Université de Lille Faculté de Pharmacie de Lille
Année Universitaire 2021/2022

THESE
POUR LE DIPLOME D'ETAT
DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Soutenue publiquement le vendredi 28 octobre 2022 a 18h15, a la Faculté
de Pharmacie de Lille, Amphithéatre Pauling
Par M. Frangois ROSE

La sénescence cellulaire : ses différents contextes et propriétés en vue
d’une perspective clinique

Membres du jury :

Président : PAUMELLE-LESTRELIN Réjane, Professeure des universités a la
faculté de pharmacie de Lille de I'UFR3S.

Directeur, conseiller de thése : ABBADIE Corinne, Professeure a I'Université de
Lille

Assesseurs : CAZIN Jean-Louis, Professeur de Pharmacologie et Pharmacie
Clinigue a la Faculté de Pharmacie (UFR3S, Université de Lille), - Directeur du
Centre de Pharmacologie et Pharmacie Clinique en Cancérologie au Centre Oscar
Lambret de Lille (Centre de Lutte Contre le Cancer des Hauts de France), - Président
du Conseil Scientifique de la Société Francaise de Pharmacie Oncologique Oscar
Lambret

BOUKHLEF Samir, Radiopharmacien au Centre Hospitalier de
Valenciennes

—t



Remerciements :

Je remercie Madame la Professeure ABBADIE Corinne d’avoir accepté d’encadrer
ma these ; ses conseils, ses connaissances et ses commentaires sur un sujet qui fait
partie de son théme de prédilection ont été des plus précieux dans la rédaction de ce

mémoire.

Je remercie particulierement les membres du jury: la présidente, Mme la
Professeure PAUMELLE-LESTRELIN Réjane, Monsieur le Professeur CAZIN Jean-
Louis et Monsieur BOUKHLEF Samir d’avoir pris sur leur temps pour lire et juger ce

travail.

Merci a Madame la Professeure DUPONT Annabelle, coordonnatrice du DES

Biologie Médicale.

Je remercie ma famille et mes amis, mes parents évidemment et mes co internes
(particulierement AC, BP, DL, GD, KB, LF) qui m’ont apporté leur soutien et leurs

conseils dans cette aventure.




w__ Université
de Lille

Président

Premier Vice-président
Vice-présidente Formation
Vice-président Recherche

ufras ...

Faculté de Pharmacie de Lille

Sy
Y . )

3 Rue du Professeur Laguesse — 59000 Lille

03 20 96 40 40

https://pharmacie.univ-lille.fr

Université de Lille

Vice-présidente Réseaux internationaux et européens

Vice-président Ressources

humaines

Directrice Générale des Services

Doyen
Premier Vice-Doyen
Vice-Doyen Recherche

UFR3S

Vice-Doyen Finances et Patrimoine

Vice-Doyen Coordination pluriprofessionnelle et Formations sanitaires

Vice-Doyen RH, Sl et Qualité

Vice-Doyenne Formation tout au long de la vie
Vice-Doyen Territoires-Partenariats
Vice-Doyenne Vie de Campus

Vice-Doyen International et Communication

Vice-Doyen étudiant

Doyen

Faculté de Pharmacie

Premier Assesseur et Assesseur en charge des études
Assesseur aux Ressources et Personnels

Assesseur a la Santé et a |

’Accompagnement

Assesseur a la Vie de la Faculté

Responsable des Services
Représentant étudiant

Régis BORDET

Etienne PEYRAT

Christel BEAUCOURT
Olivier COLOT

Kathleen O'CONNOR
Jérébme FONCEL
Marie-Dominique SAVINA

Dominique LACROIX
Guillaume PENEL

Eric BOULANGER
Damien CUNY
Sébastien D’HARANCY
Hervé HUBERT
Caroline LANIER
Thomas MORGENROTH
Claire PINCON

Vincent SOBANSKI
Dorian QUINZAIN

Delphine ALLORGE
Benjamin BERTIN
Stéphanie DELBAERE
Anne GARAT
Emmanuelle LIPKA
Cyrille PORTA
Honoré GUISE




Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers (PU-PH)

Service d’enseignement

Section

CNU

Mme | ALLORGE Delphine Toxicologie et Santé publique 81

M. BROUSSEAU Thierry Biochimie 82

M. DECAUDIN Bertrand Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81
hospitaliere

M. DINE Thierry Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie 82

Mme GOFFARD Anne Bactériologie - Virologie 82

M. GRESSIER Bernard Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

M. OoDOU Pascal Biopharmacie, Pharmacie galénique et 80
hospitaliere

Mme | POULAIN Stéphanie Hématologie 82

M. SIMON Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

M. STAELS Bart Biologie cellulaire 82

Professeurs des Universités (PU)

Prénom

Service d’enseignement

Section

CNU

M. ALIOUAT El Moukhtar Parasitologie - Biologie animale 87

Mme | AZAROUAL Nathalie Biophysique - RMN 85

M. BLANCHEMAIN Nicolas Pharmacotechnie industrielle 85

M. CARNOY Christophe Immunologie 87

M. CAZIN Jean-Louis Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86
Pharmacie clinique

M. CHAVATTE Philippe Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol

M. COURTECUISSE Régis Sciences végétales et fongiques 87

M. CUNY Damien Sciences végétales et fongiques 87

Mme | DELBAERE Stéphanie Biophysique - RMN 85




Mme | DEPREZ Rebecca Chimie thérapeutique 86
M. DEPREZ Benoit Chimie bioinorganique 85
M. DUPONT Frédéric Sciences végétales et fongiques 87
M. DURIEZ Patrick Physiologie 86
M. ELATI Mohamed Biomathématiques 27
M. FOLIGNE Benoit Bactériologie - Virologie 87
Mme | FOULON Catherine Chimie analytique 85
M. GARCON Guillaume Toxicologie et Santé publique 86
M. GOOSSENS Jean-Francois Chimie analytique 85
M. HENNEBELLE Thierry Pharmacognosie 86
M. LEBEGUE Nicolas Chimie thérapeutique 86
M. LEMDANI Mohamed Biomathématiques 26
Mme | LESTAVEL Sophie Biologie cellulaire 87
Mme | LESTRELIN Réjane Biologie cellulaire 87
Mme | MELNYK Patricia Chimie physique 85
M. MILLET Régis Institut de Chimie Pharmaceutique 36
Albert Lespagnol
Mme | MUHR-TAILLEUX Anne Biochimie 87
Mme | PERROY Anne-Catherine Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme | ROMOND Marie-Bénédicte Bactériologie - Virologie 87
Mme | SAHPAZ Sevser Pharmacognosie 86
M. SERGHERAERT Eric Droit et Economie pharmaceutique 86
M. SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie industrielle 85
Mme | SIEPMANN Florence Pharmacotechnie industrielle 85
M. WILLAND Nicolas Chimie organique 86

Maitres de Conférences - Praticiens Hospitaliers (MCU-PH)

BLONDIAUX

Prénom

Nicolas

Service d’enseignement

Bactériologie - Virologie

Section

CNU

82




Mme | DEMARET Julie Immunologie 82

Mme | GARAT Anne Toxicologie et Santé publique 81

Mme | GENAY Stéphanie Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81
hospitaliére

M. LANNOY Damien Biopharmacie, Pharmacie galénique et 80
hospitaliére

Mme | ODOU Marie-Frangoise Bactériologie - Virologie 82

Maitres de Conférences des Universités (MCU)

Prénom Service d’enseignement Section CNU

M. AGOURIDAS Laurence Chimie thérapeutique 85
Mme ALIOUAT Cécile-Marie Parasitologie - Biologie animale 87
M. ANTHERIEU Sébastien Toxicologie et Santé publique 86
Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie 87
M. BANTUBUNGI-BLUM Kadiombo Biologie cellulaire 87
Mme BARTHELEMY Christine Biopharmacie, Pharmacie galénique et 85

hospitaliére
Mme BEHRA Josette Bactériologie - Virologie 87
M. BELARBI Karim-Ali Pharmacologie, Pharmacocinétique et 36

Pharmacie clinique
M. BERTHET Jérébme Biophysique - RMN 85
M. BERTIN Benjamin Immunologie 87
M. BOCHU Christophe Biophysique - RMN 85
M. BORDAGE Simon Pharmacognosie 86
M. BOSC Damien Chimie thérapeutique 86
M. BRIAND Olivier Biochimie 87
Mme CARON-HOUDE Sandrine Biologie cellulaire 87
Mme CARRIE Héléne Pharmacologie, Pharmacocinétique et 36

Pharmacie clinique
Mme CHABE Magali Parasitologie - Biologie animale 87
Mme CHARTON Julie Chimie organique 86
M. CHEVALIER Dany Toxicologie et Santé publique 86
Mme DANEL Cécile Chimie analytique 85
Mme DEMANCHE Christine Parasitologie - Biologie animale 87

(o]
et




Mme DEMARQUILLY Catherine Biomathématiques 85
M. DHIFLI Wajdi Biomathématiques 27
Mme DUMONT Julie Biologie cellulaire 87
M. EL BAKALI Jamal Chimie thérapeutique 86
M. FARCE Amaury Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
M. FLIPO Marion Chimie organique 86
M. EFURMAN Christophe Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
M. GERVOIS Philippe Biochimie 87
Mme GOOSSENS Laurence Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
Mme GRAVE Béatrice Toxicologie et Santé publique 86
Mme GROSS Barbara Biochimie 87
M. HAMONIER Julien Biomathématiques 26
Mme | HAMOUDI-BEN Chérifa-Mounira Pharmacotechnie industrielle 85
YELLES
Mme HANNOTHIAUX Marie-Héléne Toxicologie et Santé publique 86
Mme HELLEBOID Audrey Physiologie 86
M. HERMANN Emmanuel Immunologie 87
M. KAMBIA KPAKPAGA Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86
Pharmacie clinique
M. KARROUT Younes Pharmacotechnie industrielle 85
Mme LALLOYER Fanny Biochimie 87
Mme LECOEUR Marie Chimie analytique 85
Mme LEHMANN Héléne Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme LELEU Natascha Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
Mme LIPKA Emmanuelle Chimie analytique 85
Mme LOINGEVILLE Florence Biomathématiques 26
Mme MARTIN Francoise Physiologie 86
M. MOREAU Pierre-Arthur Sciences végétales et fongiques 87
M. MORGENROTH Thomas Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme MUSCHERT Susanne Pharmacotechnie industrielle 85

~
—t




Mme NIKASINOVIC Lydia Toxicologie et Santé publique 86
Mme | PINCON Claire Biomathématiques 85
M. PIVA Frank Biochimie 85
Mme PLATEL Anne Toxicologie et Santé publique 86
M. POURCET Benoit Biochimie 87
M. RAVAUX Pierre Biomathématiques / Innovations 85
pédagogiques
Mme RAVEZ Séverine Chimie thérapeutique 86
Mme RIVIERE Céline Pharmacognosie 86
M. ROUMY Vincent Pharmacognosie 86
Mme SEBTI Yasmine Biochimie 87
Mme SINGER Elisabeth Bactériologie - Virologie 87
Mme STANDAERT Annie Parasitologie - Biologie animale 87
M. TAGZIRT Madjid Hématologie 87
M. VILLEMAGNE Baptiste Chimie organique 86
M. WELTI Stéphane Sciences végétales et fongiques 87
M. YOUS Said Chimie thérapeutique 86
M. ZITOUNI Djamel Biomathématiques 85

Professeurs certifiés

Prénom Service d’enseignement
Mme FAUQUANT Soline Anglais
M. HUGES Dominique Anglais
M. OSTYN Gaél Anglais

Professeurs Associés

Prénom Service d’enseignement Section CNU
M. DAO PHAN Hai Pascal Chimie thérapeutique 86
M. DHANANI Alban Droit et Economie pharmaceutique 86

Maitres de Conférences Associés




Prénom

Service d’enseignement

Section CNU

CUCCHI Malgorzata Biomathématiques
M. DUFOSSEZ Francois Biomathématiques 85
M. FRIMAT Bruno Pharmacologie, Pharmacocinétique et | 85
Pharmacie clinique
M. GILLOT Francois Droit et Economie pharmaceutique 86
M. MASCAUT Daniel Pharmacologie, Pharmacocinétique et | 86
Pharmacie clinique
M. MITOUMBA Fabrice Biopharmacie, Pharmacie galénique et | 86
hospitaliere
M. PELLETIER Franck Droit et Economie pharmaceutique 86
M. ZANETTI Sébastien Biomathématiques 85

Assistants Hospitalo-Universitaire (AHU)

Prénom

Service d’enseighement

Section CNU

Mme CUVELIER Elodie Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

M. GRZzZYCH Guillaume Biochimie 82

Mme LENSKI Marie Toxicologie et Santé publique 81

Mme HENRY Héloise Biopharmacie, Pharmacie galénique et 80
hospitaliere

Mme MASSE Morgane Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81
hospitaliere

Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherche (ATER)

Prénom

Service d’enseignement

Section CNU

Mme GEORGE Fanny Bactériologie - Virologie / Immunologie 87
Mme N'GUESSAN Cécilia Parasitologie - Biologie animale 87
M. RUEZ Richard Hématologie 87
M. SAIED Tarak Biophysique - RMN 85
M. SIEROCKI Pierre Chimie bioinorganique 85




Enseignant contractuel

Prénom Service d’enseignement

Biopharmacie, Pharmacie galénique et
hospitaliere

M. MARTIN MENA Anthony




Sommaire

SOMMAIRE 11

TABLE DES ILLUSTRATIONS 13
INTRODUCTION ET RAPPELS : 14

Introduction générale sur la sénescence cellulaire 14
Les mécanismes de réparation de I’ADN 15
Prise en charge des cassures double brin ou DSB (double strand break) : 15
Le systéme de réparation des cassures simple brin ou SSBR (Single Strand Break Repair) : 24
La voie NER (Nucléotide Excision Repair) : 36
La voie MMR (Mismatch Repair) : 36
Le cycle cellulaire 39
Roéle central de la protéine du rétinoblastome dans le cycle cellulaire 39
Les inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines ou CKI (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) 43
LES SOUS-TYPES DE SENESCENCE ET LEUR CONTEXTE 47
Introduction 47
La sénescence réplicative 47
Pourquoi les extrémités des chromosomes ne sont-elles pas signalées et réparées comme des cassures
double brin ? 48
Le télomere forme une boucle grace au complexe shelterine 48
Le complexe shelterine et 1’organisation en boucle protégent le télomére d’une signalisation par la voie
DDR et d’une réparation 50
Comment est induit, malgré cela, la senescence réplicative ? 50
La sénescence prématurée 53
SIPS ou Stress-Induced Premature Senescence 53
Découverte en 1995 53
La destinée cellulaire varie selon certains paramétres 53
Les types de stress induisant la SIPS sont nombreux 54
Mécanismes de mise en place de la SIPS 54
OIS ou sénescence induite par les oncogenes 57
OIS induite par I’oncogeéne RAS 57
OIS induite par I’oncogéne BRAF V600E 59
Meécanismes de mise en place de I’OIS 60
La TIS ou sénescence induite par la thérapie 61
Inducteurs de TIS 62
Mécanismes d’induction de la TIS 62
Devenir des cellules sénescentes dans une TIS 63

CARACTERISTIQUES DES CELLULES SENESCENTES ET IDENTIFICATION DE
MARQUEURS 64

Un profil sécrétoire différent : le SASP ou Phénotype Sécrétoire Associé a la Sénescence 64
Les composants du SASP 64
Les effets du SASP(59) 65
Modulation du SASP 66
L'arrét de prolifération 66
Résistance a l'apoptose 67
La B-galactosidase associée a la sénescence (SA-R-gal) 67
La diminution de la lamine B1 68
Les SAHF (senescence-associated heterochromatine foci) 69
PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES 69
La sénescence en physiopathologie 69
Premiers résultats pré cliniques par 1’équipe de Baker, publiés en 2011(69) : 71
Modegle de souris BubR1" INK-ATTAC 71
Clairance inductible des cellules sénescentes 71
Résultats lorsque le traitement démarre au sevrage 72
Résultats lorsque le traitement démarre plus tard dans la vie 73
Conclusion : 73
Limites de I’étude 73
La suite des travaux de Baker et al. publiée en 2016 73
La recherche de sénolytiques 74
Contexte historique 74
Le dasatinib 75
La quercétine 75
Des résultats cliniques avec les travaux d’Hickson et al. publiés en 2019 76




Contexte historique 76
Rationnel pour 1’étude d’Hickson et al. 76
L’étude clinique (87) 77
Perspectives thérapeutiques dans les traitements anti-cancereux 77
Reésultats in vitro de couplage chimiothérapie + sénolytique 78
Le traitement du cancer ovarien de haut grade par I’olaparib 78
Rationnel 79
Résultats (51) 79
Discussion(51): 79
CONCLUSION-DISCUSSION 80
RESUME : 88




Table des Illustrations

Figure 1 : Schéma général de la mise en place de la sénescence cellulaire............ 14
Figure 2: Branches ATM et ATR de la voie DDR (DNA Damage Response) ........... 17
Figure 3 : Réparation d'une DSB par C-NHEJ(7) .....ccouviiiiiiiiieeiiieeeeee e 21
Figure 4 : Réparation d’'une DSB par HDR (7).....cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 23
Figure 5 : Cassures simple brin (SSB) et le cycle d'ADP-ribosylation (9).................. 26

Figure 6 : Réparation des cassures simple brin (SSB) directes induites par
I'oxydation et la désintégration du désoxyribose (9). ......cuvvvvvviiiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 29
Figure 7 : Réparation des cassures simple brin (SSB) induites par la topoisomérase
I QIO ) T () PR PPPRRRPR 31

Figure 8 : Réparation des cassures simple brin (SSB) indirectes survenant lors de la

réparation par excision des bases de 'ADN (BER) (9) .....cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiciie e, 33
Figure 9 : Réparation de grande taille ("long patch") des cassures simple brin (SSB)
(S TSR UOTPPPRPPPR 35
Figure 10 : lllustration du systeme MMR eucaryote (15) .......ccccceeeiiiieeiiviiiiiiiieieeeee, 38
Figure 11 : Le cycle cellulaire (16)........uuciiiiieeiiiieiiie e 41
Figure 12 : La protéine du rétinoblastome RB et le cycle cellulaire (17)................... 42
Figure 13 : La signalisation p53-p21-RB (17) ...cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 44
Figure 14 : voIe PLO-RB.........coiiiiei e 46
Figure 15: Schéma d’'un chromosome mitotique et le zoom sur un de ses quatre
101 (0] 1 41T (=1 T 48
Figure 16 : Complexe shelterine lié¢ au tElomere (24) .......cccceeeriiiiiiiiieiieeeeee e 49
Figure 17: Les complexes shelterine et le télomere (24) .........ceeeeieeiiiiieiiiiiieeeeee, 50

Figure 18: Le stress oxydant entraine l'activation de p53 par l'intermédiaire de la
(0= 1Y 7= 0] |1 = SRR 56
Figure 19 : la cascade de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK .........cccccocviiiiiiiinnnnnn. 58
Figure 20 : Role des especes réactives de I'oxygene dérivées de NOX4 dans les l1ésions de
I'ADN induites Par RAS.... ..o 61
Figure 21 : Représentation schématique de la distribution des maladies liées a I'adge
et d'autres pathologies dans l'organisme ou les cellules sénescentes jouent un réle
important dans leur developpemMENt (77). ..cooeeeureeiiei i 70
Figure 22: Schéma de la construction INK-ATTAC et du mécanisme d'activation de
=T 0o 0 (0 1ST= N (1) TSRS 72




Introduction et rappels :

Introduction générale sur la sénescence cellulaire
La sénescence cellulaire correspond a un arrét stable de la prolifération : les cellules

sénescentes sont arrétées en permanence au stade G1 du cycle cellulaire en
réponse au stress génotoxique. Les cellules sénescentes présentent généralement
les caractéristiques suivantes : elles ont une plus grande taille, parfois plus du double
de celle de leurs homologues non sénescentes ; elles expriment une B-galactosidase
associée a la sénescence qui est le reflet de l'augmentation de la masse
lysosomale ; majoritairement, elles expriment p16, un inhibiteur de la CDK4/6 (cyclin-
dependent kinase 4/6) et/ou p21 qui est aussi un inhibiteur de plusieurs CDK ; elles
subissent une reprogrammation de leur phénotype sécrétoire, avec une sécrétion de
cytokines inflammatoires et de protéases induisant un effet propagatoire et
amplificateur autocrine et paracrine de la sénescence, ainsi qu’'un effet protumoral

sur les cellules cancéreuses éventuellement présentes dans I'environnement (1) (

Figure 1).
/D—N\A\ \\§}TGS§‘/
@) \damage)
N (Ferome)
/ \\df,mjgf/ 7T taille de la cellule
G1 1 B-gal activity
M G2 T p16|NK4a p21 CIP1 p27
G2 G1 ) ;
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@ W p53, PAI-1
S e

Senescent o © {4 LaminB1
2 cell iy .
T NF-kB signaling
Paracrine J

Figure 1 : Schéma général de la mise en place de la sénescence cellulaire

adapté de (2). A gauche : cycle cellulaire normal. A droite : sous I'action d’inducteurs de
sénescence (dommage persistant de 'ADN, stress oxydant, téloméres endommagés ou
raccourcis, ...), une cellule peut devenir sénescente et rester bloquée au stade G1, sa taille
augmente, son activité B-galactosidase augmente. La cellule subit une reprogrammation :
les expressions de pl6, p21, p53 et de PAI-1 sont augmentées, I'expression de la lamine
Bl est diminuée et la signalisation NF-kB est augmentée. Son profil sécrétoire va se
modifier en SASP (senescence associated secretory phenotype) qui va induire des effets

autocrine et paracrine sur les cellules normales ou cancéreuses de I'environnement.
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Historiquement, la sénescence cellulaire a été découverte in vitro en 1961 par
Léonard Hayflick (3). Il a, par la suite, été montré que la sénescence cellulaire
intervenait comme processus physiologique et pathologique dans divers
mécanismes. Si l'induction de la sénescence peut initialement avoir des effets
bénéfigues en empéchant la transformation maligne et en limitant les dommages
tissulaires, la présence a long terme de cellules sénescentes dans les tissus peut

favoriser les maladies liées au vieillissement et la formation de cancers (4).

L’élimination des cellules sénescentes semble montrer des perspectives
thérapeutiques prometteuses. Je présenterai quelques résultats en ce sens, in vitro,

pré cliniques et cliniques.

Avant d’entrer dans le vif du sujet, je vais exposer deux rappels, le premier concerne
les mécanismes de réparation de '’ADN, le second portera sur le cycle cellulaire. Je

pourrai ainsi m’appuyer sur ces éléments lorsque j’aborderai le coeur du sujet.

Les mécanismes de réparation de ’TADN
La sénescence cellulaire s’établit le plus souvent suite a l'activation de certaines

voies de signalisation des dommages a I'ADN. Je vais donc d’abord présenter

succinctement différents mécanismes de réparation de ’ADN.

Prise en charge des cassures double brin ou DSB (double strand break) :
Lorsque 'ADN subit des cassures double brin ou DSB, ces dernieres sont signalées

par la voie DDR (DNA Dommage Response), puis éventuellement réparées par
cNHEJ (classical Non Homologous End Junction) et par HDR (Homology Directed
Repair).

La voie DDR (DNA Damage Response)
La voie DDR correspond a une réponse cellulaire a une cassure double brin de
'ADN, des télomeéres raccourcis ou des fourches de réplication bloquées exposant

des portions d’ADN simple brin.

Les ruptures du squelette sucre-phosphate de I'ADN qui peuvent conduire a
I'exposition d’ADN simple brin et/ou a la génération de cassures double brin (DSB ou
double strand break) de I'ADN sont des activateurs puissants de la voie DDR (5). Ce
sont des événements dangereux car ils compromettent la stabilité structurelle des
chromosomes. L'ADN simple brin et les cassures double brin sont détectés par des
complexes spécialisés qui recrutent et activent deux protéines Kkinases,

respectivement ATR (Ataxie Telangiectasie et reliée a Rad3) ou ATM (ataxie

( 1
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télangiectasie mutée), au site de la Iésion de I'ADN (Figure 2). Le recrutement de
l'une ou l'autre de ces kinases au niveau de la Iésion provoque la phosphorylation
locale en cis de I'histone H2AX, qui est une étape clé dans la nucléation de la DDR.
Au niveau des DSB, yH2AX (la forme phosphorylée de H2AX) recrute des
complexes ATM supplémentaires dans une boucle de rétroaction positive,
augmentant ainsi l'activité ATM locale et alimentant par conséquent la propagation
de yH2AX le long de la chromatine. Le médiateur 1 du point de contrble des
dommages a I'ADN (MDC1) et la protéine 1 de liaison a p53 (53BP1) sont essentiels
a l'établissement de cette boucle de rétroaction positive ; ce sont donc des
médiateurs de la voie DDR qui facilitent le recrutement des complexes ATM par
yH2AX.
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Figure 2: Branches ATM et ATR de la voie DDR (DNA Damage Response)
adapté de (5) et (6)

La voie DDR est activée de maniere robuste par les DSBs et/ou I'exposition d’ADN

monocaténaire recouvert de RPA.

Branche ATM (a gauche) : les DSB sont détectées par le complexe MRN (MRE11-
RAD50-NBS1) qui recrute la protéine kinase ATM. ATM subit une
autophosphorylation et I'ATM ainsi activée phosphoryle le variant d'histone H2AX au
niveau du site de la Iésion de I'ADN. L’histone yH2AX (H2AX phosphorylée) est
reconnue par MDC1. Le recrutement de MDC1 sur yH2AX alimente I'accumulation
supplémentaire de MRN (a laquelle MDCL1 se lie), ce qui conduit a une activité ATM
locale amplifiée et a la propagation de yH2AX le long de la chromatine a partir de la
DSB. MDCL1 recrute 53BP1.

Branche ATR (a droite) : une fois que I'ADN simple brin est revétu de RPA, le
recrutement du complexe hétérodimérique qui comprend ATR (un paralogue d’ATM)
et sa sous-unité de liaison a 'ADN ATRIP est favorisé. Bien qu'une boucle de
rétroaction définie n'ait pas été identifiée pour ATR, son activité est stimulée par des
cibles ATR supplémentaires, telles que les complexes RAD9-HUS1-RAD1 (9-1-1) et
RAD17-RFC. En outre, l'activitt d’ATR est stimulée par TOPBP1, une cible de




phosphorylation d'ATR qui peut également activer ATR en I'absence d'ADN, et par la

claspine, qui est nécessaire a la phosphorylation de CHK1.

Tous les facteurs DDR ne s'accumulent pas aux sites de dommages a I'ADN. On
pense que la protéine kinase CHK2 se localise de maniére transitoire aux sites de
lésions de I'ADN, mais seulement pendant un temps suffisant pour étre phosphorylée
et activee par ATM, un événement qui dépend des médiateurs DDR que sont MDC1
et 53BP1. De méme, bien qu'une fraction de CHK1 soit liée a la chromatine dans les
cellules non endommagées, la phosphorylation de CHK1 dépendante d'ATR lui
permet de diffuser librement dans le noyau. Par conséquent, CHK1 et CHK2 sont
toutes deux responsables de la signalisation de la DDR dans des régions nucléaires
éloignées du site d'endommagement de I'ADN. Enfin, p53 et les phosphatases
CDC25 sont les éléments inférieurs de la cascade de signalisation de la DDR qui
assurent l'interface entre cette voie et le coeur de la machinerie de progression du
cycle cellulaire. 53BP1, protéine 1 se liant a p53 ; ATM, ataxie-télangiectasie mutée ;
ATR, ataxie-télangiectasie et liée a Rad3 ; ATRIP, protéine interagissant avec ATR ;
DDR, réponse aux Iésions de I'ADN ; CDK, kinase cycline-dépendante ; CHK, Check
Point Kinase ; DSB, cassure double-brin de I'ADN ; MDC1, médiateur du point de
contrble 1 des dommages a I'ADN ; MRE11, recombinaison méiotique 11 ; NBS1,
syndrome de cassure de Nijmegen 1 ; RPA, protéine de réplication A ; RFC, facteur
de réplication C ; TOPBPL1, protéine 1 de liaison a I'ADN topoisomérase-ll.

Lorsque c’est un ADN simple brin qui est exposé, la protéine de liaison a I'ADN
simple brin, RPA (ou Replication Protein A) s'y lie, générant ainsi un signal pour le
recrutement d'ATR. L'activité kinase d'ATR est en outre stimulée par le complexe
hétérotrimérigue dénommé 9-1-1 (composé de RAD9, RAD1 et HUS1) dont la
structure est similaire a celle de I'antigene nucléaire de la cellule proliféerant (PCNA ;
un facteur accessoire de réplication de I'ADN)), et par la protéine 1 de liaison a la
topoisomérase Il (TOPBP1), un amplificateur de Il'activité kinase d'ATR. Par
conséquent, les DSB, comme celles générées par les rayonnements ionisants,
activent principalement ATM, tandis que I'ADN simple brin enrobé de RPA qui se
trouve a c6té d'une transition d’ADN simple brin & double brin, comme celle générée
lors d'une réplication perturbée de I'ADN, déclenche l'activité d’ATR. Cependant, la
résection d'un brin d'ADN au niveau des DSB dans les cellules des phases S et G2
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du cycle cellulaire fournit un substrat approprié pour l'activation d'ATR et donc une

opportunité pour I'engagement des deux kinases au niveau de la méme Iésion.

Une augmentation de l'activité locale d'’ATM et d'ATR au-dela d'un certain seuil est
nécessaire pour engager les facteurs de DDR qui fonctionnent loin du site des
lésions de I'ADN. Lorsque les lésions de I'ADN entrainent le dépassement de ce
seuil, la kinase de point de contréle CHK2 est activée par la phosphorylation d’'ATM ;
CHK2 diffuse ensuite librement dans le nucléoplasme, propageant la signalisation
DDR en phosphorylant ses substrats dans tout I'espace nucléaire. De méme, une
fois que CHKL1 est activee par phosphorylation, principalement par ATR mais aussi
par ATM, elle n'est pas retenue au niveau des lésions de I'ADN et diffuse dans tout le
noyau. En fin de compte, I'exécution du point de contrdle résulte de multiples voies
de signalisation, souvent redondantes, qui convergent vers des facteurs de décision
clés, tels que p53 et les phosphatases 25 du cycle de division cellulaire (CDC25).
L'inactivation des CDC25 induite par un dommage a I'ADN provoque un arrét rapide
du cycle cellulaire, car ces phosphatases sont essentielles a la prolifération ; elles
provoquent l'inactivation des CDK par le biais de la DDR, soit par dégradation
protéolytique, soit par exclusion du noyau. En revanche, l'induction plus lente de p53
a la suite de sa phosphorylation par les kinases DDR entraine sa stabilisation et le
renforcement de sa capacité a induire la transcription de p21, un inhibiteur de CDK

(cyclin dependant kinase), ce qui entraine un arrét stable du cycle cellulaire.

YH2AX s'étend sur des centaines de kilobases a partir du site d'endommagement de
I'ADN, ce qui génére un " velcro " moléculaire qui attire et retient un grand nombre de
facteurs DDR et entraine la formation de foyers nucléaires cytologiquement
détectables qui contiennent des copies multiples de la méme protéine. Les
dimensions des foyers de DDR varient de 0,6 a 1,6 um, et leur taille augmente avec
le temps. Comme la juxtaposition de plusieurs DSB dans un foyer partagé peut
provoquer des réactions de ligature d'ADN erronées et des fusions chromosomiques
conséquentes, il semblerait judicieux de séparer les DSB multiples plutét que de les
réunir. Les foyers de DDR représentent des lésions uniques de I'ADN ou de fortes
concentrations de facteurs sont atteintes, probablement pour favoriser les
interactions protéine-protéine et les réactions enzymatiques et établir des boucles de
rétroaction. En effet, il a été récemment démontré que la juxtaposition de capteurs
DDR suffit a elle seule a déclencher l'arrét du cycle cellulaire malgré I'absence de
lésions physiques de I'ADN.




Une fois la Iésion de I'ADN réparée, les foyers de DDR sont désassemblés. Par
conséquent, les lésions rapidement réparées devraient conduire a des foyers
transitoires et relativement petits, tandis que les cassures d'ADN plus difficiles a
réparer et plus persistantes stimuleront une signalisation DDR plus prolongée et une
propagation accrue de yH2AX et produiront par conséquent des foyers visiblement
plus grands. La mise en ceuvre du point de contrdle est une conséquence directe
des événements de signalisation qui se produisent dans les foyers de DDR. Ceci est
particulierement pertinent pour [I'étude des mécanismes qui conduisent a
I'établissement et au maintien de la sénescence cellulaire, car il semble que la
sénescence soit associée a de grands foyers DDR et a une signalisation DDR

prolongée (5).

L'arrét induit par la DDR peut étre transitoire, et si les dommages a I'ADN sont
efficacement éliminés, les cellules reprennent une prolifération normale. Cependant,
si les dommages a I'ADN sont particulierement graves, les cellules peuvent subir une
apoptose ou entrer dans un arrét prolongé du cycle cellulaire induit par la DDR,

appelé sénescence cellulaire.

Réparation des cassures double brin ou DSB (double strand break) par la c-NHEJ (classical Non
Homologous End Junction)

La c-NHEJ ligature les extrémités franches de I'ADN ou les DSB avec de courts
surplombs (c’est-a-dire lorsque les deux brins de 'ADN ne sont pas cassés
exactement au niveau de la méme base) (7) (Figure 3). Cette voie est initi€ée par la
liaison aux extrémités de I'ADN de I'hétérodimére Ku70/80 en forme d'anneau (7). La
ligature des extrémités nécessite 'ADN Ligase IV (Lig4) et ses facteurs associés (par
exemple, XRCC4 et XLF). Ce processus nécessite la sous-unité catalytique de I'ADN
protéine kinase ou DNA-PKcs et, dans certains contextes, est favorisé par les
nucléases (par exemple, Artemis) et la polynucléotide kinase 3' phosphatase
(PNKP). c-NHEJ est rapide, efficace et tres précis lorsque les extrémités de I'ADN
sont "propres” (ont des extrémités compatibles ou franches non bloquées par des
protéines attachées). Bien que la c-NHEJ soit active pendant l'interphase du cycle,
elle peut étre inhibée en phase S/G2.
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Figure 3 : Réparation d'une DSB par c-NHE](7)

Schéma de la réparation c-NHEJ des extrémités d'’ADN franches ou quasiment
franches. Cette voie est active tout au long du cycle cellulaire et le résultat est une

réparation précise ou générant des petites insertions ou délétions (indels).

Réparation des cassures double brin ou DSB (double strand break) par la HDR (Homology
Directed Repair )

Contrairement a la c-NHEJ, la réparation des DSB par la voie HDR nécessite la
présence d'un surplomb en 3', c’est-a-dire que la fin du double brin se termine avec
une portion simple brin en 3’ (7) (Figure 4). La fixation de la recombinase Rad51 sur
le surplomb 3’ permet d’initier la voie HDR. La HDR précise utilise la chromatide
sceur comme modeéle. Cette étape critique vers la HDR de formation du surplomb 3
nécessiterait BRCA1. Le complexe MRN (MRE11, RAD50 et NBS1) va se lier au
niveau de la DSB, en association avec CtIP : MRN/CtIP posséde a la fois une activité
endonucléolytique et exonucléolytique 3' permettant la formation d'un oligonucléotide
court qui peut étre dégradé a partir de son extrémité 3'. Ce processus crée un court
surplomb 3' qui va subir une plus longue résection de l'extrémité 5' soit par
I'exonucléase EXOL1 soit par I'endonucléase DNA2 agissant sur 'ADNsb formé par
I'activité hélicase de BLM ou de WRN. La fixation de Rad51 médiée par BRCA2 sur
I'ADNsb va entrainer la recherche d'une homologie. L'invasion de brins qui en résulte

génére le substrat pour la néo-synthése d'ADN, qui allonge le surplomb 3’ par




homologie. La capture et la ligature de l'autre extrémité de I'ADN génerent une
double jonction de Holliday (dHJ). Cette double jonction de Holliday peut étre
dissoute par le complexe BTR (BLM — TOP3A — RMI) pour séparer les chromatides
sceurs sans croisement. Cette double jonction de Holliday peut aussi étre résolue
plus tard dans le cycle cellulaire par des résolvases HJ telles que le complexe
SLX4/SLX1/Mus81/EME1 et GEN1, produisant des chromatides sceurs séparées
avec ou sans chevauchement. Si la deuxiéme extrémité n'est pas capturée, le
surplomb étendu peut s'anneler aux séquences a la deuxiéme extrémité (aprés
résection) dans un processus appelé hybridation de brin dépendant de la synthese
ou SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing). La SDSA conduit a une
réparation précise des DSB sans chevauchement. La voie HDR est active durant les
phases S/G2.

Nous verrons plus loin que, lorsque la voie DDR est activée de facon
persistante et que la réparation (par c-NHEJ ou HDR) n’est pas possible, p53

pourra induire la sénescence (8).
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Figure 4 : Réparation d’'une DSB par HDR (7)

Schéma de la voie de réparation HDR des DSB post-réplicatives (S/G2). Cette voie
nécessite la génération de surplombs 3' permettant la fixation de Rad51. Une
hybridation simple brin ou SSA (Single Strand Annealing) entrainant des délétions,
peut également se produire si une résection excessive expose des régions
d'homologie. Une réparation précise est obtenue soit par SDSA, soit par HR suivie

de la dissolution ou de la résolution de la dHJ.




Le systeme de réparation des cassures simple brin ou SSBR (Single
Strand Break Repair) :

Les sources de cassures simple brin (SSB)

Les cassures simple brin (SSB) de I'ADN sont des lésions de 'ADN qui apparaissent
trés fréquemment dans les cellules, de I'ordre de dizaines a centaines de milliers par
cellule et par jour. Cela équivaut a une SSB dans chaque cellule toutes les 1 a 10 s,
une fréquence qui, si elle n'est pas compensée par leur réparation rapide,
entrainerait une accumulation de SSB et la perturbation de processus critiques tels
que la transcription des genes et la réplication de I'ADN. L’accumulation ou la
persistance excessive de SSB peut par ailleurs conduire a I'hyperactivation du

capteur de SSB PARP1 amenant a une déplétion excessive de NAD+, a la

poly(ADP-ribosylation) et a un dysfonctionnement neurologique (9).

Les SSB peuvent apparaitre directement, par décomposition/désintégration du
squelette sucre-phosphate, ou indirectement comme intermédiaires de réaction ou
produits de processus spécifiques de réparation de 'ADN ou de métabolisme de
I'ADN. La principale source directe de SSB passe par la formation de désoxyribose
oxydé induite par les especes réactives de l'oxygéne. La formation d’une cassure
simple brin (SSB) peut aussi provenir du processus BER (Base excision Repair),
comme décrit ci-dessous, aprés le clivage du site abasique par I'endonucléase
apurinique/apyrimidinigue (APE1l); la voie BER, dans ce cas, peut étre la
conséquence d’'un site spontanément abasique ou d’'une base endommagée. A noter
qgue la voie BER peut aussi étre utilisée pour réguler I'état épigénétique de la

chromatine en remplacant la 5-méthylcytosine (5mC) par la cytosine.

Il est intéressant de noter que d'autres types de réparation par excision de I'ADN
induisent également des SSB indirectement, comme par exemple la voie NER
(décrite ci-dessous) ou la voie MMR (décrite ci-dessous). Ces voies sont
indépendantes de la voie SSBR mais il est possible que les SSB puissent
occasionnellement " s'échapper " et nécessiter une détection et une réparation par le
mécanisme SSBR. Par exemple, il a été montré que les fragments intermédiaires
d'Okazaki, lors de la réplication de I'ADN, s'ils ne sont pas rapidement traités et
ligaturés par la machinerie de réplication de I'ADN, peuvent étre détectés par la
SSBR dépendante de PARP1 (10).

Enfin, une autre source de SSB est l'activité des ADN topoisomérases, si celle-ci est
interrompue avant son terme ; les ADN topoisomérases sont une classe d'enzymes

qui créent des cassures de I'ADN lors de la suppression de la contrainte de torsion
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et/ou des contraintes topologiques pendant la réplication de I'ADN et la transcription
des genes. Les cassures d'ADN induites par les topoisomérases sont donc plus
fréquentes pendant la phase S et dans les régions du génome actives sur le plan de
la transcription. Ces cassures sont normalement ligaturées par la topoisomérase a la
fin de son action mais cette action peut s'interrompre prématurément par collision
avec des ARN polymérases ou des ADN polymérases et/ou par la proximité d'autres
lésions de I'ADN. La topoisomérase de type | (TOPL1) est la principale source de ces
SSB, car son mécanisme d’action passe par la création d’'une SSB. Cependant, la
topoisomérase de type Il peut également induire des SSB, car cette enzyme
fonctionne comme un homodimeére dans lequel chaque monomeére va induire une
SSB sur un des deux brins d'ADN. L’activité de ces deux sous-unités est étroitement
coordonnée, créant ainsi une cassure double-brin (DSB) transitoire mais l'inhibition
partielle ou la défaillance d'une seule sous-unité de I'homodimére topoisomérase ||

peut entrainer une SSB.

Détection des SSB

Les SSB sont rapidement détectées dans les cellules par les enzymes PARP, qui
sont a leur tour activées de maniére catalytique (Figure 5). Une fois activées, les
enzymes PARP transférent les sous-unités d'ADP-ribose a elles-mémes et/ou a
d'autres protéines, consommant le cofacteur NAD+ au cours du processus. Les
PARP1 et PARP2 synthétisent principalement le poly(ADP-ribose), qui comprend
des chaines linéaires et ramifiées d'ADP-ribose comptant jusqu'a plusieurs centaines
d'unités d'ADP-ribose. Aprés leur synthése, les polyméres d'ADP-ribose sont
rapidement dégradés par la poly(ADP-ribose) glycohydrolase, et les unités
mono(ADP-ribose) résiduelles sont retirées des protéines par I'une des nombreuses
mono(ADP-ribose) hydrolases. L'ADP-ribosylation des protéines est donc un
mécanisme de signalisation extrémement rapide, polyvalent et dynamique qui remplit

un certain nombre de fonctions au niveau des SSB décrites ci-apres.
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Figure 5 : Cassures simple brin (SSB) et le cycle d'ADP-ribosylation (9)

Les SSB rapidement détectées par la poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1) et/ou
PARP2 déclenchent la mono- et la poly-ADP-ribosylation de protéines cibles telles
gu'elles-mémes (autoribosylation) et les histones proches. Une fois formé, le
poly(ADP-ribose) est rapidement dégradé par la poly(ADP-ribose) glycohydrolase
(PARG), et le mono(ADP-ribose) restant, proche de la protéine, est éliminé par
I'ADP-ribosylhydrolase 3 (ARH3) ou I'ADP-ribose glycohydrolase terminale (TARG),
recyclant ainsi efficacement les enzymes PARP pour un cycle ultérieur de liaison et
d'activation de la SSB. L'activation de la PARP au niveau de la cassure peut remplir
plusieurs réles, notamment la régulation de la compaction/structure de Ila
chromatine, la transcription et le recrutement des protéines SSBR telles que XRCC1

et ses partenaires.

Les SSB et le remodelage de la chromatine

Un réle important de l'activité de PARP dans les SSB semble étre la décondensation
de la chromatine : l'activation de PARP est associée a la décompaction de la
chromatine, directement via l'impact de la poly(ADP-ribosylation) sur le repliement de
la chromatine et I'assemblage/la stabilité des nucléosomes et/ou indirectement via le

recrutement de remodeleurs de chromatine. Le relachement de la chromatine et/ou




la perturbation des nucléosomes pendant la SSBR peuvent permettre un acces et

une réparation plus rapides des cassures de I'ADN.

L'activité PARP et le recrutement de XRCC1 (X-ray repair cross complementing 1)

Un autre role clé de l'activitt PARP est le recrutement du complexe protéique
XRCC1 (X-ray repair cross complementing 1) qui contient la plupart, sinon la totalite,
des enzymes nécessaires a la SSBR. Le recrutement de XRCC1 par PARP est
particulierement important dans les SSB directes parce que ces cassures
surviennent de maniére inattendue et stochastique dans le génome et nécessitent un
mécanisme efficace pour leur détection et leur réparation rapides. Le recrutement du
complexe protéique XRCC1 est réalisé par l'interaction directe avec le poly(ADP-
ribose). Il a aussi été montré que l'activité de PARP était requise lors de la réparation
des SSB indirectes survenant comme intermédiaires de BER (Base excision Repair,
décrite ci-dessous) mais, en comparaison avec les SSB directes, le recrutement de
XRCC1 dans la voie BER, est moins évident ; en effet, dans la voie BER, les SSB
sont des intermédiaires prévus , créés par l'activité de I'APE1, qui peuvent étre
transmises directement a POLB pour étre comblées, puis transmis par POLB a
I'hnétérodimére XRCC1/LIG3 pour la ligature de I'ADN. Ce relais coordonné des
intermédiaires SSB d'une enzyme a l'autre au cours de la voie BER, qui a été
comparé au " passage du témoin " dans une course de relais , constitue un modeéle
attrayant permettant d'empécher les SSB « planifiées » d'étre attaquées ou
engagées de maniére excessive par des enzymes potentiellement dangereuses, y

compris par PARP1 elle-méme.

Le complexe protéique XRCC1 et la voie SSBR

XRCC1 est une protéine structurante (scaffold) qui interagit directement avec la
plupart des composants nécessaires a la réparation des SSB, notamment les
protéines de traitement des extrémités de I'ADN que sont PNKP, APTX (aprataxin),
POLP et LIG3 (Figure 6). Le complexe protéique XRCC1 fournit donc un mécanisme
rapide et efficace pour la réparation de la plupart, voire de toutes les SSB survenant
dans une cellule, avec la présence fréquence d’'une redondance enzymatique dans
ce processus. L'impact de XRCC1 est indiqué par les taux fortement réduits de
SSBR observés dans les cellules si cette protéine est absente. Au niveau de
l'organisme, XRCC1 est nécessaire a la viabilité embryonnaire, et si elle est mutée
chez I'homme, elle est associée a I'ataxie cérébelleuse, une maladie neurologique

héréditaire.




La réparation des SSB directes

Au niveau des SSB directes résultant de l'attaque oxydative et de la désintégration
du squelette sucre-phosphate, les interactions les plus importantes de XRCC1 sont
celles avec le poly(ADP-ribose) décrites précédemment et avec la PNKP ( Figure 6,
a nouveau). XRCC1 est recruté sur les SSB directes par son interaction avec le
poly(ADP-ribose) puis XRCC1 va recruter la PNKP et stimuler son activité, favorisant
I'élimination des résidus 3'-P qui sont présents dans ~50-70% des cassures directes.
Lorsque la terminaison 3’ de la SSB est une 3’-phosphoglycolate (3’-PG), cette
terminaison sera transformée en 3’-OH par I'endonucléase apurinique/apyrimidique

APE1 ou éventuellement par APE2.
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Figure 6 : Réparation des cassures simple brin (SSB) directes induites par
I'oxydation et la désintégration du désoxyribose (9).

La désintégration du sucre crée un écart d'une base avec une terminaison 3'-
phosphate (P) ou 3'-phosphoglycolate (PG). La chimie de cette terminaison est
présentée plus en détail (a droite, en haut). Aprés la détection de la SSB par la
poly(ADP-ribose) polymérase PARP1 ou PARP2, le complexe protéiqgue XRCC1 est
recruté via l'interaction établie de XRCCL1 avec le poly(ADP-ribose). La terminaison
3'-hydroxyle (OH) canonique est restaurée pendant le traitement final par I'activité
ADN phosphatase de la PNKP a la terminaison 3'-P ou par l'endonucléase
apurinique/apyrimidinique = APE1 ou APE2 a la terminaison 3'-PG, puis le
remplissage de la lacune de I'ADN par I'ADN polymérase B (POLP) et la ligature de
I'ADN par I'ADN ligase LIG3 ou LIG1. Si la réaction de ligature de I'ADN est
incomplete, I'APTX est disponible pour éliminer la fraction 5-AMP (boite en

pointillés, a droite) qui reste, permettant a la réaction de ligature de redémarrer.

La réparation des SSB induites par la topoisomérase de type |

Le recrutement de la PNKP par XRCC1 est également important pour la réparation
des SSB induites lors de linterruption inopinée de [l'activité abortive de la
topoisomérase de type | (TOP1) (Figure 7), qui crée des SSB portant des
terminaisons 5'-hydroxyle (5-OH) et des terminaisons 3'-P qui sont liées a la

topoisomérase par une liaison 3'-phosphotyrosyle. La TOP1 est d'abord dégradée




par des mécanismes dépendants et/ou indépendants du protéasome, et le peptide
résiduel de TOPL1 est ensuite éliminé par TDP1 (tyrosyl DNA phosphodiesterase-1)
ou éventuellement APE2. TDPL1 interagit également avec le complexe protéique
XRCC1, via une interaction directe avec LIG3, et suite a I'élimination de TOP1 laisse
des terminaisons 3'-P et 5-OH qui peuvent étre traitées par PNKP. Puis, comme
pour les SSB directes, il y a ligature par LIG3 ou LIG1 avec éventuellement
I'intervention d’APTX.
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Figure 7 : Réparation des cassures simple brin (SSB) induites par la
topoisomérase 1 (TOP1) (9)

Les intermédiaires inaboutis des complexes de clivage de l'activit¢ TOP1 (par
exemple, les complexes de clivage qui sont entrés en collision avec I'ARN
polymérase) sont protéolysés, révélant une SSB qui est détectée par la poly(ADP-
ribose) polymérase 1 (PARP1) et qui contient un fragment hydroxyle a I'extrémité 5'
et un court peptide venant de la topoisomérase 1 (TOP1) lié de maniére covalente a
I'extrémité 3'. Le recrutement du complexe protéique XRCC1 permet I'élimination du
peptide de TOP1 de l'extrémité 3' par TDP1, ou éventuellement par I'endonucléase
apurinique/apyrimidinique 2 (APEZ2), suivie de la restauration, si nécessaire, des
extrémités 3'-hydroxyle/5'-phosphate canoniques par PNKP. Enfin, la coupure
restante est ligaturée par I'ADN ligase LIG3 ou LIG1. Si la réaction de ligature de
I'ADN est interrompue, I'APTX est disponible pour éliminer la fraction 5'-AMP (boite
en pointillés, a droite en bas) qui reste, permettant a la réaction de ligature de

redémarrer.

Les SSB dans le cadre de la voie BER (Base Excision Repair)
Les SSB sont générées indirectement pendant la voie BER en tant qu'intermédiaires
obligatoires de I'excision des nucléobases modifiees, endommagées ou manquantes

(Figure 8). Les bases endommagees sont éliminées par l'une des 11 ADN




glycosylases différentes ; la découverte de ces glycosylases a notamment été
récompensée par le Prix Nobel de Chimie 2015 attribué pour partie a Tomas Lindahl
(11). Intervient ensuite, le plus souvent, le clivage du site abasique par I'APEL1. Iy
aura ensuite recrutement de la protéine XRCC1. XRCC1 a plusieurs rbles dans la
voie BER, notamment elle stabilise POLB et LIG3. Ces interactions collectives de
POLB et LIG3 avec XRCC1 sont essentielles pour protéger BER d'une interférence
excessive de PARP1, trés probablement en facilitant le transfert moléculaire des
intermédiaires SSB d'une enzyme a l'autre ; dans la voie BER, ce réle d’inhibition de
PARP est bien établi.
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Figure 8 : Réparation des cassures simple brin (SSB) indirectes survenant
lors de la réparation par excision des bases de I'ADN (BER) (9)

Les bases endommagées (par exemple, oxydées, alkylées, désaminées) ou les
bases modifiees (par exemple, suite a un marquage épigénétique) sont éliminées
par une ADN glycosylase et le site abasique (Ab) restant est clivé par I'endonucléase
apurinique/apyrimidinique (APEL1), laissant un vide de dimension une base avec un
désoxyribose 5'-terminal. Le sucre abasique 5'-terminal (boite, a droite, en haut) est
éliminé par l'activité AP lyase de I'ADN polymérase B (POLB) (traitement terminal),
qui insére également le nucléotide manquant (remplissage de l'espace). Enfin, la
cassure est ligaturée par I'ADN ligase LIG3 ou LIG1. Si la réaction de ligature de
I'ADN ne va pas a son terme, I'APTX est disponible pour éliminer la fraction 5-AMP
qui reste (boite en pointillés, a droite en bas), permettant a la réaction de ligature de
redémarrer. Le role de la poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1)/PARP2 dans la
voie BER n'est pas clair, mais il pourrait s'agir de réengager la machinerie BER au
niveau des SSB qui ont été découplées de la voie et/ou de faciliter le remodelage
des nucléosomes. Il est a noter que le réle essentiel de XRCC1 au cours de BER est
d'empécher un engagement excessif/cytotoxique de PARP1 avec les intermédiaires
SSB, tres probablement en assurant le traitement rapide et coordonné des SSB par

APE1 puis POL et enfin LIG3 au cours de la réaction.




Réparation de grande taille (« long patch ») des SSB

Les mécanismes de réparation des SSB, tels gu'ils ont été décrits précédemment,
sont des réparations de petite taille (" short-patch ") dans lesquelles seul le
nucléotide unigue endommagé ou manquant au site du SSB est remplacé.
Cependant, les SSB peuvent étre réparées par des mécanismes "long patch” dans
lesquels de multiples nucléotides non endommagés en aval et/ou en amont du SSB
sont également remplacés (Figure 9). Notamment au cours de la voie BER, la
réparation de grande taille est censée se produire si POLB est incapable d'éliminer le
sucre abasique de l'extrémité 5', avant la ligature de I'ADN, par exemple si le
désoxyribose est oxydé. Cependant, la réparation par patch long peut ne pas étre
limitée aux situations dans lesquelles la réparation par patch court n'est pas possible,
et constitue une voie alternative/de secours pour la plupart, voire la totalité, des SSB.

Le concept de SSBR a patch long a été étendu ces dernieres années pour impliquer
non seulement le comblement des lacunes en aval (3') de la SSB, mais aussi en
amont (5') ( Figure 9, gauche). De maniére intrigante, des expériences biochimiques
utilisant un extrait d'oceuf de Xenopus ont révélé que la résection de I'extrémité 3’ et la
formation d'une bréche simple brin par APE1/APE2 déclenchent l'activation de la
machinerie du point de contrble dépendant d'ATR, qui a son tour favorise la SSBR
par un meécanisme encore inconnu. Il n'est pas clair dans quelle mesure cela se
produit dans les cellules humaines, ou si cette observation est liée a l'idée que le
complexe 9-1-1, qui est un régulateur de I'ATR, peut coordonner et stimuler le

processus de BER long patch.
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Figure 9 : Réparation de grande taille ("long patch") des cassures simple
brin (SSB) (9).

Si la réparation canonique par patch court est indisponible/insuffisante, les SSB
peuvent étre réparés par une réparation par patch long, dans laquelle deux a 30
nucléotides sont remplacés pendant la réaction de réparation. Dans ces exemples,
le comblement étendu des lacunes par POLB (ou POL®/e) déplace l'extrémité 5'
pour créer un rabat qui est excisé par FEN1, laissant une cassure résiduelle qui est
ligaturée par I'ADN ligase 1 (LIG1) (schéma de droite). Il est a noter que la
réparation de grande taille (« long patch ») peut également étre employée pour
étendre le comblement des lacunes en amont (5') de la SSB (schéma de gauche).
On ne sait pas exactement quand et dans quelle mesure cette derniére voie opére
dans les cellules humaines, mais si/quand elle opere, cette voie peut employer
RECQ1 ou I'endonucléase apurinique/apyrimidinique 1 (APE1)/APE2 pour dérouler
ou réséquer l'extrémité 3', respectivement, suivi par la nucléase ERCC1/XPF pour
enlever le rabat 3' dans le cas du déroulement médié par RECQ1, suivi par le
remplissage de l'espace par POLd/e. Enfin, la ligature est probablement effectuée
par LIG1. Il est a noter que cette voie peut également impliquer I'enrobage par la
protéine de réplication A (RPA) de l'espace simple brin étendu, la signalisation des
dommages a I'ADN dépendante de I'ATR, ainsi que le remplissage des espaces et
la ligature médiés par I'antigene nucléaire des cellules proliférantes (PCNA) ou me

clamp 9-1-1, des acteurs déja évoqués ci-dessus dans la voie DDR .




Lorsque le mécanisme de réparation SSBR est inefficace ou débordé, la
présence de ces SSB non réparées va augmenter I’expression du CKI p16, ce
qui va induire la sénescence (12); I'induction de la sénescence par p16 sera

expose plus en détail ci-apres.

La voie NER (Nucléotide Excision Repair) :
Tres sommairement car peu en rapport avec la sénescence, la voie NER reconnait

et élimine les Iésions volumineuses qui déforment les hélices de [I'ADN,
généralement causées par les rayons UV ou des agents chimiques (par exemple le

benzo(a)pyréne ou le cisplatine) (13) (14).

La voie MMR (Mismatch Repair) :
La voie MMR est principalement responsable de la reconnaissance et de la

réparation des erreurs d'incorporation de nucléotides générées lors de la synthese
de I'ADN, entrainant soit des mésappariements base-base, soit de petites boucles

d'insertion ou de suppression.

Les polymérases qui exécutent la synthése de I'ADN au niveau des fourches de
réplication font régulierement des erreurs. La fréquence des erreurs commises par
les ADN polymérases eucaryotes est estimée & environ une erreur pour 10°
nucléotides , ce qui signifie que ~100 000 erreurs se produisent au cours de chaque
phase S cellulaire. La premiére ligne de défense contre une fréquence de mutation
aussi élevee est l'activité de relecture des enzymes polymérases. Bien que les ADN
polymérases assurent cette activité de relecture par leurs propres domaines,
certaines mutations introduites peuvent encore passer inapercues et doivent étre

corrigées par la deuxieme ligne de défense - I'expression des geénes liés a la MMR.

Afin d'assurer la réparation de I'ADN, des protéines polyvalentes appelées
collectivement MSH et MLH/PMS ont évolué chez les eucaryotes, y compris chez les
mammiféres et les humains(15). Toutes ces protéines remplissent leurs fonctions
sous forme d'hétérodiméres. Leurs noms refletent leur homologie avec le systeme
d’E. coli, c'est pourquoi le nom MSH est I'abréviation de MutS Homolog, tandis que
MLH est dérivé de MutL Homolog d'E. coli. Notre connaissance des modes de
fonctionnement du systeme MMR des mammiferes provient principalement d'études
in vitro qui ont montré que les mécanismes MMR impliquent les étapes suivantes :
reconnaissance des lésions, initiation de la réparation, excision des lésions et

resynthése de I'ADN.




Il a été démontré que MSH6 est exprimé 10 fois plus que MSH3 et, conséquemment,
MutSa, I'hétérodimére composé de MSH2 et MSH6 prédomine dans les cellules
humaines par rapport a MutS@, hétéodimére composé de MSH2-MSH3. La fixation
de l'un ou I'a utre des deux hétérodimeres dépend aussi du type mismatch (base-
base ou petits indels) (Figure 10). Les complexes MSH formés se transforment en
pinces coulissantes sur I'hélice d’ADN. lIs glissent jusqu'a ce que les bases mal
appariées et autres Iésions extra-hélicoidales soient reconnues. Il y a ensuite fixation
de MutLa (hétérodimére MLH1/PMS2) puis d'autres molécules telles que I'antigéne
nucléaire des cellules proliférantes (PCNA), le facteur de réplication C (RFC) et
I'exonucléase 1 (Exol) sont recrutées dans le complexe, ce qui conduit a la
dissociation finale du mismatch. L’ADN polymérase delta (Pol &) va ensuite

resynthétiser la partie manquante du brin qui sera rabouté avec la Ligase 1.
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Figure 10 : Illustration du systeme MMR eucaryote (15)

Code couleur des bases de 'ADN : A = Adénine ; G = Guanine ; C
= Cytosine
Ici exemple d’'un mésappariement Cytosine en rouge avec Thymine en jaune.

MutSa (hétérodimére MSH2-MSH6 prédominant dans les cellules humaines) ou
MutSB (hétérodimére MSH2-MSH3) commence la réparation de |'ADN en
reconnaissant et en se liant aux mésappariements). D'autres molécules sont
recrutées dans le complexe, principalement MutLa (hétérodimére MLH1-PMS2)
mais aussi l'antigéne nucléaire des cellules proliférantes (PCNA) et le facteur de
réplication C (RFC). L'assemblage déclenche l'activité endonucléasique de PMS2
(PMS1 Homologue 2) qui provoque des cassures simple brin a proximité du
mismatch et ouvre les sites d'entrée de l'exonucléase 1 (EXO1) conduisant a
I'élimination a la fois de la base et/ou de la boucle incompatibles et de plusieurs
bases en aval des dommages. Les facteurs de réparation PCNA, RFC, RPA, Pold/e

et 'ADN ligase vont ensuite combler le vide afin de terminer le processus.
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Le cycle cellulaire
Une cellule de l'organisme peut avoir différentes destinées, notamment rester

quiescente (stade Go), proliférer (c’est-a-dire entrer et progresser dans le cycle
cellulaire), mourir de facon programmée (apoptose), se nécroser et, ce qui nous
intéresse plus particulierement ici, devenir sénescente. L’ensemble de ces devenirs
cellulaires fait intervenir de nombreux acteurs du cycle cellulaire dont je vais

présenter un bref rappel maintenant.

Le cycle cellulaire est dirigé par des complexes protéiques constitués d’une cycline
régulant I'activité d’une kinase dénommée kinase dépendante des cyclines (CDK)
(Figure 11) (16). Les CDK, a leur tour, tout au long du cycle, phosphorylent et
activent une pléthore de protéines qui orchestrent la progression du cycle, de la
phase initiale de croissance (G1), en passant par la synthese de I'ADN (S),
l'achévement de la synthése de I'ADN et la poursuite de la croissance (G2) et la

mitose (M).

Réle central de la protéine du rétinoblastome dans le cycle cellulaire
L'un des acteurs centraux du cycle cellulaire est un gene suppresseur de tumeur

appelé le gene du rétinoblastome (RB).

Fonctionnellement, RB représente un corépresseur transcriptionnel. A I'état non
phosphorylé, la protéine RB forme des complexes avec les facteurs de transcription
de la famille E2F (Figure 12). Il est important de noter que les complexes RB-E2F qui
en résultent font passer les sites promoteurs d'E2F de sites activateurs a des sites
répresseurs ; donc les complexes RB-E2F régulent a la baisse la transcription des
genes. Les génes cibles classiques de RB-E2F contrélent souvent le cycle cellulaire
en contribuant a la réplication de I'ADN et a la transition de la phase G1 a la phase S.
Plus précisément, des génes tels que I'ADN polymérase a (POLA1), la cycline A
(CCNA2), la thymidine kinase (TK1), la dihydrofolate réductase (DHFR), la kinase
cycline-dépendante 1 CDC2/CDK1 (CDK1) et les composants 3 et 5 du complexe de
maintenance du minichromosome (MCM3/5, facteurs de licence de la réplication de
I'ADN) sont considérés comme des cibles authentiques de RB-E2F (17). RB porte
plusieurs sites de phosphorylation qui servent de substrats pour les complexes
cycline D-CDK4/6, cycline E-CDK2, cycline A-CDK2 et cycline B-CDK1.




Lorsqu'une cellule recoit des signaux pour se diviser, les complexes cycline/CDK
sont activés et vont phosphoryler RB, ce qui empéchera la formation des complexes
RB-E2F et donc levera la répression par ces complexes. D’'un point de vue temporal,
la phosphorylation de RB se fait dans cet ordre : RB est phosphorylée au début du
cycle cellulaire par la cycline D-CDK4/6 et plus tard par la cycline E-CDK2. Puis, la
cycline A-CDK2 et la cycline B-CDK1 maintiennent RB dans un état

hyperphosphorylé pendant la phase S et plus tard dans le cycle cellulaire.

Des études récentes apportent d’autres explications au réle de RB que ce simple
modele de répression par les complexes E2F-RB(17). Ainsi, il a été montré que RB
exerce des fonctions indépendantes de sa liaison aux protéines E2F. Il n'est pas
évident de savoir laquelle des fonctions de RB - la répression transcriptionnelle par la
liaison des protéines E2F ou linteraction avec divers autres facteurs indépendants
d’E2F - est essentielle a sa fonction. Ainsi, les protéines reliées a RB, RBL1 et RBL2,
qui sont de la méme famille ont aussi cette fonction de corépresseur transcriptionnel,
avec beaucoup de redondances par rapport aux cibles des complexes E2F-RB. Il a,
de plus, été montré que RB pouvait faciliter I'activité de RBL2 ; ceci est un exemple

de fonction non classique de RB (17).
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Figure 11 : Le cycle cellulaire (16)

Le cycle cellulaire est représenté sous forme d’un cercle, montrant les phases
(divisées par des chevrons) : croissance (Growth) ou Gap 1 (G1), synthese de 'ADN
(S), croissance (Growth) ou Gap 2 (G2) et mitose (M), la sortie du cycle étant
représentée par Go. Les points de contréle du cycle cellulaire sont représentés par
des barres, le point de contrble G1/S (rouge : contr6le des dommages a I'ADN), le
point de contrble de la phase S (bleu : contrble des dommages a I'ADN et de la
fourche de réplication), le point de contréle G2/M (vert : contréle des dommages a
I'ADN et de I'achevement de la réplication) et le point de contr6le du fuseau (jaune :
assure l'alignement correct des chromosomes sur le fuseau, préts pour la division).
Les complexes cycline-CDK correspondant a chaque phase sont représentés. La
protéine Rb est au cceur du contréle du cycle cellulaire. Elle est de plus en plus
phosphorylée par les CDK activées tout au long de la phase G1 (représenté par un
nombre de P croissant). Au fur et a mesure que la phase G1 progresse, RB devient
hyperphosphorylée, ce qui permet la transition G1/S et la poursuite de la
progression. La protéine RB si non phosphorylée bloque la progression du cycle
cellulaire. L'entrée dans le cycle peut étre initiee par une signalisation mitogénique
(fleches violettes) qui permet la trandition Go-G1. Une fois le "départ" passé, la

cellule est engagée dans le cycle.
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Figure 12 : La protéine du rétinoblastome RB et le cycle cellulaire (17)

Lorsque la protéine du rétinoblastome RB est a I'état hypophosphorylé, elle se lie
aux protéines E2F pour former des complexes RB-E2F et induire leur liaison aux
sites E2F au niveau des promoteurs cibles. De nombreux génes cibles sont régulés
a la baisse en conséquence de ce mécanisme de répression transcriptionnelle.
Comme la plupart des genes réprimés sont impliqués dans la progression du cycle
cellulaire, leur déreglement provoque un arrét du cycle cellulaire. A linverse,
I'hyperphosphorylation de RB va libérer les sites promoteurs et permettre I'entrée

dans le cycle, notamment la transition G1/S.

Les détails mécanistiques ne sont pas totalement découverts mais il est établi que
I'inactivation de RB provoque l'induction de la division cellulaire, des défauts dans la
sortie du cycle cellulaire, une capacité réduite a entrer en sénescence et une
compromission du contréle des points de contrdle du cycle cellulaire, en particulier a
la transition G1/S. Dans le développement du cancer, la perte de fonction RB est
souvent une étape centrale. Le nom de ce géne vient du fait que ses mutations

héréditaires ont été initialement identifiées comme prédisposant au rétinoblastome.




Par la suite, il a été montré que de nombreux types de tumeurs contenaient des RB
inactivés provenant également d'altérations spontanées, notamment dans le cancer
du poumon a petites cellules, le gliome, le cancer de I'cesophage et les tumeurs du
foie. Les mutations inactivatrices ou la délétion du géne RB1 sont des causes de la
perte de fonction RB mais elle peut aussi étre abrogée par des oncoprotéines virales,
comme la protéine E1A de l'adénovirus, le grand antigéne tumoral du virus simien
SV40 et la protéine E7 du papillomavirus humain. RB peut aussi étre inactivé par la
liaison a la protéine MDM2, qui est souvent surexprimée dans les tumeurs, cette

liaison avec MDM2 entrainant la dégradation protéolytique de RB (17).

Les inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines ou CKI (Cyclin-
dependent Kinase Inhibitor)

Certaines protéines cellulaires nommées CKI vont contrfler le cycle par leur action
inhibitrice sur les CDK. Je n’évoquerai pas plus le point qu’il existe aussi des CKI
pharmacologiques (e.g. palbociclib, abemaciclib ribociclib) utilisés notamment pour

traiter certains cancers.

p53etle CKI p21

Comme vu ci-dessus dans la voie DDR, p53 arrive en aval de la signalisation d’'une
DSB par ATM. p53 est aussi un activateur transcriptionnel direct de BAX et de
PUMA/BBC3 qui sont des inducteurs d’apoptose (17).

Une autre action importante de p53 est l'induction de p21, aussi appelée WAF1 ou
CIP1 ou CDKNI1A : p21 est un CKI qui est codé par CDKN1A. p21 va inhiber CDK1
(également appelé CDC2), CDK2, CDK3, CDK4 et CDK®6, ces différentes CDK
faisant partie de complexes avec les cyclines (Figure 13). Comme décrit au-dessus,
I'inhibition de ces CDK empéche la phosphorylation de RB ; RB hypophosphorylée

va empécher la transition G1/S.
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Figure 13 : La signalisation p53-p21-RB (17)

Apreés l'activation de p53, la transcription de p21/CDKN1A est fortement induite en
tant que cible directe de p53. L'inhibiteur de kinase cycline-dépendante p21 blogue
ensuite l'activite de plusieurs complexes cycline-CDK. Il en résulte une
hypophosphorylation de RB, qui favorise la formation de complexes RB-E2F et leur
liaison aux sites E2F dans les promoteurs cibles. De nombreux genes cibles sont
régulés a la baisse en conséquence de ce mécanisme de répression
transcriptionnelle indirecte dépendant de p53. Comme la plupart des génes réprimés
sont impliqués dans la progression du cycle cellulaire, leur déreglement provoque un

arrét du cycle cellulaire.




Des concentrations élevées de p53 entrainent une augmentation de l'activité
transcriptionnelle du p53, augmentant, en particulier, I'expression de p21, ce qui
déclenche l'arrét du cycle cellulaire transitoire pour réparer 'ADN ou I'arrét persistant
du cycle ou l'apoptose (17). L'orientation vers I'apoptose ou vers la sénescence
dépend du niveau d’expression de p53 ainsi que de sa variation dans le temps: ainsi
une expression soutenue et constante de p53 orientera plutét la cellule vers

'apoptose, une expression moins forte orientera vers la sénescence (18).

La protéine p16 aussi appelée p16™ < :

La protéine p16 ou p16™<*® est un autre CKI important ; elle est produite par le géne
CDKNZ2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A)(19). INK4 fait référence au fait que
pl16 INhibe la Kinase CDK4. Ce géne CDKN2A codant pour p16 est muté dans une
grande variété de cancers. Les souris déficientes en pl6 sont viables mais tres
sujettes aux tumeurs spontanées et induites par les carcinogenes. La fonction
principale du complexe CDK4/6 associée a la cycline D est de phosphoryler la
protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome, Rb, permettant la progression du
cycle cellulaire vers la phase S. Ainsi, I'expression de p16 inhibe les kinases CDK4/6
et conduit a l'arrét du cycle en phase G1 (Figure 14). Il a été montré que la présence

de RB fonctionnel était nécessaire pour I'action de p16.
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Figure 14 : voie p16-RB
Adapté de (17) et (20)
L'inhibiteur de kinase cycline-dépendante pl6 bloque l'activité des complexes
incluant CDK4/6 présents au début de la phase G1 en entrant en compétition avec
la cycline D pour former un complexe binaire ; la cycline D non complexée est
rapidement dégradée(21). Il en résulte une hypophosphorylation de RB, qui favorise
la formation de complexes RB-E2F et leur liaison aux sites E2F dans les promoteurs
cibles. De nombreux genes cibles sont régulés a la baisse en conséquence de ce
mécanisme de répression transcriptionnelle indirecte dépendant de p53. Comme la
plupart des genes réprimés sont impliqgués dans la progression du cycle cellulaire,

leur déreglement provoque un arrét du cycle cellulaire.

pl6 exerce son action inhibitrice uniguement en phase G1 alors que p21 exerce son

action CKI pendant une plus grande partie du cycle.

Ceci fait, je vais maintenant décrire les sous types de sénescence, en suivant I'ordre

de découverte chronologique.




Les sous-types de sénescence et leur contexte

Introduction
Il existe différents sous-types de sénescence cellulaire qui surviennent dans

différents contextes d’induction. Dans ces différents états de sénescence, les cellules

partagent néanmoins les principales caractéristiques de la sénescence.

Historiquement, la sénescence a été découverte, en 1961 par Hayflick (3). Pour la
distinguer des autres formes de sénescence découvertes par la suite, la sénescence

découverte par Hayflick sera nommée sénescence réplicative ou RS.

Ensuite, en 1995, Toussaint et al. (22) ont décrit pour la premiere fois ce qui sera

appelée SIPS (ou stress induced premature senescence).

Bien que correspondant a une sénescence prématurée induite par un stress, ‘OIS
ou sénescence induite par les oncogenes (notamment RAS) est souvent décrite

séparément de la SIPS; elle a été découverte par Serrano et al. en 1997 (23).

La TIS ou sénescence induite par les thérapies anti-cancéreuses pourrait aussi faire
partie de la SIPS ; elle est décrite comme correspondant a I'état de sénescence
induit dans les cellules cancéreuses et dans les cellules normales en réponse a de

nombreuses chimiothérapies et radiothérapies.

Je vais donc commencer par la premiere découverte ou décrite : la sénescence

réplicative.

La sénescence réplicative
Historiquement, le phénoméne de sénescence a été découvert lors d'expériences

dites d’« épuisement réplicatif ». En 1961, Leonard Hayflick a découvert que les
fibroblastes humains normaux (C’est-a-dire non issus de tumeurs), lorsqu’ils étaient
mis en culture, n’étaient capables que d’un nombre limité de divisions, perdant
finalement la capacité de se répliquer et devenant sénescentes, un phénomeéne

maintenant connu sous le nom de « limite de Hayflick » :

« La survie des souches cellulaires a - 70 ° C avec conservation de toutes les
caractéristiques assure un approvisionnement presque illimité de n'importe quelle

souche indépendamment du fait qu'elles dégénérent aprés environ 50 repiquages

et un an de culture. La prise en compte de la cause de la dégénérescence finale de

ces souches conduit a I'hypothése que des facteurs externes non cumulatifs




sont exclus et que le phénomeéne est imputable & des facteurs intrinséques qui

se traduisent par une sénescence au niveau cellulaire »(3).

L’explication de cette sénescence réplicative viendra de [l'extrémité des

chromosomes.

Pourguoi les extrémités des chromosomes ne sont-elles pas signalées et
réparées comme des cassures double brin ?

La premiére question qui pourrait étre posée est peut-étre celle-ci : vu le nombre de
mécanismes différents de réparation des cassures de I'ADN, pourquoi I'extrémité
d‘un chromosome n’est-elle pas reconnue comme une cassure double brin de ’ADN
et « réparée », de facon aberrante, par une des voies de réparation entrainant par

exemple une fusion de deux chromosomes ?

Une extrémité d’'un chromosome est appelée un télomeére ; les télomeres des
mammiféres contiennent plusieurs paires de kilobases de répétitions TTAGGG

double brin (db) en tandem se terminant par un simple brin 3’ (24).

Le télomeére forme une boucle grace au complexe shelterine

Figure 15: Schéma d’'un chromosome mitotique et le zoom sur un de ses
quatre télomeres
L’extrémité d’'un chromosome est repliée sous forme d’une boucle grace a la fixation

d’un complexe protéique appelé shelterine.

Le complexe shelterine humain est constitué de six protéines distinctes : TRF1,
TRF2, Rapl, TIN2, TPP1 et POT1 (Figure 16) (24). La formation du complexe
shelterine ne nécessite pas d’interactions avec 'ADN. TRF1 et TRF2 se lient a TIN2
a des endroits difféerents (Figure 16). TIN2 se lie aussi a TPP1, qui se lie ensuite a
POTL. Pour finir, Rapl se lie & TRF2. TRF1 et TRF2 vont se lier a TADN télomérique

double brin avec une affinité nanomolaire sous la forme d’homodiméres sur quatre




motifs db 5’ -TAGGGTT-3'. La protéine POT1 se lie a 'ADN télomérique simple brin

(sb) grace a deux replis en N-ter.

Shelterin

-

Ll TAGGGY
CAA AATC 5’

5TTAGGG y TAGGGTLELE
3'AATCCCAA CAA AATCCCAA

Figure 16 : Complexe shelterine lié au télomere (24)

Représentation du complexe shelterine humain a six sous-unités lié a I'ADN
télomérique double brin. Les protéines TRF1 et TRF2 sont représentées sous forme
de dimeéres, et les autres sous-unités de la shelterine sont représentées une fois

chacune, bien que I'on ne sache pas combien de copies de chacune sont présentes

dans I'ensemble du complexe shelterine (24).

Les protéines de liaison a '’ADN de la shelterine ne montrent pas de coopérativité in
vitro pour leur fixation a ’ADN. Donc, les complexes shelterine se lient probablement
comme des unités indépendantes a ’ADN télomérique. Les protéines du complexe
shelterine sont exprimées de facon suffisamment abondante pour lier tout 'ADN

télomeérique.
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Figure 17: Les complexes shelterine et le télomere (24)

Représentation des complexes de shelterine chargés sur les télomeres dans la
configuration en boucle T (T pour télomére). Comme TPP1 et POT1 (représentés en
rouge) sont beaucoup moins abondants que les autres sous-unités de la shelterine,

certains complexes sont représentés sans TPP1 et POT1.

Le complexe shelterine et 'organisation en boucle protégent le télomere
d’une signalisation par la voie DDR et d’une réparation

Chez des souris dont les genes codant pour TRF1 et 2 ont été éteints (knock-out), il
a été montré que leurs téloméres « nus », sans shelterine, étaient vulnérables a six
voies différentes liées a la réparation de 'ADN : les jonctions classique et alternative
des extrémités non homologues (c-NHEJ et a-NHEJ); les voies de signalisation ATM
et ATR ; la recombinaison dirigée par homologie (HDR) et une résection d'’ADN non
atténuée (25). Les complexes shelterine ont donc un effet protecteur majeur des
télomeres ; certains de ces mécanismes de protection ont été élucidés, que ce soit la
forme adoptée, c’est-a-dire la structuration en boucle T (Télomere) qui masque les
extremités chromosomiques (Figure 17) ou une répression directe de facteurs de la
voie DDR (24).

Comment est induit, malgré cela, la senescence réplicative ?
Dans la plupart des cellules, les télomeres raccourcissent d’environ 50 paires de

base a chaque division cellulaire (26) (27). Ce phénomeéne de raccourcissement a

plusieurs causes.

Lors de la réplication de I'ADN, I'ADN polymérase synthétise un nouveau brin d’ADN
uniguement dans la direction 5 'a 3' a l'aide d'amorces d'ARN. Ces amorces

s’hybrident aux brins matrices, fournissant un groupe 3'OH libre pour l'ajout de

( )
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nucléotides libres. Quand l'action de la polymérase se déroule dans le méme sens
que la progression de la fourche de réplication, la synthese du nouveau brin d’ADN
dans le sens 5' vers 3' ne nécessite qu'une seule amorce et est continue ; c’est le
brin « avancé ». En revanche, la synthése d'un nouveau brin d'ADN 3' vers 5'
progresse, elle, dans le sens contraire de la fourche de réplication ; c’est le brin
« retardé ». La synthese de ce nouveau brin nécessite I'hybridation de plusieurs
amorces d'ARN qui sont allongées en courts fragments d'Okazaki, ensuite
ligaturés. Par conséquent, une longueur d’ADN au moins égale a la taille de I'amorce
d'ARN est perdue a I'extrémité 5' du brin retardé lorsque I'amorce d'ARN finale est
retirée apres la réplication. En réalité, cependant, une quantité beaucoup plus
importante d'’ADN est perdue apres la réplication en raison d'un échec d'amorcage et
en raison de la nature complexe de la structure des téloméres elle-
méme. L'association des séquences de télomeres avec le complexe shelterine
conduit a un décrochage de la fourche de réplication. De plus, la synthése d'ADN via
I'action de la polymérase produit des extrémités franches. Afin de former la boucle,

une activité nucléolytique est nécessaire pour produire un surplomb 3’ simple brin *.

Il existe néanmoins deux mécanismes principaux permettant de conserver la
longueur des téloméres: une enzyme, la télomérase, et la recombinaison
homologue pour l'allongement alternatif des télomeres ou ALT (alternative
lengthening of telomeres) (28).

La télomérase est un complexe ribonucléoprotéique. Elle utilise son ARN interne qui
porte le motif CCCAAUCCC comme matrice pour rallonger le télomére en rajoutant
des motifs TTAGGG. L'acces de la télomérase a I'extrémité du télomeére est limité par
la présence de la boucle. La télomérase est exprimée dans les cellules germinales et
les cellules souches mais est réprimée dans la majorité des cellules somatiques
adultes, chez 'homme, a I'exception des cellules du systéme immunitaire qui ont
besoin de l'activité de la télomérase pour maintenir leur potentiel prolifératif et
soutenir une expansion clonale transitoire sélective et rapide (suivie d'une
contraction) (29). Malgré [l'existence de la télomérase, le raccourcissement
télomérique est encore observé apres la prolifération dans la plupart des cellules

souches a I'exception des cellules souches embryonnaires.

" (28)




Les cellules cancéreuses réactivent I'expression de la télomérase ou possédent la
voie ALT (30). Le mécanisme d’allongement télomérique par ALT n'a été trouvé que
dans des situations anormales, notamment dans des lignées cellulaires humaines

immortalisées, des tumeurs (31).

Par ailleurs, la possibilité de réparer des fins de télomeres exposées, que ce soit par
HDR ou NHEJ parait faible (5).

Lorsque les télomeres raccourcissent en dessous d'une longueur seuil, ils ne
peuvent plus se structurer en boucle. lls ne sont donc plus protégés et la voie DDR
est activée (26), ce qui se manifeste par l'apparition de foyers de DDR au niveau des
extrémités chromosomiques. Il est important de noter que la sénescence n'est pas
déterminée par la longueur moyenne des télomeres dans une cellule, mais par la
présence de quelques télomeres suffisamment courts pour déclencher la voie DDR
(32). La voie DDR joue un rble essentiel dans [initiation et le maintien de la
sénescence. L'inactivation fonctionnelle de CHK2, ou la délétion des géenes TP53
(qui code pour p53) et CDKN1A (qui code pour p21) prolonge la prolifération des
fibroblastes humains en culture au-dela de la limite de Hayflick. L'inactivation
transitoire d'’ATM, seule ou avec ATR, et l'inactivation combinée de CHK1 et CHK2
permettent d'échapper a la sénescence et de ré-entrer dans la phase S du cycle
cellulaire. En résumé, le raccourcissement progressif des téloméres finit par faire en
sorte que les extrémités des chromosomes soient reconnues comme des cassures

d'ADN, ce qui active par conséquent la voie DDR et induit la sénescence réplicative.

Combien de télomeres, sur les 92 télomeres ou 184 téloméres d’une cellule selon la
phase du cycle, sont nécessaires pour déclencher la sénescence ? Cette question
est encore en partie ouverte. La plupart des cellules sénescentes présentent de
multiples foyers de DDR (associés a un télomere non protége), plus de 1 et moins de
20. Il est notable que la longueur des téloméeres est hétérogene entre les
chromosomes et les alleles de téloméres. Il est probable qu'un seul télomére
devienne court de fagcon critique et déclenche la voie DDR avant les autres. Mais la
présence de plusieurs foyers DDR implique qu’un seul télomere exposé n'est peut-
étre pas suffisant pour déclencher un point de controle efficace et que les cellules
peuvent proliférer malgré la présence d'une extrémité d'ADN exposée et qu’il est
nécessaire d’avoir quelques foyers DDR pour enclencher la sénescence. Par
ailleurs, observation notable, lorsque des cellules sénescentes authentiques de la

peau de primates vieillissants ont été analysées in vivo, elles présentaient un seul




foyer DDR associé a la sénescence sur un seul télomere, ce qui suggére qu'un point
de contrble plus strict pourrait étre appliqué in vivo. Ainsi, la question de savoir
combien de téloméres sont nécessaires pour déclencher la sénescence est en partie

répondue mais est encore a préciser (5).

Ainsi, la sénescence réplicative résulte d’'un raccourcissement progressif des
télomeres au fil des divisions cellulaires, qui entraine la mise en jeu persistante de
systemes de signalisation de dommages a I'ADN et favorise un arrét quasi-

irréversible du cycle cellulaire caractéristique de la sénescence réplicative.

Je vais maintenant décrire les autres sous- types de sénescence connus ; ces autres
sous-types de sénescence peuvent étre qualifiés de sénescence prématurée, par
opposition a celle que je viens de décrire, la sénescence réplicative, qui intervient a

long terme.

La sénescence prématurée
La sénescence réplicative est un processus inéluctable pour des cellules saines qui

proliferent. La sénescence est dite prématurée lorsqu’elle apparait dans des cellules
qui proliferent avant le nombre habituel de multiplications pour lequel la sénescence

réplicative s’installe i.e. avant la limite de Hayflick de la lignée.

SIPS ou Stress-Induced Premature Senescence

Découverte en 1995
En 1995, Toussaint et Remacle (22) montrent que des fibroblastes humains

subissant certains stress montraient des signes d’accélération du vieillissement et en
1999, le terme SIPS (stress induced premature senescence) a été proposé pour
décrire l'effet a long terme d’un stress oxydant sub-cytotoxique sur des cellules en

prolifération et qui partage de nombreux aspects avec la sénescence réplicative (4).

La destinée cellulaire varie selon certains parametres
Selon le type de cellule, la nature, l'intensité et la durée du stress, les cellules

peuvent réparer les dommages, mourir si les dommages non réparés sont trés
nombreux ou entrer en sénescence (prématurée) si les dommages non réparés sont
moins nombreux. Si l'intensité du stress est faible, les dommages cellulaires peuvent
étre répareés et la cellule maintient sa croissance. Si le stress est intense, I'apoptose
sera initiée. Dans le cas d'un stress modéré, subcytotoxique, les cellules ne sont pas
capables de réparer tous les dommages et sont arrétées dans le cycle cellulaire,

entrant dans un état de sénescence prématurée (4).




Les types de stress induisant la SIPS sont nombreux
De nombreux stress de nature physique, chimique ou biologique peuvent forcer les

cellules a entrer en sénescence prématurée. Ainsi ont été décrits comme inducteurs
de SIPS lirradiation ultraviolette (UVB), I'éthanol, I'hydroperoxyde de tert-butyle (t-
BHP), le peroxyde d’hydrogéne (H202, I'agent le plus utilisé), les dicarbonyles, la
mitomycine C, la doxorubicine, le paclitaxel, le choc thermique, les antioxydants a
haute dose (33), [I'hyperoxie, l'irradiation y, I'homocystéine, I'hydroxyurée et le
paraquat (4), la streptozotocine (34), le virus de I'hépatite C (35) . Dans la plupart
des cas, l'agent stressant utilisé dans les approches expérimentales est appliqué

quotidiennement pendant diverses périodes de temps a des doses subcytotoxiques.

Mécanismes de mise en place de la SIPS

Réle des espéeces réactives de I'oxygéne

Le mécanisme d’induction de SIPS n’est pas totalement éclairci. Un réle important
est, semble-t-il, dévolu aux espéces réactives de l'oxygéne ou ROS (reactive
oxygene species). Cette augmentation de la production d’espéces réactives de
'oxygéne entraine des dommages oxydants a 'ADN ; si les SSB ne sont pas
réparées par la voie SSBR, cela aboutit & la sénescence par une augmentation de
I'expression de p16 (12) ; de leur c6té, les DSB vont induire la voie DDR et activer
p53 ; si cette activation de p53 est persistante, cela va induire la sénescence par

'augmentation de I'expression du CKI p21 (8).

La p38 MAPK

Lorsque l'inducteur est H,O,, il a été montré in vitro que le stress oxydant induisait la
sénescence en partie par I'activation de la p38 MAPK. Lorsque la p38 était inhibée, il
y avait une réversion partielle de la sénescence. Il est intéressant de noter que, dans
la lignée cellulaire étudiée, la sénescence semblait induite indépendamment par les
voies p53/p21 et p38, ceci semblant en contradiction avec le mécanisme présenté

dans le paragraphe ci-apres (36).

L’hypothése de la cavéoline-1 pour expliquer la mise en place de la SIPS

Une autre hypothése est I'action de la cavéoline-1 : le stress oxydant va induire la
transcription du géne de la cavéoline-1 par l'intermédiaire de la protéine kinase
activée par les mitogenes p38 MAPK (37).

Ensuite, la cavéoline-1 interagit avec l'ubiquitine ligase E3 a double site homologue
de la souris double minute 2 (MDM2) et va entrainer la séquestration de MDM2 dans

les cavéoles; or, MDM2 est un régulateur négatif majeur de [l'activité

( 1
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transcriptionnelle et de la stabilité de p53. Le domaine de liaison de la cavéoline-1 de
MDM2 chevauche le motif de liaison p53 de MDM2, ce qui suggére que la cavéoline-
1 peut inhiber la formation du complexe p53/MDM2, entrainant une stabilisation de
p53 et donc une régulation a la hausse de p53. De plus, la cavéoline-1 séquestre
aussi PP2A dans les cavéoles ; or PP2A régule négativement 'autophosphorylation
d'ATM, donc la séquestration de PP2A augmente lI'engagement d'ATM pour activer

p53 (38). p53 va ensuite induire la sénescence cellulaire (Figure 13).
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Figure 18: Le stress oxydant entraine I'activation de p53 par
I'intermédiaire de la cavéoline-1

Adapté de (37)

Le stress oxydant active le promoteur du géne caveolin-1 dans un mécanisme
dépendant de p38 MAPK et régule a la hausse l'expression de caveolin-1. La
régulation a la hausse de la cavéoline-1 favorise la sénescence cellulaire en activant
la voie p53/p21Wafl/Cipl. L'activation de p53 se produit notamment par la
séquestration de Mdm2 dans les membranes cavéolaires, loin de p53, ceci
empéche la dégradation de p53 dépendante de Mdm2 et stabilise I'expression de
p53 ; l'activation de p53 passe aussi par la séquestration de PP2A-C dans les
membranes cavéolaires, ce qui active ATM, qui a son tour phosphoryle et active
pS3.




OIS ou sénescence induite par les oncogenes
L’OIS pourrait faire partie de la SIPS (stress induced premature senescence) ; en

effet, il est possible de considérer I'action d’'un oncogéne comme un stress sur la
cellule. De plus, I'OIS est une sénescence prématurée. Elle est généralement décrite
séparément car pouvant jouer un réle dans la formation et I'évolution des lésions

prénéoplasiques (39).

OIS induite par 'oncogéne RAS
RAS (pour Rat sarcoma) désigne une famille de protéines ubiquitaires. A noter que

RAS est parfois appelée p21/RAS (NB : aucun lien avec le CKI p21 aussi appelé
p21C|P1 1Waf1

elles vont se lier au GTP suite a la fixation de signaux mitogenes sur les récepteurs

ou p2 ). La famille des oncogenes RAS code pour de petites GTPases :
tyrosine-kinase (RTK). Elles ont donc un réle dans la transduction du signal et vont
notamment induire I'activation de RAF dans la cascade RAS/RAF/MEK/ERK1/ERK2
(Figure 19) (40). Dans cette famille RAS, trois membres sont connus comme
oncogenes chez I'étre humain: HRAS, KRAS et NRAS ; des mutations de ces 3
genes sont retrouvées dans ~20% des cancers, notamment KRAS dans quasiment

tous les cancers du pancréas (41).
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Figure 19 : la cascade de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK
Adapté de (42)
L'axe RAS-RAF-MEK-ERK est impliqgué dans la régulation de processus

2

physiologiques importants, tels que la prolifération, la différenciation, le cycle
cellulaire, l'apoptose et le développement. La transduction du signal par la voie
RAF-MEK-ERK est initiée par la liaison d'une variété de ligands aux RTK, en
particulier les récepteurs de facteurs de croissance tels que 'EGFR . L'interaction
récepteur-ligand favorise la dimérisation des RTK, leur activation et leur
autophosphorylation sur plusieurs résidus tyrosine dans le domaine intracellulaire.
Cette phosphorylation entraine I'échange de GDP en GTP sur les protéines RAS. Le
GTP-RAS marque le début d'une cascade de phosphorylation en trois étapes en
recrutant et en activant RAF. Le RAF phosphoryle et active les protéines kinases
MEK1/2. MEK1/2 phosphoryle ERK1/2. ERK1 et ERK2 phosphorylés se déplacent
ensuite vers le noyau et activent des facteurs de transcription qui régulent différents

processus physiologiques en modifiant le profil d'expression génétique.

En 1997, Serrano et al. démontrent que [I'expression prolongée d'un RAS
oncogeénique (23), c’est-a-dire s’activant constamment sans nécessité d'un signal

mitogene, induisait un arrét du cycle cellulaire impliquant p53 et pl16 ; les cellules

( )
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étant alors indistinctes de cellules ayant subi la sénescence réplicative. Pour montrer
cela, ils ont infecté des cellules primaires avec un oncogene ras ; ras provoquait un
arrét permanent du cycle cellulaire dans les fibroblastes primaires d'origine rongeur
et humaine. L'arrét se produit en G1, en présence d’une augmentation significative

des niveaux de p53, p21 et p16.

I a ét¢ montré dans des fibroblastes d’embryons murins p53-/- et pl6-/- que
'augmentation des niveaux de pl6 et de p53 induite par la protéine Ras était
indépendante l'une de lautre. De plus, dans ces fibroblastes de rongeurs, la
perturbation de p53 ou de p16 est suffisante pour empécher l'action de ras,
autrement dit, aucune des deux n’était suffisante pour promouvoir I'arrét du cycle.
Ceci est un argument pour dire que p53 et pl6 ne favorisent pas l'arrét du cycle
cellulaire par la méme voie I'une de l'autre et, aux niveaux atteints, aucune des deux

n'est suffisante pour promouvoir l'arrét du cycle.

Il a été observé que l'arrét induit par ras n’était pas immédiat mais intervenait
environ 7 jours aprés. D’un point de vue phénotypique, il y a des similitudes entre
cette OIS et la sénescence réplicative : la morphologie cellulaire est agrandie, la
prolifération est arrétée ; il est retrouvée une surexpression de PAIL, pl16, p53, p21 et
de cycline D1 ainsi qu'une activitt¢ SA-BGal et une diminution des taux de Rb

hyperphosphorylée, de cycline A et d’activité kinase CDK2 (23).

OIS induite par 'oncogéne BRAF V600E
La protéine mutée BRAF V600E est retrouvée dans 50% des mélanomes malins

ainsi que dans de nombreux autres cancers chez 'homme a des fréquences plus
faibles (43).

Les naevi sont des tumeurs trés courantes, clonales et bénignes des mélanocytes
cutanés et sont fréqguemment porteurs de cette mutation V60OE de BRAF.
Cependant, malgré la nature oncogene de cette mutation, une phase initiale de
croissance du neaevus est généralement suivie d'un arrét quasi complet de l'activité

proliférative, qui se maintient pendant plusieurs décennies (44) .

L’expression de BRAF V600E dans des mélanocytes humains induit un arrét du
cycle cellulaire accompagnée de l'augmentation des taux de p16™¢** et de B-
galactosidase associée a la senescence (SA-BGal), deux marqueurs de la
sénescence. In vivo, les naevi congénitaux présentaient aussi des taux élevés de SA-

BGal; jai déja mentionné que les neevi présentaient une diminution de la




prolifération. De plus, les naevi ne semblaient pas subir une attrition des téloméres,
ceci étant en faveur d’un processus de sénescence prématurée induite par

'oncogeéne, plutot qu’une perte du potentiel réplicatif (44).

Il a été montré que d’autres oncogénes entrainaient une OIS, notamment E2F1,
RAF, mos, cdc6 et la cycline E (45).

Mécanismes de mise en place de I’OIS
Il existe différents mécanismes qui vont courir a I'induction de la sénescence par les

oncogenes.

La surexpression des oncogene RAS et BRAF entraine la dissociation de BRCAL de
la chromatine, ce qui compromet la réparation des DSB et entrainera la sénescence
(46).

Un autre mécanisme est appelé stress réplicatif : les oncogenes peuvent également
induire des défauts de réplication de I'ADN et une réplication diminuée de I'ADN, ce
qui entraine l'accumulation de mutations et une instabilité génomique. Cela se
manifeste sous diverses formes, la perturbation de la vitesse des fourches de
réplication de 'ADN et/ou le décrochage de ces fourches. Ce stress réplicatif va
induire I'expression de p53 notamment par le biais dATM (46). p53 va ensuite
induire le CKI p21 ce qui protégera RB de la phosphorylation (Figure 13 évoquée

précédemment).

Enfin, je citerai un troisieme mécanisme : un RAS oncogénique induit une régulation
a la hausse de NOX4-p22phox, ceci augmente les espaces réactives de 'oxygéne
au niveau intracellulaire et mitochondrial et entraine des dommages oxydants a
'’ADN  (Figure 20), dont des SSB qui peuvent induire la sénescence par

I'intermédiaire de p16 ainsi que des DSB induisant la voie DDR et I'activation de p53

(47) (46).
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Adapté de (47)

RAS active la NADPH oxydase NOX4, génératrice de ROS. En raison de sa
localisation périnucléaire, NOX4 produit des ROS dans l'environnement nucléaire.
Lorsque les ROS pénetrent dans le compartiment cellulaire nucléaire, ils
interagissent avec I'ADN, créant des lésions telles que la 8-oxo-2'-déoxyguanosine
(8-0x0-dG), des lésions oxydatives de I'ADN en grappe et, dans une certaine
mesure, des cassures simple brin (SSB) et double brin (DSB) de I'ADN. Ces lésions
peuvent altérer les fonctions cellulaires et conduire a des états pathologiques
lorsque la capacité de réparation de I'ADN est dépassée ou en cas d'exposition
chronique aux ROS et induire la sénescence. NOX4 semble étre un médiateur de la

génotoxicité par sa capacité a produire des ROS.

Les différents niveaux d’expression de RAS ou de ses effecteurs en aval entrainent
des réponses différentes, allant de la prolifération a la sénescence cellulaire. Ainsi,
une activation modérée oriente plutdt vers la prolifération mais, lorsque cette
activation dépasse un seuil, cela oriente vers la sénescence ; dans ce cas, il peut,
ultérieurement, apparaitre un échappement de la sénescence et une évolution vers

un carcinome (45).

La TIS ou sénescence induite par la thérapie
De méme que I'OIS, la TIS pourrait étre incluse dans la SIPS (stress induced

premature senescence); en effet, il est possible de considérer l'action d'une
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radiothérapie ou d’'une chimiothérapie comme un stress sur la cellule. De plus, la TIS
est aussi une sénescence prématurée. Il a été décidé de traiter séparément la TIS
car elle apporte une perspective thérapeutique intéressante avec, potentiellement,

des développements cliniques.

Inducteurs de TIS
Le traitement conventionnel du cancer, par radiothérapie ou chimiothérapie, induit

une sénescence cellulaire, dénommée sénescence induite par la thérapie (TIS) (48) :
a partir de 1999, il a été montré que les médicaments chimiothérapeutiques et
l'irradiation aux rayons X utilisés pour le traitement du cancer induisaient la
sénescence cellulaire dans plusieurs lignées de cellules tumorales humaines et un
peu plus tard in vivo. De nombreux anti-cancéreux, le cisplatine, la doxorubicine,
I'étoposide, le mitoxantrone, le paclitaxel, le témozolomide (49) induisent ainsi la

sénescence in vitro et/ou in vivo (50).

Il a été montré de plus que certaines thérapies ciblées utilisant des médicaments
inhibant les récepteurs a tyrosine kinase induisaient une TIS, e.g. le gefitinib
inhibiteur de 'EGFR ou le bevacizumab qui cible le VEGF (6).

Les inhibiteurs de PARP (poly ADP-Ribose Polymerase), comme l'olaparib peuvent

dans certaines lignées induire une TIS (51).

Mécanismes d’induction de la TIS
La majorité des agents induisant la TIS sont soit destinés a infliger des dommages

directs a I'ADN, soit a modifier directement le paysage de I'ADN en termes de
structure et de fonction (52). Ainsi, la doxorubicine provoque des cassures de 'ADN
double brin (DSB) en empoisonnant la topoisomérase de type Il et en

endommageant directement 'ADN. D’ou I'activation de la voie p53-p21-RB.

Pour un certain nombre d’inducteurs de TIS, notamment les radiations ionisantes, la
streptozotocine (47) et I'hydroxyurée (53), le stress oxydant généré par une sur-
régulation de NOX4 est impliqué de facon similaire a la sénescence cellulaire induite
par RAS précédemment décrite (Figure 20). Il est notable que, au moins dans le cas
de lirradiation, cette induction de sénescence est indépendante de la voie DDR/p53

et passe par 'augmentation de I'expression de p16 (54).

Comme [I'olaparib sera évoqué a nouveau ci-dessous dans les perspectives
thérapeutiques (paragraphe « Le traitement du cancer ovarien de haut grade par

I'olaparib »), je vais m’attarder plus longuement sur son mécanisme d’action.
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Les PARP 1,2 sont nécessaires a la réparation efficace des cassures simple brin de
'ADN ; aprés la modification de la chromatine, la PARP s’automodifie et va
décompacter la chromatine pour faciliter 'accés aux enzymes nécessaires a la
réparation des SSB, notamment XRCC1. Quand l'olaparib est lié¢ au site actif de la
PARP associée a I'ADN, il empéche la dissociation de la PARP et la piége sur 'ADN,
bloquant ainsi le processus de réparation. Dans les cellules en réplication, cela
conduit a des cassures double brin (DSB) de 'ADN quand les fourches de réplication
rencontrent 'adduit PARP-ADN. Dans les cellules normales, la voie de réparation par
recombinaison homologue (HDR : Homologous directed repair) est efficace pour
réparer ces DSB de 'ADN. Dans les cellules cancéreuses ne présentant pas des
composants fonctionnels essentiels pour une HDR efficace tels que BRCAL ou 2, les
DSB de 'ADN ne peuvent pas étre réparées fidélement ou efficacement, conduisant
a une déficience de la recombinaison homologue (HDR) importante. A la place de
cela, des voies alternatives et sujettes a l'erreur sont activées, comme la voie
classique de jonction des extrémités non homologues (NHEJ : Non Homologous End
Joining), conduisant a un degré élevé d’instabilité génomique. Aprés un certain
nombre de cycles de réplication, I'instabilité génomique peut atteindre des niveaux
trop importants et entrainer la mort des cellules cancéreuses, étant donné que les
cellules cancéreuses ont déja une quantité élevée d’ADN endommagé par rapport
aux cellules normales. L’absence de voie HDR totalement fonctionnelle est I'un des
déterminants clés de la sensibilité au platine dans le cancer de l'ovaire. Sur des
modeéles in vivo ayant un déficit des génes BRCA1/2, I'olaparib donné aprés un
traitement par platine a entrainé un retard dans la progression tumorale et une
augmentation de la survie globale en comparaison au traitement par platine seul
(55).

Un autre mécanisme d’induction de la sénescence par 'olaparib a été établi in vitro:
comme il a été présenté dans la voie SSBR, PARP1 est la principale protéine
senseur des SSB; elle est a l'origine de la voie SSBR; une diminution de
I'expression de PARP1 empéche la réparation de ces SSB; la présence de ces SSB
non réparées va augmenter I'expression du CKI p16 ce qui va induire la sénescence
(12).

Devenir des cellules sénescentes dans une TIS
Il a souvent été noté que la dose de chimio ou radiothérapie utilisée entrainait des

destins cellulaires différents : une dose faible de médicament orientait vers la

sénescence alors qu'une dose plus élevée orientait préférentiellement vers
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I'apoptose. Il a aussi été montré que la surexpression de BCL2 pouvait orienter vers
la sénescence en bloquant I'apoptose (50) : je signale ce dernier point car il y a
actuellement des BH3 mimétiques, inhibiteurs des protéines anti apoptotiques de la
famille BCL-2 qui sont testés comme sénolytiques c’est-a-dire comme molécules qui

lysent les cellules sénescentes ; je reviendrai plus tard sur ce point.

La TIS est-elle bénéfigue ou non, notamment dans le cadre du traitement des
cancers ? De plus en plus d’études pré cliniques montrent que les chimiothérapies et
les radiothérapies provoquent I'accumulation de cellules sénescentes a la fois dans
les tumeurs et les tissus normaux. Dans les tumeurs, ces cellules sénescentes
peuvent, paradoxalement, favoriser la récidive tumorale, les métastases et la
résistance au traitement, en partie a cause du p. En outre, dans les tissus sains, ces
cellules sénescentes peuvent contribuer a certains des effets secondaires observés

dans ces thérapies (56).

Caractéristiques des cellules sénescentes et identification de

marqueurs
La mise en place de la sénescence va modifier les propriétés de la cellule.

Les cellules sénescentes présentent plusieurs propriétés communes que nous allons
décrire maintenant. Certaines de ces caractéristiques pourront étre utilisables
comme marqueurs pour identifier les cellules sénescentes in vivo, mais aucun

marqueur n’est totalement spécifique(57) (58).

Un profil sécrétoire difféerent: le SASP ou Phénotype Sécrétoire
Associe ala Sénescence

Je vais commencer par décrire une des caractéristiques importantes des cellules
sénescentes : leur profil sécrétoire différent de celui des mémes cellules en

prolifération.

Les composants du SASP
Les cellules sénescentes subissent une reprogrammation (59) et vont sécréter de

nombreux facteurs, notamment des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires,
des modulateurs de croissance, des facteurs angiogéniques et des
métalloprotéinases matricielles (MMP), 'ensemble de ces facteurs est désigné par le

phénotype sécrétoire associé a la sénescence ou SASP (Tableau 1).

Tableau 1: Composants du phénotype sécrétoire associé a la sénescence
(SASP) tiré de (60)




Classe

Composant

Interleukines

IL-6 ; IL-7 ; IL-1; IL-1b ; IL-13; IL-15

Chimiokines

IL-8 ; GRO-a, -b, -g ; MCP-2 ; MCP-4 ; MIP-1a ; MIP-3a ;
HCC-4 ; eotaxine ; eotaxine-3 ; TECK ; ENA-78 ; 1-309 ; I-
TAC

Autres molécules

inflammatoires

TGFB ; GM-CSE ; G-CSE ; IFN-y ; BLC ; MIF

de

régulateurs de facteurs de

Facteurs croissance

croissance

Amphireguline ; épireguline ; hereguline ; EGF ; bFGF ;
HGF ; KGF (FGF7) ; VEGF ; angiogénine ; SCF ; SDF-1 ;
PIGF ; NGF ; IGFBP-2, -3, -4, -6, -7

Protéases et régulateurs de
protéases

MMP-1, -3, -10, -12, -13, -14 ; TIMP-1 ; TIMP-2 ; PAI-1, -2
; tPA ; UPA ; cathepsine B

Récepteurs ; ligands

ICAM-1, -3 ; OPG ; sTNFRI ; sSTNFRIIl ; TRAIL-R3 ; Fas ;
UPAR ; SGP130 ; EGF-R

Molécules non protéiques

PGEZ2 ; oxyde nitrique ; ROS

Facteurs insolubles

Fibronectine ; collagenes ; laminine

Les effets du SASP(59)

Le SASP a de nombreux effets pathophysiologiques :

* Le SASP renforce et propage la sénescence de maniére autocrine et paracrine

* Le SASP active les réponses immunitaires qui €liminent les cellules sénescentes

* Le SASP intervient dans la sénescence développementale, la cicatrisation des

plaies et la plasticité tissulaire.

* Le SASP est un facteur important dans linflammation chronique persistante

(appelée inflammaging). A ce titre, le SASP peut expliquer certains des effets

délétéres et pro-vieillissement des cellules sénescentes.

* Le SASP peut stimuler la

tumorigenése en recrutant des cellules myéloides

immatures immunosuppressives dans les tumeurs de la prostate et du foie et en

favorisant l'angiogenése et les meétastases, en favorisant la transition épithélio-




mésenchymateuse, en induisant des caractéristiques habituellement typiques de
cellules souches (« stemness »), en stimulant la prolifération des cellules pré-
néoplasiques et cancéreuses, notamment par des facteurs de croissance tels que
I'lL6 (61).

Modulation du SASP
Je donnerai un exemple de modulation du SASP : celui de la signalisation mTOR

qui favorise la traduction de I'lL-1A et de la protéine kinase activée par des agents
mitogenes MAPKAPK2, en réponse a de multiples stimuli de stress (cytokines,
rayonnements ultraviolets et ionisants, ROS, ...). Récemment, il a été montré que,
dans un environnement stressant de type TIS, la voie PI3K/AKt/mTOR était
responsable de la reprogrammation cellulaire vers un SASP soutenu (62). L'inhibition
de mTOR par la rapamycine réprime fortement le SASP des cellules sénescentes et

retarde la sénescence des cellules traitées.

D’autres facteurs de transcription tels que NF-kB, C/EBPB, GATA4 ou la voie de
signalisation p38 MAPK vont aussi moduler le SASP (59)

Une partie de la recherche actuelle est faite en direction de médicaments ou de
produits qui pourraient modifier le caractere « agressif » du SASP, vers un SASP
plus « modéré » ; la rapamycine a cette capacité, la metformine aussi (63); les

composés de ce type sont appelés les sénomorphigues.

En conclusion sur le SASP, sa composition et sa force varient considérablement,
selon la durée de la sénescence, l'origine du stimulus pro-sénescence et le type de
cellule (64) .

L'arrét de prolifération
L’arrét de prolifération n’est pas spécifique des cellules sénescentes. En effet, de

nombreuses cellules in vivo sont différenciées en phase terminale ou quiescentes
sans étre sénescentes (58). Mais I'arrét de prolifération est bien présent dans nos
cellules sénescentes ; les marqueurs utilisés pour mettre en évidence cet arrét
pourront étre I'absence de Ki67, Ki67 étant un marqueur de prolifération (65), la

présence de pl6 et la présence de p21.

La protéine pl6 est fortement corrélée a l'age (66) (67) (68) chez de nombreux
rongeurs et dans de nombreux tissus humains (69) et elle est aussi retrouvée dans
certaines cellules tumorales a des niveaux élevés. p16 n’est généralement pas

exprimée par les cellules quiescentes ou difféerenciées en phase terminale.
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Résistance a l'apoptose

Une autre caractéristique fondamentale des cellules sénescentes est la résistance a
I'apoptose (65), ainsi une survie accrue, notamment dans les fibroblastes et les
kératinocytes sénescents, a été observée. Les mécanismes a l'origine de cette
résistance sont variés, pas encore entierement découvertset ont recu la
dénomination de SCAPs ou senescent cell anti-apoptotic pathways. Je vais nommer

certains acteurs intervenant dans ces voies anti-apoptotiques.
* p21 joue un réle dans le maintien de la viabilité des cellules sénescentes.

* Le cbté inflammatoire du SASP, par l'action d’IL-6, d’'IL-8, d'IL-1 et du TNFa
contribue a renforcer l'arrét de croissance via la signalisation autocrine NF-kB et la
génération de ROS. Cependant, l'activation de NF-kB peut également promouvoir
des réponses de survie par linduction transcriptionnelle de protéines anti-
apoptotigues de la famille BCL-2, souvent surexprimées dans les cellules
sénescentes, notamment BCL2 elle-méme. Il est notable d’ailleurs que les anti-BCL2
font actuellement partie des candidats pharmacologiques pour lyser les cellules

sénescentes.

* Un autre composant du SASP, I'lGF1, peut, dans les contextes tumoraux, étre
absorbé par les cellules cancéreuses environnantes et étre responsable de certains
des effets pro-tumoraux des cellules sénescentes. Ce facteur de croissance peut
aussi favoriser la survie des cellules sénescentes. Le mécanisme est le suivant :
I'lGF-1 se lie au récepteur tyrosine kinase (TKR) IGF1R et entraine la régulation a la
hausse de la voie PI3K/AKT. Il a été montré que l'inhibition d'IGF-1 retarde la
sénescence des cellules en prolifération, tout en induisant I'apoptose des fibroblastes
sénescents (65).

Ce paragraphe sur la résistance a l'apoptose m’a permis de mentionner pour la
premiere fois certaines molécules qui agissent en lysant les cellules sénescentes,

aussi appelées sénolytiques.

La B-galactosidase associée a la sénescence (SA-3-gal)
Le marqueur de sénescence le plus utilisé (70) est la B-galactosidase associée a la

sénescence (SA-RB-gal) ; mais elle n'est ni nécessaire ni suffisante pour affirmer la

sénescence (71) (72). Il a été montré que le vieillissement cellulaire (et donc la
sénescence) était corrélé avec des lysosomes hypertrophiés et donc contenant une
plus grande quantité de P-galactosidase mais que l'activité de cette enzyme B-




galactosidase lysosomale était, de plus, augmentée. Il existe, par contre, des
possibilités de faux positifs avec ce bio-marqueur. Ainsi, il est possible d'avoir une
coloration faussement positive des macrophages (73) . Certains tissus de I'embryon
semblent aussi se colorer positivement pour SA-R-gal sans exprimer d'autres

marqueurs clés de sénescence tels que p21 (74).

La diminution de lalamine B1
La diminution de la lamine B1 semble étre un bon biomarqueur général de la

sénescence (75).

La surface interne de I'enveloppe nucléaire est tapissée d'une lamina, qui contribue a
la taille, & la forme et a la stabilité du noyau ainsi qu’a l'organisation de la
chromatine. Les principales protéines structurales de la lamina sont les lamines
nucléaires, qui sont des filaments intermédiaires de type V dont la taille varie de 60 a
80 kDa. Les lamines sont classées en type A (lamine A, C) ou type B (lamine B1, B2)
en fonction de leurs points isoélectriques. La lamina est une structure dynamique car
chaque fois qu'une cellule entre en mitose, elle est désassemblée puis réassemblée

au cours du cycle cellulaire suivant.

La lamine B1 est nécessaire a une bonne organogenése et a la survie de I'organisme
: les souris dépourvues d'un géne LMNB1 fonctionnel meurent quelques minutes
aprés la naissance, et les fibroblastes de ces souris ont des noyaux déformés et

subissent une sénescence prématurée en culture.

La lamine Bl diminue rapidement lorsque les cellules sont induites en sénescence
par de multiples moyens. La diminution de la lamine B1 est une caractéristique de la
sénescence dans plusieurs souches cellulaires de fibroblastes humains et murins et
aprées des dommages aigus a I'ADN qui entrainent la persistance de cellules

sénescentes in vivo.

La diminution de la lamine B1 se produit rapidement (2 jours) apres exposition a un
stimulus induisant la sénescence et n’est pas une caractéristique générale de l'arrét
du cycle cellulaire, car les cellules quiescentes conservaient des niveaux de lamine
B1 égaux a ceux des cellules proliférantes. Fait intéressant, la perte de lamine B1 n'a
pas été empéchée par linhibition des voies qui contrélent de nombreux autres
aspects de la sénescence, tels que le SASP. Ainsi, la diminution de la lamine B1
était indépendante de la voie p38 MAPK/NF-kB, de la voie DDR et de la signalisation
ROS. Cependant, la diminution de la lamine B1 a été fortement induite soit par




l'activation directe de p53, soit par l'expression directe de p16™K*®

. Parce que
presque tous les inducteurs de sénescence dépendent fortement des voies p53 ou
p16™ 4 la perte de la lamine B1 pourrait servir de marqueur de sénescence général

dans d'autres contextes et types de cellules (75).

Les SAHF (senescence-associated heterochromatine foci)
La sénescence cellulaire est également caractérisée par la présence d'altérations de

la structure chromatinienne : la plupart des cellules sénescentes présentent des
régions caractéristiqgues avec de I'hétérochromatine condensée connues sous le nom
de foyers hétérochromatiques associés a la sénescence (SAHF). Les SAHF sont
particulierement enrichis en histone 3 triméthylée sur la lysine 9 (H3K9me3).
Cette triméthylation est médiée par la H3K9 Méthyltransferase Suv39hl (76). Les
SAHF agissent en réprimant plusieurs génes régulés par E2F impligués dans la
progression du cycle cellulaire et sont induits par des mécanismes impliquant
I'activation de p53 et p16 (6).

Perspectives thérapeutiques
Tout d’abord, je vais présenter de fagon trés générale le lien entre la sénescence et

de nombreuses pathologies

La sénescence en physiopathologie
Il a été montré qu’il y a une accumulation progressive des cellules sénescentes avec

'age. De plus, cette accumulation est encore plus forte dans les tissus associés a
des pathologies. Ainsi, il a été montré que les cellules sénescentes sont associées
au développement de diverses maladies liées a l'age telles que l'athérosclérose,
I'arthrose, l'ostéoporose, la neurodégénérescence, le cancer, les maladies rénales

chroniques, le diabéte de type Il et le diabéte de type | (77) (Figure 21).

Il a aussi été démontré que, chez 'lhomme, les cellules sénescentes étaient plus
importantes dans les tissus associés a certaines maladies chroniques telles que le
diabéte de type Il ainsi que le diabéte de type | (78), ainsi que dans les tissus

néoplasiques et malins (79).

De plus, dans des modeles murins, il a été démontré que le SASP est impliqué dans
la pathogenése de plusieurs maladies liées a I'age, telles que l'athérosclérose, la
bronchopneumopathie chronique obstructive, l'arthrose, la maladie d'Alzheimer, la
sarcopénie, la dégénérescence maculaire liée a l'age, les cataractes, la

glomérulosclérose, I'hnypertrophie des cardiomyocytes et la lipodystrophie (80). Le




rble de la sénescence dans certaines pathologies a déja été élucidé
expérimentalement dans des modéles murins de fibrose pulmonaire idiopathique
(FPI) (81) et de stéatose hépatique (82).
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Figure 21: Représentation schématique de la distribution des maladies

lices a l'age et d'autres pathologies dans l'organisme ou les cellules
sénescentes jouent un réle important dans leur développement (77).

Ce lien important entre la sénescence cellulaire et de nombreuses pathologies
ameéne a se poser la question d’'un potentiel thérapeutique de ce concept de cellules
sénescentes : y a-t-il un impact positif a leur élimination ou a leur reprogrammation

par une méthode interventionnelle (pharmacologique notamment) ?

Des résultats récents (pré cliniques et cliniques) ont été publiés. Je vais maintenant
en détailler certains.




Premiers résultats pré cliniques par I’'équipe de Baker, publiés en
2011(69) :
Le premier résultat important est celui obtenu par I'équipe de Baker publié en 2011.

Modéle de souris BubR1™ INK-ATTAC

Les auteurs ont travaillé avec des souris progéroides BubR1""

(hypomorphes pour
BubR1) ; ces souris ont une durée de vie considérablement raccourcie et présentent
une variété de phénotypes liés a I'age, notamment l'infertilité, la lordose-cyphose, la
sarcopénie, les cataractes, la perte de graisse, les arythmies cardiaques, le
raidissement de la paroi artérielle, la cicatrisation altérée et I'amincissement du
derme. Il a été proposé que BubR1 soit un déterminant du vieillissement naturel, car
les niveaux de BubR1l diminuent nettement avec l'age. Les souris BubR1""

6Ink4a

accumulent sélectivement des cellules pl positives dans certains tissus dans

lesquels se développent des pathologies liées a I'age, dont le tissu adipeux, le

6Ink4a

muscle squelettique et I'ceil. L’inactivation de pl chez ces souris est connue

pour retarder sélectivement l'apparition de phénotypes liés a I'age dans ces tissus.

Clairance inductible des cellules sénescentes
Le principe de leur expérience est le suivant: il s’agit d’'une modification

transgénique des souris BubR1™™ pour pouvoir tuer par apoptose de facon inductible
les cellules sénescentes. Pour cela, les auteurs ont introduit un transgéne nommé
INK-ATTAC qui code pour une protéine de fusion FK506-binding-protein-Casp8
(FKBP-Casp8). La caspase 8 ou Cysteine dependant Aspartate directed proteASE 8
est une caspase initiatrice ; elle va activer les caspases effectrices (3 et 7) qui vont
amener a l'apoptose. La caspase 8 est impliquée dans l'apoptose par la voie
extrinseque, déclenchée par les récepteurs de mort, et non par la voie intrinséque.
Ce gene codant pour FKBP-Casp8 a été placé sous le promoteur suivant: un

fragment de 2161 pb du promoteur du géne p16 '™

qui est transcriptionnellement
actif dans les cellules sénescentes, mais pas non sénescentes. L’administration
d’'une substance pharmacologique, AP20187, induit la dimérisation de la protéine de
fusion qui est liée a la membrane par myristoylation (Figure 22). Il a été vérifié que ce
modele fonctionne in vitro et ex vivo, que la protéine INK-ATTAC est bien exprimée
dans les cellules sénescentes, en corrélation avec p16 ainsi que d’autres marqueurs

de sénescence (p21, p19, Pail, IL-6, Igfbp2, Mmp13, Mmp3).
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Figure 22: Schéma de la construction INK-ATTAC et du mécanisme
d'activation de l'apoptose (69).

Le transgéne INK-ATTAC code pour une protéine de fusion FKBP (FK506 Binding protein) et
Caspase 8. Cette protéine se lie a la membrane cellulaire par myristoylation. La substance
pharmacologique AP20187 va induire l'activation de I'apoptose par dimérisation de la
Caspase8 qui entraine son activation qui va ensuite activer les caspases effectrices
(Caspases 3 et 7) de la voie extrinséque de I'apoptose.

IRES, internal ribosome entry site : permet linitiation de la traduction de 'EGFP (enhanced

green fluorescent protein).

Résultats lorsque le traitement démarre au sevrage
Les cohortes de souris transgéniques BubR1" INK-ATTAC ont été soit traitées avec

AP20187 tous les trois jours a partir de I'age de 3 semaines, soit non traitées.

I n'y a pas eu deffets secondaires manifestes de la clairance des cellules

sénescentes dans ce modele.

Les souris des lignées BubR1 " :INK-ATTAC traitées présentaient un retard
substantiel d’apparition de la lordocyphose (une mesure de lapparition de la

sarcopénie dans ce modele) et des cataractes par rapport aux souris non traitées.

Par ailleurs, lors des tests d'exercice sur tapis roulant, la durée de l'exercice, la
distance parcourue et la quantité globale de travail effectuée étaient toutes
significativement augmentées chez les animaux traités avec AP20187, indiquant la

préservation de la fonction musculaire.




Résultats lorsque le traitement démarre plus tard dans la vie
Pour étudier l'effet de la clairance des cellules sénescentes plus tard dans la vie

lorsque des phénotypes liés a I'age sont apparents chez les souris BubR "™ les
auteurs ont commencé le traitement AP20187 des souris BubR1 "™ ;INK-ATTAC & 5
mois au lieu de I'dge de sevrage, 3 semaines, et mesuré a I'age de 10 mois les

phénotypes liés a I'age et dépendants de p16.

Ces souris traitées a partir de 5 mois, lorsqu’elles ont atteint 10 mois, ont été
comparées aux souris non traitées agées de 5 mois ; cette comparaison a montré
que le traitement attenue la progression des déclins liés a I'dge mais ce n’est pas un

renversement du vieillissement.

Conclusion :

La clairance des cellules sénescentes exprimant p16'@ &

a la fois dés le sevrage et
plus tard dans la vie retarde sélectivement les pathologies liées a I'age dans les

tissus qui accumulent ces cellules.

Limites de I’étude
Les phénotypes liés a I'age des souris BubR1 " qui surviennent de maniére
indépendante de p16™“?, tels que les arythmies cardiaques et le raidissement de la
paroi artérielle, n'ont pas été atténués chez les souris BubR1 "™; INK-
ATTAC traitées par AP20187.Ceci était en corrélation avec le manque
d'induction INK-ATTAC dans le cceur et l'aorte. Selon les auteurs, linsuffisance
cardiaque est vraisemblablement la principale cause de déces chez les souris
BubR1 " ce qui pourrait expliquer pourquoi la survie globale des
souris Bubr1 "

ou non avec AP20187.

;INK-ATTAC ne différe pas significativement qu’elles soient traitées

Par ailleurs, le travail a été effectué avec une lignée trés particuliéere de souris

progéroides, ce qui limite fortement l'universalité des résultats obtenus.

La suite des travaux de Baker et al. publiée en 2016
L’équipe de Baker travaille cette fois sur des souris de deux lignées communes :

C57BL/6-129Sv-FVB et C57BL/6J. La technique est la méme que celle utilisée pour
les travaux de 2011 : introduction du transgene INK-ATTAC, ceci pour induire,
similairement, par injection d'’AP20187 deux fois par semaine a partir de I'age d'un

an, l'apoptose dans les cellules de souris de type sauvage exprimant p16 (83).




6 "2 _positives a retardé la tumorigenése et atténué la

La clairance des cellules p1
détérioration liée a I'age de plusieurs organes sans effets secondaires apparents,
notamment les reins, le coeur et la graisse, ou la clairance a préservé la
fonctionnalité des glomérules, des canaux cardio-protecteurs K atpet des

adipocytes, respectivement.

Résultat important, ils montrent que, par rapport au véhicule seul, le traitement
AP20187 a prolongé la durée de vie médiane chez les souris méales et femelles de

deux origines génétiques distinctes.

En conclusion, les travaux de Baker et al. ont donc été les tous premiers résultats
prometteurs, avec ce premier travail sur des souris progéroides transgéniques publié
en 2011 puis cette suite avec des souris transgéniques de lignée commune publiée
en 2016.

Larecherche de sénolytiques

Contexte historique
Il y a eu un certain nombre d’avancées depuis les travaux de Baker et al. en 2011.

Ces avancées ont notamment été permises par la recherche puis la découverte et
maintenant I'utilisation de sénolytiques, i.e. des substances qui vont lyser les cellules
sénescentes ; ces substances peuvent étre des médicaments avec une AMM déja
présente (le dasatinib, le vénétoclax, la rapamycine) ou des substances nouvelles en
cours d’évaluation (le navitoclax) ou des suppléments naturels (quercétine, fisétine
notamment). La toxicité de ces molécules étant parfois déja étudiée, encadrée et
disponible, il a ainsi pu étre lancé rapidement des essais cliniques avec de petits
effectifs sur des durées assez courtes et qui montrent que le potentiel thérapeutique

est bien présent et commence a étre documenté.

Une des pistes a été de cibler I'aspect anti-apoptotique des cellules sénescentes ;
les sénolytiques pourront agir en facilitant I'apoptose des cellules sénescentes

induite par leur propre SASP ; ils ne cibleront pas I'expression de p16, par exemple.

La recherche de molécules capables de lyser spécifiquement les cellules
sénescentes a été la suivante (84) : 'analyse des transcrits des cellules sénescentes
versus cellules non sénescentes a montré une expression accrue des réseaux pro-
survie dans les cellules sénescentes, correspondant a leur résistance a l'apoptose.
Ensuite, des siRNA ciblant les nceuds de ce réseau ont permis de révéler des cibles
intéressantes : les ligands de I'ephrine EFNB1 et EFNB3, l'inhibiteur 1A de la kinase




dépendant de la cycline ou CDKN1A ou p21, l'inhibiteur 2 activé par le plasminogéne
(PAI-2), la sous-unité catalytique delta de la phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase (PI3KCD) qui fait partie de la famille PI3K impliguée dans la régulation de
multiples fonctions cellulaires, y compris la survie, et BCL-xL, qui régule I'apoptose
dépendante des mitochondries et est la cible de certains médicaments
anticancéreux. Le silencing de ces cibles par siRNA a permis de tuer les cellules

sénescentes, mais pas les cellules différenciées en prolifération ou quiescentes.

Puis il a été recherché des molécules pharmacologiques ciblant ces mémes facteurs.

Le dasatinib
Le dasatinib est un inhibiteur multiple de kinases, notamment BCR/ABL c-KIT,

PDGFR et les kinases de la famille SRC telles que SRC, LCK, HCK, YES et
FYN(85) ; il est notamment utilisé pour le traitement des cancers, notamment la
leucémie myéloide chronique Phi+ et la LAL Phi+ de I'enfant. Il est connu pour

interférer avec la suppression de I'apoptose dépendante de I'EFNB (84).

In vitro, le dasatinib a réduit de maniere préférentielle la viabilité et provoqué la mort
cellulaire des préadipocytes humains sénescents, mais a été beaucoup moins
efficace sur les cellules endothéliales humaines de la veine ombilicale sénescentes.
Au 3°™ jour, le taux de préadipocytes en prolifération était a peu prés stable alors

gue le taux de préadipocytes sénescents diminuait de 30 a 40% (84).

La quercétine
La quercétine est le flavonoide le plus abondant que I'on trouve dans les fruits, les

légumes et les boissons telles que le thé et le vin rouge (86). Elle fonctionne comme
un double inhibiteur de mTOR et de PI3K. En outre, elle peut cibler plusieurs voies
pro-survie, par exemple Wnt/B-caténine, dont l'activation est liée a l'action de
PIBK/AKT/mTOR via la Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3), et STAT3 qui est
eégalement interconnecté avec PI3K.

In vitro, la quercétine était efficace contre les cellules endothéliales humaines (84) et
les cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse sénescentes

murines.

L'association du dasatinib et de la quercétine a été efficace pour éliminer les

fibroblastes embryonnaires murins sénescents.




Je vais maintenant faire un saut dans le temps et dans le type d’étude pour passer
de l'étude de Baker et al. sur des souris progéroides qui sont modifiees
génétiquement, publiée en 2011 a I'étude d’Hickson et al. publiée en 2019, étude
clinique sur 7 femmes et 2 hommes souffrant de néphropathie diabétique qui ont pris
des sénolytiques (dasatinib + quercétine) pendant 3 jours.

Des résultats cliniques avec les travaux d’Hickson et al. publiés en
2019

Contexte historique
Je vais replacer cette étude par Hickson dans son contexte historique : le tout

premier essai clinique utilisant des sénolytiques a vu ses résultats publiés en janvier
2019 par I'équipe de Justice et al. (87); c’était une étude courte incluant 14 patients
souffrant de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), traités par dasatinib (100 mg/jour)
+ quercétine (1250 mg/jour) 3 jours par semaine pendant 3 semaines. Il avait résulté
une ameélioration significative de la fonction physique chez ces patients. Les
fonctions pulmonaires ne présentaient pas d’amélioration significative mais cela peut
étre d0 a la courte durée de I'essai clinique. Ainsi, lors d’études pré cliniques dans
des modeles murins de FPI, 'amélioration significative de la fonction pulmonaire était
précédée de I'amélioration de la fonction physique. Cet essai montre le potentiel du
dasatinib couplé a la quercétine chez des patients atteints d’'une maladie progressive
irréversible et fatale sans traitement efficace a ce jour, la fibrose pulmonaire
idiopathique, ouvrant la voie a des essais plus longs avec un effectif plus important
(88).

Rationnel pour I’étude d’Hickson et al.
Le rationnel pour l'utilisation de sénolytiques chez ces patients diabétiques s’appuie

sur 'accumulation de cellules sénescentes dans les tissus avec I'age, en particulier
le tissu adipeux ; ces cellules sécrétent le SASP qui posséde une composante pro-

inflammatoire favorisant la mort des cellules non sénescentes (87).

La néphropathie diabétique est la cause la plus fréquente d’insuffisance rénale au
stade terminal et elle est caractérisée par un fardeau de cellules sénescentes

augmenté (89).

Les études pré clinigues montrent que le dasatinib couplé a la quercétine désactive

temporairement les voies pro-survie qui défendent les cellules sénescentes contre




leur propre environnement pro apoptotique et éliminent sélectivement les cellules

sénescentes chez des souris vieillissantes ou résistantes a l'insuline (87).

L’étude clinique (87)
Elle inclut 9 patients atteints de néphropathie diabétique. C’est un traitement « hit
and run » : traitement oral pendant 3 jours avec dasatinib 100 mg 1 fois par jour et

quercétine 1000 mg au total par jour (500 mg deux fois par jour).

L'expression de p16 ™ ** et p21 “™! ainsi que lactivité SA-Bgal ont été utilisées

comme marqueurs de cellules sénescentes.

Les marqueurs clés de la charge cellulaire sénescente ont diminué dans le tissu
adipeux et la peau biopsiée des sujets 11 jours apres la fin du traitement de 3 jours
de D + Q, tout comme les principaux facteurs SASP circulants (IL-1q, -2, -6 et -9 et

MMP-2, -9 et -12), par rapport a avant l'administration de ces médicaments

sénolytiques.

Cet alléegement du fardeau de cellules sénescentes encore apres 11 jours apres la
fin du traitement indique un effet soutenu de ces médicaments alors qu'ils n'étaient
plus présents dans le corps, leurs demi-vies d'élimination étant inférieures a 11h.
Ceci est cohérent avec le temps mesuré en culture supérieur a deux semaines

nécessaire pour le développement de nouvelles cellules sénescentes.

by

Les préadipocytes isolés a partir de biopsies obtenues 11 jours apres la fin du
traitement sénolytique avaient leur capacité de prolifération multiplié par 3, ce qui est
cohérent avec, d’'une part la diminution du nombre de cellules sénescentes
objectivées par I'utilisation des marqueurs sus nommés ainsi qu’avec le fait que les
cellules isolées a partir de tissus de sujets agés comportant davantage de cellules
sénescentes présentent un potentiel réplicatif réduit par rapport aux cellules isolées a

partir de sujets plus jeunes (87).

C’est un des tous premiers essais cliniques ; il montre d’une part I'action sur le
fardeau de sénescence et suggere qu'un régime de dosage intermittent peut étre

efficace chez I'étre humain.

Perspectives thérapeutiques dans les traitements anti-cancéreux
Un autre domaine ou le potentiel thérapeutique parait prometteur est le couplage

d’'un sénolytique avec un traitement anti cancéreux. L’intérét de l'utilisation de ce
couplage avec un sénolytique repose sur les observations suivantes. L’arrét de

prolifération n’est pas irréversible pour toutes les cellules d'une population de cellules
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cancéreuses présumeées sénescentes, et celles qui échappent a l'arrét du cycle
cellulaire sont susceptibles de contribuer a une rechute clinique du cancer (76). Cette
échappée de l'arrét de la prolifération peut se retrouver dans les TIS mais aussi dans
les OIS (39). Dans ces exemples d’OIS, ces cellules « échappées » présentaient des
altérations génomiques qui favorisaient I'évasion de la sénescence et un phénotype
cancéreux agressif. Des preuves solides issues d'études sur des cultures de cellules
primaires soutiennent l'idée que les cellules totalement sénescentes pourraient
retrouver une capacité proliférative tout en conservant certaines caractéristiqgues de
la sénescence cellulaire. Tout cela pourrait étre un mécanisme potentiel qui sous-
tend les rechutes cliniques ; cela montre également que la TIS ou 'OIS peut évoluer
vers un état dissocié qui combine une préservation partielle et une inversion partielle

des phénotypes associés a la sénescence (39).

Je vais donc décrire I'étude in vitro de Rodier et al. publiée en 2019 (51) qui s’inscrit

dans cette perspective.

Résultats in vitro de couplage chimiothérapie + sénolytique

Le traitement du cancer ovarien de haut grade par I'olaparib
L’olaparib a 'AMM pour l'indication suivante (55): monothérapie pour traitement

d’entretien des patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire, récidivant et sensible au

platine, avec une mutation du géne BRCA1/2.

Actuellement, le traitement d’entretien du cancer séreux ovarien de haut grade
(CSOHG) par I'olaparib est majoritairement suivi par une récidive assez rapide (90) ;

la recherche de nouvelles thérapies combinées est en cours.
Sénolytique utilisé dans I’étude de Rodier et al. : le Navitoclax

Le navitoclax ou ABT-263 est un BH3 mimétique qui se lie puissamment au domaine
BH3 des membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (91), cela provoque le
déplacement de la protéine pro-apoptotique a domaine BH3 uniquement, BIM, de
BCL-2. BIM est alors libérée pour déclencher la libération de cytochrome c, a partir

des mitochondries, provoquant I'apoptose des cellules.

Le navitoclax inhibe préférentiellement BCL-2 (B cell lymphoma 2), BCL-W et BCL-
XL (extra large) qui sont tous trois anti apoptotiques. L’inhibition de BCL-XL induit un

effet indésirable important : une thrombocytopénie.




Le navitoclax est encore en cours d'évaluation par les agences européenne et

ameéricaine.

Le navitoclax a une action sénolytique dans les cellules épithéliales sénescentes de
la veine ombilicale humaine mais pas dans les préadipocytes primaires humains
(92).

Rationnel
Dans le modele de cancer du sein utilisé, les cellules sénescentes étaient impliquées

dans la rechute du cancer et se propageaient aux tissus distaux aprés la
chimiothérapie. L'élimination pharmacologique des cellules sénescentes par
I'utilisation du Navitoclax a amélioré I'activité physique et réduit la rechute du cancer

chez les souris traitées avec la doxorubicine (49).

Résultats (51)
L’équipe de Rodier a travaillé in vitro sur des lignées cellulaires provenant de cancer

séreux ovarien de haut grade (CSOHG). Ils ont montré les résultats suivants :

L’'olaparib induit la sénescence dans ces lignées cellulaires CSOHG. Cette
sénescence induite par linhibiteur de PARP est médiée par p2l1 et CHK2.
Concernant le point de discussion sur la réversibilité ou lirréversibilité de la
sénescence, ils ont montré que cette TIS ou sénescence induite par la thérapie (en

I'occurrence par I'olaparib) était réversible, a I'arrét du traitement.

Enfin, point important, ils ont utilisé le navitoclax, sénolytique inhibiteur notamment

de BCL2 et ont montré la synergie du navitoclax avec I'olaparib.

Discussion(51):
La sénescence réversible suite a I'arrét de I'olaparib explique la repousse tumorale
lors du retrait du médicament. Par ailleurs, I'environnement SASP induit par la TIS

pourrait étre pro-tumorigene.

L’intérét potentiel est que l'olaparib, inducteur de sénescence, peut étre couplé a un
sénolytique afin de potentialiser les effets du traitement ; cette stratégie n’implique a
priori pas d’effet indésirable supplémentaire provenant de dommages a I’ADN car le
sénolytique serait utilisé de facon intermittente et donc sans induire de

thrombopénie, effet indésirable grave du navitoclax.




Conclusion-Discussion
La sénescence a été décrite la premiere fois il y a plus de 60 ans : Hayflick a publié

ses premiers papiers sur la sénescence réplicative (RS) en 1961. Les vingt dernieres
années ont vu une accélération des découvertes dans ce domaine : il y a eu, d’une
part, la description de nouveaux sous-types de sénescence: la sénescence
prématurée induite par le stress (SIPS), la sénescence induite par les oncogenes
OIS), notamment RAS, et la sénescence induite par les thérapies (TIS),
radiothérapies et chimiothérapies. Ce dernier sous type est retrouvé dans de
nombreux exemples et l'implication de la TIS dans la réussite ou I'échec des

thérapies anti-cancéreuses semble de plus en plus pertinente.

Un des intéréts majeurs du concept de sénescence et de cellules sénescentes dans
le contexte de TIS réside dans la possibilité d’éliminer ces cellules en espérant un
bénéfice thérapeutique avec, a priori, des effets indésirables limités. Des premiers
résultats pré-cliniques ont été publiés en 2011 par Baker et al. Dans cette continuité,
il y a eu une recherche de médicaments et de produits sénolytiques, i.e. qui vont
lyser préférentiellement les cellules sénescentes. Cette recherche de sénolytiques
est toujours en cours mais a déja fourni quelques candidats : certains sénolytiques
ont déja fait 'objet de publication dans des essais cliniques avec de faibles effectifs
depuis 2019.

De nouveaux essais cliniques sont actuellement en cours (93) et les perspectives
d’adapter les traitements chimiothérapeutiques et/ou radiothérapeutiques actuels en
y intégrant des sénolytiques sont en train d’émerger et pourraient améliorer les

résultats thérapeutiques dans ces domaines.
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