Université de Montréal

Analyse protéomique de la sénescence induite par la chimiothérapie dans le cancer de I'ovaire

Par

Alizée Gouronnec

Programmes de Biologie Moléculaire

Faculté de Médecine

Mémoire présenté en vue de I'obtention du grade de Maitrise

en Biologie Moléculaire

Option générale

Novembre 2020

© Gouronnec, 2020



Université de Montréal

Unité académique : IRIC, Faculté de Médecine

Ce mémoire intitulé

Analyse protéomique de la sénescence induite par la chimiothérapie dans le cancer de I'ovaire

Présenté par

Alizée Gouronnec

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes

Etienne Caron
Président-rapporteur

Philippe P. Roux
Directeur de recherche

Frédérick A. Mallette
Membre du jury



Résumé

Les patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire a cellules claires (COCC) de stade avancé ont un
trés faible taux de survie aprés 5 ans a cause d’une forte résistance aux traitements. Depuis 30
ans, la stratégie thérapeutique du COCC consiste en une combinaison de carboplatine et
paclitaxel (CP). Il est donc urgent de proposer de nouveaux traitements pour ce cancer. En
étudiant une lignée cellulaire issue d’'un COCC, nous avons observé que le traitement CP
induisait un état de sénescence. Les cellules sénescentes ne proliferent plus mais peuvent
impacter leur environnement en sécrétant un mélange complexe de molécules. Proposer de
nouveaux traitements pour cibler les cellules sénescentes induites par la chimiothérapie
nécessite de mieux connaitre leurs caractéristiques. Dans ce but, nous avons étudié les
protéines a la surface des cellules sénescentes a 'aide d’une méthode de protéomique de
pointe. Nous avons trouvé que la protéine DNAJC5 est fortement augmentée a la surface des
cellules sénescentes. Cette chaperonne est impliquée dans les mécanismes d’exo- et
endocytose, ainsi que dans une voie de sécrétion non-conventionnelle des protéines. Nous
avons cherché a savoir si cette voie était activée dans les cellules sénescentes, et avons
également étudié I'impact de I'inhibition de DNAJC5 sur la protéotoxicité des cellules, ainsi que
sur I'établissement de la sénescence. Nos premiers résultats suggérent que DNAJCS aurait un
role dans la sénescence qui n’a encore jamais été observé. A long terme, cette découverte

pourrait contribuer au développement de nouveaux traitement dans le COCC.

Mots-clés : Cancer de I'ovaire, sénescence, surfaceome, DNAIC5, voies non-conventionnelles de

sécrétion



Abstract

Patients treated for an advanced ovarian clear cell carcinoma (OCCC) have a poor 5-year survival
rate due to treatment resistance. Since 30 years, the therapeutic strategy consists of a
combination of carboplatin and paclitaxel (CP). It is of the upmost urgency to find new
treatments against this cancer. We studied the impact of CP treatment on an OCCC cell line and
observed that it induced a senescence state in the cells. Senescent cells do not proliferate
anymore but have a huge impact on their microenvironment by secreting a complex mix of
molecules. We need to know better the characteristics of chemotherapy-induced senescent
cells to be able to target them with new treatments. Consequently, we studied the cell surface
proteins of senescent cells with a cutting-edge proteomic method. We found that the protein
DNAJC5 was upregulated at the cell surface of senescent cells. This chaperone is implicated in
exo- and endocytosis mechanisms, as well as in a non-conventional secretion pathway. We
wanted to know if this pathway was activated in senescent cells and we studied the impact of
DNAIJCS inhibition on the cell proteotoxicity and on senescence establishment. Our first results
suggest that DNAJC5 would have a role in senescence, which has never been observed. In the

future, this discovery could contribute to the development of new treatments for the COCC.

Keywords : Ovarian cancer, senescence, surfaceome, DNAJC5, non-conventional secretion

pathways
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RKIP Raf kinase inhibitory protein

ROS Reactive oxygen species

RPA Replication protein A

RPKM Reads par kilobase par million

RTK Récepteur aux tyrosines kinases

RT-gPCR Reverse transcription polymerase chain reaction
SABG B-galactosidase associée a la sénescence

SAHF Foyers d’hétérochromatine associés a la sénescence ; Senescence

associated heterochromatin foci

SASP Senescence-associated secretory phenotype

SDS Sodium dodecyl sulfate

SERPINE2 Serine proteinase inhibitor, clade E member 2

sFRP Soluble frizzled-related protein

SGP130 Soluble gp130

SGTA Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat containing protein alpha
shNT Sh non target

shRNA ARN en petite épingle a cheveux ; Short-hairpin RNA
SIC Sénescence induite par la chimiothérapie

SILAC Stable isotope labeling by amino acids in cell culture
SLB Surfaceome lysis buffer
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SLC Solute carrier

SM Sec1/Muncl8

SMARCA4 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin 4

SNARE Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor

SNC Sécrétion non-conventionnelle

SNIP SNAP-25 interacting protein

SOD2 Superoxide dismutase mitochondriale 2

Spl Specificity protein 1

SRP Particule de reconnaissance du signal ; Signal recognition particle

SSB Cassure simple-brin ; single strand break

STAG2 Cohesin subunit SA-2

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

STAT5S Signal transducer and activator of transcription 5

STNFR Soluble tumor necrosis factor receptor

Suv39hi Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1

SWI/SNF SWitch/ sucrose non fermentable

TA Ancré par la queue ; Tail-anchored

TGF-B Transforming growth factor beta

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase

TIS Sénescence induite par la thérapie

TNF Tumor necrosis factor

tPA Tissue plasminogen activator

TRAF2 TNF receptor-associated factor 2

TRAF3IP2 TRAF3 interacting protein 2

TRAIL Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand

TRC Transmembrane domain recognition complex

TRC40 Transmembrane domain recognition complex protein of 40kDa

TREX1 Three Prime Repair Exonuclease 1
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TRIC TCP1 ring complex

TSP1 Thrombospondin 1

UBL4A Ubiquitin like 4A

uPA Urokinase

uPAR Urokinase-type plasminogen activator receptor
UPS Systéme ubiquitine-protéasome

USP19 Protéase spécifique de l'ubiquitine 19 ; Ubiquitin specific peptidase 19
VAMP Vesicle-associated membrane protein

V-ATPase H*-ATPase vacuolaire

VEGF Vascular endothelial growth factor

VIM Vimentine

XBP-1 X-box binding protein 1

XBP-1s Spliced XBP-1

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galactopyranoside
ZNF217 Zinc finger protein 217

ZRF1 Zuotin-related factor 1
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Chapitre 1 : Introduction

1. Stratégies thérapeutiques

1.1. Histoire résumée de la chimiothérapie
Le terme chimiothérapie a été désigné dans les années 1900 par Paul Ehrlich comme l'utilisation
de produits chimiques pour traiter les maladies®. La recherche commenca par I'observation de
I'effet de gaz létaux, comme le gaz moutarde, sur des soldats. Suite a I'exposition au gaz, les
leucocytes étaient supprimés et la moelle osseuse n’était plus capable de produire de nouvelles
cellules?, laissant présager une efficacité pour traiter les lymphomes. Un des premiers succés fut
I'introduction de I’"hormonothérapie en 1939 pour le cancer de la prostate3. C’est en 1951 que
furent découvertes par Hitchings et Elion la 6-thioquanine et 6-mercaptopurine, utilisées dans le
traitement de la leucémie et d’autres maladies. Ils recevront le prix Nobel en 1988 pour cette
découvertel. A cette époque, le sentiment général était que la chimiothérapie, avec ses effets
souvent trés toxiques, causait plus de mal que de bien aux patients. C'est en combinant les
idées qu’une seule cellule cancéreuse pouvait faire resurgir la maladie?, et que I'efficacité de la
chimiothérapie était corrélée au nombre de cellules contenues dans la tumeur® que les
protocoles de traitement ont évolués. Un des exemples les plus frappant fut I'utilisation de la
combinaison de chloréthazine (gaz moutarde), vincristine, prednisone et procarbazine pour le
traitement de la maladie de Hodgkin®’. D’une maladie sans aucun traitement possible, on passa
a des patients en rémission dans 80% des cas, et pour 60% d’entre eux sans aucune rechute
dans les 40 années suivantes'®’. Afin de trouver la combinaison la plus optimale pour leurs
patients, les praticiens peuvent faire varier 'intensité des doses, les intervalles d’administration,
les compléments pour essayer de réduire les effets secondaires et la toxicité. La chimiothérapie
fut ensuite proposée en traitement adjuvant a la chirurgie dans le cancer du sein avec des

résultats trés positifs®°.

Les découvertes des caractéristiques principales des cellules cancéreuses'®!!, ainsi que les

avancées technologiques comme le séquencage du génome humain en 2001213 ont permis le



développement des thérapies ciblées. Ces thérapies sont dirigées contre des cibles propres a
chaque cancer, en inhibant par exemple des voies de signalisation qui sont augmentées dans

certains cancers.

En parallele, depuis le milieu des années 1980, se développent les immunothérapies. Les
immunothérapies utilisent et imitent le fonctionnement du systeme immunitaire pour

reconnaitre et attaquer les cellules cancéreuses*4.

Cependant, aujourd’hui, les succes des chimiothérapies ont atteint un plateau et les résistances

sont toujours d’actualité pour de nombreux cancers®.

1.2. Létalité synthétique
La stratégie de l'utilisation du concept de la létalité synthétique contre la résistance a la
chimiothérapie a été proposé il y a déja 23 ans®. La létalité synthétique a été initialement
découverte chez la drosophile’. Elle se définit par le fait que I'inhibition individuelle de deux
génes n’a aucun effet sur la cellule alors que I'inhibition simultanée de ces géenes provoque la
mort cellulaire (Figure 1.A). Dans les cellules cancéreuses, la létalité synthétique a lieu lorsque
I'inhibition d’un géne dans une cellule normale n’a pas d’effet alors que I'inhibition de celui-ci
dans une cellule cancéreuse (mutée pour un autre géne) induit la mort de cette derniére!®

(Figure 1.B.).

Il existe également la |étalité synthétique de dosage, ou un gene est surexprimé et c’est
I'inhibition d’un second géne qui induit la mort de la cellule cancéreuse®® (Figure 1.C). On peut
citer I'inhibition de PP2A (Protein phosphatase 2) dans des cellules surexprimant Mad2 (Mitotic

arrest deficiency 2) qui induit la mort de cellules cancéreuses du foie et du colon®.

La létalité synthétique conditionnelle est une |étalité synthétique qui ne peut se réaliser
que sous certaines conditions, liées au microenvironnement (hypoxie...), a des changements
intrinséques (niveau d’especes réactives de I'oxygene (ROS, Reactive oxygen species) élevé,
changements métaboliques...) ou a des changements extrinséques (traitement ciblant ’ADN...)*°

(Figure 1.D.).

Par exemple, dans des lignées de glioblastome, des cellules mutées pour STAG2 (Cohesin



subunit SA-2) sont plus sensibles aux inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase) lorsque

ceux-ci sont combinés a des agents endommageant ’ADN??,
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et al.’®.



1.3. Stratégie « crochet-uppercut »
Le stratégie « crochet- uppercut » dérive de la létalité synthétique conditionnelle. Elle consiste
en une combinaison de drogues qui sont administrées de facon séquentielle. La premiere
drogue tue quelques cellules de la population, mais induit une résistance dans d’autres cellules.
Résister implique un certain colt pour la cellule, ce qui lui confére une certaine vulnérabilité et
permet donc de la cibler avec une deuxiéme drogue (Figure 2). On parle de méthode « crochet—
uppercut » car le premier traitement est le crochet qui assomme I'adversaire suivi du deuxieme

traitement, 'uppercut, qui I'achéve?>24,

Un haut niveau de ROS est une vulnérabilité acquise des cellules résistantes a la chimiothérapie.
Les cellules peuvent alors étre dépendantes a la protéine GPx4 (Glutathione peroxydase 4), qui
les protege des dommages oxydatifs. L'inhibition de GPx4 peut ensuite induire la mort des

cellules par ferroptose?®.
Un autre type de vulnérabilité acquise est I’état de sénescence.

Suite a la chimiothérapie ou aux irradiations, les cellules cancéreuses peuvent mourir par
apoptose, entrer en sénescence, en catastrophe mitotique, arréter temporairement de
proliférer ou totalement résister et continuer de proliférer?®, Les cellules sénescentes arrétent
de proliférer mais sécrétent de nombreuses molécules : le phénotype sécrétoire associé a la
sénescence ou SASP (Senescence-associated secretory phenotype). Le SASP a un impact sur le
microenvironnement tumoral et malgré l'arrét de prolifération, les cellules sénescentes
peuvent, a long terme, étre délétéres pour le patient?”?8, Quelques composés sont déja connus
pour induire la sénescence (sénescence induite par la chimiothérapie, SIC) comme, entre autres,
les inhibiteurs de CDK4/6%° (Cyclin-dependent kinase), la cisplatine3%3!, la doxorubicine?*3?,
I’adriamycine33, I'étoposide?*. Des cribles ont également été réalisés afin d’identifier de
nouveaux composés induisant la sénescence3*. Les cellules sénescentes peuvent étre ensuite
préférentiellement ciblées en utilisant des sénolytiques. La recherche de sénolytiques est en
pleine expansion. L'un des sénolytiques les plus connus est I’ABT-263, un inhibiteur spécifique
des protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (B-cell lymphoma 2). Son effet sénolytique a

été observé dans différents modeles de sénescence (réplicative, induite par la thérapie, par



I’expression d’oncogénes) et avec différents types de cellules (fibroblastes, cellules
cancéreuses...)?*. D