuses mammaires MDA-MB231 et T47D, mettant en évidence pour la lere
fois des différences en termes d’effets cellulaires entre les molécules AIM2 et AIM3. Le 5-Fu
est un analogue de I’uracile nécessitant son incorporation dans I’ADN au cours de la phase S.
L’analyse du cycle cellulaire des cellules MDA-MB231 traitées pendant 24h avec AIM?2 et
AIM3 avait mis en évidence une légeére diminution du pourcentage de cellules en phase G0/G1,
associée a une légere augmentation du nombre de cellules en phase G2/M (These de Jie Li,
2018). Ainsi, malgré le fait qu’un prétraitement de 24h avec les complexes AIM2 et AIM3
induise un arrét total de la prolifération cellulaire, le nombre de cellules en phase S, phase dans
laquelle le 5-Fu exerce son activité cytotoxique, n’est que trés faiblement modifi¢ en présence
des complexes par rapport aux cellules non traitées. Ces données permettent d’expliquer
comment le 5-Fu peut induire une entrée en apoptose de cellules inhibées dans leur prolifération
par un traitement avec AIM2 et AIM3. L’incorporation du 5-Fu au cours de la phase S va
induire une inhibition de différentes enzymes, comme I’enzyme TS. Des inhibiteurs d’Histones
Désacétylases (HDAC) permettent de sensibiliser la lignée cancéreuse mammaire MDA -
MB468 au 5-Fu au travers de leur capacité a induire une augmentation de 1’expression de
I’enzyme cible du 5-Fu, la protéine TS (Minegaki et al., 2018). L’influence d’un traitement
avec AIM2 et AIM3 sur I’expression de cibles du 5-Fu devra étre étudiée.

Dans nos conditions, il ne semblerait pas que la Doxorubicine et le 5-Fu soient capables
d’induire 1’apoptose des cellules mammaires saines MCF-10A, comme ce qui est le cas dans
les cellules cancéreuses MDA-MB231 et T47D. Cette absence d’effet cytotoxique a été vérifiée
par I’observation d’une absence d’augmentation du nombre de cellules en phase sub-Gl en
présence de Doxorubicine et de 5-Fu dans les cellules MCF-10A. L’insensibilité des cellules
MCF-10A en présence de doses (50 ng/mL) et de temps de traitement (48h) de Doxorubicine
similaires a nos expériences a été vérifiée dans une étude de 2018 (Wen et al., 2018). De plus,
le traitement des cellules MCF-10A avec 50 uM de 5-Fu (la dose employée dans nos
expériences) ne permet pas d’observer de diminution de la viabilité cellulaire méme aprés 72h
de traitement (Correia et al., 2018). Enfin, la synergie d’action entre AIM2/3 et les agents de
chimiothérapie ne se traduit pas par une potentialisation de 1’effet pro-apoptotique de la
Doxorubicine et du 5-Fu dans la lignée MCF-10A. Ainsi, tout comme les cellules MDA-MB231
traitées au Tamoxiféne, cet effet synergique pourrait s’expliquer par une inhibition combinée

de la prolifération cellulaire par AIM2/3 et les agents de chimiothérapie. L’effet cytostatique
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de la Doxorubicine sur la lignée MCF-10A a été observée a des doses de 50 uM apres 72h de
traitement (Staedler et al, 2011). Une autre étude a confirmé cet effet cytostatique de la
Doxorubicine, qui induit un blocage des cellules en phase G2/M (Guerriero et al.,, 2017).
Concernant le 5-Fu, un blocage en phase GO/G1 a été observée dans la lignée MCF-10A sans
que la proportion de cellules en phase sub-G1 ne soit affectée (Vinod et al., 2013). Notre étude
du cycle cellulaire a confirmé ces résultats en mettant en évidence un blocage des cellules MCF-
10A traitées a la Doxorubicine et au 5-Fu respectivement en phase G2/M et en phase GO/G1.
Pour confirmer I’effet cytostatique synergique d’AIM2/3 et des agents de chimiothérapie, il
conviendra de comparer le pourcentage de cellules en prolifération dans les conditions « AIM »,
« Doxorubicine/5-Fu » et « AIM + Doxorubicine/5-Fu ».

L’ensemble de ces résultats permettent de conclure que les complexes AIM2 et AIM3
sont capables de sensibiliser les cellules T47D et MCF-10A a la mort induite par le Tamoxiféne
(Figure 62), et les cellules MDA-MB231 et T47D a I’effet cytotoxique de la Doxorubicine
(Figure 62). Quant au 5-Fu, seule la molécule AIM3 est capable de potentialiser son effet pro-
apoptotique dans les lignées MDA-MB231 et T47D (Figure 62).

En plus de la chimiothérapie, la radiothérapie est fréquemment prescrite dans le
traitement de certains cancers, dont celui du sein. Tout comme dans le cas de molécules
anticancéreuses, son utilisation est associée a des effets secondaires. La caractérisation de
composés capables de potentialiser 1’effet de la radiothérapie permet également d’envisager
une meilleure réponse a des doses faibles de rayonnements, limitant ainsi les effets secondaires.
L’idée d’étudier la capacité radiopotentialisatrice des complexes AIM2 et AIM3 repose 1) sur
I’observation des effets potentialisateurs face a des agents de chimiothérapie, et 2) sur la
capacité des complexes a induire des dommages a ’ADN associée a une sensibilisation des
cellules traitées face a la mort induite par des rayonnements ultraviolets. Les résultats ont
montré que les complexes AIM2 et AIM3 permettent de sensibiliser les cellules MDA-MB231,
T47D et MCF-10A a la mort induite par les radiations ionisantes (Figure 62). La radiothérapie
exerce son effet cytotoxique par la génération de dommages de I’ADN de types oxydation de
bases, cassures simples ou doubles brins. Les cassures doubles brins sont décrites comme
composant majeur de I’effet cytotoxique de la radiothérapie. Or, 1’étude de deux marqueurs des
cassures doubles brins (Y-H2AX et TP53BP1) a révél¢é la capacité des complexes a produire
des cassures doubles brins de I’ADN des cellules MDA-MB231 dés 72h de traitement. Pour

autant, nos expériences de sensibilisation a la radiothérapie correspondaient a un prétraitement

155






DISCUSSION GENERALE

avec AIM2/3 de 24h. Ceci suggere donc que la capacité de nos complexes a former des cassures
doubles brins ne permet pas d’expliquer leur effet sensibilisateur dans les cellules MDA -
MB231. Pour autant, il n’est pas exclu que les complexes AIM2/3 soient capables de produire
d’autres types de lésions de I’ADN dés 24h de traitement, qui seraient a I’origine de la
radiopotentialisation observée. Ainsi, comme cité précédemment, les cassures doubles brins
mises en évidence pourraient étre la conséquence d’une réparation d’adduits AIM-ADN qui
pourraient apparaitre dés 24h de traitement. Les rayons de radiothérapie peuvent générer
directement des 1ésions de I’ADN par ionisation de la molécule, bien que ce phénomene soit
minoritaire. En effet, la majorit¢ des dommages a I’ADN est une conséquence indirecte de la
production d’espéces réactives de I’oxygeéne produites par la radiolyse de 1’eau (Kim et al.,
2019). Par conséquent, la radiosensibilisation observée a 24h de traitement avec AIM2/3 dans
les cellules MDA-MB231 peut s’expliquer par leur capacité a augmenter la concentration
intracellulaire de ROS dés 24h de traitement, qui s’additionneraient aux ROS produits par les
rayons ionisants. Il reste a savoir si cette augmentation est due a une production accrue de ROS
et/ou a une diminution des défenses anti-oxydantes. En effet, 1’effet sensibilisateur du composé
AMRI-59, un inhibiteur de I’activité¢ de I’enzyme antioxydante peroxyredoxine, repose sur sa
capacité¢ a induire une augmentation de la quantité intracellulaire de ROS dans des cellules
cancéreuses pulmonaires irradiées par des rayons de radiothérapie (Hong et al, 2017).
Concernant les lignées T47D et MCF-10A, il conviendra de déterminer I’effet des complexes
AIM2 et AIM3 sur la quantité intracellulaire en ROS, comme ce qui a été fait pour les cellules
MDA-MB231. Pour établir un lien entre ROS et radiopotentialisation, il serait intéressant dans
un premier temps d’étudier I’effet d’un prétraitement de 2 uM de la lignée MDA-MB231 avec
le complexe Ru avant irradiation, puisque nos expériences ont montré que ce complexe n’est
pas capable d’induire d’augmentation de la quantité intracellulaire en ROS dans la lignée MDA -
MB231 a 24h de traitement. Mais pour clairement mettre en évidence 1I’importance des ROS
dans cet effet sensibilisateur, il serait intéressant de réaliser des co-traitements des lignées
MDA-MB231, T47D et MCF-10A avec un agent antioxydant, afin de diminuer la quantité
intracellulaire en ROS, et d’étudier 1’effet sur la capacité radiopotentialisatrice des complexes
organométalliques.

Ces résultats suggerent que ces complexes pourraient étre employés en tant que
radiosensibilisateur, comme la gemcitabine (Murphy et al., 2008), le cisplatine (Boeckman et
al., 2005) et les dérivés fluoropyrimidines (McGinn et al., 1996). La radiosensibilisation

observée dans les cellules mammaires saines MCF-10A pourrait étre évitée en clinique par
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’utilisation de nouvelles technologies de radiothérapie, comme la RCMI (Radiothérapie
conformationnelle par modulation d’intensité). Cette technique consiste a discriminer avec
précision la tumeur des tissus sains qui I’entourent, et de n’appliquer la radiothérapie qu’aux

tissus cancéreux, en protégeant ainsi les tissus sains (Taylor and Powell, 2004).
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Conclusion & perspectives

Malgré le doublement de I’incidence du cancer du sein depuis les années 1980, sa
mortalité s’est stabilisée. Ces données encourageantes permettent de confirmer 1’efficacité des
nouvelles stratégies de dépistage précoce et de traitements des tumeurs mammaires. Pour
autant, le cancer du sein reste 'une des pathologies les plus mortelles malgré ces progres
(INCa). Cette forte mortalité s’explique par 1) le manque de biomarqueurs permettant de
prédire la survie des patientes atteintes d’un cancer du sein, la progression métastatique et la
réponse aux thérapies des tumeurs mammaires, ainsi que le risque de récidiver apres traitement ;
2) les cas de résistance, soit inn€e soit acquise aux traitements ; 3) les effets secondaires souvent
lourds des chimiothérapies conventionnelles et de la radiothérapie ; et enfin 4) le cas des
tumeurs triples négatives, qui en plus d’étre fortement invasives, répondent pas ou peu a la
chimiothérapie conventionnelle. De plus, I’absence d’expression des récepteurs hormonaux
empéche le recours a I’hormonothérapie, participant au mauvais pronostic de ce sous-type
tumoral.

L’ensemble de ces limites souligne I’intérét de poursuivre les recherches en
cancérologie mammaire pour identifier de nouveaux marqueurs moléculaires prédictifs, et
¢laborer de nouvelles stratégies thérapeutiques. De plus, la caractérisation de nouveaux agents
capables d’induire une réponse des tumeurs mammaires triples négatives pourrait permettre
d’améliorer le pronostic de ces tumeurs. C’est dans ce double axe de recherche que s’inscrivent

les travaux du laboratoire.

Les résultats préliminaires du laboratoire avaient identifié la protéine DDB2 (Damaged-
DNA Binding 2) comme un bon candidat pour la prédiction du devenir métastatique des
tumeurs mammaires, ainsi que de leur réponse aux agents de chimiothérapie. En effet, les
expériences avaient montré que la protéine est différentiellement exprimée dans les cellules
tumorales mammaires selon leur statut métastatique. Ainsi, les lignées mammaires cancéreuses
faiblement agressives (MCF-7 et T47D) expriment fortement la protéine DDB2, qui participe
a limiter I’acquisition des capacités invasives et migratrices des cellules. Au contraire, les
lignées tumorales mammaires agressives (MDA-MB231 et Hs578t) expriment pas ou peu la

protéine. La modulation de I’expression de DDB2 dans ces lignées agressives permet de
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modifier leur capacité invasives et migratrices in vitro et in vivo, ainsi que leur sensibilité a des
agents de chimiothérapie conventionnelle (Doxorubicine et 5-Fluorouracile).

Au vu de ces résultats, il apparaissait donc important de déterminer la valeur prédictive
de la protéine DDB2 dans le cancer du sein. Dans ce sens, différentes bases de données
transcriptomiques ont été utilisées. Dans un premier temps, 1’étude in silico a révélé une
diminution de I’expression du geéne ddb2 dans certains tissus cancéreux par rapport a leurs
¢quivalents sains, dont les tissus mammaires, colorectaux, ovariens et prostatiques, ces résultats
corroborant ceux déja obtenus par d’autres équipes (Roy et al., 2013)(Han et al., 2014)(Chen
et al., 2017). Dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires responsables de la
diminution de DI’expression du geéne au cours de la carcinogenése mammaire, le statut
mutationnel de ddb2 a été étudié. Le géne ne semble étre altéré que trés rarement dans les
tumeurs mammaires, suggérant I’intervention d’autres mécanismes que les mutations, comme
I’épigénétique. La compréhension des mécanismes de régulation de I’expression du géne ddb?2
dans les cellules tumorales mammaires permet d’envisager sa réinduction, notamment dans les
cellules cancéreuses triples négatives, dans le but de limiter leur capacité invasives et
migratrices, et de les sensibiliser a la chimiothérapie. Ces effets permettraient alors d’améliorer
le pronostic des tumeurs mammaires triples négatives.

Au sein des tumeurs mammaires, 1’étude in silico a également révélé que le géne ddb2
est différentiellement exprimé en fonction de 1’agressivité des tumeurs. En effet, son
expression, qui est maximale dans les tumeurs faiblement agressives non triples négatives
(Luminal A et B), diminue dans les tumeurs mammaires triples négatives fortement agressives
(Basal-Like et Normal-Like). En accord avec ces résultats, une forte expression de ddb2 au sein
des tumeurs mammaires est prédicteur d’une meilleure survie globale, d’une meilleure survie
sans métastase et d’une meilleure survie aprés chimiothérapie néo-adjuvante, confirmant les
résultats acquis par le laboratoire. Enfin, une faible expression de ddb2 permet également de
prédire un risque accru de récidive apres traitement.

L’ensemble de ces résultats permettent de confirmer I’intérét clinique du niveau
d’expression du gene ddb2 comme biomarqueur du pronostic des tumeurs mammaires, de leur
progression métastatique, de leur réponse a la chimiothérapie, ainsi que du risque de rechute
apres traitement. L’ intérét clinique du géne codant DDB2 devra par la suite étre validé au cours

d’essais cliniques.
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Un autre axe de recherche en cancérologie se concentre sur 1’élaboration de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Dans cette recherche de nouveaux traitements, de plus en plus
d’attention se tourne vers la famille des complexes organométalliques. C’est dans ce cadre que
s’inscrit cette 2eme partie de thése qui visait a étudier les effets cellulaires de complexes
organométalliques dans des lignées mammaires. Différents complexes organométalliques ont
¢été synthétisés, et des modélisations moléculaires ont révélé leur capacité a interagir avec la
molécule d’ADN. Des études in cellulo avaient révélé que cette interaction était associée a une
inhibition de la prolifération de cellules tumorales mammaires et d’une lignée mammaire saine,
sans cytotoxicité apparente, méme a des temps longs. L hypothése de la sénescence cellulaire
comme mécanisme antiprolifératif a été émise. Ainsi, des changements morphologiques,
comme |’acquisition d’une morphologie étendue avec des extensions cytoplasmiques, une
augmentation de la taille et de la granulosité cellulaire, ainsi qu’une augmentation de la taille
des noyaux, ont ¢été observés sous traitement avec AIM2 et AIM3. Ces modifications
phénotypiques, qui concernaient a la fois les lignées tumorales mammaires MDA-MB231 et
MCF-7 et la lignée mammaire saine MCF-10A, accompagnent souvent une induction de la
sénescence. L’analyse d’un marqueur de la sénescence, la SA-B-Galactosidase, a permis de
confirmer une induction de la sénescence des lignées tumorales mammaires traitées avec AIM2
et AIM3, ainsi que de la lignée mammaire saine uniquement avec la molécule AIM3. Cette
induction de la sénescence s’accompagnait d’une augmentation de 1’expression du gene codant
p21, un inhibiteur du cycle cellulaire. De plus, comme ce qui est décrit généralement pour les
cellules sénescentes, une augmentation de la quantité intracellulaire en especes réactives de
I’oxygene et I’apparition de 1ésions de I’ADN accompagnent cette entrée en sénescence dans
la lignée MDA-MB231. Enfin, lorsque les molécules sont retirées du milieu de culture, seules
les cellules mammaires saines sont capables de réacquérir un pouvoir prolifératif. Ces
différences de la réversibilité de la prolifération entre lignées mammaires saines et cancéreuses
ont ¢été associées a la réversibilité de la sénescence induite par AIM3 dans les cellules
mammaires saines. Cet état de sénescence est maintenu dans les cellules cancéreuses
mammaires, aboutissant a un maintien de 1’effet cytostatique d’AIM2/3 dans ces lignées. Ces
résultats permettent d’identifier la sénescence comme mécanisme a l’origine de I’effet
cytostatique des complexes AIM2 et AIM3 a des temps longs. De plus, I’induction de la
sénescence est de plus en plus considérée comme une cible thérapeutique, de par I’inhibition
de la prolifération cellulaire qui I’accompagne. D¢s lors, une recherche active de composés

capables d’induire la sénescence, prenant le nom de sénostatiques, est en cours. Nos complexes
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AIM2 et AIM3 pourraient alors étre utilisés en clinique comme agents sénostatiques pour
s’opposer au développement de tumeurs mammaires. Pour autant, leur effet prosénescent
concernerait également des cellules saines environnantes, a 1’origine de possibles effets
secondaires. Pour limiter ces effets néfastes, une stratégie envisageable est d’arréter le
traitement avec les molécules AIM2 et AIM3. Ceci aura pour effet de 1) maintenir 1’inhibition
de la prolifération au sein de la tumeur, et de 2) réinduire la prolifération des cellules
mammaires saines environnantes. Les effets bénéfiques de la sénescence doivent cependant étre
nuancés par les effets délétéres qu’elle peut présenter. En effet, le phénotype sécrétoire des
cellules sénescentes, appelé SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype), peut
favoriser la transformation maligne de cellules saines environnantes et/ou favoriser la
progression métastatique de cellules tumorales. Ainsi, il conviendra d’étudier I’influence d’une
co-culture entre des cellules cancéreuses mammaires rendues sénescentes par ’action des
complexes AIM2 et AIM3, et des cellules mammaires saines ou des cellules cancéreuses non
sénescentes. Pour autant, ces effets délétéres peuvent étre limités in vivo par la capacité du
SASP a recruter les cellules du systéme immunitaire qui se chargeront de I’élimination
spécifique des cellules cancéreuses sénescentes. Ainsi, il conviendra d’étudier le devenir de
cellules cancéreuses mammaires rendues sénescentes par 1’action de nos complexes apres
injection dans des souris immunocompétentes. Ces expériences complémentaires permettront
d’envisager ’utilisation clinique des molécules AIM2 et AIM3 comme agents sénostatiques
permettant de limiter le développement de tumeurs mammaires dans un premier temps, puis

permettent I’¢limination spécifique des cellules cancéreuses sénescentes dans un second temps.

L’inhibition de la prolifération cellulaire induite par les complexes AIM2 et AIM3 a été
observée des 24h de traitement. De plus, une diminution du taux de 5-méthylcytosines dés 1h
de traitement avec AIM2/3 a été observée. Cette capacité déméthylante peut étre associée a une
potentielle réinduction de génes dont I’expression est inhibée par hyperméthylation de leur
promoteur, et qui pourraient influencer la réponse cellulaire aux traitements. Dans ce sens, une
¢tude a montré que le recours a 1’agent déméthylant 5-azadésoxycytidine dans le cas des
lymphomes B diffus a grandes cellules permet de réinduire I’expression de 9 genes, dont
SMADI, a I’origine d’une sensibilisation a la Doxorubicine (Clozel et al., 2013). Enfin, un
prétraitement de 24h avec AIM2 permet de sensibiliser les cellules cancéreuses mammaires

MDA-MB231 a la mort induite par les UVs. L’ensemble de ces données nous ont poussés a

¢tudier I’effet potentialisateur des complexes AIM2 et AIM3 face a différents traitements
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prescrits dans la prise en charge du cancer du sein. Au cours de cette thése, 1’effet sensibilisant
des complexes nommés AIM2 et AIM3, a été¢ démontré face :
1) A un agent d’hormonothérapie (Tamoxiféne) dans les cellules tumorales mammaires

ERa positives T47D et la lignée mammaire saine MCF-10A. Ces résultats indiquent que les

molécules AIM2 et AIM3 pourraient étre utilisées en clinique pour améliorer le traitement par
hormonothérapie des tumeurs mammaires hormono-dépendantes, bien que cet effet toucherait
potentiellement des cellules saines.

2) A deux agents de chimiothérapie conventionnelle (Doxorubicine & 5-Fluorouracile)
uniquement dans les cellules tumorales mammaires, en épargnant la lignée mammaire saine
MCF-10A. Ces expériences soulignent la potentielle utilisation des molécules AIM2 et AIM3
comme agents potentialisateurs de 1’effet cytotoxique de la chimiothérapie conventionnelle, et
ce uniquement au niveau de la tumeur. Ces molécules pourraient donc apporter une certaine
spécificité de traitement au niveau de la tumeur, limitant les effets secondaires de la thérapie.

3) A laradiothérapie dans deux lignées cancéreuses mammaires et une lignée mammaire
saine. Ces résultats indiquent que les molécules AIM2 et AIM3 pourraient correspondre a des
nouveaux agents radiopotentialisateurs pour augmenter la sensibilité des tissus cancéreux
mammaires a la radiothérapie. L’effet potentialisateur de ces molécules sur les cellules
mammaires saines pourrait étre empéché par les nouvelles techniques de radiothérapie, qui
visent a irradier uniquement la tumeur.

Parmi ces effets potentialisateurs, ceux observés sur la lignée triple négative MDA -
MB231 en présence de Doxorubicine, de 5-Fluorouracile et de rayons ionisants sont d’autant
plus intéressants que peu d’options thérapeutiques sont actuellement disponibles pour ce type
de tumeurs, ce qui participe a leur mauvais pronostic.

Avant d’envisager leur utilisation en clinique, il est nécessaire de poursuivre les
recherches in vitro sur les mécanismes sous-jacents a I’effet sensibilisateur des complexes
organométalliques AIM2 et AIM3. Différentes pistes ont été amenées au travers de cette these,
comme I’implication des espéces réactives de 1’oxygeéne induites par les complexes AIM2 et
AIM3, ainsi que la déméthylation de I’ADN potentiellement associée a une réinduction de
I’expression de génes importants pour la sensibilité des cellules aux thérapies anticancéreuses.
Ces ¢tudes devront également étre complétées par des études de la toxicité de ces molécules

chez I’animal.
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CONCLUSION & PERSPECTIVES

Les travaux de cette these tendent a répondre aux besoins actuels en cancérologie a la
fois de nouveaux biomarqueurs de la progression du cancer du sein, mais ¢galement de
nouvelles stratégies thérapeutiques comme 2e¢me ligne de traitement dans le cas d’échec

thérapeutique et/ou d’effets secondaires trop importants.
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