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 Résumé 

Les patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire à cellules claires (COCC) de stade avancé ont un 

très faible taux de survie après 5 ans à 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 prolifèrent 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 connaître leurs caractéristiques. Dans ce but, nous avons étudié les 

protéines à la surface des cellules sénescentes à l’aide d’une méthode de protéomique de 

pointe. Nous avons trouvé que la protéine DNAJC5 est fortement augmentée à 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 à savoir si cette voie était activée dans les cellules sénescentes, et avons 

également étudié l’impact de l’inhibition de DNAJC5 sur la protéotoxicité des cellules, ainsi que 

sur l’établissement de la sénescence. Nos premiers résultats suggèrent que DNAJC5 aurait un 

rôle dans la sénescence qui n’a encore jamais été observé. À long terme, cette découverte 

pourrait contribuer au développement de nouveaux traitement dans le COCC. 

Mots-clés : Cancer de l’ovaire, sénescence, surfaceome, DNAJC5, voies non-conventionnelles de 

sécrétion
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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 

DNAJC5 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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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 maladies1. La recherche commença par l’observation de 

l’effet de gaz létaux, comme le gaz moutarde, sur des soldats. Suite à l’exposition au gaz, les 

leucocytes étaient supprimés et la moelle osseuse n’était plus capable de produire de nouvelles 

cellules2, laissant présager une efficacité pour traiter les lymphomes. Un des premiers succès fut 

l’introduction de l’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 

découverte1. À cette époque, le sentiment général était que la chimiothérapie, avec ses effets 

souvent très 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 maladie4, et que l’efficacité de la 

chimiothérapie était corrélée au nombre de cellules contenues dans la tumeur5 que les 

protocoles de traitement ont évolués. Un des exemples les plus frappant fut l’utilisation de la 

combinaison de chloréthazine (gaz moutarde), vincristine, prednisone et procarbazine pour le 

traitement de la maladie de Hodgkin6,7. D’une maladie sans aucun traitement possible, on passa 

à des patients en rémission dans 80% des cas, et pour 60% d’entre eux sans aucune rechute 

dans les 40 années suivantes1,6,7. Afin de trouver la combinaison la plus optimale pour leurs 

patients, les praticiens peuvent faire varier l’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 à la chirurgie dans le cancer du sein avec des 

résultats très positifs8,9.  

Les découvertes des caractéristiques principales des cellules cancéreuses10,11, ainsi que les 

avancées technologiques comme le séquençage du génome humain en 200112,13 ont permis le 
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développement des thérapies ciblées. Ces thérapies sont dirigées contre des cibles propres à 

chaque cancer, en inhibant par exemple des voies de signalisation qui sont augmentées dans 

certains cancers.  

En parallèle, depuis le milieu des années 1980, se développent les immunothérapies. Les 

immunothérapies utilisent et imitent le fonctionnement du système immunitaire pour 

reconnaitre et attaquer les cellules cancéreuses1,14.  

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

sont toujours d’actualité pour de nombreux cancers15. 

1.2. Létalité synthétique 

La stratégie de l’utilisation du concept de la létalité synthétique contre la résistance à la 

chimiothérapie a été proposé il y a déjà 23 ans16. La létalité synthétique a été initialement 

découverte chez la drosophile17. Elle se définit par le fait que l’inhibition individuelle de deux 

gènes n’a aucun effet sur la cellule alors que l’inhibition simultanée de ces gènes provoque la 

mort cellulaire (Figure 1.A). Dans les cellules cancéreuses, la létalité synthétique a lieu lorsque 

l’inhibition d’un gène dans une cellule normale n’a pas d’effet alors que l’inhibition de celui-ci 

dans une cellule cancéreuse (mutée pour un autre gène) induit la mort de cette dernière18 

(Figure 1.B.).  

Il existe également la létalité synthétique de dosage, où un gène est surexprimé et c’est 

l’inhibition d’un second gène qui induit la mort de la cellule cancéreuse19 (Figure 1.C). On peut 

citer l’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 colon20. 

La létalité synthétique conditionnelle est une létalité synthétique qui ne peut se réaliser 

que sous certaines conditions, liées au microenvironnement (hypoxie…), à des changements 

intrinsèques (niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, Reactive oxygen species) élevé, 

changements métaboliques…) ou à des changements extrinsèques (traitement ciblant l’ADN…)19 

(Figure 1.D.).  

Par exemple, dans des lignées de glioblastome, des cellules mutées pour STAG2 (Cohesin 
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subunit SA-2) sont plus sensibles aux inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase) lorsque 

ceux-ci sont combinés à des agents endommageant l’ADN21.  

 

Figure 1. – La létalité synthétique 

(A) Définition de la létalité synthétique. (B) La létalité synthétique dans le contexte tumoral. 

(C) La létalité synthétique de dosage. (D) La létalité synthétique conditionnelle. Adapté de O’Neil 

et al.19. 
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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 façon séquentielle. La première 

drogue tue quelques cellules de la population, mais induit une résistance dans d’autres cellules. 

Résister implique un certain coût pour la cellule, ce qui lui confère une certaine vulnérabilité et 

permet donc de la cibler avec une deuxième drogue (Figure 2). On parle de méthode « crochet–

uppercut » car le premier traitement est le crochet qui assomme l’adversaire suivi du deuxième 

traitement, l’uppercut, qui l’achève22-24.  

Un haut niveau de ROS est une vulnérabilité acquise des cellules résistantes à la chimiothérapie. 

Les cellules peuvent alors être dépendantes à la protéine GPx4 (Glutathione peroxydase 4), qui 

les protège des dommages oxydatifs. L’inhibition de GPx4 peut ensuite induire la mort des 

cellules par ferroptose25. 

Un autre type de vulnérabilité acquise est l’état de sénescence.  

Suite à la chimiothérapie ou aux irradiations, les cellules cancéreuses peuvent mourir par 

apoptose, entrer en sénescence, en catastrophe mitotique, arrêter temporairement de 

proliférer ou totalement résister et continuer de proliférer26. Les cellules sénescentes arrêtent 

de proliférer mais sécrètent de nombreuses molécules : le phénotype sécrétoire associé à la 

sénescence ou SASP (Senescence-associated secretory phenotype). Le SASP a un impact sur le 

microenvironnement tumoral et malgré l’arrêt de prolifération, les cellules sénescentes 

peuvent, à long terme, être délétères pour le patient27,28. Quelques composés sont déjà connus 

pour induire la sénescence (sénescence induite par la chimiothérapie, SIC) comme, entre autres, 

les inhibiteurs de CDK4/629 (Cyclin-dependent kinase), la cisplatine30,31, la doxorubicine24,32, 

l’adriamycine33, l’étoposide24. Des cribles ont également été réalisés afin d’identifier de 

nouveaux composés induisant la sénescence34. Les cellules sénescentes peuvent être ensuite 

préférentiellement ciblées en utilisant des sénolytiques. La recherche de sénolytiques est en 

pleine expansion. L’un des sénolytiques les plus connus est l’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 modèles de sénescence (réplicative, induite par la thérapie, par 
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l’expression d’oncogènes) et avec différents types de cellules (fibroblastes, cellules 

cancéreuses…)24. D’autres molécules ont été reportées comme ayant un effet sénolytique : la 

combinaison dasatinib et quercetin, le piperlongumine, la fisetine, la metformine, le 

panobinostat (inhibiteur des HDAC (histone deacetylase)),  geldanamycin (inhibiteur des HSP90 

(protéine de choc thermique, heat shock protein)) et d’autres 35-40. 

La stratégie « crochet-uppercut » a par exemple été étudiée dans le cancer du foie dans des 

modèles cellulaires et murin. Wang et al. ont montré que l’inhibition de la kinase CDC7 (Cell 

division cycle 7-related protein kinase) induisait la sénescence dans les cellules de cancer de foie 

mutées pour TP53 et ont identifié que l’inhibition de mTOR (Mechanistic target of rapamycin) 

conduisait à l’apoptose des cellules cancéreuses sénescentes41.  

Afin de pouvoir exploiter cette stratégie au maximum, il est important de bien comprendre 

toutes les caractéristiques des cellules sénescentes.  

 

Figure 2. – La stratégie « crochet-uppercut » 

Le principe de la stratégie thérapeutique « crochet-uppercut » est de cibler une vulnérabilité 

acquise des cellules tumorales résistantes à un premier traitement. 

2. Le cancer de l’ovaire : caractéristiques, traitements actuels et futurs 

2.1. Présentation générale 

Le cancer de l’ovaire, malgré une faible incidence (3,4%) est le deuxième cancer gynécologique 

le plus meurtrier au monde derrière le cancer du col de l’utérus42. Cette mortalité élevée est 
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majoritairement due à une détection tardive chez les patientes à cause de symptômes non 

spécifiques, ainsi qu’un fort taux de résistance aux traitements (20-40%)43. 

Il existe différents types de cancer de l’ovaire, désignés selon leur tissu d’origine supposé. Les 

cancers épithéliaux de l’ovaire (CEO) comptent pour 90% des cas, suivis des cancers provenant 

du stroma et des cordons sexuels (2%) et des cellules germinales (3%)44. Le cancer épithélial de 

l’ovaire (CEO) se divise lui-même en plusieurs sous catégories : le cancer séreux (52%), le cancer 

endométrioïde (10%), mucineux (6%) et à cellules claires (6%)44. Au Japon, le cancer de l’ovaire à 

cellules claires (COCC) atteint 23% de tous les cancers de l’ovaire sans qu’une raison précise ait 

été identifiée43,45. 

Les cancers du stroma et des cordons sexuels et des cellules germinales sont pris en charge 

assez rapidement et ont un bon taux de survie après 5 ans en comparaison des CEO44 (Figure 3). 

Les CEO ne sont pas égaux en terme de stade au diagnostic. Les cancers endométrioïdes, 

mucineux et à cellules claires sont diagnostiqués en majorité aux stades I et II d’après la 

classification de la Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) alors que 

le cancer séreux est diagnostiqué aux stades III et IV44. Cette différence peut s’expliquer par le 

fait que les cancers séreux sont asymptomatiques dans les premiers stades et que le COCC et le 

cancer endométrioïdes sont associés à l’endométriose, une maladie gynécologique nécessitant 

un suivi régulier des patientes46. Aux stades avancés cependant, le COCC et le cancer mucineux 

ont un taux de survie plus faible (13-16 %) que le cancer séreux (26%) à cause d’une forte 

résistance aux traitements actuellement utilisés en clinique47,48.  
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Figure 3. – Distribution des stades de prise en charge du cancer de l’ovaire et survie à 5 ans 

associée 

Graphique réalisé d’après l’étude de Torre et al.44. 

Les tumeurs du stroma et des cordons sexuels proviennent de différents types cellulaires 

comme les cellules de la granulosa, de Sertoli et/ou de Leydig44,49. En effet, le programme de 

différenciation testiculaire normalement réprimé peut être réactivé dans les cellules de la 

granulosa ou de la thèque suite à la mutation du gène DICER1 ou d’autres gènes non 

identifiés49. 

Les CEO sont également divisés en deux catégories selon leur histologie, leurs mutations 

principales et leur agressivité50. Les cancers de type I comprennent le cancer séreux de bas 

grade, endométrioïde, mucineux et le COCC. Les cancers non différenciés et séreux de haut 

grade sont des cancers de type II. Au niveau histologique, les cancers de type I proviennent de 

kystes d’inclusion ou implantés sur l’épithélium ovarien alors que les cancers de type II 

proviennent plutôt de la trompe de Fallope ou de l’épithélium ovarien. Les gènes KRAS (V-Ki-

ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), BRAF, PTEN (Phosphatase and tensin 

homologue), PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit α) sont 

souvent mutés dans les cancers de type I et plus rarement dans les cancers de type II. TP53 est 
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très fréquemment muté dans les cancers de type II. Les cancers de type I ont un développement 

plutôt lent en comparaison des cancers de type II, souvent détectés à un stade avancé49-51.  

Les femmes ayant déjà eu un cancer du sein et portant les mutations des gènes BRCA1 ou 

BRCA2 (Breast cancer 1 or 2) ont un risque plus élevé de développer un cancer de l’ovaire (44 et 

17% respectivement)52, le plus souvent de type séreux de haut grade44. 

Lors de cette étude nous nous sommes particulièrement intéressés au cancer de l’ovaire à 

cellules claires. 

2.2. Le cancer de l’ovaire à cellules claires 

2.2.1. Caractéristiques générales du COCC 

Les tumeurs de COCC présentent des cellules claires remplie de glycogène ainsi que des cellules 

clouées (hobnail cells) avec un noyau protubérant à la surface de la cellule45,53 (Figure 4).  

 

Figure 4. – Photo représentative de cancer de l’ovaire à cellules claires. 

Photo de Prat et al.53. 

L’origine tissulaire du COCC est encore discutée aujourd’hui. Ses caractéristiques 

morphologiques ne reflètent pas celles de l’épithélium de surface de l’ovaire, comme cela était 

pensé au départ, mais semble plutôt provenir de l’endomètre. Le COCC peut en effet provenir 
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des kystes endométriosiques, qui accompagnent l’endométriose49,54-56. Dans cette pathologie, 

les cellules de l’endomètre ne recouvrent non plus seulement l’intérieur de l’utérus mais 

également l’extérieur de celui-ci, pouvant toucher les ovaires, les trompes de Fallope, la vessie, 

le côlon et les reins57. Ceci engendre un état inflammatoire, une surcharge de fer et une forte 

concentration d’hormones sexuelles dans l’environnement ovarien58,59. Ces circonstances sont 

favorables au développement d’une endométriose atypique, ce qui est reconnu comme étant 

associé au COCC dans 22 à 70% des cas60. De plus, les mutations caractéristiques du COCC (PTEN 

et ARID1A (AT-rich interactive domain-containing protein 1A)) ont été retrouvée dans des 

études comparant les cancers et l’endométriose adjacente49.  

 L’endométriose est donc un facteur de risque pour le COCC46,61. Le syndrome de Lynch, la 

ménopause tardive et l’utilisation d’hormones de remplacement après la ménopause sont 

également des facteurs de risques associés au COCC. C’est l’augmentation de la prolifération 

des cellules ovariennes induite par les estrogènes qui peut participer au développement du 

cancer.  Au contraire, l’utilisation de contraceptifs oraux (pilule) est un facteur protecteur 

contre le cancer de l’ovaire61.  

2.2.2. Mutations récurrentes dans le COCC 

Le COCC est caractérisé par certaines mutations et surexpression de gènes, qui participent au 

développement du cancer.  

La mutation la plus représentée est celle du gène ARID1A (40-67%)62-65. Cette mutation induit la 

perte de fonction de ce gène suppresseur de tumeur. La protéine ARID1A (nommée aussi 

BAF250) participe au complexe SWI/SNF (SWItch/ Sucrose non-fermentable). Ce complexe, 

composé de 13 à 15 protéines, remodèle la chromatine pour contrôler l’expression de gènes et 

joue un rôle dans la réponse aux dommages à l’ADN66. ARID1A participe à la liaison du complexe 

avec ses sites cibles sur l’ADN. Par exemple, ARID1A peut participer au recrutement de la 

protéine p53 au niveau de ses gènes cibles comme CDKN1A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 

1)67. De façon intéressante, il a été montré que les tumeurs mutées pour ARID1A ne l’étaient 

pas pour TP53 et inversement67. Dans le COCC, TP53 est seulement muté dans 5 à 15% des 

cas68,69. Lorsque le gène ARID1A est muté, la protéine n’est plus exprimée et le complexe 
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SWI/SNF dépend alors de l’expression de ARID1B66,70. Le complexe avec ARID1B va faciliter 

l’expression de gènes de prolifération impliqués dans la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR 

(Phosphoinositide 3 kinase / Akt / mTOR) et ErbB, comme MET71. ARID1B est lui-même muté 

dans 10% à 18% des COCC64,65. SMARCA4 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 

regulator of chromatin) est une autre sous-unité du complexe SWI/SNF et a également été 

retrouvée mutée dans 5% des cas de COCC64. 

La mutation d’ARID1A est un des évènements menant au COCC, ayant été observée dans des 

lésions précurseurs au COCC49. Cependant, sa seule mutation ne permet pas la transformation 

des cellules en cellules cancéreuses, celle-ci doit être combinée à d’autres évènements comme 

la perte de PTEN ou la mutation de PIK3CA 70,72. 

Des altérations des gènes de la voie de signalisation PI3K/AKT sont souvent corrélées à celles 

d’ARID1A dans le cancer de l’ovaire62,73. PIK3CA est muté dans 20 à 51% des cas de COCC62-65,68 

et AKT2 est amplifié dans 24% des cas64. PTEN est muté dans 5% des cas65,68,74 mais la perte de 

son expression a été observée dans 40 à 51% des cas de COCC75. PIK3CA code pour la sous-unité 

catalytique p110α du complexe PI3K. Celui-ci est composé d’une sous-unités régulatrice, p85, et 

d’une sous-unité catalytique, p110. La sous-unité p85 va être activée lors de sa fixation aux 

tyrosines phosphorylées d’un récepteur tyrosine kinase, de la protéine adaptatrice d’un 

récepteur ou directement à RAS76. Cette étape va activer la sous-unité p110 et permettre au 

complexe PI3K de se rapprocher de la membrane plasmique. PI3K catalyse la phosphorylation 

du lipide phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) en PI(3,4,5)P3, aussi appelé PIP3. PIP3 

va pouvoir être dégradé en PI(3,4)P2. L’accumulation de PIP3 et PI(3,4)P2 va permettre le 

recrutement à la membrane de protéines effectrices avec des domaines de liaison pour ces 

molécules, comme Akt ou PDK177 (Phosphoinositide-dependent kinase 1). L’activation de ces 

protéines permet par la suite l’activation de différentes voies de signalisation ayant un impact 

sur la prolifération, la survie et le métabolisme des cellules77. PTEN est le régulateur négatif 

convertissant le PIP3 en PI(4,5)P2
78. La mutation de PIK3CA, activant le complexe PI3K, et la perte 

d’expression de PTEN vont donc permettre l’hyperactivation de voies de signalisation 

importantes dans la tumorigenèse76. PIK3R1 (Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1), 
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codant pour la sous-unité régulatrice p85α/p55α/p50α a également été retrouvée mutée dans 7 

à 8% des cas de COCC64,65.  

D’autres mutations ont été identifiées dans le COCC, comme PPP2R1A (10-20 %)62,63,65 (Protein 

phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha), KRAS (9-17%)62-65,68, CTNNB1 (5-10%)68,79 (Catenin 

beta 1) et BRCA1 (6.3%)80. 

Certaines protéines sont également surexprimées dans ce cancer, comme le récepteur au 

facteur de croissance épithélial EGFR (Epithelial growth factor receptor) (60%)81, MET (20-

37%)74,82, HER2 (14-42,9%)62,64,65,83 (Human epidermal growth factor receptor 2), AKT2 (24%)64. 

La surexpression de EGFR, MET, HER2 et AKT2 contribue à l’activation des voies de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR et de la voie des MAP kinases (Mitogen-activated protein kinase), qui régissent 

de nombreuses fonctions cellulaires comme la différenciation, la survie, le métabolisme, la 

prolifération et la migration. 

 Le facteur de transcription ZNF217 est amplifié de l’ordre de 20 à 36% dans le COCC65,84,85 (Zinc 

finger protein 217). ZNF217 est souvent amplifié dans les cancers et a un rôle dans, entre autres, 

la régulation de la prolifération, la survie et l’invasion des cellules cancéreuses86. 

Enfin, HNF-1β87,88 (Hepatocyte nuclear factor 1 homeobox B) et l’annexine A488 sont amplifiées 

dans quasiment tous les cas de COCC. HFN-1β89 et l’annexine A490 participent à des mécanismes 

de résistance au traitement, comme nous le verrons plus loin. 

2.3. Stratégie thérapeutique actuelle dans le COCC 

Le protocole thérapeutique du cancer de l’ovaire à cellules claires commence généralement par 

une ablation de la tumeur, suivie par une combinaison chimiothérapeutique de sels de platine 

(cisplatine ou carboplatine) et paclitaxel43,91,92. Le carboplatine est un agent intercalant de 

l’ADN, créant des cassures double brin. Les sels de platine induisent aussi la formation de ROS 

dans les cellules93. Le carboplatine est moins toxique que le cisplatine, dont il dérive, et est donc 

favorisé dans le protocole thérapeutique. La combinaison carboplatine-paclitaxel a montré de 

meilleurs taux de survie que la combinaison cisplatine-paclitaxel94. Le carboplatine a été 

approuvé par l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (Food and Drug 
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Administration, FDA) en 1989 pour les patients atteints de cancer. Le taxol (nommé ensuite 

paclitaxel par l’entreprise Bristol-Myers Squibb) a été découvert en 1967 suite à un programme 

de criblage de plantes pour trouver des molécules anti-cancéreuses. A l’origine, le taxol provient 

de l’écorce de l’if du Pacifique (Taxus brevifolia). Le paclitaxel a été autorisé par la FDA en 1992 

pour le traitement du cancer de l’ovaire95. Le paclitaxel stabilise les microtubules, bloque les 

cellules en phase G2/M et induit l’apoptose des cellules95,96. 

Cependant, il a été montré que ce traitement était associé aux rechutes des patientes à cause 

de mécanismes de résistance à la chimiothérapie47,97. 

2.3.1. Mécanismes de résistance à la chimiothérapie dans le COCC 

La résistance à la chimiothérapie peut être une résistance innée ou acquise. La résistance innée 

est l’utilisation par la cellule cancéreuse de caractéristiques intrinsèques pour résister à la 

thérapie. La résistance acquise est l’utilisation par la cellule de caractéristiques nouvellement 

acquises suite au traitement pour y résister.  

Un des mécanismes pouvant expliquer la résistance élevée au traitement du COCC est la 

prolifération lente des cellules de COCC, en comparaison des cellules de cancer séreux98. 

Un autre mécanisme de résistance est la diminution de la concentration intracellulaire de la 

chimiothérapie.  Il a été proposé un rôle de la famille des transporteurs ABC (transporteurs avec 

cassette de liaison à l’ATP, ATP-binding cassette). Ces transporteurs sont connus pour exporter 

les drogues à l’extérieur de la cellule, diminuant leur concentration intracellulaire. L’expression 

de certains gènes (ABCB1, ABCC1, ABCC3, ABCF2) de cette famille a été associée à la résistance à 

différentes drogues comme le cisplatine dans le COCC99-101. Cependant, une étude immuno-

histochimique de ABCB1 et ABCC1 sur des biopsies de COCC après chimiothérapie n’a pas 

montré de différence entre des patients répondeurs ou non-répondeurs60. D’autres études sont 

nécessaires pour déterminer l’importance de ces transporteurs dans la résistance à la 

chimiothérapie du COCC.  

L’annexine A4 est une molécule surexprimée dans le COCC et est associée à la résistance à la 

chimiothérapie dans ce cancer90,102-104. Elle peut par exemple diminuer la concentration 
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cellulaire de carboplatine en augmentant son rejet à l’extérieur de la cellule en coopération 

avec le transporteur ATP7A105.  

La détoxification de la cellule est un autre mécanisme permettant aux cellules de résister aux 

traitements. Les sels de platine induisent du stress oxydatif dans la cellule en augmentant la 

production de ROS93.  L’expression de gènes codant pour des protéines antioxydantes ou 

impliquées dans les voies de réponse au stress oxydatif comme GPx3 (Glutathione peroxidase 

3), GLRX (Glutaredoxin), SOD2 (Superoxide dismutase mitochondriale 2)106, HNF-1β est élevée 

dans le COCC60,102,107,108. SOD2, par exemple, participe à maintenir une bonne fonction 

mitochondriale en métabolisant les superoxydes et diminuant le stress oxydatif109. HNF-1β 

régule l’expression de GCLC (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit), maintenant un niveau 

élevé du glutathion (GSH) dans les cellules de COCC. Le glutathion maintient un faible niveau de 

stress oxydatif dans la cellule en participant à l’élimination des ROS89. 

Les cellules cancéreuses peuvent également résister aux drogues en surexprimant des protéines 

impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN110. L’expression de certains gènes 

impliqués dans les voies de réparation des excisions de nucléotides de l’ADN, comme ERCC1 

(Excision repair cross-complementation group 1), ont effectivement été observés dans le 

COCC111,112. 

Enfin, les cellules de COCC peuvent entretenir les signaux de survie. L’expression des récepteurs 

de EGFR et de HER2 peut être augmentée dans le COCC43,81,83,84,102, activant la voie de 

signalisation PI3K/Akt, qui protège contre l’activation de l’apoptose. Cette voie est également 

activée suite aux mutations de PIK3CA et PTEN. Suite à son activation, Akt va phosphoryler 

différentes protéines comme BAD113 (BCL-2 associated death protein) ou FOXO3114 (Forkhead 

box O 3), créant un site de liaison pour la protéine 14-3-3. BAD ne pourra alors plus inhiber 

l’action des protéines anti-apoptotiques comme BCL-XL113 (B-cell lymphoma-extra large). Le 

facteur de transcription FOXO3, quant à lui, s’accumulera dans le cytoplasme et ne pourra plus 

se lier à l’ADN pour induire l’expression de gènes codants pour des protéines pro-apoptotiques 

comme BIM115 ou le ligand Fas114. Il a également été montré que Akt pouvait phosphoryler 

MDM2116 (Murine double minute 2 homologue) et ainsi favoriser la dégradation de p53117, 
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empêchant la transcription des gènes pro-apoptotiques PUMA (p53 upregulated modulator of 

apoptosis) et Noxa118.  

2.3.2. Stratégies thérapeutiques actuelles dans le COCC récurrent 

La résistance à la chimiothérapie est définie comme une progression de la croissance tumorale 

pendant le traitement, ou une rechute rapide après le traitement119. 

Une fois la résistance déclarée, différents traitements sont actuellement proposés aux patientes 

selon la sensibilité de leur tumeur aux sels de platine. Les patientes ayant une tumeur sensible 

aux sels de platine se voient prescrire une combinaison de carboplatine et doxorubicine 

liposomale pégylée, cette combinaison étant moins toxique que la combinaison de carboplatine 

et paclitaxel119-121. En cas de résistance aux sels de platine, les patientes se voient prescrire de la 

doxorubicine liposomale, du paclitaxel ou de la gemcitabine, un antagoniste de la pyrimidine119. 

Des anti-angiogéniques comme l’anticorps monoclonal contre le VEGF (vascular endothelial 

growth factor) (bevacizumab) sont également prescrits aux patientes en cas de récidive122. Le 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) étant fortement exprimé par les 

cellules de COCC et associé à un faible pronostic de survie123,124. 

2.3.3. Stratégies envisagées contre les résistances à la chimiothérapie dans le COCC 

Une stratégie thérapeutique envisagée contre un mécanisme de résistance à la chimiothérapie 

est l’utilisation d’inhibiteurs contre SOD2 ou HNF-1β45. L’inhibition de SOD2 dans des lignées de 

COCC diminue la prolifération des cellules et induit une dysfonction mitochondriale109. Induire la 

dysfonction mitochondriale par l’utilisation de biguanides a été proposée, ces molécules étant 

déjà approuvées par l’agence américaine FDA pour le traitement du diabète45. 

Comme vu précédemment, la voie PI3K/Akt/mTOR est fortement activée dans le COCC, rendant 

les cellules dépendantes de cette voie de signalisation pour leur survie. Rahman et al. ont 

montré que le statut de PIK3CA (muté ou non) ne prédisait pas une sensibilité plus importante 

aux inhibiteurs de la voie PI3K/Akt/mTOR125. Cependant, quelques résultats sont encourageant 

envers cette stratégie thérapeutique. Une étude a montré que l’inhibition de mTOR (inhibiteur : 

everolimus) pouvait inhiber la croissance de lignées cellulaire de COCC, sensibles ou résistantes 

au cisplatine126. Un essai clinique de phase deux a montré que la combinaison carboplatine et 
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paclitaxel avec l’inhibiteur de mTOR temsirolimus était bien tolérée mais ne montrait pas 

d’augmentation significative de la survie sans progression à plus de 12 mois127. Un autre essai 

clinique a montré que 2 patients sur 6 répondaient favorablement au temsirolimus128. D’autres 

essais cliniques sont actuellement en cours (NCT03456700 ; NCT02142803 ; NCT01065662). Des 

essais sont donc nécessaires afin d’avoir une idée précise de l’efficacité de l’inhibition de cette 

voie dans le traitement du COCC.  

2.3.4. Autres stratégies thérapeutiques envisagées dans le COCC 

Ces résultats indiquent une forte demande de nouveaux traitements, dont plusieurs ont été 

proposés43,45,60. Ces traitements ciblent l’hyperactivation des voies de signalisation des 

récepteurs aux tyrosines kinases (RTK) , la mutation de ARID1A et ses conséquences ainsi que la 

réactivité au système immunitaire du COCC45. 

Les RTK, situés à la surface de la cellule, sont impliqués dans de nombreuses fonctions 

cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la survie, le métabolisme et la migration45. 

Différents récepteurs ou voies de signalisation découlant de l’activation de ces récepteurs 

pourraient être ciblés dans le COCC.  

 Comme vu précédemment, le RTK MET est amplifié dans 37% des cas de COCC74,82. Dans 

des modèles in vitro et in vivo de COCC, son inhibition a été bénéfique pour tuer les cellules 

cancéreuses et inhiber la croissance tumorale129. Cependant, un premier essai clinique avec un 

inhibiteur de MET n’a montré aucune efficacité130.  

HER2 peut être surexprimé dans le COCC62,64,65,83. Cette surexpression suggère que 

l’utilisation de l’anticorps monoclonal trastuzumab pourrait être bénéfique pour les patients 

atteints de COCC. Malgré des données prometteuses de l’utilisation de cet anticorps dans un 

modèle de souris81, un essai clinique a malheureusement montré aucun effet de cette stratégie 

thérapeutique131. Dans cette étude, le niveau d’expression de HER2 était défini par 

immunohistochimie131, or il a été démontré qu’il pouvait y avoir une discordance entre les 

résultats d’immunohistochimie et d’hybridation in-situ pour ce gène dans le COCC132.  
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ARID1A est muté dans une grande partie des COCC62-65, induisant une perte de fonction de ce 

gène. Il a récemment été montré que les cellules mutées pour ARID1A étaient dépendantes de 

l’activité d’EZH2133 (Enhancer of zeste homologue 2) et d’ATR134 (Ataxia telangiectasia and Rad3 

related). Par exemple, Kim et al. ont montré que la prolifération et la capacité de formation de 

colonies était diminuée lors de l’inhibition d’EZH2, par des shRNA et un inhibiteur, dans 

plusieurs lignées cellulaires (dont une de OCCC) où ARID1A était muté133. Les inhibiteurs d’EZH2 

et d’ATR sont donc une piste intéressante à poursuivre pour une stratégie thérapeutique de 

létalité synthétique. Il a également été montré que les cellules mutées pour ARID1A sont 

sensibles à l’inhibition d’autres protéines comme PARP70, YES1135, HDAC6136 (Histone 

deacetylase 6), GCLC124,137 et la famille des protéines BET138 (Bromodomain and extra-terminal 

domain). Depuis 2014, les inhibiteurs de PARP sont acceptés par l’agence américaine FDA pour 

le traitement des patientes ayant un cancer de l’ovaire récurrent139. Pour les patientes atteintes 

de COCC, cela ne concerne que le petit groupe de patientes porteur de la mutation BRCA1 

(6.7%)43.  

Enfin, l’immunothérapie pourrait être une stratégie intéressante dans le traitement du COCC79. 

Certains gènes impliqués dans la réparation des mésappariements de l’ADN peuvent être mutés 

dans un faible nombre de COCC, créant une instabilité des microsatellites, facteur favorable à 

une réponse aux immunothérapies60. Un essai clinique a montré que 2 patientes sur 20 ayant un 

cancer de l’ovaire résistant aux sels de platine étaient en complète rémission après un 

traitement utilisant un anticorps anti-PD-1 (Programmed death 1)140. Ces deux patientes étaient 

atteintes de COCC et n’étaient pas mutées pour ARID1A, ni ne montraient d’instabilité des 

microsatellites, laissant présager d’autres facteurs déterminants pour la réponse aux 

immunothérapies79. De plus, il a été montré que les cellules de COCC sécrétaient beaucoup 

d’interleukine 6 et 8 (IL-6 et IL-8), molécules immunosuppressives, à cause d’une activation de la 

voie de STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) et NF-κB (Nuclear factor kappa 

B)72,141,142. Ce dernier peut participer à l’immunosuppression, en induisant l’expression de PD-

L1143 (Programmed death ligand 1). Ces caractéristiques laissent présager un possible succès des 

immunothérapies chez certaines patientes atteintes de COCC. 
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2.4. Modèle de COCC utilisé dans cette étude  

Dans cette étude, nous avons utilisé la lignée de COCC TOV21G. Cette lignée cellulaire a été 

établie à partir d’une tumeur d’une patiente de 62 ans, sans historique familial de cancer de 

l’ovaire et avant tout traitement chimio-thérapeutique, au centre hospitalier universitaire de 

l’Université de Montréal (Canada)144. Les caractéristiques histopathologiques montrent qu’il 

s’agit d’un carcinome de l’ovaire à cellules claires, de stade III (invasion aux tissus afférents 

et/ou ganglions lymphatiques) et grade 3 (cellules anormales pouvant se multiplier de façon 

agressive) selon la classification FIGO144. 

Ces cellules montrent un seul changement caryotypique, avec une trisomie du chromosome 10. 

Les cellules TOV21G ne sont pas mutées pour les gènes TP53 et CDKN2A. Les mutations 

classiques du COCC se retrouvent dans cette lignée : ARID1A, PIK3CA, KRAS, PTEN et CTNNB1145. 

La base de données de l’encyclopédie des lignées cancéreuses (CCLE, Cancer cell line 

encyclopedia) du Broad Institute répertorie les mutations présentes dans de nombreuses 

lignées cellulaires, dont la lignée TOV21G146 (Tableau 1). Les cellules TOV21G ont les mutations 

suivantes : une délétion et une insertion pour ARID1A, aboutissant à des changements du cadre 

de lecture (pN756fs et pP549fs) et ainsi à une protéine inactive147; une mutation faux-sens pour 

KRAS (pG13C) induisant l’activation constitutive de la protéine et donc l’activation de la voie des 

MAP kinases; deux délétions pour PTEN, induisant des changements du cadre de lecture 

(pL265fs et pR142fs) ; une mutation faux sens pour PIK3CA (pH1047Y) et pour CTNNB1 

(pK292N). La mutation faux sens de PIK3CA a lieu dans le domaine kinase et a pour résultat une 

protéine constitutivement active148. Les mutations de PTEN dans le domaine phosphatase 

(pR142fs) ou C2 (pL265fs) induisent une perte d’activité de la protéine78. Les mutations de 

PIK3CA et PTEN induisent une hyperactivation de la voie PI3K/Akt/mTOR.  
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Tableau 1. – Mutations caractéristiques du COCC présentes dans la lignée TOV21G 

Gène muté 
Type de 

mutation 

Modification 

protéique 
Effet 

ARID1A 
Insertion pP549fs Inactivation de la protéine 

Délétion pN756fs Inactivation de la protéine 

PIK3CA Faux sens pH1047Y 
Protéine constitutivement active 

Activation de la voie PI3K/Akt/mTOR 

PTEN 
Délétion pR142fs Perte de fonction 

Activation de la voie PI3K/Akt/mTOR Délétion pL265fs 

KRAS Faux sens pG13C 
Protéine constitutivement active 

Activation de la voie des MAP kinases 

CTNNB1 Faux sens pK292N 
Mutation dans le domaine de liaison à la E-

cadhérine 

3. La sénescence cellulaire 

3.1. Description  

La sénescence cellulaire a été décrite dès 1961 par Hayflick et Moorhead lorsqu’ils ont observé 

des fibroblastes humains diploïdes augmenter de taille et arrêter de proliférer, après un certain 

nombre de passages en culture cellulaire in vitro 149,150. Ils ont alors défini la sénescence comme 

un état irréversible d’arrêt du cycle cellulaire. Au fil du temps, la sénescence a été observée 

dans de nombreux autres contextes mais il s’agit toujours d’une réponse au stress. 

Le modèle décrit par Hayflick et Moorhead est en fait un type de sénescence appelé sénescence 

réplicative149,150. La sénescence réplicative s’explique par le raccourcissement critique des 

télomères après un certain nombre de division cellulaires151. L’absence d’expression de la 

télomérase dans les cellules somatiques humaines empêche la restauration des télomères à 

chaque phase S du cycle cellulaire. Les télomères deviennent de plus en plus petits, ce qui finit 

par déclencher une réponse aux dommages à l’ADN152 (DDR, DNA damage response). 
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Le déclenchement de la DDR se réalise également dans d’autres contextes, par exemple après 

irradiation des cellules153  ou bien après exposition de celles-ci à des drogues génotoxiques, 

comme la doxorubicine32 ou des inhibiteurs de topoisomérases154. Ce type de sénescence 

s’appelle la sénescence induite par la thérapie (TIS) et dans le cas des drogues, la sénescence 

induite par la chimiothérapie (SIC). Dans le cas de la TIS ou SIC, il y a apparition de cassures 

double-brin après le traitement, entrainant la DDR153. La DDR peut également se déclencher lors 

de signaux mitotiques forts dû à certains oncogènes (HRAS155, MOS, CDC6, CCNE156 (cycline E), 

STAT5157 (Signal transducer and activator of transcription 5)). L’hyper réplication de l’ADN 

provoque l’effondrement de fourches de réplications et des dommages à l’ADN, activant une 

DDR persistante155,158 et l’induction de la sénescence induite par les oncogènes (OIS). Enfin, le 

stress oxydatif provenant d’agents oxydatifs (H2O2) ou de produits du métabolisme cellulaire 

(ROS) peut causer une DDR et induire un état de sénescence (sénescence induite par le stress 

oxydatif, OSIS)159,160. La sénescence peut être induite par les inhibiteurs d’histone 

déacétylase161, qui, sans casser l’ADN, activent les protéines de la DDR162. On parle alors de 

sénescence induite épigénétiquement (EIS). 

La sénescence peut également survenir sans DDR, par exemple en cas de stress de culture 

(substrat inapproprié, sérum), inactivation d’un gène suppresseur de tumeur (PTEN163) ou 

encore l’expression ectopique des inhibiteurs de kinases dépendant des cyclines (p21WAF1/CIP1 

(p21) et p16INK4a (p16))164. Dans le cas de la sénescence induite par le dysfonctionnement 

mitochondrial (MiDAS), celle-ci se déclenche à cause d’une diminution des ratios NAD+/NADH 

(Nicotinamide adenine dinucleotide/nicotinamide adenine dinucleotide with hydrogen), activant 

AMPK (AMP-activated protein kinase) et p53165.  

Les cellules sénescentes sont identifiables par la combinaison de différentes caractéristiques, 

qui, prises individuellement sont également détectées dans d’autres états cellulaires, mais c’est 

leur combinaison qui permet d’identifier cet état particulier qu’est la sénescence cellulaire.  

La caractéristique commune de l’état de sénescence est l’arrêt permanent du cycle cellulaire. 

Les cellules sénescentes se distinguent des cellules quiescentes car aucun stimuli physiologique 

(facteurs mitogènes ou de croissance) permettant la reprise de la prolifération n’a encore été 
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découvert. Les cellules sénescentes se distinguent également des cellules différenciées au stade 

terminal car ces dernières ont atteint le dernier stade d’un programme de développement 

spécifique. Les cellules sénescentes sont, elles, entrées dans cet état suite à un stress cellulaire. 

De plus, la sénescence peut également être activée dans ces cellules différenciées au stade 

terminal, comme les hépatocytes166 ou adipocytes167. Le passage à l’état de sénescence ne 

nécessite donc pas forcément un cycle cellulaire actif. L’arrêt du cycle cellulaire repose sur la 

voie de p53/p21 et la voie de pRb/p16 (Retinoblastoma protein / p16) dont nous décrirons les 

mécanismes plus loin168. 

3.2. Rôles des cellules sénescentes 

3.2.1. Rôle dans le vieillissement 

La racine latine du mot sénescence, senescere, signifie vieillir. Il a été démontré que les cellules 

sénescentes s’accumulent avec l’âge dans les organes169-171. Un modèle de souris permettant la 

délétion spécifique des cellules exprimant p16 a montré que les animaux âgés, une fois 

dépourvus de leurs cellules sénescentes, avaient une survie médiane environ 25% plus 

longue172,173. De plus, la suppression des cellules sénescentes a retardé l’apparition de 

pathologies liées à l’âge, de tumeurs et de signes de vieillesse chez les souris172,173. Il a été 

montré chez des souris âgées ou irradiées, que le sénolytique ABT-263, inhibiteur des protéines 

anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL, permet de supprimer les cellules souches hématopoïétiques 

sénescentes et permet aux cellules souches hématopoïétiques normales de retrouver certaines 

caractéristiques d’un système hématopoïétique plus jeune174. Suite à l’injection d’un peptide 

empêchant la liaison entre FOXO4 et p53, induisant alors l’apoptose des cellules sénescentes, 

des souris âgées ont retrouvé une belle densité de fourrure, une meilleure réactivité et une 

meilleure fonction rénale175. Les auteurs montrent que FOXO4 se retrouve associé avec p53 au 

niveau de la chromatine dans les cellules sénescentes175. FOXO4 était déjà connu pour 

participer à la régulation de l’expression de p21, une cible de p53176. Les auteurs ont montré 

que le peptide permettait la diminution de l’expression des niveaux de p21 et l’exclusion du 

noyau de p53 phosphorylée175. Baar et al ont proposé dans cet article que la séquestration de 

p53 en dehors du noyau par l’interaction avec le peptide permettra alors à p53 de se déplacer 
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jusqu’à la mitochondrie afin d’induire l’apoptose177 au lieu d’induire la sénescence via 

l’induction de la transcription de p21. Les auteurs ont utilisé deux modèles de souris âgées (soit 

de façon rapide, soit naturellement) associés à un système permettant le suivi des cellules 

sénescentes et leur suppression spécifique suite à l’injection d’une drogue175,178. Les auteurs ont 

montré que le peptide avait la même efficacité que lorsque les cellules sénescentes étaient 

supprimées après l’injection de la drogue, démontrant que l’action du peptide était effective 

dans les cellules sénescentes et que la suppression de celles-ci était positive pour les souris175. 

De plus ce peptide n’induisait pas une diminution des plaquettes associée à la toxicité de l’ABT-

263. Enfin, les auteurs ont également démontré que le peptide permettait l’apoptose des 

cellules sénescentes suite à la chimiothérapie. Le potentiel de ce peptide est donc à explorer175.  

Les cellules sénescentes ont un rôle important dans de nombreuses pathologies liées à l’âge179. 

Elles peuvent avoir un rôle délétère dans certains cas, comme pour la fibrose pulmonaire 

idiopathique180, l’obésité167,181, le diabète de type 2181, la sarcopénie182 et la cataracte173,179. 

Dans le cas de la sarcopénie, qui correspond une diminution des capacités musculaires avec 

l’âge, l’état de sénescence des cellules satellites inhibe leur capacité de régénération et donc de 

maintenance de la masse musculaire182. Dans d’autres maladies, l’accumulation de cellules 

sénescentes est protecteur179. Elles peuvent participer à limiter l’étendue des dommages, 

comme c’est le cas pour les cicatrices fibrotiques du foie183 ou de plaies184, la fibrose du rein185, 

la fibrose suite à un infarctus du myocarde186, l’hypertension pulmonaire187 et 

l’athérosclérose188. La fibrose est un processus auquel participent les cellules sénescentes en 

sécrétant des composants de la matrice extracellulaire comme CCN1184 (Cellular communication 

network factor 1) ou stimulent leur production par les fibroblastes adjacents189. Ce sont 

également les molécules sécrétées par le SASP qui diminuent la fibrose. Les métallo-protéinases 

sécrétées dégradent la matrice extracellulaire et la sécrétion de différentes cytokines permet le 

recrutement des cellules immunitaires afin de supprimer les cellules sénescentes183 . Ce sont 

des expériences de suppression des cellules sénescentes dans des modèles animaux qui ont pu 

montrer que leur présence était nécessaire à la limitation des différentes maladies (limitation 

de la fibrose du foie183; du rein185 ; du cœur186 ; de l’hypertension187 ; aide à la cicatrisation184) 

ou bien à leur aggravation (obésité181; sarcopénie182). Les anévrismes, le glaucome, les maladies 
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d’Alzheimer et Parkinson, entre autres, ont été également identifiés comme étant associés à la 

sénescence, sans avoir encore déterminé si cela était bénéfique ou délétère pour le patient179. 

De par son importance dans le vieillissement, la sénescence est très étudiée par les équipes de 

recherche et les industries pharmaceutiques, dans l’espoir de mieux comprendre les processus 

de vieillissement et trouver des moyens d’allonger au maximum notre durée de vie en bonne 

santé.  

3.2.2. Rôle dans le développement de l’organisme 

Le programme de sénescence est également activé lors du développement, en parallèle du 

programme d’apoptose. Cela a été montré lors de marquages au X-gal (5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-β-D-galactopyranoside) d’embryons entiers de souris et de poules puis vérifié dans 

chaque tissu en regardant par exemple l’expression de p21190,191. Lors du développement, les 

cellules sénescentes se situent dans le sac endo-lymphatique de l’oreille interne, les tubules 

mésonéphrotiques durant l’involution du mésonéphros, la crête ectodermale apicale des 

membres, la fermeture du tube neural et dans l’espace interdigital régressant 190,191. Les cellules 

sénescentes dans l’embryon n’ont pas de dommages à l’ADN, et n’expriment pas p16190. Le 

programme repose sur l’expression de p21, régulée par les voies de signalisation TGFβ/SMAD 

(Transforming growth factor beta / SMAD) et PI3K/FOXO. Les cellules sénescentes dans 

l’embryon finissent par mourir par apoptose et être supprimées par phagocytose par des 

macrophages179,190,191. 

3.2.3. Rôle dans le cancer 

Enfin, la sénescence a un rôle double vis-à-vis du cancer. La sénescence peut être activée dans 

les cellules cancéreuses mais les cellules sénescentes ailleurs dans l’organisme et le 

microenvironnement ont également un rôle majeur dans le développement de la tumorigenèse.   

Lors de la tumorigenèse les signaux oncogéniques augmentent progressivement jusqu’à 

déclencher le programme de sénescence via p16 et/ou p53, empêchant le développement 

d’une tumeur192-194. Kang et al. ont démontré que l’induction d’une mutation oncogénique dans 

des hépatocytes de souris, in vivo, induisait un programme de sénescence dans ces hépatocytes. 

Les auteurs ont alors observé que les cellules sénescentes sont reconnues et détruites par des 
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lymphocytes T ou macrophages166. En utilisant des modèles de souris dont le système 

immunitaire est incomplet, Kang et al. ont démontré que c’était bien les cellules du système 

immunitaire qui éliminaient les cellules sénescentes précancéreuses166. C’est lorsque p16, p53 

ou d’autres médiateurs de la sénescence comme p27 sont inactivés que les cellules peuvent 

échapper à l’état de sénescence et alors permettre à la tumeur de se développer195-197. 

Un des exemples de sénescence les plus connus est celui des nævus (communément appelé 

grains de beauté). Ces tumeurs bénignes sont composées de mélanocytes souvent 

majoritairement mutés pour la kinase BRAF198 et ne progressent que rarement en mélanome199.  

Michaloglou et al. ont été les premiers à montrer que les nævus étaient composé de 

mélanocytes sénescents, in vitro et dans des échantillons de peau humaine200. Cependant, cet 

exemple est particulier car les mélanocytes sénescents sont rarement supprimés par des 

cellules du système immunitaire200.  

L’induction de sénescence dans des cellules tumorales par la thérapie peut être bénéfique. Les 

cellules vont alors arrêter de proliférer, permettant de maintenir la tumeur à une taille 

constante, et même de la diminuer. En effet, par la sécrétion du SASP, les cellules sénescentes 

peuvent attirer des cellules du système immunitaire (neutrophiles, macrophages, cellules NK 

(Natural killer)), qui vont alors les détruire201. Le SASP va également propager la sénescence aux 

cellules environnantes202.  

D’un autre côté, l’induction de sénescence dans des cellules tumorales peut être délétère pour 

le patient. L’injection de cellules cancéreuses avec des fibroblastes sénescents dans des souris a 

décuplé le potentiel tumoral des cellules203. Les cellules sénescentes peuvent émettre des 

signaux dissuadant les cellules du système immunitaire. Par exemple, il a été montré que la 

molécule HLA-E (antigène d'histocompatibilité HLA classe I, chaîne alpha E) pouvait être enrichie 

à leur surface, envoyant un signal inhibiteur aux cellules NK lorsqu’elle se lie au récepteur 

NKG2A204 (NK group 2 member A). De plus, même si elles attirent les cellules immunitaires, les 

capacités de ces dernières sont altérées avec la vieillesse, pouvant éviter la suppression des 

cellules sénescentes205. Les cellules sénescentes peuvent aussi sécréter des molécules favorisant 
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l’angiogenèse, la prolifération et l’invasion des cellules tumorales206-208. Elles peuvent donc 

participer à la résistance à la thérapie et à la rechute du patient28.  

Enfin, certaines publications suggèrent que des sous-populations de cellules sénescentes 

pourraient re-proliférer209-212, apportant un argument de plus pour cibler les cellules 

sénescentes. Roberson et al. ont estimé qu’une cellule sur un million pouvait proliférer de 

nouveau après être entrée en sénescence, en utilisant un modèle de cellules de cancer du 

poumon défectueuses pour p53 traitées par de la camptothécine27. Cependant, la plupart des 

études étaient réalisées en étudiant une population de cellules induites en sénescence et 

n’étaient donc pas assez précises pour affirmer qu’une cellule qui re-proliférait était 

véritablement entrée en sénescence dès le départ. Les avancées technologiques nous 

permettent désormais de suivre les cellules depuis leur entrée dans l’état de sénescence jusqu’à 

leur éventuelle sortie, laissant présager de nombreuses découvertes sur les programmes 

régissant ces sorties de l’état de sénescence. Par exemple, Saleh et al. ont utilisé une méthode 

de triage afin de séparer les cellules sénescentes ou non après induction par la chimiothérapie, 

suivie par de la vidéo-microscopie afin de suivre chaque cellule individuellement211. En utilisant 

entre autres la vidéo-microscopie, deux études ont proposé que les fluctuations des niveaux 

d’expressions de p53 et p21 pouvaient expliquer la sortie de l’état de sénescence213,214. 

Milanovic et al. ont quant à eux montré dans différents modèles de souris et de lignées 

cellulaires, en utilisant le modèle de sénescence induite par la thérapie, que les cellules 

sénescentes peuvent acquérir des caractéristiques de cellules souches et re-proliférer lorsque 

l’environnement est plus favorable212. Les auteurs ont utilisé un modèle murin de leucémie 

permettant l’inactivation conditionnelle de p53. Les cellules leucémiques entraient en 

sénescence suite à un traitement à l’adriamycine et en sortaient lors de l’inactivation de p53. 

Milanovic et al. ont observé que les cellules sénescentes cancéreuses avaient acquis des traits 

caractéristiques de cellules leucémiques souches comme l’expression de CD44, Kit et Sca1, ainsi 

que l’expression de gènes cibles de la voie Wnt. De plus, les cellules qui sortaient de la 

sénescence suite à l’inactivation de p53 étaient plus agressives (formation de plus de colonies et 

induction de leucémie dans des souris réceptrices) que les cellules n’étant pas entrées en 

sénescence (inactivation de p53 avant traitement)212.  
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3.3. Mécanismes de l’arrêt du cycle cellulaire dans la sénescence 

Dans le cas de la sénescence induite par les dommages à l’ADN, la réponse aux dommages à 

l’ADN (DDR) se met en place. Il existe différents types de dommages à l’ADN, dont les cassures 

simple-brin (SSB, single strand break) ou double-brin (DSB, double strand break), 

majoritairement représentées dans la sénescence. La cassure de l’ADN est reconnue par le 

complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) dans le cas d’une cassure double-brin215 ou par la 

protéine de réplication A (RPA, replication protein A) dans le cas d’une cassure simple-brin216. 

Cette première étape permet le recrutement de kinases au niveau de la cassure : Ataxia 

telangiectasia mutée (ATM) pour une DSB217 et ATR, avec sa sous-unité ATRIP (ATR-interacting 

protein), pour une SSB218,219. ATM s’auto-phosphoryle pour pouvoir être active162,220 et 

phosphoryler le variant H2AX (γH2AX) des histones H2A les plus proches221,222. Le signal est alors 

amplifié, pour les DSB via le recrutement de kinases ATM additionnelles, ce qui propage le signal 

γH2AX le long de la chromatine223. Cette étape nécessite l’aide des protéines MDC1223,224 

(Mediator of DNA-damage checkpoint 1) et 53BP1225,226 (p53-binding protein 1). Concernant les 

SSB, ATR est directement active après son recrutement, et son activité est amplifiée par le 

complexe RAD9-RAD1-HUS1227, appelé complexe 9-1-1, le complexe RAD17-RFC228 (RAD17-

Replication factor C), la protéine TOPBP1229 et claspin230. Cette dernière est nécessaire pour la 

phosphorylation de la kinase de point de contrôle CHK1 (Checkpoint kinase 1). Une fois que le 

signal est amplifié et dépasse un certain seuil231, les kinases de point de contrôle CHK1 et CHK2 

sont phosphorylées par ATR232 et ATM233,234. CHK1 et CHK2 diffusent alors dans le noyau et 

phosphorylent leurs substrats, entre autres les phosphatases CDC25 (Cell-division cycle 25) et 

p53235. La phosphorylation de CDC25 inactive cette dernière mais n’induit qu’un arrêt rapide du 

cycle cellulaire236. Les phosphorylations de p53 par ATM sur la serine 15237 et par CHK1/2 sur la 

serine 20238 induisent sa stabilisation en réduisant l’interaction avec MDM2 et permettent la 

transcription de gènes cibles comme CDKN1A239 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1). CDKN1A 

code pour p21, un inhibiteur de kinase dépendante des cyclines (CDK2 et CDK4/6 (cyclin 

dependent kinase)). p21 inhibe CDK2, entrainant l’hypophosphorylation de la protéine Rb 

(Retinoblastoma protein, pRb) et d’autres membres de la famille Rb, leur permettant de 

réprimer l’activité de la famille des facteurs de transcription E2F, et empêchant alors toute 
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progression du cycle cellulaire240. L’activation de p53 et la transcription de ses gènes cibles qui 

s’en suit déclenche un arrêt prolongé du cycle cellulaire241.  

L’autre voie importante d’arrêt du cycle cellulaire est celle de p16INK4a, nommé ensuite p16. Ce 

gène se trouve au niveau du locus INK4a/ARF/INK4b, aussi connu sous les noms de CDKN2A et 

CDKN2B. Ce locus est inactivé dans de nombreux cancers suite à des mutations ou à sa 

délétion242.  

CDKN2A comprend les gènes de p16, p16-γ, ARF (aussi appelé p14) et p12. L’amplification 

CDKN2A par RT-qPCR ne doit donc pas être interprétée comme étant représentative des 

niveaux de p16 et de son activation. p12 est seulement exprimé dans le pancréas où il joue le 

rôle de suppresseur de tumeur243. p14 séquestre MDM2 dans le nucléole, empêchant 

l’interaction entre MDM2 et p53, participant alors à la stabilisation de cette dernière244. p16-γ 

aurait la même fonction que p16245. p16 et p15 (encodée par CDKN2B) sont des protéines 

suppresseurs de tumeurs, codant pour des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines 

CDK4 et CDK6246. p16 ou p15, en se fixant à CDK4/6, induisent un changement allostérique de 

ces dernières247. Ce changement de conformation empêche la liaison de CDK4 et CDK6 aux 

cyclines D247. La phosphorylation des membres de la famille Rb par CDK4/6 sera donc inhibée, 

induisant l’accumulation de la forme hypophosphorylée de pRb, amenant à un arrêt du cycle 

cellulaire248,249. Le rôle de p15INK4b n’a pas encore été très étudié dans la sénescence. En 

revanche, p16 est largement utilisé comme marqueur de la sénescence. Il a été démontré que 

l’expression de p16 augmente avec l’âge in vitro et in vivo, chez l’homme et la souris 250,251. Son 

expression est induite comme réponse tardive aux dommages télomériques ou 

intrachromosomaux de l’ADN et par le stress de culture154,252,253.  

Différents mécanismes de régulation du locus INK4a/ARF ont été rapportés. Le promoteur de 

p16 est normalement méthylé par les méthyl-transférases DNMT1 (DNA methyltransferase 1) 

(maintien des méthylation existantes) et DNMT3b (méthylation de novo), empêchant la 

transcription du gène254. La déméthylation du promoteur peut avoir lieu suite à un traitement 

par des inhibiteurs de DNMT comme le 5-aza-2’-deoxycitidine255. L’expression de DNMT1 peut 

également être réprimée lors de l’induction de la sénescence par l’augmentation de la stabilité 
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du facteur de transcription HBP1 (high-mobility group box protein 1) suite à l’activation de la 

voie p38 MAPK256 (p38 mitogen-activated protein kinase). La répression de DNMT1 par HBP1 

induira alors une déméthylation générale, affectant entre autres le promoteur de p16257. De 

plus, HBP1 a un site de liaison au niveau du promoteur de p16, induisant la transcription de ce 

dernier257. INK4a/ARF/INK4b comprend également un ARN non codant anti-sens nommé ANRIL 

qui participe à la régulation de l’expression de p16258. En absence de stress, ANRIL recrute au 

promoteur de p16 les complexes répressifs Polycomb 1 et 2 (PRC1 et PRC2, Polycomb repressive 

complex 1 /2)245,259. PCR2 contient la protéine EZH2, qui catalyse la triméthylation de l’histone 

H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) du domaine régulateur du locus, menant à sa répression. Dans 

les cellules sénescentes, l’expression d’EZH2 est diminuée, ainsi donc que les marques 

épigénétiques répressives sur le locus, ce qui entraîne la dissociation des complexes polycomb. 

Les gènes p16 et ARF pourront alors être transcrits259. Il a de plus été montré que l’expression 

de la protéine Bmi-1, membre du complexe PRC1, était diminuée dans des fibroblastes 

sénescents260. À l’inverse, lorsque Bmi-1 était surexprimé l’expression de p16 était inhibée et les 

fibroblastes avaient une durée de vie prolongée. Dans cet article, Itahana et al. ont également 

montré que l’extension de la durée de vie des fibroblastes était due à la régulation de la voie 

p16/pRb et non celle de p53/p21260. Il a récemment été montré dans un modèle de sénescence 

induite par l’activation constitutive de la voie mTOR, qu’un substrat de la kinase S6 nommé ZRF1 

(Zuotin-related factor 1), participait à l’activation du programme de p16261. Une hypothèse 

serait que ZRF1 se fixe sur les histones H2A portant un seul résidu ubiquitine, induisant le 

déplacement du complexe PRC1 et ainsi la transcription des gènes réprimés262. ZRF1 est 

également connu pour interagir avec Id1 (Inhibitor of DNA-binding 1)263. Id1 forme des dimères 

avec le facteur de transcription Ets2 et empêche ainsi la transcription de ses gènes cibles dont 

p16264. En se liant à Id1, ZRF1 permettrait donc à Ets2 de se fixer sur le site de liaison au niveau 

du promoteur de p16 pour induire sa transcription. Dans un modèle de sénescence réplicative, il 

a été montré qu’un autre membre de la famille Ets, Ets1, induisait la transcription de p16 une 

fois fixé au promoteur264. Id1 régule aussi l’expression de p16 en formant un hétérodimère avec 

la protéine E47265. E47 forme normalement un hétérodimère avec d’autres protéines de type 

hélice-boucle-hélice pour ensuite se fixer sur la chromatine au niveau de séquences appelées 
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boîte E (Murre 1989). p16 possède deux boîtes E au niveau de son promoteur266. De plus, il a été 

montré que le niveau d’expression d’Id1 était diminué dans des fibroblastes sénescents (Hara 

1994). La transcription de p16 s’effectue également lorsque les facteurs de transcriptions Sp1267 

(Specificity protein 1), Ets264, AP1268 (Activator protein 1) et PPARγ269 (Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) peuvent se lier au promoteur.  

Dans le cas de la sénescence induite par les oncogènes, l’activation constante de certaines voies 

de signalisation (RAS270, BRAF271) peut déclencher des boucles de régulation négatives, 

renforçant l’arrêt de prolifération. Par exemple, Wajapeyee et al. ont montré que l’activation 

constitutive de la voie BRAF/MEK/ERK (BRAF/Mitogen-activated protein kinase 

kinase/Extracellular signal-regulated kinase) suite à la mutation BRAFV600E et l’activation du 

facteur de transcription JUN qui en découle, induisait l’expression de IGFBP7 (Insulin growth 

factor binding protein 7)271. IGFBP7 va induire l’expression de RKIP (Raf kinase inhibitory protein) 

qui va empêcher la phosphorylation de MEK par BRAF et ainsi inhiber la voie de signalisation et 

participer à l’arrêt de prolifération271.  

De plus, l’arrêt de prolifération est soutenu par certains composants du SASP. La liaison de 

cytokines au récepteur CXCR2 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 2) participe au maintien de 

l’arrêt du cycle cellulaire d’une manière dépendante de p53272. PAI-1 (Plasminogen activator 

inhibitor-1) est une cible de p53 qui contribue à l’inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt 

et à l’exclusion du noyau de la cycline D1273. Des dérégulations épigénétiques peuvent 

également soutenir l’arrêt du cycle cellulaire. Il a par exemple été démontré que la 

méthyltransférase de l’histone H3 lysine 9 Suv39h1 (Suppressor of variegation 3-9 homolog 1) 

était essentielle dans certains modèles de sénescence chez la souris192,274. 

3.4. Caractéristiques des cellules sénescentes  

Les cellules sénescentes possèdent des caractéristiques particulières, résumées dans la figure 6. 

3.4.1. Morphologie  

Les cellules sénescentes changent de morphologie. Elles sont plus larges, plus étalées et de 

forme irrégulière149.  
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Ce changement de morphologie est dû à une réorganisation du cytosquelette de tubuline275 et 

d’actine276. Yang et al. ont montré dans un modèle de sénescence lié à pRb que la 

réorganisation du cytosquelette d’actine était due à l’augmentation d’activité dans les cellules 

sénescentes de la protéine CDK5, qui phosphoryle l’ezrine au niveau de la thréonine 235 dans le 

domaine N-terminal277. L’ezrine fait le lien entre les filaments d’actine au niveau N-terminal et la 

membrane plasmique au niveau C-terminal278. C’est une protéine de la famille des ERM (ezrine, 

radixine et moésine), dont les domaines N et C terminaux interagissent et bloquent l’accès aux 

sites de liaison des domaines terminaux lorsqu’elles sont inactives279. La phosphorylation de la 

thréonine 567 au niveau du domaine C-terminal de l’ezrine est également augmenté dans les 

cellules sénescentes276. Ces phosphorylations vont permettre l’ouverture de la protéine et les 

sites de liaison à chaque domaine terminal seront alors accessibles276. L’ezrine pourra alors faire 

le lien entre la membrane plasmique et l’actine, induisant une réorganisation du cytosquelette.  

Concernant la réorganisation du cytosquelette de tubuline, Moujaber et al. ont montré dans un 

modèle de sénescence induite par la thérapie, que la diminution de l’expression de HDAC6, 

induisait une augmentation de l’acétylation de la lysine 40 de l’α-tubuline, ce qui participait à la 

stabilisation des microtubules280. 

3.4.2. β-galactosidase associée à la sénescence 

Dans les cellules sénescentes l’expression de la β-galactosidase lysosomale GLB1 (Galactosidase 

beta 1) est augmentée, en association à l’augmentation de la masse lysosomale281. Cette 

augmentation permet la détection de l’activité β-galactosidase à un pH suboptimal (pH 6,0 au 

lieu de pH 4,5) dans les cellules sénescentes, donnant lieu au nom de β-galactosidase associée à 

la sénescence (SABG)169,281,282. Un test a alors été développé, permettant la détection de cette 

enzyme et de son activité à pH6. Il s’agit d’un marquage au 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactopyranoside (X-gal), où le substrat, une fois métabolisé par la SABG, devient bleu et colore 

donc la cellule sénescente en bleu283.  

3.4.3. DNA-SCARS et foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence 

Lors de la DDR, les protéines responsables de la signalisation et de la réparation de la cassure se 

rassemblent autour de celle-ci. Cette agrégation est appelée foyer de dommage à l’ADN. Des 
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foyers persistants ont en plus été observés dans les cellules sénescentes au niveau de 

dommages non réparables. Ces foyers sont nommés « segments d’ADN avec des altérations de 

chromatine renforçant la sénescence » ou DNA-SCARS284.  Les foyers de dommage à l’ADN, 

qu’ils soient persistants ou transitoires, peuvent être détectées dans le noyau par 

immunofluorescence en marquant la forme phosphorylée du variant de l’histone H2A.x (γH2AX) 

et la protéine 53BP1284-286. Cependant, les DNA-SCARS diffèrent des foyers transitoires de 

dommage à l’ADN en étant associés aux corps nucléaires PML (Promyelocytic leukemia protein). 

On n’y retrouve pas les protéines de réparation de l’ADN RAD51 et RPA, mais ils sont enrichis 

des formes actives phosphorylées des protéines CHK2 et p53284. Rodier et al. ont montré que les 

DNA-SCARS étaient associés à l’arrêt de prolifération et à la sécrétion de l’IL-6, probablement à 

cause de leur enrichissement en protéines impliquées dans les voies de signalisation de la DDR 

comme CHK2 et p53284,287. 

Dans certains modèles de sénescence et en particulier dans l’OIS, on peut observer des foyers 

nucléaires enrichis en marques épigénétiques répressives (H3K9me3 et H3K27me3). Ces foyers 

sont en fait une organisation tridimensionnelle spécifique des chromosomes, qui sont alors 

enroulés sur eux-mêmes en formant un cercle288. L’hétérochromatine enrichie en marques 

H3K9me3 se retrouve au centre et est entourée de l’hétérochromatine enrichie en marques 

H3K27me3288. L’euchromatine se retrouve sur les bords extérieurs du cercle. Ce cercle est 

détectable avec un marquage au DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) par 

immunofluorescence. Ces foyers sont appelés foyers d’hétérochromatine associés à la 

sénescence (SAHF, Senescence associated heterochromatin foci)288. Narita et al. ont montré que 

les marques répressives H3K9me3 étaient situées au niveau des promoteurs des gènes cibles du 

facteur de transcription E2F289. Ces foyers participent ainsi à la répression de l’expression de 

gènes pro-prolifératifs comme la cycline A et donc à l’arrêt de prolifération des cellules 

sénescentes. 

3.4.4. Résistance à l’apoptose 

Une importante caractéristique des cellules sénescente est leur résistance à l’apoptose. La 

régulation des protéines pro et anti-apoptotiques joue évidemment un rôle important. Les 

protéines anti-apoptotiques de la famille de BCL-2, BCL-W et BCL-XL sont augmentées dans les 
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cellules sénescentes290,291. Le niveau d’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 est 

augmenté, étant lié à un enrichissement de la marque activatrice d’acétylation H4K16Ac. À 

l’inverse, la marque inhibitrice H4K20me3 est enrichie au niveau de Bax, le gène codant pour la 

protéine pro-apoptotique292. De plus, l’inhibition de BCL-2 est empêchée par l’activation 

constante du facteur de transcription CREB291 (cAMP response element-binding protein). 

D’autres protéines anti-apoptotiques ont leur expression augmentée dans les cellules 

sénescentes, comme la protéine de voute majeure (MVP, Major vault protein)293, c-myb294 et la 

survivine295. Outre les protéines pro/anti-apoptotiques, d’autres mécanismes ont été découvert 

qui participent à la résistance à l’apoptose dans les cellules sénescentes. Il a été montré que 

FOXO4 pouvait protéger les cellules sénescentes de l’entrée en apoptose en séquestrant p53 

dans le noyau, dans un modèle de sénescence induite par la chimiothérapie mais également in 

vivo, chez des souris naturellement âgées175. HSP90 en complexe avec la survivine295 ou bien en 

stabilisant la forme phosphorylée d’Akt, participe également à la résistance à l’apoptose des 

cellules sénescentes35.  

3.4.5. Métabolisme 

Les cellules sénescentes, bien que ne proliférant plus, sont toujours très actives 

métaboliquement296-298. Il a été montré que la glycolyse était augmentée dans des modèles de 

cellules sénescentes suite à la chimiothérapie274, l’expression de l’oncogène BRAFV600E 299, 

l’irradiation, ainsi que dans un modèle de sénescence réplicative300. Cependant, il a également 

été montré qu’elle pouvait être inhibée dans un modèle de sénescence induite par la 

surexpression de l’oncogène Ras 301. La glycolyse est donc impactée lors de la sénescence mais 

semble être dépendante du modèle considéré. Le cycle de Krebs (ou cycle de l’acide citrique), 

est une source importante d’énergie pour la cellule. En étant combiné à la chaine de transport 

d’électrons, il permet la production de 34 molécules d’ATP (Adenosine tri-phosphate). Il a été 

montré qu’il était modulé dans les cellules sénescentes299,300. Dans une étude de 

métabolomique, James et al. ont montré dans un modèle de sénescence réplicative et dans un 

modèle de sénescence induite par l’irradiation que la glycolyse était augmentée et la 

progression du cycle de Krebs bloquée 300. Au contraire, Kaplon et al. ont montré que le cycle de 



32 
 

Krebs était plus actif dans des cellules sénescentes suite à l’expression de l’oncogène 

BRAFV600E299. Ces différences pourraient être dues au modèle de sénescence utilisé.  

Le processus de dégradation sélective des mitochondries, ou mitophagie, est diminué dans les 

cellules sénescentes, les laissant accumuler de nombreuses mitochondries dysfonctionnelles, 

qui relâchent alors des composés oxydatifs (ROS) dans le cytoplasme299,302,303. Il n’est pas clair si 

la dysfonction mitochondriale est une conséquence de la sénescence ou bien une cause304, 

comme cela a pu être montré dans le cas de la MiDAS165 ou de la sénescence réplicative305. De 

plus, la dysfonction mitochondriale peut maintenir l’état de sénescence en maintenant un stress 

oxydatif élevé au sein de la cellule, renforçant la réponse aux dommages à l’ADN306,307.  

L’autophagie est un processus permettant de recycler et dégrader les éléments endommagés 

et / ou dangereux de la cellule comme les organites défectueux, les agrégats de protéines, ou 

encore des pathogènes intracellulaires308. Aujourd’hui il n’y a pas encore de consensus sur 

l’activation de l’autophagie dans les cellules sénescentes309,310. De par son rôle détoxifiant, 

l’autophagie peut éviter l’entrée en sénescence des cellules qui possèdent des mitochondries 

défectueuses, subissent un stress oxydatif ou en réponse à une accumulation de protéines mal 

repliées311. Ce même rôle participe à la survie des cellules sénescentes au long terme, en 

régulant les niveaux de stress. Cependant, il a également été montré que l’autophagie pouvait 

être essentielle lors de l’induction de l’état de sénescence312,313. Récemment, il a été prouvé que 

l’activation de la voie de signalisation p38α, induisant l’autophagie, permettait à des cellules 

traitées par de la chimiothérapie d’entrer en sénescence plutôt qu’en apoptose314.  

L’autophagie participerait aussi à l’approvisionnement des acides aminés nécessaires pour la 

production des molécules du SASP315.   

La protéotoxicité est un des marqueurs du vieillissement316. Avec leur forte production de ROS, 

les cellules sénescentes sont sujettes à un dérèglement de l’homéostasie protéique. En effet les 

ROS peuvent oxyder les méthionines et cystéines, et en présence de métaux, peuvent 

carbonyler les prolines, thréonine, lysine et arginines317. Ces modifications altèrent le bon 

repliement des protéines et leurs fonctions. De plus, ces protéines carbonylées peuvent réagir 
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avec des groupes aminés, des sucres et des lipides participant à la formation d’agrégats 

(nommés lipofuscine) dans les lysosomes318.  

3.4.6. Phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP) 

3.4.6.1. Description 

Une autre caractéristique principale des cellules sénescentes est leur capacité à sécréter de 

nombreuses molécules, leur conférant un impact majeur sur le microenvironnement. Ce 

complexe de molécules est appelé phénotype sécrétoire associé à la sénescence, ou SASP. 

Avant même d’avoir des preuves de son existence, des études ont montré que le niveau 

transcriptionnel de nombreux gènes codants pour des protéines sécrétées était augmenté dans 

les cellules sénescentes319,320. Il a ensuite été progressivement démontré, et ce encore 

aujourd’hui, qu’une large variété de protéines étaient sécrétées et que la composition du SASP 

variait selon le type cellulaire et le contexte168,321. Par exemple, en utilisant une méthode de 

protéomique non biaisée, Basisty et al. ont récemment montré que les sécrétomes de 

fibroblastes sénescents, suite à de l’irradiation ou la surexpression de l’oncogène RAS, étaient 

uniques321. Chaque sécrétome avait une combinaison unique de 10 protéines sécrétées qui 

n’était pas retrouvée dans le sécrétome des autres modèles321. Un autre exemple est celui de 

l’étude menée par Wiley et al., où les auteurs comparent les sécrétomes de cellules sénescentes 

suite à un stress génotoxique ou à la dysfonction mitochondriale165. Ce dernier ne comprend 

pas les interleukines IL-1α et IL-1β, ainsi que les molécules associées alors qu’elles le sont dans 

celui des cellules sénescentes suite à un stress génotoxique165. IL-1α et IL-1β sont deux 

interleukines souvent identifiées dans le SASP et il a été montré qu’elles régulaient l’expression 

des interleukines 6 et 8, deux composants majeurs du SASP322. 

 Les molécules composant le SASP entrent dans différentes classes. Elles peuvent être des 

facteurs solubles comme des cytokines, chimiokines et facteurs de croissance ; des facteurs 

insolubles ; des protéases ; des récepteurs et leurs ligands ainsi que des molécules non-

protéiques (Tableau 2).  
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Tableau 2. –  Molécules du SASP. 

 Liste non exhaustive (Adapté de Coppe et al.208 323, Tremain et al.324, Kortlever et al.273, 

Gorgoulis et al.325 et Faget et al.326). 

IL : Interleukine ; CXCL : C-X-C Motif Chemokine Ligand ; CCL : Chemokine (C-C motif) ligand ; 

MIP : Macrophage inflammatory protein ; GM-CSF : Granulocyte Macrophage Colony-

Stimulating Factor ; G-CSF : Granulocyte colony-stimulating factor ; IFN: Interféron ; MIF : 

Macrophage migration inhibitory factor ; RARRES2: Retinoic acid receptor responder protein 2 ; 

EGF: Epidermal growth factor ; FGF : Fibroblast growth factor ; HGF :  Hepatocyte growth factor ; 

VEGF : Vascular endothelial growth factor ; SCF : Stem cell factor ; PIGF : Placental growth factor 

; NGF : Nerve growth factor ; IGFBP: Insulin-like growth factor-binding protein ; MMP : Matrix 

metalloproteinase ; TIMP : Tissue inhibitor of metalloproteinase ; PAI-1: Plasminogen activator 

inhibitor-1 ; tPA: Tissue plasminogen activator; uPA: Urokinase ; ICAM : InterCellular Adhesion 

Molecule ; OPG: Osteoprotegerin ; sTNFR : Soluble tumor necrosis factor receptor ; TRAIL : 

Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand ; uPAR : Urokinase-type plasminogen 

Classe Molécule 

Interleukines IL-6 ; IL-7 ; IL-1α ; IL-1β ; IL-13 ; IL-15 ; IL-11 

Chimiokines 

IL-8; CXCL1, CXCL2, CXCL3; CCL2 ; CCL7 ;CCL8; CCL13; 

CCL3 ; CCL20; CCL16; eotaxine; eotaxin-3; CCL25; 

CXCL5; CCL1; CXCL11 ; CCL5 ; CXCL6 ; CCL28 ; CCL27 ; 

oncostatine M 

Autres molécules inflammatoires TGFβ; GM-CSF; G-CSF; IFN-γ; CXCL13; MIF; RARRES2 

Facteurs de croissance, régulateurs 

Amphiréguline; épiréguline; héréguline; EGF; FGF2; 

HGF; FGF7; VEGF; angiogénine; SCF; CXCL12 ; PIGF; 

NGF; IGFBP-2, -3, -4, -6, -7, -8 ;   

Protéases et régulateurs 
MMP-1, -3, -10, -12, -13, -14; TIMP-2; PAI-1, -2; tPA; 

uPA; cathepsine B 

Ligands et récepteurs 
ICAM-1, -3; OPG; sTNFRI; sTNFRII; TRAIL-R3; Fas; uPAR; 

SGP130; EGFR; sFRP-2 ; WNT16 

Molécules non-protéiques PGE2; oxyde nitrique; ROS 

Facteurs insolubles Fibronectine; collagènes; laminine 



35 
 

activator receptor ; SGP130 : Soluble gp130 ; sFRP : Soluble frizzled-related protein ; PGE2 : 

Prostaglandine E2 

Ces molécules sont également sécrétées par des cellules non-sénescentes, ce qui a aidé à 

découvrir les fonctions du SASP et donc en partie l’impact que peuvent avoir les cellules 

sénescentes sur leur environnement.  

IL-6 et IL-8 sont les molécules les plus connues du SASP323. IL-6 peut avoir un rôle anti ou pro-

inflammatoire selon la forme du récepteur sur lequel elle se fixe. Dans le cas classique, IL-6 se 

fixe à son récepteur membranaire IL-6Rα (ou gp80) et a un rôle anti-inflammatoire. Il existe 

également une forme soluble du récepteur, appelée sIL-6Rα, suite à l’épissage de son ARNm ou 

bien suite au clivage de la partie extracellulaire du récepteur membranaire par ADAM10 (A 

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10) et ADAM17. C’est la fixation 

d’IL-6 à cette forme soluble qui donne lieu à la signalisation pro-inflammatoire327,328. Dans les 

deux cas, une fois la fixation d’IL-6 à son récepteur, cela va déclencher la formation d’un 

hétérotrimère avec deux sous-unités gp130 à la membrane plasmique de la cellule cible. Cette 

dernière étape permet l’activation des voies de signalisation JAK/STAT (Janus  kinase/STAT), 

MAPK/ERK et PI3K/Akt, expliquant les nombreux rôles que joue IL-6327,329. IL-6 est en effet 

impliquée dans l’inhibition de l’apoptose, la survie, la prolifération, l’angiogenèse, les 

mécanismes d’invasion et de dissémination métastatique, ainsi que la régulation du 

métabolisme329. IL-6R est uniquement exprimé dans les hépatocytes et leucocytes alors que 

gp130 est exprimé de façon ubiquitaire dans les cellules. C’est donc la forme soluble du 

récepteur d’IL-6 qui lui permettra d’avoir un impact majeur. Cependant, l’expression de la forme 

membranaire, de la forme soluble et de gp130 sont également régulées, impliquant une 

situation plus complexe. Gp130 a d’ailleurs également une forme soluble, inhibitrice de sIL-

6Rα327,328. IL-6 est régulé au niveau transcriptionnel par AP-1 (Activator protein 1), l’AMP 

cyclique, C/EBPβ (CCAAT Enhancer Binding Protein Beta), Sp1, CREB, STAT3 et NF-Κb330. Au 

niveau post-transcriptionnel, il est régulé positivement par ARID5A, TNFα (Tumor necrosis factor 

alpha) et IL-1β et négativement par regnase-I, BRD4 (Bromodomain containing protein 4) et 

certains micro-ARNs comme miR142 ou miR146a330. 
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IL-8 est une chimiokine pro-inflammatoire, d’abord découverte pour sa capacité à recruter des 

neutrophiles331. Elle se lie aux récepteurs membranaires CXCR1 et CXCR2, ce qui va induire 

l’activation de nombreuses voies de signalisation comme PI3K/Akt, PLC/PKC (Phospholipase 

C/Protein kinase C), MAPK, JAK/STAT. Il est maintenant établi qu’IL-8 a également un rôle dans 

le recrutement des cellules myéloïdes suppressives en plus des neutrophiles. IL-8 participe 

également à la promotion de l’angiogenèse et à la transition épithéliale-mésenchymateuse 

(EMT, Epithelial mesenchymal transition)332. 

3.4.6.2. Régulation du SASP : 

Différentes voies de signalisation ont été rapportées comme régulatrices de l’expression des 

composants du SASP. L’initiation du SASP n’est pas encore totalement claire mais plusieurs 

mécanismes ont été mis en avant. Un des acteurs principaux contrôlant le SASP est NF-κB272,333. 

Différents mécanismes d’induction de ce facteur de transcription ont été montrés. Lors de la 

voie de réponse des dommages à l’ADN, l’activation de ATM et ATR sont nécessaires pour 

activer la voie de signalisation de GATA4 (GATA Binding Protein 4). GATA4 est un facteur de 

transcription qui est normalement lié à p62 pour être dégradé par autophagie sélective. Dans 

les cellules sénescentes, l’autophagie sélective pour GATA4 est inhibée, stabilisant la protéine. 

GATA4 peut alors induire la transcription de ses gènes cibles, comme TRAF3IP2 (TRAF3 

interacting protein 2). TRAF3IP2 et IL-1α activent alors NF-κB, qui induit à son tour la 

transcription de nombreux gènes du SASP comme CCL2, GM-CSF (Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor) ou CXCL1334. Dans cette étude, Kang et al. démontrent également que 

certains gènes comme IL-6 ou CXCL3 sont induits par GATA4 mais ne nécessitent pas 

l’expression de TRAF3IP2, impliquant l’existence d’autres voies parallèles334.  Un autre moyen 

d’initiation du SASP par NF-κB est via la voie de signalisation de la kinase p38 MAPK. Son 

activation induit l’augmentation de l’activité transcriptionnelle de NF-κB et donc l’expression de 

certains composants du SASP comme CXCL1, CCL7 (Chemokine (C-C motif) ligand 7), CCL8 et 

IL-10335.  

Un autre acteur principal du SASP est le facteur de transcription C/EBPβ272. Le SASP est 

dynamique et évolue dans le temps, grâce à une régulation fine de l’expression de ses 

composants. Par exemple, Hoare et al. ont découvert que l’intensité d’expression de NOTCH 
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variait entre des cellules qui entraient en sénescence et une fois que celle-ci était bien établie, 

modifiant la composition du SASP et donc l’impact des cellules sur le microenvironnement 336. 

Dans un modèle de sénescence induite par RAS, les auteurs ont montré qu’à l’entrée en 

sénescence l’expression de NOTCH était haute, inhibant C/EBPβ, et induisait l’expression d’un 

SASP plutôt immunosuppresseur avec la sécrétion de TGF-β, de facteurs de croissance et 

composants de la matrice extracellulaire. En revanche, une fois la sénescence établie, les 

niveaux de NOTCH étaient bas, permettant l’activation de C/EBPβ et donc l’expression d’un 

SASP plutôt pro-inflammatoire avec la sécrétion d’IL-1, IL-6 et des métalloprotéases 

matricielles336.  

Une autre voie importante d’initiation du SASP découverte récemment est la voie cGAS-STING 

(cyclic GMP-AMP synthase – stimulator of interferon genes). Cette voie est connue en 

immunologie pour être une voie de défense antivirale en détectant l’ADN antiviral dans le 

cytoplasme de la cellule337. Suite aux dommages à l’ADN, de l’ADN cytoplasmique se retrouve 

dans les cellules sénescentes338,339. La diminution d’expression des DNases DNases2 et TREX1 

(Three Prime Repair Exonuclease 1) dans les cellules sénescentes empêche les fragments d’être 

dégradés, déclenchant alors la voie cGAS-STING340. 

Il a également été montré dans un modèle murin de sénescence induite par la perte de PTEN 

que la voie de signalisation JAK-STAT était nécessaire à la sécrétion d’un SASP 

immunosuppressif341. 

Suite à l’entrée en sénescence, l’expression d’IL-1, codant pour les interleukines IL-1α et IL-1β, 

est augmentée342. L’interaction entre IL-1α et son récepteur IL-1R1 permet l’activation de la 

kinase IRAK1 (IL-1 receptor activated kinase 1), qui induit l’activation de NF-κB et en 

conséquence l’expression des molécules du SASP comme IL-6 et IL-8322. IL-6 peut à son tour 

participer à activer le SASP en travaillant de concert avec C/EBPβ343. 

Le SASP est également contrôlé par la voie p38 MAPK. Cette dernière est activée lors de 

l’induction de la sénescence et induit une augmentation de l’activité de NF-κB335. La voie p38 

MAPK régule également le SASP de façon post-transcriptionnelle en augmentant l’activité de 
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MK2 (MAPK-activated protein kinase 2) qui va participer à la stabilisation de certains ARN 

messagers de molécules du SASP344. 

Une autre voie de régulation post-transcriptionnelle du SASP est celle de la voie mTOR. Laberge 

et al. ont montré que la traduction de l’IL-1α était supprimée lors de l’inhibition du complexe 

mTORC1 par la rapamycine, impactant l’activité de Nf-κB et donc l’expression de nombreuses 

molécules du SASP203. 

L’expression du SASP est également régulée par des changements épigénétiques326. Par 

exemple, Tasdemir et al. ont montré que le co-activateur transcriptionnel BRD4, qui participe au 

contrôle de l’élongation transcriptionnelle par l’ARN polymérase II345, s’associait aux régions 

« super amplificatrices »(super enhancer) situées au niveau des gènes de molécules du SASP346. 

L’inhibition de BRD4 supprime l’expression du SASP et donc les impacts sur le 

microenvironnement associé comme la surveillance par les cellules du système immunitaire346. 

Il a également été montré que la protéine HMGB2 participait à exclure les locus des gènes des 

molécules du SASP des SAHF en empêchant la propagation des marques répressives H3K9me2/3 

au niveau des locus des gènes du SASP347. 

 Cependant, dans certains modèles de sénescence où cet état est induit par l’expression 

ectopique de p21 ou p16, il a été montré que le SASP n’était pas forcément exprimé par les 

cellules sénescentes348. Une hypothèse serait le manque de dommages à l’ADN persistants mais 

cette question demande plus d’investigations287.  

3.4.6.3. Autres moyens de communication utilisés par les cellules sénescentes 

D’autres moyens de communication sont utilisés par les cellules sénescentes, comme les ponts 

cytoplasmiques, la sécrétion de ROS et la transmission des signaux par la voie JAG1/NOTCH 

(Jagged Canonical Notch Ligand 1/NOTCH) aux cellules voisines325. Les vésicules extracellulaires 

(EVs, Extracellular vesicles) sont également très importantes pour la communication des cellules 

sénescentes349. Les cellules sénescentes sécrètent plus de vésicules extracellulaires que les 

cellules non sénescentes350. Les EVs proviennent du bourgeonnement de la membrane 

plasmique ou, lorsqu’elles ont une taille inférieure à 150nm, de l’invagination des corps multi-

vésiculaires (MVB, Multivesicular bodies) et sont alors appelées exosomes351. Les EVs 
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renferment de nombreuses protéine, ARN et ARN interférants, permettant à la cellule de 

communiquer avec son environnement351. 

3.4.6.4. Rôle du SASP dans la sénescence  

De par l’intensité de leur sécrétion et leur diversité, les molécules du SASP ont de nombreuses 

fonctions sur la cellule sénescente et sur les cellules environnantes (Figure 5).  

Il a été montré que le SASP permettait de renforcer la sénescence ou de l’induire202,272, d’attirer 

des cellules du système immunitaire166,201 et induire leur activation et/ou différenciation352 afin 

de créer un environnement immunosuppressif353, ou à l’inverse, un environnement propice à la 

suppression des cellules sénescentes par les cellules du système immunitaire166,201. De plus, le 

SASP peut contribuer à la prolifération de cellules du microenvironnement206,208, ainsi qu’aux 

processus de plasticité cellulaire354, d’angiogenèse207, d’invasion208, migration355 et préparation 

de la niche pré-métastatique356. Enfin, le SASP peut aider les cellules à résister aux 

traitements354.  
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Figure 5. – Molécules impliquées dans les différents rôles du SASP.  

Les molécules sécrétées par le SASP lui confèrent différents rôles qui peuvent être bénéfiques ou 

délétères pour le patient. Adapté de Herranz et al.357 et Faget et al.326.OPN : Osteopontin ; 

AREG : Amphiregulin ; CTGF : Connective tissue growth factor. 
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Figure 6. – Schéma récapitulatif des caractéristiques des cellules sénescentes 

Les cellules sénescentes sont caractérisées par des changements morphologiques, des 

modifications du compartiment lysosomal, un phénotype sécrétoire, des modifications à la 

surface, une réorganisation de la chromatine, un arrêt du cycle cellulaire et des adaptations 

métaboliques. Schéma adapté de Gonzalez-Gualda et al. 358.  
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4. Les mécanismes de sécrétion des protéines 

4.1. Mécanisme de sécrétion conventionnelle 

Environ un tiers des cadres de lectures ouverts du génome humain produisent des protéines 

sécrétées (11%) ou transmembranaires (20%)359. Ces protéines transitent par le réticulum 

endoplasmique (RE) avant de rejoindre l’appareil de Golgi pour être ensuite délivrées à la 

membrane plasmique ou dans le milieu extracellulaire360 (Figure 7.A). Cela peut se faire de 

façon co-traductionnelle ou post-traductionnelle. Toutes les protéines commencent leur 

traduction avec des ribosomes libres dans le cytosol. Les protéines amenées à rejoindre le RE 

contiennent un peptide particulier (appelé séquence signal) en N-terminal. Ce peptide est 

reconnu par la particule de reconnaissance du signal (Signal recognition particle ou SRP), 

bloquant l’élongation de la chaîne polypeptidique. Le complexe ribosome-chaîne 

polypeptidique-SRP se fixe ensuite sur le RE au niveau d’un translocon constitué de protéines 

nommées Sec61361. Une fois le complexe fixé et la séquence engagée dans le translocon, la 

traduction peut reprendre, alors dirigée vers la lumière du RE, grâce aux ribosomes cette fois-ci 

liés à la membrane du RE. Le peptide signal est généralement clivé une fois que la protéine a 

passé la membrane. La traduction de certaines protéines transmembranaires (comme les 

protéines ancrées par la queue ou tail-anchored (TA) dont le domaine transmembranaire est 

proche de la terminaison carboxyle) s’effectue parfois entièrement dans le cytoplasme avec des 

ribosomes libres et elles rejoignent ensuite le RE de façon post-traductionnelle362. Kutay et al. 

ont montré que l’insertion de ces protéines dans le RE nécessitait de l’ATP et une voie 

d’insertion dans le RE différente362. Rabu et al. suggèrent que les protéines dont la queue est 

peu hydrophobe ont besoin d’une faible quantité d’ATP pour s’insérer dans la membrane du RE 

et sont alors aidées par les chaperonnes des familles de protéines de choc thermique 70 et 40 

(Hsp70 et Hsp40)363. Récemment Guna et al. ont découvert que certaines protéines à queue peu 

hydrophobe interagissaient avec la calmoduline dans le cytosol pour éviter leur agrégation 

après leur traduction et que leur insertion dans la membrane du RE était réalisée par le 

complexe protéique de membrane du RE (EMC, Endoplasmic reticulum membrane protein 

complex)364. Les protéines ayant une queue très hydrophobe ont besoin d’une plus grande 
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quantité d’ATP pour s’insérer dans la membrane du RE et seront alors aidées l’ATPase TRC40 

(Transmembrane domain- recognition complex protein of 40kDa, anciennement appelée Asna-

1)363,365. TRC40 appartient au complexe de reconnaissance des domaines transmembranaires 

TRC (transmembrane domain recognition complex)366. La voie du TRC consiste par une prise en 

charge de la protéine suite à sa traduction par le complexe protéique TRC35, UBL4A (Ubiquitin-

like 4A) et BAG6367 (BCL-2 associated athanogene co-chaperonne 6). Ce complexe va recruter la 

co-chaperonne SGTA (Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat containing protein alpha), 

qui va elle-même recruter d’autres protéines selon la destination de la protéine TA368. Le 

recrutement de TRC40 dirigera la protéine TA vers le RE365 alors que la liaison de la protéine TA 

à BAG6 induira sa destruction par la voie du protéasome369. Une fois TRC40 recrutée, le 

complexe TRC40-protéine TA se détache du reste du complexe TRC et va s’associer avec le 

complexe WRB et CAML (Calcium modulating ligand) à la membrane du RE, où ce dernier 

permettra l’insertion de la protéine TA dans la membrane du RE et le relargage de TRC40 dans 

le cytoplasme370. Des petites protéines sécrétées rejoignent également le RE de façon post-

traductionnelle. Suite à leur traduction dans le cytosol, les petites protéines sont protégées par 

TRC40371 ou par la calmoduline372. Le passage dans le RE sera réalisé par la protéine Sec61, alors 

aidée des protéines Sec62 et Sec63373,374. La protéine BiP (Binding immunoglobulin protein), 

localisée dans le lumen du RE, aidera au passage de la chaine polypeptidique à travers Sec61 

pour être délivrée dans le lumen du RE375. Dans le RE, les protéines se replieront, seront 

glycosylées et les ponts disulfures se formeront, ou les protéines seront intégrées à la 

membrane dans le cas des protéines transmembranaires359,376. Les protéines cytosoliques ou 

destinées à la mitochondrie, au noyau ou aux peroxysomes sont, elles, traduites dans le cytosol 

avec des ribosomes libres et repliées dans le cytosol. À la sortie du ribosome, elles sont 

stabilisées par les chaperonnes Hsc70 (membre de la famille Hsp70) et son cofacteur Hsp40. 

Elles peuvent alors se replier spontanément ou nécessiter l’aide de la chaperonne Hsp90 ou 

d’un complexe chaperonine, nommé TRiC (TCP1 ring complex)377. Les protéines destinées à être 

sécrétées ou à rejoindre la membrane plasmique vont ensuite être incorporées à de petites 

vésicules (50-80nm) de transport, nommées vésicules complexes à manteau de type II (Coat 

complex type II ou COPII), qui fusionnent avec l’appareil de Golgi. Les protéines y subissent des 
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modifications post-traductionnelles comme la glycosylation, phosphorylation ou encore le 

clivage de précurseurs permettant la maturation des protéines. Ce réseau membranaire se 

décompose en la partie cis, par où arrivent les vésicules contenant les protéines à sécréter (la 

plus proche du RE donc), la partie medial, du milieu, et la partie trans, la plus éloignée du RE, 

par où sortent les vésicules pour rejoindre la membrane plasmique. Les vésicules fusionnent 

alors avec elle, soit de manière constitutive dans le cas des protéines sécrétées en tout temps 

(composants de la matrice extracellulaires…) ou de manière régulée suite à un stimulus 

spécifique (neurotransmetteurs, hormones…). Il existe aussi un système de transport 

rétrograde, via des vésicules COPI, du trans vers le cis-Golgi pour maintenir une répartition 

égale des protéines et enzymes du Golgi, ou même rapporter certaines protéines au RE378. 

La participation de la famille des protéines SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor 

attachment protein receptor) est nécessaire pour la fusion de la membrane vésiculaire et de la 

membrane plasmique. Les SNAREs sont situées sur la vésicule et la membrane. Ces protéines 

contiennent toutes une ou plusieurs répétitions heaptad, appelée motif SNARE. La liaison de 

leurs motifs crée un complexe quaternaire extrêmement stable qui permet d’attirer les deux 

membranes l’une contre l’autre et d’induire la fusion de celles-ci. Un autre modèle nécessite la 

présence de l’H+-ATPase vacuolaire (V-ATPase) en plus suite à la liaison de SNAREs. La liaison 

d’une unité V0 d’une V-ATPase sur la vacuole et d’une autre unité V0 d’une V-ATPase présente 

sur la membrane cible permet la formation d’un pore379-381. 

D’autres protéines comme les SM (Sec1/Munc18), Munc13, RIM, synaptotagmine, SNIP (SNAP-

25 interacting protein) interagissent avec les SNAREs et participent à la régulation de la fusion 

membranaire380,382. 

4.2. Les mécanismes de sécrétion non-conventionnels 

En plus de ce mode de sécrétion conventionnel, il a également été découvert différents modes 

de sécrétion non-conventionnels, pour des protéines ne passant pas par la route traditionnelle 

du RE suivi du Golgi.  

Il existe quatre modes de sécrétion non-conventionnels383 (Figure 7.B-E). Les types I, II et III sont 

destinés aux protéines cytoplasmiques ne comportant pas de séquence signal. Le type IV est 
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pour des protéines ayant une séquence signal ou un domaine transmembranaire. Cependant, 

ces dernières ne transitent pas par le Golgi à la suite du RE pour rejoindre la surface cellulaire. Il 

reste encore beaucoup à découvrir concernant les protéines sécrétées de cette manière et les 

mécanismes moléculaires impliqués, qui semblent être dépendants du substrat, du type 

cellulaire et du moyen d’induction383.  

La majorité du temps, ces mécanismes sont induits par le stress. Inflammation, privation de 

nutriment et stress mécaniques sont des déclencheurs de ces voies de sécrétion non-

conventionnelles384. Cependant, certaines protéines comme FGF2385 (Fibroblast growth factor 2) 

et HIV-Tat386 sont sécrétées de manière constitutive par la voie non-conventionnelle. Une même 

protéine peut utiliser deux voies de sécrétion différentes, selon le stimulus. Par exemple, la 

protéine sans séquence signal IL-1β semble emprunter la voie de type I lorsque les cellules sont 

dans un contexte inflammatoire, ou emprunter la voie de type III lorsque les cellules sont 

privées de nutriments387.  

4.2.1. Mécanisme de sécrétion non-conventionnelle de type I 

Le type I de sécrétion non conventionnelle utilise la formation de pore dans la membrane 

plasmique pour relâcher les protéines dans le milieu extracellulaire383 (Figure 7.B). Les protéines 

utilisant cette voie se rapprochent de la membrane plasmique et interagissent avec le 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) présent sur le feuillet cytoplasmique. Cette 

étape permet l’oligomérisation de la protéine, qui forme alors un pore à travers la membrane 

plasmique, permettant le passage dans le milieu extracellulaire. La protéine peut elle-même 

former un pore, comme c’est le cas pour FGF2385 et HIV-Tat386 ou bien passer à travers un pore 

formé par une autre protéine. Par exemple, la thiorédoxine passe à travers le pore formé par le 

récepteur purinergique P2X7R388. FGF2 est ensuite recruté par les chaînes héparane sulfate de 

protéoglycanes de surface385. 

4.2.2. Mécanisme de sécrétion non-conventionnelle de type II 

Le type II est très peu étudié. Il semble permettre le passage de protéines ayant subi une 

acylation et les phéromones d’accouplement des levures. Il utilise les transporteurs ABC383,389 

(Figure 7.C). C’est le changement de conformation des deux domaines transmembranaires suite 
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à la liaison de l’ATP sur les domaines de liaison aux nucléotides du transporteur ABC qui permet 

l’export des molécules vers le milieu extracellulaire390.  

4.2.3. Mécanisme de sécrétion non-conventionnelle de type III 

Le type III utilise des organites membranaires comme les endosomes et autophagosomes pour 

transporter les protéines jusqu’au milieu extracellulaire383 (Figure 7.D). 

Les autophagosomes proviennent des phagophores qui sont constitués d’une double membrane 

et sont formés lors du processus d’autophagie. Ils englobent du matériel cytoplasmique de 

façon non-sélective. La fermeture du phagophore donne naissance à l’autophagosome. Dans le 

processus autophagique, l’autophagosome va fusionner avec un lysosome pour former un 

autolyosome et induire la destruction du matériel cytosolique englobé grâce aux protéases 

lysosomales391. Le mécanisme par lequel les autophagosomes transportent les protéines n’est 

pas encore clair. Il a été montré que les protéines ATG (Autophagy-related protein) nécessaires 

à l’autophagie sont impliquées dans la sécrétion non conventionnelle. Par exemple, la sécrétion 

de la protéine sans séquence signal Acb1 chez la levure nécessite l’expression des gènes Atg5, 

Atg7, Atg8, Atg12392. De même, la sécrétion d’IL-1β a pu être inhibée par des inhibiteurs de 

l’autophagie ou bien lors de l’inhibition du gène Atg5393. Cependant, il a également été montré 

que les protéines GRASP (Golgi reassembly-stacking protein) de la famille des protéines 

périphériques du Golgi étaient nécessaires à la sécrétion d’Acb1392 et d’IL-1 β393. Suite à une 

privation en nutriments, les protéines GRASP se relocalisent sur des vésicules regroupées avec 

des microtubules et forment un compartiment cytoplasmique. Ce compartiment est nommé 

compartiment pour la sécrétion non conventionnelle des protéines (Compartment for 

unconventional secretion of proteins, CUPS)394. D’abord pensés autophagosomes car 

colocalisant avec certaines protéines impliquées dans l’autophagie, la nature de ces 

compartiments n’est pas encore très claire car les protéines ATG ne sont pas forcément requises 

pour leur formation. Les complexes ESCRT I, II et III (Endosomal sorting complexes required for 

transport) ainsi que la sous-unité Snf7 sont ensuite nécessaires pour englober ce compartiment 

dans un sac membranaire, qui fusionnera avec la membrane plasmique394. 
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A cause de la double membrane, les protéines encerclées par l’autophagosome ne sont pas 

solubles. Dans le cas de l’autophagie réalisée par les chaperonnes, la protéine Hsp70 reconnait 

des protéines ayant un motif peptidique KFERC et se lie avec LAMP2 (Lysosomal Associated 

Membrane Protein 2). Après avoir été dépliées, les protéines seront transportées à travers la 

membrane lysosomale pour atteindre le lumen, où elles seront dégradées391. Ce mécanisme a 

été proposé pour le passage des protéines à travers l’autophagosome afin de pouvoir être 

sécrétées sans être entourées d’une membrane393. 

Les exosomes sont des petites vésicules (50-150nm), créés par l’invagination de la membrane 

interne d’endosomes tardifs appelés corps multi-vésiculaires (MVB). Cette étape est réalisée par 

différents acteurs comme le complexe ESCRT, des lipides et/ou des tétraspanines395. La fusion 

du MVB avec la membrane plasmique relâche dans le milieu extracellulaire les exosomes, qui 

auront alors un impact sur les cellules environnantes ou éloignées351,396,397. Les exosomes 

peuvent se fixer sur la cellule cible, fusionner avec la membrane plasmique ou bien être 

importés à l’intérieur de la cellule par l’intermédiaire de différents mécanismes de phagocytose 

ou d’endocytose351. IL-1β398, la protéine Tau399, le peptide Aβ400 ou l’α-synucléine401, entre 

autres, utilisent par exemple cette voie de sécrétion non-conventionnelle pour rejoindre le 

milieu extracellulaire.  

Une voie de sécrétion utilisant les endosomes vient également d’être découverte. Appelée 

MAPS pour sécrétion associée au mauvais repliement des protéines (Misfolding-associated 

protein secretion), ce mécanisme permet la sécrétion de protéines mal repliées dans le milieu 

extracellulaire et repose sur le transport vésiculaire. Nous allons la développer dans une section 

plus bas402. 

4.2.4. Mécanisme de sécrétion non-conventionnelle de type IV 

Les protéines passant par cette voie de sécrétion ont une séquence signal ou un domaine 

transmembranaire et transitent donc par le RE (Figure 7.E). Néanmoins, elles n’empruntent pas 

l’appareil de Golgi pour rejoindre la surface cellulaire. Cette voie de sécrétion a été observée 

dans le cas de stress mécaniques ou de stress du RE383.  
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Deux mécanismes ont été découverts lors du stress du RE, permettant la sécrétion de protéines 

sans passer par le Golgi. Ces mécanismes ont été observés pour des protéines qui rejoignent 

normalement la surface cellulaire par la voie de sécrétion conventionnelle. Dans le cas où elles 

sont mutées, elles sont alors dégradées par la voie de dégradation du RE et ne peuvent pas 

atteindre la membrane plasmique. Cependant, il a été observé que lors d’un stress du RE, ces 

protéines mutées pouvaient rejoindre la surface cellulaire par des voies de sécrétion non 

conventionnelles.  

Le premier mécanisme a été observé pour le régulateur transmembranaire de la conductance 

de la fibrose kystique délété pour la phénylalanine 505, ΔF505-CFTR403 (Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator). Il repose sur la phosphorylation de l’homodimère 

GRASP55, situé sur le Golgi, lors de stress du RE. GRASP55 se localise alors sur le RE sous forme 

de monomères404. La reconnaissance du domaine PDZ des substrats par le domaine PDZ1 de 

GRASP55 permet leur encapsulation dans des vésicules, puis leur transport jusqu’à la membrane 

plasmique, pouvant passer par les endosomes403,405.  

Le deuxième mécanisme repose sur Hsc70 et sa co-chaperonne DNAJC14. Hsc70 est une 

chaperonne exprimée de façon constitutive dans les cellules et participe à de nombreux 

processus406. Elle a tout d’abord été découverte pour son rôle dans la dissociation des triskels 

de clathrines lors du processus d’endocytose réalisé par les clathrines407. Elle est 

particulièrement importante pour tous les processus participants au maintien de l’homéostasie 

protéique comme le repliement, la translocation, les processus d’assemblage ou 

désassemblage, la maturation ou encore la dégradation des protéines406. Hsc70 a une activité 

ATPase hydrolysant l’ATP en ADP (Adénosine di-phosphate). La forme liée à l’ATP est instable et 

a une faible affinité pour les substrats. La forme liée à l’ADP possède à l’inverse une forte 

affinité pour les substrats408,409. Des co-chaperonnes comme la famille des Hsp40 (nommées 

DnaJ ou protéines J) sont nécessaires pour le passage de la forme liée à l’ATP à celle liée à 

l’ADP410. Les protéines de la famille des Hsp40 se lient via leur domaine J aux protéines de la 

famille des Hsp70, dont Hsc70406,411. C’est la diversité des protéines Hsp40 qui permet aux 

protéines Hsp70 d’être impliquées dans autant de fonctions différentes412. 
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Il existe 41 protéines J, qui contiennent toutes un domaine particulier d’environ 70 acides 

aminés, très conservé, nommé le domaine J. Ce domaine détient un motif composé de 3 acides 

aminés, une histidine, une proline et un acide aspartique, formant une boucle entre deux 

hélices alpha. C’est ce motif, appelé motif HPD, qui permet l’interaction avec les protéines de la 

famille Hsp70413. En dehors du domaine J, les protéines J ont des structures très diverses, 

pouvant expliquer la diversité de fonctions qu’elles induisent en se liant aux protéines de la 

famille Hsp70412. Leur localisation joue aussi un rôle sur leur fonction. Elles ont été observées 

dans le cytoplasme, le noyau, les endosomes, les mitochondries, le RE et les ribosomes. Par 

exemple, DNAJA3 est située au niveau de la mitochondrie, où elle a un rôle dans la 

fragmentation mitochondriale414. DNAJB2 est retrouvée dans le cytosol, le noyau ou sur le côté 

cytoplasmique de la membrane du RE. Elle participe à la dégradation des protéines via le 

système ubiquitine-protéasome415. DNAJC14 est localisée au RE. Elle participe au trafic de 

protéines vers la surface cellulaire416,417, au trafic lysosomal réalisé par le complexe SNARE418 

ainsi que dans la sécrétion non conventionnelle des protéines419. 

Le mutant H723R du transporteur anionique pendrine est un substrat de Hsc70419. Cette 

mutation est une des causes majeures de surdité dans le monde. En temps normal, la pendrine-

H723R est détectée dans le RE et détruite via la voie de dégradation associée au RE. Suite au 

blocage du trafic RE-Golgi, Jung et al. ont observé que la pendrine-H723R pouvait rejoindre la 

surface cellulaire419. Les auteurs ont montré que Hsc70 interagissait directement avec la 

protéine mutée et que DNAJC14 allait empêcher celle-ci d’être dégradée par la voie de 

dégradation associée au RE419. Il est intéressant de souligner que malgré le même signal 

d’induction (le stress du RE) et l’implication de Hsc70, les protéines CFTR et la pendrine 

nécessitent des interacteurs particuliers (GRASP55 et DNAJC14 respectivement) pour rejoindre 

la membrane plasmique, laissant présager l’existence d’autres voies de sécrétion non 

conventionnelles dépendamment du substrat considéré419,420. 

La voie de sécrétion non conventionnelle de type IV associée au stress mécanique a été 

observée chez l’organisme modèle Drosophila et concerne des intégrines421. Cependant le 

mécanisme exact n’a pas encore été découvert.  
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Figure 7. –  Les voies de sécrétion conventionnelles et non-conventionnelles des protéines 

Ce schéma représente les différentes voies de sécrétions des protéines. La voie de sécrétion 

conventionnelle (A) consiste à transiter par le réticulum endoplasmique (RE) puis l’appareil de 

Golgi. Il existe quatre types de sécrétion non-conventionnelle (SNC). Les protéines empruntant la 

voie de sécrétion de type I (B) forment un pore à travers la membrane alors que celles 

empruntant la voie de type II (C) traversent la membrane par des transporteurs ABC. La 

sécrétion de type III (D) utilise les compartiments endocytiques et autophagiques pour 

transporter les protéines jusqu’au milieu extracellulaire. Enfin, les protéines sécrétées peuvent 

utiliser la voie de type IV (E), transitant par le RE mais court-circuitant le Golgi. Schéma adapté 

de Dimou et al.422. HSPG : Heparan sulfate proteoglycan.  
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4.3. Le MAPS  

4.3.1. Présentation du MAPS 

Le MAPS a été découvert en 2016 par l’équipe du Dr Yihong Ye par l’étude du rôle de la 

protéase spécifique de l’ubiquitine 19 (USP19, Ubiquitin specific peptidase 19) dans la sécrétion 

des protéines mal repliées402 (Figure 8). USP19 est la seule protéase de l’ubiquitine à posséder 

un domaine transmembranaire situé à l’extrémité carboxy-terminale. Cette propriété lui permet 

d’être localisée à la membrane du RE423. USP19 interagit avec la chaperonne Hsp90. Il a été 

proposé que Hsp90 pouvait favoriser la liaison entre USP19 et l’ubiquitine, lorsque les niveaux 

du substrat ubiquitinilé sont faibles424. Cependant, Hsp90 n’est pas nécessaire dans le MAPS, 

pouvant impliquer que les niveaux de substrats ubiquitinilés sont assez importants pour se 

passer de l’aide de Hsp90425. De par son rôle de protéase de l’ubiquitine, USP19 régule la 

stabilité de nombreuses protéines comme le facteur du cycle cellulaire KPC1426 (Kip1 

ubiquitination-promoting complex subunit 1). Lee et al. ont observé que la surexpression de 

USP19 dans des cellules HEK293T exprimant la GFP (protéine verte fluorescente, green 

fluorescent protein) augmentait la sécrétion de celle-ci402. Les auteurs ont alors remarqué que 

les molécules de GFP dans le milieu extracellulaire n’émettaient pas de fluorescence, ce qui 

peut être le cas lorsque la protéine est mal repliée. Pour tester cette hypothèse, ils ont créé une 

GFP qui ne possédait pas le dernier feuillet beta, nommée GFP1-10402. La GFP1-10 est une 

protéine qui se replie moins bien en comparaison de la GFP normale. Ils ont montré que la 

GFP1-10 était plus sécrétée que la GFP normale et que cette différence était réduite lorsque le 

dernier feuillet beta était co-exprimé avec la GFP1-10, ce qui augmentait la fluorescence. Cette 

sécrétion nécessite USP19 et particulièrement son domaine catalytique, ainsi que son domaine 

transmembranaire. La sécrétion dépendante de USP19 était également visible dans des cellules 

exprimant d’autres protéines cytoplasmiques mal/non repliées comme l’α-synucléine ou non 

assemblées comme UBL4A. Lee et al. ont également montré que USP19 est une chaperonne, 

détectant l’état de repliement de ses substrats et se liant aux protéines mal repliées402.  

Un autre interacteur majeur de USP19 a été identifié, il s’agit de Hsc70425. Hsc70 semble être 

requis pour la liaison du substrat par USP19425. Hsc70 forme un complexe avec la co-chaperonne 
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DNAJC5 (DnaJ homologue subfamily C member 5) de la famille des Hsp40427,428. Ce complexe a 

été observé au niveau des vésicules synaptiques429 et plus spécifiquement, comme ayant un 

rôle dans la sécrétion de protéines sujettes au mauvais repliement comme Tau et l’α-

synucléine430. Cependant, au contraire de Hsc70, DNAJC5 ne forme pas une interaction stable 

avec USP19425.  

L’équipe du Dr Ye a montré que la surexpression de DNAJC5, comme celle de USP19, induit la 

sécrétion de la protéine GFP1-10425. Xu et al. ont montré que USP19 était situé en amont de 

DNAJC5 dans le déroulement de la voie de sécrétion425. De façon intrigante, la sécrétion n’est 

pas totalement abolie en absence d’USP19402,425. Ceci pourrait indiquer un autre mécanisme de 

sécrétion ne nécessitant pas USP19. USP19 étant une protéase de l’ubiquitine, les substrats peu 

ou non ubiquitinilés pourraient être directement recrutés par Hsc70 et transféré à DNAJC5 pour 

la suite du MAPS. 

Lee et al ont découvert que les protéines mal repliées étaient associées à la membrane interne 

ou étaient à l’intérieur de vésicules qui appartiennent aux endosomes associés au RE402. Le 

mécanisme par lequel les protéines traversent la membrane de la vésicule n’a pas encore été 

résolu mais semble impliquer la protéine DNAJC5431. 

L’équipe du Dr Yihong Ye a vérifié que le MAPS n’était pas le même mécanisme que celui lié aux 

autophagosomes car il ne requérait pas la présence des protéines GRASP ou du complexe 

ESCRT I, que les protéines ne présentaient pas de colocalisation avec des protéines des 

autophagosomes et que la sécrétion n’était pas augmentée par la privation en nutriments, ni 

diminuée par des inhibiteurs de l’autophagie402,431. Ils ont également démontré que cette voie 

était différente de celle de l’autophagie réalisée par les chaperonnes431. Cependant, l’inhibition 

de LAMP2 diminue la sécrétion par le MAPS, situation qui peut revenir à la normale suite à la 

surexpression de DNAJC5431. Le rôle de LAMP2 n’a pas encore été éclairci dans le MAPS.  

Dans leur étude, Xu et al. ont montré que DNAJC5 était localisé au niveau de vésicules positives 

pour Rab9 ou LAMP1, marqueurs des endosomes tardifs et des lysosomes, respectivement425. 

Cependant, c’est seulement au niveau des endosomes tardifs qu’était visible la co-localisation 

avec les protéines mal repliées comme GFP1-10. La sécrétion des protéines mal repliées n’était 
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pas inhibée par la bréfeldine A, une drogue bloquant la formation des vésicules COPII, 

établissant que cette sécrétion se faisait par une voie non-conventionnelle. Les protéines 

transportées par cette voie de sécrétion non conventionnelle ne sont pas non plus entourées 

d’une membrane, elles ne passent donc pas par la voie des exosomes425. 

Enfin, l’équipe du Dr Yihong Ye a montré que les protéines de la famille SNARE VAMP7 (Vesicle-

associated membrane protein 7) et VAMP8 participaient à la sécrétion des protéines mal 

repliées, probablement en permettant la fusion des vésicules avec la membrane plasmique402. 

Les endosomes tardifs pourraient également fusionner avec des lysosomes pour dégrader leur 

contenu, ce qui est une option envisageable pour le MAPS sachant que les substrats sont des 

protéines mal repliées. Cependant, Lee et al. ont montré que les vésicules du MAPS ne 

fusionnaient pas avec des lysosomes, cette hypothèse doit donc être confirmée431.  

Les auteurs ont montré que DNAJC5 interagissait avec les protéines mal repliées dans la cellule 

mais également dans le milieu extracellulaire, établissant qu’au moins une fraction des 

protéines DNAJC5 était sécrétée avec la protéine mal repliée425. Ils ont également montré que 

les protéines mal repliées sécrétées dans le milieu extracellulaire pouvaient être internalisées 

via le processus d’endocytose par les cellules voisines, qui vont alors les diriger vers les 

lysosomes pour dégradation425.  

Le MAPS est un mécanisme qui sélectionne ses substrats, via la protéine USP19, ce qui en fait 

donc aussi un mécanisme de contrôle de la qualité des protéines. Cette nouvelle voie de 

sécrétion fonctionne en parallèle du protéasome, certains substrats du MAPS étant aussi 

connus pour être ubiquitinilés et dégradés par le protéasome402. Cependant, en cas de 

dysfonction de ce dernier, le MAPS peut prendre le relai et sa capacité à sécréter les protéines 

mal repliées est augmentée. Le groupe du Dr Ye propose que le MAPS soit un moyen 

permettant aux cellules ayant un stress protéotoxique trop important de relâcher les protéines 

mal repliées dans le microenvironnement, où elles seront dégradées par des cellules 

environnantes moins stressées425. Le MAPS pourrait être un moyen de dissémination des 

protéines mal repliées dans les maladies comme Alzheimer ou Parkinson et concourir à la 

propagation de celles-ci425. 
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Figure 8. – La voie de sécrétion non conventionnelle du MAPS 

Le MAPS se déroule en différentes étape. (1) Les protéines cytoplasmiques mal repliées sont 

prises en charge par USP19, située sur le RE, et Hsc70. (2) La protéine est transmise à DNAJC5, 

sur les endosomes tardifs (ET) à proximité du RE. Il n’est pas exclu que certaines protéines court-

circuitent le passage par USP19. (3) Le complexe DNAJC5-protéine mal repliée est internalisé 

dans l’ET par un mécanisme non encore identifié. (4) L’ET transite jusqu’à la membrane 

plasmique. (5) L’ET fusionne avec la membrane plasmique et relâche le complexe DNAJC5-

protéine mal repliée dans le milieu extracellulaire, où il peut se dissocier. DNAJC5, si associé à la 

membrane de l’ET pourrait se retrouver à la membrane plasmique suite à la fusion. Schéma 

inspiré de Lee et al.402 et Xu et al.425.  

4.3.2. DNAJC5 

DNAJC5 code pour la protéine CSPα (protéine de chaine de cystéine, cystein string protein). Tout 

comme ses homologues CSPβ et CSPγ, elle possède un domaine comprenant une chaine de 

cystéines (Figure 9). CSPα est exprimée dans la plupart des cellules. L’expression de CSPβ est 
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restreinte aux testicules et aux cellules ciliées auditives, et uniquement aux testicules pour 

CSPγ. La chaîne de cystéine peut être palmitoylée, permettant aux CSPs d’être associée aux 

membranes432. Il a été montré que DNAJC5 pouvait être localisée à la membrane 

plasmique433,434 et au niveau de vésicules synaptiques ou sécrétoires425,435,436. DNAJC5 est une 

chaperonne interagissant avec différentes protéines, comme entre autres la syntaxine, VAMP, 

des sous-unités de protéines G, un mutant de l’huntingtine, des sous-unités du canaux 

calciques, synaptotagmines et la dynamine 1437,438. DNAJC5 a été identifiée comme ayant un 

rôle au niveau de l’exocytose, en particulier au niveau des synapses. Elle a également un rôle 

neuroprotecteur. En effet, l’inhibition de DNAJC5 dans des organismes modèles comme la 

drosophile ou la souris induit la dégénération des neurones et une mort très précoce439,440. Chez 

l’homme, il a été observé que l’expression de DNAJC5 chez des patients atteints d’Alzheimer 

était réduite dans les zones dégradées du cerveau antérieur441. De plus, il existe deux mutations 

de DNAJC5 induisant soit une délétion de la leucine 116 ou une substitution de la leucine 115 

pour une arginine. Les personnes ayant ce gène muté développent une maladie 

neurodégénérative appelée céroïde-lipofuscinose neuronale de l’adulte. Cette maladie rare se 

déclare chez le jeune adulte (20-30 ans) avec des symptômes comme la démence, l’épilepsie et 

des troubles moteurs434,442,443. Lors de l’analyse pathologique, on observe une 

neurodégénération ainsi que des agrégats intra-neuronaux de matériel auto-fluorescent. Ces 

mutations se situent au niveau du domaine riche en cystéine et suggère donc qu’elles ont un 

impact sur la capacité de DNAJC5 à se situer au niveau des membranes et à participer au 

processus d’exocytose (Figure 9). De plus, il a été montré que les mutants de DNAJC5 étaient 

capables de s’agréger444 et que ces agrégats ne pouvaient être sécrétés, contrairement à la 

protéine sauvage434.   
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Figure 9. – Schéma de la structure de DNAJC5 

DNAJC5 comprend un domaine J, avec un motif HPD, permettant la liaison à Hsc70. Elle possède 

également une chaîne de cystéines pouvant être palmitoylées, ce qui permet à DNAJC5 d’être 

associée aux membranes. Les leucines 115 et 116 peuvent être mutées, induisant une maladie 

neurodégénérative. La serine 10 de DNAJC5 peut être phosphorylée. Schéma adapté de 

Burgoyne et Morgan438. 
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5. Contexte  

Les patientes atteintes du cancer de l’ovaire à cellules claires se voient toujours proposer la 

même combinaison thérapeutique depuis une trentaine d’année. Ce traitement n’est 

malheureusement que très peu efficace sur les cancers de stades avancés et de nombreuses 

patientes rechutent. Il est donc urgent de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour 

ce cancer.  

Suite à un traitement par chimiothérapie, différents destins s’offrent aux cellules cancéreuses. 

Elles peuvent mourir par apoptose, résister et continuer de proliférer, entrer en catastrophe 

mitotique ou en sénescence. Les cellules sénescentes arrêtent de proliférer. Induire la 

sénescence chez des cellules cancéreuses est donc une stratégie recherchée car elle permet de 

restreindre le développement tumoral. Cependant, par la sécrétion de diverses molécules, les 

cellules sénescentes peuvent avoir un effet délétère sur le patient et contribuer à sa rechute. 

Après avoir induit la sénescence dans les cellules cancéreuses, une deuxième étape pourrait 

être de les supprimer. Il est donc nécessaire de bien connaître les caractéristiques des cellules 

sénescentes pour pouvoir les cibler de façon spécifique avec de nouveaux traitements.  

Nous avons donc étudié une lignée de COCC après traitement par la combinaison 

chimiothérapeutique utilisée en clinique. Ces cellules entrent en sénescence après le traitement 

et ainsi représentent un modèle d’étude très intéressant. 

Nous avons souhaité étudier les changements ayant lieu à la surface des cellules de COCC 

traitées par la chimiothérapie afin de mieux connaître ces cellules et découvrir de nouvelles 

caractéristiques de la sénescence induite par la chimiothérapie, qui pourraient aider à la 

proposition de nouveaux traitements.  
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6. Objectifs  

1) Mettre en place le modèle de sénescence des cellules de COCC au laboratoire  

2) Analyser l’impact du traitement chimiothérapeutique sur le transcriptome et le surfaceome 

de cellules de COCC 

3) Identifier un candidat exprimé à la surface des cellules sénescentes et étudier les processus 

auxquels il participe 

4) Etudier l’impact de l’inhibition de ce candidat sur l’établissement et/ou le maintien de l’état 

de sénescence 
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Chapitre 2 – Matériel et Méthodes 

1. Culture cellulaire  

Les cellules TOV21G ont été établie en 1991 (ATCC, CRL-11730) et proviennent de l’équipe du Dr 

F. Rodier (CrCHUM, Montréal, Canada). La lignée stable TOV21G exprimant la GFP1-10 a été 

réalisée par le Dr J. Lee (NIH/NIDDK, Bedestha, EU). La lignée stable exprimant l’α-synucléine a 

été réalisée par infection virale. Les cellules TOV21G sont cultivées dans du milieu OSE (Wisent) 

supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal et 1% de pénicilline/ streptomycine à 37°C et 5% 

de CO2. Le milieu est changé tous les 2 à 3 jours. Toutes les lignées ont été testées pour la 

présence de mycoplasmes et sont utilisées au maximum 20 passages après décongélation. 

Pour l’induction de sénescence, les cellules sont traitées par une combinaison de carboplatine 

(10µM) et paclitaxel (30nM). Après 12h de traitement, le milieu est changé pour du milieu frais, 

puis le milieu est changé tous les 2 à 3 jours. 5 jours après le traitement, les cellules sont lavées 

au PBS (solution saline tamponnée au phosphate) 3 fois et le milieu changé pour du milieu 

appauvri en sérum. Les expériences sont réalisées 48h après le début de changement de milieu. 

Les cellules contrôles sont mises en plaque 4 jours avant les expériences puis suivent le même 

protocole de déprivation que les cellules traitées.  

2. Construction shRNA et infection rétrovirale 

La déplétion des gènes est réalisée en utilisant des petits ARN en épingle à cheveux (short-

hairpin RNA, shRNA) en utilisant des lentivirus produits par des vecteurs de la librairie Mission 

TRC shRNA.  
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Tableau 3. – Références des shRNAs utilisés 

shRNA Référence 

shNT SHC002, Sigma 

ShDNAJC5 #9 TRCN0000155209 

ShDNAJC5 #13 TRCN0000154613 

ShDNAJC5 #30 TRCN0000155930 

ShDNAJC5 #38 TRCN0000154238 

ShDNAJC5 #91 TRCN0000153691 

Les virus sont produits dans des cellules 293T. La transfection est réalisée via des précipités de 

calcium-phosphate avec le mix (6µg du plasmide PLKO-shRNA, 1.5 µg du plasmide pMDLg/pREE 

et du plasmide pRSV-Rev, et 3 µg du plasmide pMD2-VSVG). La titration des virus est faite par la 

plateforme de l’IRIC dans des cellules HeLa. Les cellules TOV21G sont ensuite infectées à une 

MOI de 0.75 en présence de polybrène (4 µg/mL). 3 jours après l’infection, les cellules sont 

lavées 2 fois au PBS et mises dans du milieu frais avec l’antibiotique de sélection, la puromycine 

(1.5 µg/mL). Pour la lignée exprimant l’α-synucléine, l’infection a été réalisée avec 1 mL de virus 

(sur 5 mL produits) et les cellules sont sélectionnées avec l’hygromycine à 300 µg/mL pendant 

10 jours.  

3. Cytométrie en flux 

Les cellules sont récupérées et comptées puis resuspendues dans une solution de 2% FBS-PBS. 

Les cellules sont ensuite centrifugées à 1500 rpm pour 5 minutes, rincées au PBS et 

re-centrifugées à 1500 rpm pour 5 minutes. Le culot cellulaire est re-suspendu dans 300 µL de 

PBS. En vortexant, 700 µL d’éthanol 95% est ajouté goutte à goutte puis les cellules sont 

gardées à -20°C pendant minimum 2 heures. Une fois les cellules fixées, les cellules sont 

centrifugées et lavées au PBS 2 fois. Les cellules sont ensuite resuspendues dans la solution de 

marquage (40 µg/mL Propidium iodide, 100 µg/mL RNAse A, PBS) puis incubées dans le noir 

pendant 30 minutes et analysées au cytomètre en flux (BD FACS Celesta avec logiciel BD FACS 

Diva v8.0.2). L’analyse du cycle cellulaire a été faite avec FlowJo v10.  
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4. Anticorps 

Les anticorps utilisés sont les suivants : 

Tableau 4. – Références des anticorps utilisés 

Protéine Marque Référence 

Actine Sigma A5441 

Caveolin-1 Santa Cruz Biotechnology  Sc-894 

Clusterin-alpha Santa Cruz Biotechnology Sc-5289 

DNAJC5 Millipore  AB1576 

℗-eIF2a (S51) Cell Signaling Technology 3398 clone D9G8 

eIF2a Cell Signaling Technology  9722 

GAPDH Santa Cruz Biotechnology  Sc-47724 

GFP Santa Cruz Biotechnology  Sc-9996 

p21 Cell Signaling Technology 2947 

℗-p53 (S15) Cell Signaling Technology 9284 

℗-53 Cell Signaling Technology 2527 

PTRF Abcam Ab48824 

α-synucléine Cell Signaling Technology  2642 

Mouse-HRP Chemicon  

Rabbit-HRP Chemicon  

Streptavidin- HRP Cytiva RPN1231VS 

5. Préparation des échantillons de cellules pour immunobuvardage 

Après lavage au PBS sur glace, les cellules sont lysées dans un tampon de lyse (Blenis Lysis 

Buffer (10 mM K3PO4, 1mM EDTA, 5 mM EGTA, 10mM MgCl2, 50mM-glycerophosphate, 0.5% 

Nonidet P-40, 0.1% Brij35, 0.1% deoxycholic acid, 1 mM sodium orthovanadate [Na3VO4], 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), et 1X inhibiteur de protéases (cOmplete, sans EDTA, 

Roche) ou Surfaceome Lysis Buffer (SLB) 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 

5 mM iodoacetamide (Sigma-Aldrich), 1X inhibiteur de protéases (cOmplete, sans EDTA, Roche), 

1 mM Na3VO4, and 1 mM PMSF) pendant 15mn minimum. Les lysats sont ensuite centrifugés 

pendant 10mn à 16000g. Le surnageant est récupéré, la concentration totale de protéines 
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dosée par la technique de Bradford (Biorad) puis les échantillons sont réalisés avec du Laemmli 

4X (50% (v/v) 4X Tris/SDS pH 6.8, 40% (v/v) glycerol, 8% (w/v) SDS, 6.2% (w/v) DTT, 2 mg Bleu de 

Bromophénol) et chauffés à 98°C pendant 7mn.  

6. Préparation des milieux conditionnés pour immunobuvardage 

Les milieux conditionnés (5.5mL) sont récupérés puis soumis à une centrifugation de 20 minutes 

à 2000g à 4°C. Ils sont ensuite transférés dans un nouveau tube et 3.5mL est transféré dans un 

tube de concentration (Ultracel® 3K, AMICON® Ultra-4, Millipore). Une première centrifugation 

de 40 minutes à 4000g et 4°C est effectuée. La partie non-concentrée est vidée et le reste du 

milieu conditionné est rajouté dans le tube de concentration. Une deuxième puis une troisième 

centrifugation de 40 minutes à 4000g et 4°C sont réalisées. Le milieu concentré est récupéré, 

dosé par la technique de Bradford (Biorad) puis les échantillons sont préparés (ajout de PBS si 

besoin selon le dosage et Laemmli 4X) pour l’immunobuvardage. 

7. Electrophorèse et Immunobuvardage 

Les échantillons sont ensuite déposés sur gel de SDS-polyacrylamide à 10 ou 12%. Les protéines 

sont transférées sur une membrane de polyvinylidene difluoride (Millipore) préalablement 

activée dans un bain de méthanol. Celle-ci est ensuite saturée dans une solution de TBST 0.1% 

(10 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl et 0.1% Tween 20) supplémentée par 5% de lait écrémé en 

poudre ou 5% d’albumine de sérum bovin (BSA) puis celle-ci est incubée durant la nuit à 4°C 

avec l’anticorps primaire concerné. Après lavages au TBST 0.1%, les membranes sont incubées 

avec les anticorps secondaires de souris ou de lapin, couplés à la HRP. Après lavages, la 

révélation est faite à l’aide d’une solution de détection améliorée de la chimiluminescence ou 

ECL (Enhanced chemoluminescence) maison (volume 1 :1 ; solution 1 (500 µL de 250mM 

luminol, 220 µL de 90 mM acide p-coumerique, 50 mL 100 mM Tris pH 8.6), solution 2 (30 µL de 

30% H2O2, 50 mL de 100 mM Tris pH 8,6)) ou ECL commercial (Fisher) en utilisant des films 

(Harvard Apparatus Canada) et le révélateur de films (AFP Manufacturing).  



63 
 

8. Immunofluorescence 

Les cellules sont lavées au PBS puis fixées avec 3.7% de formaldéhyde dans du PBS pendant 

15mn. Après lavages au PBS, les cellules sont perméabilisées avec 0.3% de Triton-PBS pendant 5 

minutes. Après lavages au PBS, la solution de blocage à 5% BSA-PBS est appliquée sur les 

cellules pendant 1h à température pièce. La phalloïdine conjuguée au texas red (1/250, 

Invitrogen) dans la solution de blocage est ensuite appliquée pendant 30 minutes à température 

pièce. Les cellules sont lavées 2 fois avec du 0.05% Tween-PBS puis incubées avec le DAPI (1 

µg/mL) dans du PBS pendant 10mn à température pièce. Après un dernier lavage avec du 0.05% 

Tween-PBS les cellules sont observées au microscope Leica LSM700 avec l’objectif 20x et 

analysées avec le logiciel Zen v2.  

Microscopie en contraste de phase 

Les cellules sont rincées au PBS puis photographiées en contraste de phase au 20x avec un 

microscope inversé Retiga Leica. 

9. Marquage X-gal 

Le marquage est réalisé selon le protocole déjà décrit283. Les cellules sont lavées au PBS puis 

fixées avec la solution de fixation (2% formaldéhyde, 0.2% glutaraldehyde) pendant 5 mn. Après 

2 lavages, la solution de marquage (40 mM acide citrique/sodium phosphate, 5 mM potassium 

ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM sodium chloride, 2 mM magnesium 

chloride et 1 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) dans de l’eau 

distillée) est appliquée et les cellules sont incubées sur la nuit à 37°C dans un incubateur sans 

CO2. Après incubation, les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS puis une fois au méthanol pour 

fixer. Après séchage à l’air libre, les cellules sont photographiées à la loupe binoculaire (Leica 

Stereo et appareil photo Canon) puis les photos sont analysées avec le logiciel Adobe LightRoom 

Classic CC.  

10. RT-qPCR 

L’ARN total est extrait des cellules grâce au kit RNeasy (Qiagen) selon les instructions. Les ARN 

sont ensuite inversement transcrits par le kit cDNA reverse transcription (Applied Biosystems) 
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selon les instructions. Le niveau d’expression des gènes et gènes de ménage sont déterminé en 

utilisant la librairie universelle de sondes (Universal Probe Library (UPL)) de Roche. Les réactions 

de polymérisation en chaîne sont réalisées sur un thermocycleur ABI Real Time 7900HT et 

analysés avec le programme SDS 2.2. La PCR en temps réel quantitative est réalisée en utilisant 

le taqman gene expression mastermix (Applied Biosystems) et tous les échantillons sont testés 

en duplicatas. Les niveaux d’ARN des gènes concernés sont normalisés aux niveaux moyennés 

de GAPDH et/ou HPRT. 

11. RNA-seq  

Les ARN sont extraits en triplicatas en utilisant le kit RNeasy Mini (Qiagen). Les librairies sont 

réalisées grâce au kit de préparation d’échantillons d’ARN TruSeq (Illumina, San Diego, CA), puis 

séquencées avec la machine Illumina HiSeq 2000. Les séquences sont comparées au génome de 

référence avec les programmes Illumina Casava 1.8.1 et Refseq release 63. Les niveaux 

d’expression des ARNm sont présentés en reads par kilobase par million (RPKM) et ces valeurs 

sont utilisées pour analyser l’enrichissement fonctionnel des gènes associés aux données 

séquencées par analyse d’enrichissement de regroupements de gènes445 (Gene Set Enrichment 

Analysis, GSEA) ou g:Profiler446. 

12. Surfaceome 

12.1. Préparation des échantillons 

Le surfaceome a été effectué selon le protocole déjà décrit447. En bref, les cellules sur glace sont 

lavées deux fois avec du tampon de biotinylation froid (PBS pH 7.4, 1 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2) 

puis incubées pendant 1h à 4°C avec 1mg/mL de Sulfo-NHS-LC-biotin (resuspendue dans du 

tampon de biotinylation). La réaction est arrêtée par un lavage avec 100mM de glycine (dans le 

tampon de biotinylation) pendant 10mn à 4°C, suivi de deux autres lavages avec le tampon de 

biotinylation froid seul. Les cellules biotinylées sont ensuite lysées dans le SLB, isolées par pull-

down à partir de 10mg de protéines totales avec des billes de résine d’agarose couplé à la 

streptavidine à haute capacité (Thermo Fisher Scientific) pendant 2h à 4°C. Les billes sont 

ensuite lavées avec différentes solutions (SLB puis PBS pH 7.4 / 0.5% sodium dodecyl sulfate 
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(SDS)) afin d’éliminer les possibles contaminants. Les billes sont ensuite incubées avec une 

solution de PBS/0.5%SDS/100mM dithiothreitol (DTT), pendant 20mn à température pièce. Les 

billes sont lavées avec une solution d’urée 6M dans 100mM Tris-HCL pH 8.5 puis incubées 

pendant 20mn à température pièce dans une solution d’urée 6M / 100mM Tris-HCl pH8.5 / 

50mM iodoacetamide. De nouveaux lavages sont effectués avec la solution d’urée 6M / 100mM 

Tris-HCl pH 8.5 puis PBS pH 7.4 et enfin avec de l’eau. 

Pour la préparation des peptides, les billes sont rincées trois fois avec une solution de 50mM de 

bicarbonate d’ammonium pH 8.5 puis resuspendues dans 400µL de cette même solution 

contenant en plus 4g de trypsine de qualité protéomique (Sigma-Aldrich) sur la nuit à 37°C. La 

digestion est poursuivie par une nouvelle incubation avec 4µg de trypsine pendant 4h à 37°C. 

Les peptides sont ensuite récoltés par centrifugation à 10 000g pendant 10mn à température 

pièce. Les billes sont lavées deux fois avec de l’eau de qualité protéomique. Les peptides sont 

séchés dans un SpeedVac et re-suspendus dans le solvant pour la spectrométrie de masse (5% 

Acetonitrile aqueux (ACN), 0.2% acide formique (FA)).  

12.2. Spectrométrie de masse et analyse 

Les échantillons sont injectés dans une pré-colonne C18 de 1.5µL. Ils sont séparés sur une 

colonne à phase renversée (150µm i.d. par 150mm) produite dans la plateforme, avec un 

gradient de 56 minutes de 10 à 30% ACN/0.2% FA et un flux de 600-nl/min dans un système 

Ultimate 3000 LC (Eksigent, Dublin, CA) connecté à un Q-Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, 

San Jose, CA). Chaque spectre complet à une résolution de 70000 est suivi par un spectre de 12 

tandem-MS (MS-MS) sur les ions précurseurs de charge multiple les plus abondants. Les 

expériences de MS en tandem sont réalisées en utilisant la dissociation induite par collision à 

une énergie de collision de 27%. Les échantillons de protéomique sont analysés comme des 

triplicatas biologiques par condition. Les peptides sont identifiés en utilisant le logiciel PEAKS® 

07.0 (Bioinformatics Solutions, Waterloo, ON) et les séquences peptidiques sont confrontées à 

la database Uniprot humaine. Les tolérances de masse sur les ions précurseurs et fragmentés 

sont respectivement de 10ppm et 0.01 Da. Le taux d’erreur (false discovery rate ou FDR) pour 

les peptides et protéines est fixé à 0.5%. Le nombre minimum de peptides par protéine est fixé 



66 
 

à 2 et la longueur minimale du peptide a 6 acides aminés. Les critères de recherche incluent une 

modification statique des résidus de cystéine à +57.0214 Da ; une modification variable de 

+15.0049 Da afin d’inclure l’oxydation potentielle des méthionines et une modification de 

+79.966 Da sur les sérines, thréonines ou tyrosines pour l’identification des phosphorylations. 

Les données sont visualisées par le logiciel Scaffold 4.4.6. Les facteurs d’abondance spectrale 

normalisés (NSAF) pour chaque protéine de surface augmentée ou diminuée de façon 

significative suite au traitement par la chimiothérapie (valeurs Log2 FC) sont extraites de 

Scaffold 4.4.6 pour chaque réplica.  

12.3. Quantification sans étiquette et analyse des données 

Les intensités des peptides précurseurs sont extraites avec l’algorithme intégré du logiciel 

PEAKS® 8.05. Les protéines sont sélectionnées si elles sont détectées dans au moins 2 réplicas de 

la même condition biologique (Contrôle ou traitée CP), avec un minimum de 2 peptides uniques. 

L’unicité des peptides est vérifiée, ainsi que l’inversion leucine/isoleucine, en utilisant 

neXtProt448. Ces protéines sont considérées comme étant « à haute confiance ». Les analyses 

par ontologie de gène (GO, Gene ontology) en considérant les composants cellulaires (GO CC) et 

annotations fonctionnelles sont réalisées en utilisant g:Profiler446 

(http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/index.cgi), afin d’avoir une estimation objective du nombre de 

protéines spécifiques de la surface cellulaire. Nous classons ensuite manuellement toutes les 

protéines identifiées en notant celles qui contiennent au moins un domaine exposé à la surface 

cellulaire, qui pourrait être biotinylé. Pour cela, nous analysons les protéines identifiées comme 

étant à haute confiance en les recherchant dans la base de données Uniprot 

(http://www.uniprot.org/). Nous définissons ensuite les protéines comme protéines de la 

membrane plasmique lorsqu’elles contiennent au moins un domaine transmembranaire et une 

région extracellulaire (p. ex. RTKs), comme étant des composants sécrétés ou extracellulaires 

lorsqu’ils sont connus pour être sécrétés et interagissant potentiellement avec la surface 

cellulaire (p. ex, facteurs de croissance, cytokines) et comme étant des contaminants potentiels 

lorsqu’ils correspondent à des protéines qui ne possèdent pas de domaine extracellulaire (p. ex, 

des protéines intracellulaires abondantes qui pourraient interagir avec les billes de streptavidine 

ou des protéines proches de la membrane plasmique qui interagissent intracellulairement avec 
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des protéines biotinylées). Les protéines sont considérées être augmentées de façon 

différentielle par le traitement CP si la valeur du log2(CP/Contrôle) est supérieure ou égale à 2 et 

diminuée si inférieure à 2. Certaines protéines sont seulement identifiées dans la condition 

contrôle ou CP, rendant impossible le calcul du ratio CP/CTL. Nous assignons donc de façon 

arbitraire la valeur de +10 si les protéines sont uniquement présentes dans la condition CP et -

10 si les protéines sont uniquement présentes dans la condition contrôle. La valeur « ±10 » fut 

choisie car elle était plus grande que notre plus haute et faible valeur de ratio CP/Contrôle.  
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Chapitre 3 – Résultats 

1. Les cellules TOV21G entrent en sénescence après exposition à une 

combinaison chimiothérapeutique. 

Nous cherchons à découvrir une nouvelle caractéristique des cellules sénescentes, qui pourrait 

être utilisée comme cible dans le cadre d’une thérapie en deux étapes.  

Nous avons choisi d’étudier un modèle de sénescence induite par la chimiothérapie dans le 

cancer de l’ovaire, ce cancer ayant une forte résistance aux traitements. Nous avons utilisé les 

cellules TOV21G. Cette lignée cellulaire de carcinome de l’ovaire à cellules claires a été établie à 

partir d’une tumeur de patiente, avant toute exposition à un traitement chimiothérapeutique. 

Nous avons traité cette lignée cellulaire avec une combinaison de carboplatine et paclitaxel (CP), 

ceci étant la stratégie thérapeutique classique pour ce type de cancer. Après 12h de traitement 

le milieu cellulaire est remplacé, et 7 jours après le traitement nous étudions les cellules (Figure 

10). Comme décrit dans l’introduction, les cellules sénescentes ont différentes caractéristiques 

qui permettent de les identifier. Nous avons donc mis en place ce modèle d’étude au 

laboratoire et vérifié que nous retrouvions ces caractéristiques particulières après le traitement 

CP.  

Figure 10. – Présentation du modèle d’étude. 

Les cellules TOV21G sont traitées par une combinaison de carboplatine (10µM) et de paclitaxel 

(30nM) (CP) pendant 12h. Le milieu est ensuite changé une première fois, puis tous les 2 ou 3 

jours. 5 jours après le traitement les cellules traitées sont lavées au PBS et du milieu sans sérum 
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est ajouté (sauf précision inverse). 7 jours après le traitement, nous obtenons des cellules 

sénescentes induites par la chimiothérapie (SIC) et pouvons réaliser les expériences. Les cellules 

contrôles sont mise en plaque 3 jours avant les expériences puis lavées au PBS et leur milieu est 

changé pour du milieu sans sérum (sauf précision inverse) 2 jours avant les expériences.  

Nous avons tout d’abord observé la morphologie des cellules en microscopie par contraste de 

phase et immunofluorescence avec un marquage de la phalloïdine, une protéine qui se fixe à 

l’actine filamenteuse (Figure 11). En comparaison avec les cellules contrôles, les cellules traitées 

ont changé de morphologie après le traitement, elles sont plus larges et étalées. 

 

Figure 11. – Les cellules traitées au CP changent de morphologie.  

(A) Photographies de cellules contrôles ou traitées au CP en contraste de phase. Échelle : 100µm. 

(B) Photographies de cellules contrôles ou traitées au CP après un marquage au DAPI, en bleu, 

pour les noyaux, et à la phalloïdine, en rouge, pour le cytosquelette d’actine. Échelle : 20µm. 

Une caractéristique majeure des cellules sénescentes est leur arrêt de prolifération, elles 

restent bloquées en phase G1 ou G2. Nous avons alors regardé la proportion de cellules dans 

chaque phase du cycle cellulaire, avec un marquage à l’iodure de propidium en cytométrie de 

flux. L’iodure de propidium est un agent intercalant de l’ADN qui émet une fluorescence plus 

forte lorsque fixé à des acides nucléiques. L’intensité de fluorescence est proportionnelle à la 

quantité d’acides nucléiques : une plus faible intensité pour les cellules en phase G1, une 

intensité intermédiaire pour les cellules en phase S et une forte intensité pour les cellules en 

phase G2-M. Nous avons comparé les cellules contrôles cultivées dans un milieu riche en sérum 

ou pauvre en sérum aux cellules traitées au CP. Les cellules contrôles cultivées dans un milieu 
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riche en sérum ont une distribution classique de la proportion des phases du cycle cellulaire : 

34% de cellules sont en phase G1, 34% en phase S et 26% en phase G2-M. Les cellules contrôles 

privées de sérum ont une distribution un peu différente : 54% de cellules sont en phase G1, 17% 

sont en phase S et 27% sont en phase G2-M. L’augmentation de cellules en phase G1 est due à 

la privation de sérum qui induit un état de quiescence, stoppant la prolifération des cellules. Les 

cellules CP, qu’elles soient privées de sérum ou non, ont sensiblement la même proportion de 

cellules en phase G1 : 6% et 7% respectivement ; en phase S : 18% et 16% respectivement ; et 

en phase G2-M : 70% dans les deux conditions. La privation de sérum a très peu d’impact sur les 

cellules traitées puisque leur cycle cellulaire est déjà bloqué en phase G2-M, d’après notre 

analyse du cycle cellulaire. Cet arrêt de prolifération peut être lié à une réponse aux dommages 

à l’ADN, causée par l’exposition des cellules à la combinaison chimiothérapeutique. 

L’un des acteurs principaux de l’arrêt du cycle cellulaire est p53, qui va être phosphorylé suite 

aux dommages à l’ADN et cela va permettre la transcription de gènes cibles comme p21. Nous 

avons donc regardé par immunobuvardage l’expression protéique de p53 et sa phosphorylation 

pour la sérine en position 15, celle-ci étant la cible principale de la kinase ATM lors de la réponse 

aux dommages à l’ADN et permettant la stabilisation de p53237 (Figure 12B). Nous avons 

effectivement observé une augmentation de p53 et de la phosphorylation de sa serine en 

position 15 dans les cellules traitées. Nous nous sommes aussi intéressés au niveau 

transcriptionnel et protéique du gène CDKN1A, codant pour la protéine p21, une des cibles de 

p53 et un acteur important dans la sénescence239 (Figure 12B et C). Avec une RT-qPCR (Reverse 

transcription polymerase chain reaction), nous avons quantifié que la quantité d’ARN messager 

(ARNm) de CDKN1A est, de façon significative, 8 fois plus importante dans les cellules traitées 

au CP. Nous avons observé par immunobuvardage que le niveau protéique de p21 est 

fortement augmenté dans les cellules traitées au CP. Nous avons aussi analysé les niveaux 

transcriptionnels du gène CDKN2A, encodant pour les protéines p16, p16-γ, ARF (p14) et p12 

(Figure 12C). p16 participe dans certains modèles de sénescence à l’arrêt de prolifération245. 

Nous avons observé une plus faible augmentation, mais significative, de la quantité d’ARNm de 

CDKN2A dans les cellules traitées au CP, en comparaison des cellules contrôles. 
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Figure 12. – Les cellules TOV21G traitées au CP arrêtent de proliférer et leur voie de réponse aux 

dommages à l’ADN est activée.  

(A) Analyse du cycle cellulaire. Les cellules contrôles ou traitées au CP sont cultivées dans un 

milieu enrichi ou pauvre en sérum pendant 48h, puis fixées à l’éthanol froid, marquées à l’iodure 

de propidium et analysées par cytométrie en flux (n=2). (B) Immunobuvardage de lysats 

cellulaires des cellules contrôles ou traitées au CP (Image représentative, n>10 pour p21, n=3 

pour ℗-p53 et p53). (C) Analyse transcriptionnelle des cellules contrôles ou traitées au CP pour 

les gènes CDKN1A ou CDKN2A (n=3).  

Un autre moyen d’identifier des cellules sénescentes est le test de marquage au X-gal. Ce test 

permet de détecter l’activité de l’enzyme beta-galactosidase à pH 6, caractéristique des cellules 

sénescentes. L’enzyme va couper le substrat 5-bromo-4-chloro-3-indoyl β-D-galactopyranoside 

(X-gal) en une molécule teintant les cellules de bleu. Nous observons effectivement après 
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marquage que nos cellules traitées au CP sont majoritairement bleues en comparaison des 

cellules contrôles (Figure 13).  

 

Figure 13. – La β-galactosidase associée à la sénescence est active chez cellules traitées au CP. 

Photographie de cellules contrôles ou traitées au CP après marquage au X-gal. Echelle : 0,1mm. 

(Images représentatives, n=11.) 

Ces différents résultats confirment que les cellules TOV21G entrent dans un état de sénescence 

après avoir été traitées avec la combinaison chimio-thérapeutique CP.  

2. Des analyses transcriptionnelles suggèrent des changements à la 

membrane plasmique des cellules sénescentes 

2.1. Analyse transcriptionnelle des cellules TOV21G traitées ou non au CP 

Afin d’avoir une idée plus précise des changements internes liés au traitement des cellules par 

la combinaison CP, nous avons décidé de réaliser une analyse transcriptionnelle des cellules 

TOV21G traitées au CP ou non. Sur les 19580 ARNm identifiés, plus de la moitié d’entre eux 

voyaient leur niveau modifié de façon significative après traitement au CP (Figure 14A). Nous 

avons premièrement conduit une analyse d’enrichissement par liste de gènes (Gene set 

enrichment analysis, GSEA445, https://www.gsea-msigdb.org). Ce type d’analyse globale donne 

une première vision d’ensemble des données. Elle compare les changements transcriptionnels 
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entre les deux conditions avec des changements transcriptionnels déjà connus, appelés 

signatures, pour représenter, par exemple, l’activation ou l’inhibition d’une voie de 

signalisation, un état cellulaire particulier, etc. Notre analyse GSEA a montré que nous 

retrouvions dans notre jeu de données la signature liée à l’activation de p53, ainsi que des 

signatures de transcriptomes de cellules sénescentes déjà publiés, validant une nouvelle fois 

notre modèle d’étude (Figure 14B).  

 

Figure 14. – Analyse transcriptionnelle des cellules TOV21G traitées ou non au CP 

(A) Significativité des différents gènes identifiées par le transcriptome (p-valeur ≤ 0.05). 

(B) Analyse GSEA des résultats de transcriptome pour la voie de signalisation de p53 et deux 

signatures de sénescence publiées (Hernandez –Segura et al.449 et Fridman et al.450). 

Nous avons ensuite soumis les listes des gènes pour lesquels les niveaux transcriptionnels 

étaient diminués ou augmentés 2 fois à une analyse g:Profiler446 

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost). Ce type d’analyse permet d’identifier les gènes communs à 
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notre liste à des listes de gènes regroupés sous des noms, appelés termes GO (Gene Ontology).  

Les termes GO rassemblent les gènes ayant le même type de fonction, ou bien participants aux 

mêmes processus, voies de signalisation, etc. Ces termes GO sont eux-mêmes regroupés dans 

différentes catégories comme les processus biologiques ou les composants cellulaires par 

exemple. Pour la catégorie processus biologiques (Biological processes) (Figure 15A), les gènes 

pour lesquels le niveau transcriptionnel est diminué se rapportent à des termes GO liés au cycle 

cellulaire, à la mitose et à la ségrégation des chromosomes. C’est attendu sachant que les 

cellules sénescentes ne prolifèrent pas. Pour les gènes dont le niveau transcriptionnel est 

augmenté, les termes GO indiquent qu’ils sont impliqués, entre autres, dans les processus de 

réponse aux stimulus, d’adhésion cellulaire, de régulation des mouvements des composants 

cellulaires, de l’activité catalytique et de la prolifération cellulaire. Les cellules étant traitées par 

des composés chimiothérapeutiques, l’augmentation transcriptionnelle de gènes liés aux 

réponses aux stimulus est plutôt attendue. De même, les termes comme adhésion cellulaire, 

régulation des mouvements des composants cellulaires et régulation de la prolifération 

cellulaire sont attendus pour des cellules sénescentes. En effet, l’état de sénescence implique 

une forte régulation de la prolifération cellulaire puisque celle-ci est stoppée, ainsi que de fortes 

modifications internes de la cellule, impliquant une régulation des mouvements des 

composants cellulaires. Les cellules sénescentes sont des cellules qui migrent peu280, supposant 

une adhésion cellulaire augmentée. Concernant les composants cellulaires (Cellular 

components) (Figure 15B), les gènes dont le niveau transcriptionnel était diminué se 

rapportaient à des termes GO liés aux chromosomes, au fuseau mitotique. C’était plutôt 

attendu comme les cellules ne prolifèrent plus. En revanche, les gènes dont le niveau 

transcriptionnel était augmenté suite au traitement CP appartenaient à des listes se rapportant 

à une localisation liée à la surface cellulaire, à la membrane plasmique.  
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Figure 15. – L’analyse des termes GO des changements transcriptionnels significatifs révèle un 

impact sur différents processus biologiques et au niveau de différents composants 

cellulaires. 

Analyse g:Profiler des changements transcriptionnels significatifs de plus de 2 fois (niveaux 

augmentés en rouge et diminués en bleu) dans les cellules TOV21G traitées au CP en 

comparaison des cellules contrôles, vis-à-vis (A) des processus biologiques, (B) des composants 

cellulaires.  

2.2. Analyse des changements transcriptionnels dans différents modèles de 

sénescence 

Nous nous sommes demandés si cette caractéristique était observable dans d’autres modèles 

de sénescence. Nous avons donc étudié plusieurs transcriptomes réalisés sur différents modèles 
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de cellules, étant entrées en sénescence de différentes façons. Nous avons comparé les 

transcriptomes de différentes lignées de fibroblastes451,452 (BJ, IMR90, MRC-5, HFF, WI-38), de 

cellules endothéliales451 (HAEC et HUVEC) et une lignée de liposarcome453 (LS8817), étant 

entrées en sénescence suite à un nombre élevé de passages en culture cellulaire, à 

l’introduction d’un oncogène (HRASG12V), à une exposition à des irradiations ou à des drogues 

comme la doxorubicine.  Nous nous sommes intéressés aux gènes dont le niveau 

transcriptionnel était 2 fois plus important ou plus faible dans les cellules sénescentes que les 

cellules contrôles et soumis ces listes à des analyses g:Profiler. La liste des termes GO communs 

a été obtenue en utilisant un diagramme de Venn 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Concernant les gènes ayant un niveau 

transcriptionnel diminué, nous nous sommes intéressés aux termes GO significatifs se 

rapportant aux processus biologiques (Figure 16A). Nous nous attendions à obtenir des termes 

GO liés au cycle cellulaire comme les cellules sont sénescentes. Nous avons obtenu pour la 

majorité des modèles des termes GO comme prolifération de la population cellulaire, cycle 

cellulaire, division cellulaire et réplication de l’ADN. Les cellules sénescentes, par définition, ne 

progressant pas dans le cycle cellulaire, ce résultat était attendu et va dans le sens des modèles 

cellulaires utilisés. Un autre terme GO était souvent partagé par les différents modèles, il 

s’agissait du terme « développement de système ». Ce terme regroupe les gènes impliqués dans 

les processus participant à la formation d’un organisme jusqu’à son stade mature. Ce terme GO 

est donc très général. Pour mieux comprendre pourquoi ce terme GO apparaissait dans notre 

analyse, nous avons étudié spécifiquement les gènes compris dans ce terme GO pour chaque 

transcriptome et soumis chaque liste réduite de gènes à la méthode d’analyse PANTHER 

(Protein analysis through evolutionary relationships) (http://pantherdb.org/). Cette méthode 

permet de classifier les gènes ou protéines provenant d’analyses à haut débit, selon leur famille, 

leur fonction moléculaire, les processus biologiques et voies biologiques dans lesquelles ils sont 

impliqués. Nous souhaitions décortiquer le terme GO « développement de système » et avons 

donc regardé dans quelles voies biologiques étaient impliqués les gènes de chaque 

transcriptome dans ce terme GO. La voie biologique qui regroupait le plus de gènes à chaque 

fois et dans chaque liste réduite était la voie Wnt. La voie de signalisation Wnt est une voie 
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ayant un rôle dans la prolifération454, la différentiation455 et la survie des cellules456. Nous avons 

identifié certains gènes impliqués dans la voie Wnt (par exemple WNT2, HELLS et WNT7B) 

comme étant diminués dans plusieurs transcriptomes analysés et également identifiés comme 

diminués dans différentes publications étudiant la sénescence457-459. Nous pouvons donc 

supposer que le terme « développement de système » ressort dans cette analyse à cause des 

gènes impliqués dans la voie Wnt. Il pourrait ainsi être intéressant de regarder si la voie Wnt est 

effectivement diminuée dans les cellules TOV21G traitées au CP. Seule l’analyse du 

transcriptome des cellules de liposarcome traitées à la doxorubicine n’a pas donné de résultats 

à cause d’un trop faible nombre de gènes diminués de façon significative. Nous avons ensuite 

analysé les gènes dont le niveau transcriptionnel était augmenté de façon significative et retenu 

les termes GO liés aux composants cellulaires (Figure 16B).  Tous les transcriptomes analysés 

avaient la même réponse, avec des termes GO significatifs comme surface cellulaire, périphérie 

cellulaire, membrane plasmique et composant de la membrane plasmique. Les termes GO 

significatifs qui ressortaient des analyses transcriptionnelles de différents modèles de 

sénescence étaient donc liés à la surface cellulaire. 

 

Figure 16. – L’analyse des termes GO des changements transcriptionnels en terme de processus 

biologiques et au niveau des composants cellulaires révèle des impacts identiques 

entre différents modèles de sénescence. 

Analyse g:Profiler des changements transcriptionnels significatifs de plus de 2 fois vis-à-vis (A) 

des processus biologiques, (B) des composants cellulaires, d’après les transcriptomes publiés des 

études suivantes : Casella et al.451 (a : IMR90, f : WI-38, sénescence réplicative ; g : WI-38 

HRASG12V ; h : HAEC, i : HUVEC, j : IMR90, irradiés ; k : WI-38 traités par doxorubicine) ; 
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Marthandan et al.452 (b : BJ, c :HFF, d : MRC-5, e : WI-38, sénescence réplicative) ; Kovatcheva et 

al.453 (l : LS8817 traités par doxorubicine) et notre étude (m :TOV21G traités au CP). 

3. Analyse des changements à la surface des cellules sénescentes 

L’étude de transcriptomes de cellules sénescentes nous a indiqué que des changements avaient 

lieu à la surface des cellules sénescentes. Nous avons voulu identifier les protéines dont 

l’enrichissement était modifié à la surface des cellules sénescentes, en pensant qu’elles 

pourraient ensuite être utilisées pour mieux caractériser les cellules CIS, voir les cibler. Nous 

avons analysé le surfaceome des cellules sénescentes à l’aide d’une technique de protéomique 

mise au point au laboratoire447 (Figure 17A). Cette technique consiste en la biotinylation 

spécifique des groupements amine primaires des protéines à la surface des cellules. Le réactif 

de biotine se fixe sur ces groupements et ensuite nous pouvons récupérer ces protéines 

biotinylées grâce à un enrichissement d’affinité avec des billes enrobées de streptavidine 

(Figure 17B). Après quelques lavages rigoureux, les protéines biotinylées sont découpées en 

peptides grâce à l’action enzymatique de la trypsine. Nous soumettons ensuite ces peptides à la 

plateforme de spectrométrie de masse pour réaliser une expérience de chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Enfin il reste à quantifier 

les intensités de peptides obtenues et analyser à quelles protéines correspondent ces peptides. 

Nous utilisons une méthode de quantification dite sans étiquette car nous n’avons pas ajouté 

d’acides aminés lourds ou léger pour différentier nos conditions. Nous avons réalisé 3 réplicas 

biologiques de chaque condition et en observant les intensités de peptides nous voyons que les 

réplicas au sein de chaque condition se ressemblent et que les 2 conditions sont bien distinctes 

l’une de l’autre (Figure 17A). En effet, la composition protéique à la surface cellulaire est 

fortement modifiée après le traitement des cellules au CP (Figure 17C). Sur les 1377 protéines 

identifiées, près de la moitié (48,6%) d’entre elles voyait leur répartition à la surface cellulaire 

significativement modifiée après traitement. 246 protéines et 125 protéines à la surface étaient 

significativement augmentées ou diminuée de plus de deux fois, respectivement.  
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Figure 17. – La méthode du surfaceome permet l’identification de nombreux changements 

protéiques à la surface des cellules TOV21G traitées au CP. 

 (A) Schéma du protocole de surfaceome. L’expérience est réalisée en triplicas pour chaque 

condition. Les cellules sont lavées puis incubées en présence d’un réactif spécifique de biotine. 

Les cellules sont ensuite lysées et nous récupérons les protéines biotinylées à l’aide d’un 

enrichissement d’affinité streptavidine-biotine. Les protéines biotinylées sont ensuite découpées 

en peptides suite à une exposition à la trypsine puis nous soumettons les peptides à une 

chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie en tandem. Les peptides sont alors 
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identifiés et en utilisant une base de donnée, permettant l’identification des protéines associées. 

L’intensité des peptides va donner une indication de l’abondance de la protéine associée. En 

comparant ces intensités entre les conditions, nous pouvons déduire de l’enrichissement ou non 

à la surface de cette protéine suite au traitement CP. (B) Immunobuvardage du lysat cellulaire de 

cellules contrôles ou traitées avant (input) ou après (billes) enrichissement d’affinité à la 

streptavidine-biotine. L’anticorps contre la streptavidine reconnait les protéines biotinylées. 

(Image représentative, n=3). (C) Significativité des différentes protéines identifiées par le 

surfacome (p-valeur ≤ 0.05).  

Nous nous sommes demandés si ces changements étaient dus à des modifications 

transcriptionnelles. Cependant, en confrontant les valeurs des ratios CP/CTL du transcriptome 

avec ceux du surfaceome, la corrélation obtenue était très faible, de l’ordre de R2=0,2. Les 

changements à la surface n’étaient donc pas uniquement expliqués par des changements 

transcriptionnels.  

En étudiant les protéines identifiées dans ce surfaceome, nous nous sommes rendus compte 

qu’une signature de protéines déjà connues pour être impliquées dans la sénescence pouvait 

être distinguée (Figure 18A et B). Ces protéines ont été identifiées dans différents modèles de 

cellules sénescentes : des cellules endothéliales, pulmonaires, d’artères, de sein, saines ou 

cancéreuses, chez l’homme ou la souris, in vitro ou in vivo. Certaines protéines sont connues 

pour promouvoir l’état de sénescence, comme la thrombospondin-1 (TSP1)460-462 ou participer à 

son établissement comme la caveolin-1463-465 (CAV1) ou Notch3466, sa maintenance, comme la 

proline deshydrogénase467 (PRODH) ou la protéine de voute majeure468 (MVP), ou sa régulation 

comme cavin-1463 (PTRF, Polymerase I and transcript release factor). Certaines ont seulement 

déjà été identifiées dans d’autres modèles de sénescence comme étant augmentées à la 

surface, comme B2MG (Beta-2 microglobulin), DEP1, LANCL1 (LanC like 1), PDL3 (Phospholipase 

D3), VAMP3469, ICAM-1470 (Intercellular adhesion molecule 1) et la vimentine471 (VIM). Nous 

avons également vérifié l’augmentation à la surface de certaines protéines par enrichissement 

d’affinité streptavidine-biotine suivi d’un immunobuvardage avec des anticorps dirigés contre 

ces protéines (Figure 18C). Nous avons pris les exemples de PTRF et CAV1. PTRF est fortement 

enrichie à la surface de façon significative (Log2(CP/CTL)=2,44) alors qu’on observe une 
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diminution significative au niveau transcriptionnel de son gène (Log2(CP/CTL)=-1,14). CAV1 a 

une faible diminution significative au niveau transcriptionnel (Log2(CP/CTL)=-0,19) et la protéine 

est enrichie de façon significative à la surface (Log2(CP/CTL)=0,57). Nous avons pu observer par 

immunobuvardage que PTRF et CAV1 sont plus enrichis dans la fraction liée aux billes pour les 

cellules CP en comparaison aux cellules contrôles. 
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Figure 18. – Identification d’une signature de protéines connues pour leur implication dans la 

sénescence. 
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(A) Identification et valeur du surfaceome (Log2(CP/CTL) de la signature de protéines connues 

pour leur implication dans la sénescence. (B) Tableau des références bibliographiques des 

protéines impliquées dans la signature de protéines connues pour leur implication dans la 

sénescence. (C) Immunobuvardage pour les protéines PTRF et CAV1 du lysat cellulaire de cellules 

contrôles ou traitées avant (input) ou après (beads) enrichissement d’affinité à la streptavidine-

biotine (Images représentatives, n=3). 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux processus biologiques dans lesquels étaient 

impliquées les protéines dont la présence avait été modifiée de façon significative suite au 

traitement CP en utilisant le logiciel g:Profiler (Figure 19). Les protéines dont la présence à la 

surface a été diminuée plus de 2 fois, de façon significative, sont des protéines impliquées en 

majorité dans les processus de transport transmembranaires de différentes molécules (acides 

aminés, acides organiques, acides carboxyliques), de migration cellulaire, de voies de 

signalisation depuis un récepteur de surface et du développement du système nerveux. Les 

protéines dont la présence à la surface a été augmentée plus de 2 fois de façon significative, 

sont des protéines impliquées en majorité dans les processus d’exocytose et de sécrétion, de 

l’immunité, de l’adhésion cellulaire, du développement du système nerveux, des transports de 

lipides et de l’import dans la cellule. Le fait que les termes GO soient liés à des processus de 

sécrétion est attendu car les cellules sénescentes sécrètent de nombreuses molécules. Cette 

caractéristique est appelée phénotype associé à la sénescence (Senescence-Associated Secretory 

Phenotype, SASP) et est responsable de l’impact des cellules sénescentes sur leur 

microenvironnement.   
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Figure 19. – L’analyse des termes GO liés aux protéines dont l’enrichissement est modifié à la 

surface après traitement CP révèle un impact sur différents processus biologiques. 

Analyse g:Profiler des protéines dont le Log2(CP/CTL) est inférieur à -1 (Downregulated proteins 

en bleu) ou supérieur à 1 (Upregulated proteins en rouge) et significatif (p-valeur ≤ 0.05). 

Nous avons ensuite restreint notre étude aux protéines dont la présence était augmentée à la 

surface cellulaire de plus de 4 fois, de façon significative (Figure 20). Nous avons utilisé le logiciel 

d’analyse STRING (https://string-db.org), qui permet de visualiser les interactions entre 

protéines et les appartenances de celles-ci à différents termes GO. Nous avons choisi de nous 

focaliser sur les protéines qui étaient contenues dans les listes reliées à la sécrétion, ce 

processus étant particulièrement important pour les cellules sénescentes (SASP). Nous avons 

donc retenu les listes sécrétion, exocytose régulée et transport régulé par les vésicules, qui ont 

un taux de faux positif (False Discovery Rate, FDR) minimum, ici entre 8,81.10-5 et 2,5.10-4.  

Plusieurs protéines sont communes aux différentes listes. Cependant, une protéine nous a 

particulièrement intrigué car elle venait d’être identifiée dans un mécanisme de sécrétion mais 

hors d’un contexte physiologique425. Il s’agit de la protéine DNAJC5. 
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Figure 20. – Les protéines enrichies à la surface des cellules TOV21G traitées au CP sont 

impliquées dans des processus de sécrétion, d’exocytose régulée et de transport par 

les vésicules.  

Analyse STRING des protéines dont le Log2(CP/CTL) est supérieur à 2 et significatif 

(p-valeur ≤ 0.05). 

4. Étude du rôle de DNAJC5 dans les cellules sénescentes 

4.1. Validation des données et présentation des outils nécessaires pour 

l’étude 

Nous avons donc choisi le candidat DNAJC5 pour notre étude. DNAJC5 a été identifié dans le 

transcriptome et le surfaceome (Figure 21A). Le niveau transcriptionnel de DNAJC5 est 

légèrement augmenté, de manière significative (Log2(CP/CTL)=0,37), et sa présence à la surface 

est augmentée de plus de 4 fois (Log2(CP/CTL)=2,19), de façon significative. Dans un premier 

temps, nous avons cherché à valider ces résultats. En utilisant la technique de RT-qPCR nous 

avons pu confirmer la légère augmentation de l’expression de DNAJC5 au niveau 
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transcriptionnel (Figure 21B). Un enrichissement d’affinité streptavidine-biotine suivi d’un 

immunobuvardage, nous a également permis de confirmer l’augmentation de la présence de 

DNAJC5 à la surface des cellules CP en comparaison des cellules contrôles (Figure 21C). 

 

Figure 21. – DNAJC5 est enrichi à la surface des cellules sénescentes. 

(A) Valeurs de Log2(CP/CTL) obtenues pour DNAJC5 lors des expériences de transcriptome et 

surfaceome. (B) Validation des niveaux transcriptionnels de DNAJC5 dans les cellules traitées en 

comparaison des cellules contrôles, réalisé par RT-qPCR. (n=3) (C) Validation de l’enrichissement 

à la surface de DNAJC5 par enrichissement d’affinité streptavidine-biotine suivi d’un 

immunobuvardage avec anticorps dirigés contre DNAJC5 et l’actine (contrôle de charge et 

contrôle de la fraction enrichie). (Image représentative, n=3) 

Afin de mieux comprendre le rôle de DNAJC5 dans les cellules traitées au CP, nous avons choisi 

d’utiliser la méthode des petits ARN en épingle à cheveux (shRNA) pour inhiber l’expression de 

DNAJC5 dans les cellules TOV21G traitées au CP. Sur 5 shRNAs testés, nous avons sélectionné les 

deux (#13 et #91) qui inhibaient le mieux l’expression de DNAJC5 (Figure 22A). Ils ciblent la 

région du 3’UTR, ce qui est également intéressant si nous souhaitons faire des expériences de 

sauvetage par la suite. Nous avons mis au point un protocole spécifique pour inhiber DNAJC5 

dans notre modèle d’étude (Figure 22B). Les cellules sont infectées, sélectionnées et mises en 

plaques avant traitement, afin de mieux contrôler les paramètres d’ensemencement. Nous 

souhaitions également éviter d’avoir à décoller et mettre en plaque les cellules traitées, afin de 

les perturber le moins possible. L’infection est toujours réalisée avec le même lot de virus 
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congelé, ce qui participe à limiter au maximum les variations entre expériences. Nous avons 

vérifié dans un premier temps que l’inhibition de DNAJC5 était toujours présente après le 

traitement des cellules par la combinaison CP, au niveau transcriptionnel par RT-qPCR (Figure 

22C), et au niveau protéique par immunobuvardage (Figure 22D). 

 

Figure 22. – Protocole et validation d’inhibition de l’expression de DNAJC5 par shRNA. 

(A) Analyse transcriptionnelle pour DNAJC5 en présence d’un shRNA contrôle (shNT, sh non 

target) et de shRNAs dirigés contre DNAJC5 dans les cellules TOV21G. La validation des niveaux 
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transcriptionnels de DNAJC5 se fait par RT-qPCR. (n=1) (B) Protocole d’inhibition de DNAJC5 dans 

notre modèle d’étude. (C) Validation au niveau transcriptionnel par RT-qPCR de l’inhibition de 

DNAJC5 par les shRNA choisis (shDNAJC5 #13 et #91), après traitement CP. (n=4) (D) Validation 

au niveau protéique par immunobuvardage de l’inhibition de DNAJC5 par les shRNAs choisis, 

après traitement CP. (Image représentative, n=9).  

4.2. Rôle de DNAJC5 dans la sécrétion des protéines mal repliées dans les 

cellules sénescentes. 

La première hypothèse que nous souhaitions tester était de savoir si la plus forte présence de 

DNAJC5 à la surface des cellules suite au traitement CP était due à l’activation de la voie de 

sécrétion associée aux protéines mal repliées (MAPS). Comme décrit lors de l’introduction, 

DNAJC5 est un des composants principaux de cette voie de sécrétion425. Cette chaperonne 

conduit les protéines cytosoliques mal repliées depuis la surface du réticulum endoplasmique 

jusqu’à la surface extracellulaire, par l’intermédiaire de sa localisation sur les endosomes tardifs 

(Figure 23A). À la membrane plasmique, DNAJC5 est sécrétée, soit seule, soit en combinaison 

avec la protéine mal repliée qu’elle chaperonne. Il n’est pas encore clair si DNAJC5 peut 

également rester fixée à la membrane plasmique après avoir relâché la protéine mal repliée, 

pour être ensuite de nouveau internalisée. Nous devions donc nous assurer dans un premier 

temps que DNAJC5 était bien sécrétée par les cellules traitées au CP. Pour cela, nous avons 

utilisé un protocole de centrifugations successives (Figure 23B). Le milieu sans sérum était laissé 

sur les cellules pendant 48h, afin de le concentrer au maximum en protéines. Après récolte, il 

subissait une première centrifugation de 20 minutes à 2000g, permettant de se débarrasser des 

débris cellulaires et des grosses vésicules extracellulaires472. Ensuite le surnageant était 

transféré dans un tube de concentration et centrifugé 3 fois à 4000g pendant 40 minutes. Ceci 

permettait de passer d’un volume d’environ 4mL à moins de 100µL, qui pouvait alors être dosé 

et préparé en échantillon pour immunobuvardage. Les échantillons peuvent être préparés de 

deux façons. La première, ensuite appelée « R CL » pour Ratio Cell lysate (ratio lysat cellulaire), 

consiste à préparer les échantillons de milieu conditionné en prenant en compte le ratio des 

concentrations protéiques des lysats cellulaires associés. Cette façon permet d’équilibrer le fait 

que les cellules produisent plus de protéines dans une condition que dans une autre. La 
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deuxième, appelée « R M » pour Ratio Medium (ratio milieu) consiste à préparer les échantillons 

avec une quantité protéique fixe selon les conditions. Cette méthode permet de comparer la 

sécrétion totale des cellules présentes dans la boîte. Nous avons soumis ce protocole au milieu 

conditionné de cellules TOV21G contrôles ou traitées au CP (Figure 23C). Dans la figure 23C, les 

échantillons ont été préparés selon la méthode R CL. Nous n’avons pas pu obtenir de figure 

pour la méthode R M à cause d’un bruit de fond de l’anticorps trop important sur les 

membranes. Nous avons pu observer par immunobuvardage que DNAJC5 était sécrétée par les 

cellules et que l’intensité de la bande spécifique est plus forte pour les cellules traitées au CP. 

Pour étudier le MAPS nous aurions aimé suivre une protéine mal repliée dans les cellules 

traitées au CP. Cependant, ces protéines sont actuellement inconnues. C’est pourquoi nous 

avons décidé d’induire l’expression d’une protéine qui se replie mal dans nos cellules. Nous 

avons utilisé 2 modèles différents, utilisés dans les articles décrivant le MAPS : la protéine GFP1-

10 et la protéine α-synucléine. La protéine GFP1-10 est un variant tronqué de la GFP, manquant 

le dernier feuillet beta, ce qui perturbe son repliement. La protéine α-synucléine est une 

protéine connue pour mal se replier et former des fibres, ce qui participe par exemple à la 

dégénérescence neuronale dans la maladie d’Alzheimer. Nous avons établi des lignées stables 

exprimant la GFP1-10 ou l’α-synucléine. Nous avons ensuite récolté les milieux conditionnés des 

cellules traitées au CP ou non, pour observer la sécrétion des protéines mal repliées (Figure 23 D 

et E). Nous avons pu observer une sécrétion plus importante des protéines mal repliées pour les 

cellules traitées au CP, que les échantillons soient préparés selon la méthode R CL (Figure 23 Di) 

ou bien si la même quantité de milieu conditionné était chargée (méthode R M) (Figure 23 Dii et 

E).  
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Figure 23. – Outils d’étude du MAPS et validation de la sécrétion de protéines mal repliées dans 

les cellules TOV21G après traitement CP.  

(A) Schéma simplifié du MAPS. PM : membrane plasmique, LE : endosome tardif (late 

endosome). (B) Protocole de concentration du milieu conditionné. (C) Immunobuvardage du 

lysat cellulaire et du milieu conditionné de cellules TOV21G contrôles ou traitées au CP. Les 

échantillons du milieu conditionné ont été réalisés en prenant en compte le ratio des 

concentrations protéiques des lysats cellulaires (R CL). (Image représentative, n=3) (D) 

Immunobuvardage du lysat cellulaire et du milieu conditionné de cellules TOV21G GFP1-10 

contrôles ou traitées au CP. (i) Les échantillons du milieu conditionné ont été réalisés en prenant 

en compte le ratio des concentrations protéiques des lysats cellulaires (R CL). (Image 

représentative, n=4) (ii) Les échantillons du milieu conditionné ont été réalisés en utilisant la 
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même quantité de protéine (R M). (Image représentative, n=3) (E) Immunobuvardage du lysat 

cellulaire et du milieu conditionné de cellules TOV21G α-synucléine contrôles ou traitées au CP. 

Les échantillons du milieu conditionné ont été réalisés en utilisant la même quantité de protéine 

(R M). (Images représentatives, n=3)  

Nous avons ensuite utilisé notre protocole d’inhibition de l’expression de DNAJC5 pour voir si 

cela modifiait la sécrétion des protéines mal repliées. Sachant que DNAJC5 est un composant 

essentiel du MAPS, si cette voie de sécrétion était présente dans les cellules traitées au CP nous 

nous attendions à voir une diminution de la sécrétion des protéines mal repliées dans le milieu. 

Concernant le niveau protéique des protéines mal repliées au sein du lysat cellulaire, nous 

pouvions nous attendre à voir une augmentation de celui-ci si la sécrétion des protéines était 

inhibée. Nous avons soumis le milieu conditionné de cellules inhibées pour l’expression de 

DNAJC5, ou non, traitées au CP, au protocole de concentration. Nous avons préparé des 

échantillons contenant la même quantité de protéines. Nous avons parfois obtenu une 

diminution de la sécrétion de la protéine considérée pour un shRNA mais pas l’autre (figure 24Ai 

et ii, B ii et iii) ou même une augmentation de la sécrétion (figure 24Aiii), ou bien une 

diminution de la sécrétion (figure 24Bi). Les niveaux protéiques de la GFP1-10 ou de l’α-

synucléine dans le lysat cellulaire étaient également modifiés par l’inhibition de DNAJC5, sans 

que nous puissions conclure si cela était dû à une modification de la sécrétion. Différentes 

hypothèses peuvent expliquer ces résultats : l’inhibition de DNAJC5 n’est pas assez importante 

pour inhiber la sécrétion des protéines, il existe un autre système de sécrétion des protéines 

mal repliées, les protéines non sécrétées sont dégradées, les effets hors cibles des shRNA. Nous 

n’avons malheureusement pas pu obtenir une réponse claire concernant l’impact de l’inhibition 

de DNAJC5 sur la sécrétion des protéines mal repliées, malgré des expériences répétées 

plusieurs fois. De plus, nous avons cherché à savoir si DNJAC5 interagissait avec la GFP1-10, à 

l’aide d’expériences d’enrichissement d’affinité dans un sens ou dans l’autre. Nous n’avons pas 

observé d’interaction, après plusieurs expériences (données non montrées). 

Nous ne pouvons donc pas conclure sur l’activation du MAPS dans les cellules sénescentes, 

comme l’augmentation de DNAJC5 à la surface cellulaire aurait pu le suggérer.  
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Figure 24. – Impact de l’inhibition de l’expression de DNAJC5 sur la sécrétion des protéines mal 

repliées lors de la sénescence induite par le traitement CP des cellules TOV21G. 
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Immunobuvardage du lysat cellulaire et du milieu conditionné de cellules (A) TOV21G GFP1-10 

ou (B) TOV21G α-synucléine contrôles ou traitées au CP. Les expériences sont indépendantes. 

4.3. Rôle de DNAJC5 dans le maintien de l’homéostasie protéique 

Une autre hypothèse que nous avions était que DNAJC5, étant une chaperonne et pouvant 

participer au processus du MAPS, participerait à réguler le stress protéique des cellules 

sénescentes. En effet, DNAJC5, en participant à la sécrétion de protéines mal repliées via le 

MAPS, contribue au maintien de l’homéostasie du protéome402. Il est connu que les cellules 

sénescentes ont un stress protéotoxique plus important473. Il existe différentes voies de 

régulation du stress protéotoxique, comme, entre autres, le système d’ubiquitine-protéasome 

(UPS), la macro-autophagie, la voie des agresomes ou la réponse intégrée de stress (ISR)474. 

Nous nous sommes focalisés sur cette dernière. Cette voie est activée en réponse à différents 

stress cellulaires, extrinsèques ou intrinsèques. Quatre kinases peuvent être activées selon le 

signal de stress considéré : GCN2 (General control nonderepressible 2) (déprivation en 

nutriments), PKR (Protéine kinase R) (infection virale), HRI (Heme-regulated inhibitor) 

(déprivation de l’hème) et PERK (protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase) 

(stress du réticulum endoplasmique). Cette activation va résulter en la phosphorylation de 

eIF2α (Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1) sur sa sérine 51 puis induire la 

diminution globale de la traduction, sauf pour certaines protéines impliquées dans la réponse 

au stress475. Si DNAJC5 participait à réguler le stress protéotoxique, nous nous attendions à voir 

une augmentation de la phosphorylation de eIF2α dans les cellules où l’expression de DNAJC5 

était inhibée. Nous avons regardé par immunobuvardage la modification d’intensité de 

phosphorylation de la protéine eIF2α lors de l’inhibition de DNAJC5, dans les cellules exprimant 

(Figure 25A) ou non (Figure 25B et C) la GFP1-10. Les cellules exprimant la GFP1-10 contiennent 

plus de protéines mal repliées que les cellules parentales et donc potentiellement un stress 

protéotoxique plus élevé. Nous avons effectivement observé une tendance à l’augmentation de 

la phosphorylation de eIF2α lorsque l’expression de DNAJC5 était inhibée, et cette 

tendance était plus forte dans les cellules exprimant la GFP1-10 (A) en comparaison des cellules 

parentales (B). La tendance à l’augmentation était plus forte pour le shRNA #13 que le #91. Ces 

expériences ont été réalisées en condition sans sérum, ce qui peut provoquer un stress 
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protéotoxique chez les cellules et participer à l’activation de la voie eIF2α. Nous avons donc 

réalisé également cette expérience dans les cellules parentales, en présence de sérum et nous 

avons retrouvé cette tendance à l’augmentation après inhibition de DNAJC5. DNAJC5 pourrait 

donc participer au maintien de l’homéostasie protéique dans les cellules sénescentes.  

 

Figure 25. – Impact de l’inhibition de l’expression de DNAJC5 sur une voie de réponse au stress 

protéotoxique. 

(A) Immunobuvardage du lysat cellulaire de cellules TOV21G GFP1-10 en milieu sans sérum et 

graphique de densitométrie pour le ratio ℗-eIF2α/eIF2α (Image représentative, n=3). (B, C) 

Immunobuvardage du lysat cellulaire de cellules TOV21G GFP1-10 en milieu sans sérum (B) ou 
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avec sérum (C) et graphique de densitométrie pour le ratio ℗-eIF2α/eIF2α (Image 

représentative, n=3). 

4.4. Rôle de DNAJC5 dans l’établissement et/ou le maintien de l’état de 

sénescence 

Enfin, nous nous sommes demandés si DNAJC5 participait à l’établissement et/ou au maintien 

de l’état de sénescence. Nous avons d’abord récupéré des lysats cellulaires à différents temps 

avant et après le traitement CP (Figure 26A). Nous avons observé par immunobuvardage que 

l’expression protéique de DNAJC5 augmentait graduellement en même temps que 

l’établissement de l’état de sénescence, repéré ici par l’intensité de la bande spécifique de p21. 

Nous avons ensuite regardé comment le niveau protéique de p21 évoluait après l’inhibition de 

DNAJC5. Nous avons pu observer par immunobuvardage une diminution de l’intensité de la 

bande spécifique de p21 après inhibition de DNAJC5. p21 étant une cible de p53, nous nous 

sommes demandés si cette augmentation pouvait être liée à une diminution de l’activité de 

p53. Pour cela, nous avons regardé par immunobuvardage l’intensité de la phosphorylation de 

p53 (Figure 26B). Nous observons une tendance à l’augmentation de la phosphorylation de p53 

suite à l’inhibition de DNAJC5 mais la grande variabilité entre les expériences ne nous permet 

pas de conclure pour p53. La stabilisation de p53 peut induire l’apoptose. Nous avons compté 

manuellement après un test d’exclusion au bleu trypan le nombre de cellules vivantes avant 

traitement et 7 jours après le traitement dans des cellules où DNAJC5 avait été inhibé, ou non. 

Nous avons comparé les ratios du nombre de cellules vivantes à jour 7 sur le nombre de cellules 

vivantes avant traitement lorsque DNAJC5 était inhibé ou non (Figure 26C).  Nous n’avons pas 

observé de différence entre les cellules inhibées ou non pour DNAJC5. Suite à l’observation de la 

diminution des niveaux protéiques de p21, nous nous sommes demandés si l’inhibition de 

DNAJC5 avait un impact sur le déroulement du cycle cellulaire. Nous nous sommes alors 

intéressés au niveau transcriptionnel de gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire 

suite à l’inhibition de DNAJC5. Nous avons récolté les ARNm des cellules après inhibition de 

DNAJC5 et traitement au CP et réalisé une RT-qPCR (Figure 26C). Nous avons regardé les niveaux 

transcriptionnels de TP53, encodant pour la protéine p53 et ceux de CDKN1A, encodant pour la 

protéine p21. Les niveaux transcriptionnels de TP53 étaient plutôt stables. Concernant CDKN1A, 
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nous avons pu observer une diminution significative du niveau transcriptionnel pour le shRNA 

#13. Il y a seulement une tendance à la diminution pour le shRNA #91. Nous nous sommes 

ensuite intéressés au niveaux transcriptionnels du gène de la cycline E1, CCNE1, qui régule le 

passage de la phase G1 à S, du gène de la cycline A2 (CCNA2), qui régule le passage de la phase S 

à G2 et du gène de la cycline B1 (CCNB1), qui régule le passage de la phase G2 à M. Nous avons 

pu observer une tendance à l’augmentation pour les niveaux transcriptionnels des 3 gènes 

considérés, et même une augmentation significative pour le shRNA #13 pour le gène de la 

cycline A2. Ces résultats suggèreraient que DNAJC5 a un rôle dans l’établissement et le maintien 

de l’état de sénescence.  
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Figure 26. – L’expression de DNAJC5 est augmentée avec la sénescence et son inhibition 

impacte l’expression de protéines impliquées dans le cycle cellulaire mais n’impacte 

pas la survie.  

 (A) Immunobuvardage du lysat cellulaire de cellules TOV21G contrôles ou traitées, récupéré à 

différents temps après traitement (n=1). (B) Immunobuvardage du lysat cellulaire de cellules 

TOV21G GFP1-10 traitées et inhibées, ou non, pour DNAJC5 et graphique de densitométrie pour 

le ratio ℗-p53/p53 (Image représentative, n=3). (C) Comptage du nombre de cellules vivantes à 

jour 7 après traitement après test d’exclusion au bleu trypan, normalisé au nombre de cellules 

vivantes avant traitement et relatif au shNT (n=4). (D) Analyse des niveaux transcriptionnels de 

gènes impliqués dans le cycle cellulaire, par RT-qPCR (n=3). 
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4.5. DNAJC5 est augmenté dans d’autres modèles de sénescence 

Dans un dernier temps, nous nous sommes demandés si l’augmentation de DNAJC5 suite au 

traitement CP était restreinte à l’inducteur de sénescence, la combinaison CP, ou au type de 

cellules, les TOV21G. Nous avons donc utilisé des lysats cellulaires de l’équipe du Dr Francis 

Rodier (CrCHUM, Montréal) provenant de cellules TOV21G ou HCA2-hT, ces derniers étant des 

fibroblastes, entrées en sénescence après irradiation à 10 Gy (Figure 27). Nous avons pu 

observer par immunobuvardage une augmentation des niveaux protéiques de DNAJC5 dans les 

cellules irradiées, en comparaison des cellules contrôles. L’augmentation de DNAJC5 au niveau 

protéique est donc présente dans d’autres modèles de sénescence.  

Figure 27. – Le niveau protéique total de DNAJC5 est augmenté dans les cellules TOV21G et 

HCA-2 hT après induction de la sénescence par irradiation.  

Immunobuvardage du lysat cellulaire de cellules TOV21G ou HCA-2 hT, contrôles ou irradiées à 

10Gy (n=1). Les échantillons ont été réalisés par le Dr Y.Zhan et le Dr N. Malaquin de l’équipe du 

Dr F. Rodier. 
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Chapitre 4 – Discussion 

1. Rappel des résultats 

Le cancer de l’ovaire à cellules claires est un cancer rare (6% des cas de cancers épithéliaux de 

l’ovaire) et dont le taux de survie aux stades avancés est très faible suite à la résistance aux 

traitements chimiothérapeutiques43,44. Différents destins cellulaires s’offrent aux cellules 

traitées par la chimiothérapie. Elles peuvent mourir par apoptose, continuer de proliférer, 

arrêter temporairement de proliférer, entrer en catastrophe mitotique ou en sénescence26. Les 

cellules sénescentes ne se divisent plus mais restent métaboliquement actives. Elles sécrètent 

en particulier un mélange complexe de molécules appelé SASP206,208. Le SASP est responsable de 

la plupart des impacts des cellules sénescentes sur le microenvironnement. Cet impact peut 

être bénéfique ou délétère pour le patient, selon la composition du SASP28,323,476. Une stratégie 

thérapeutique a donc émergé ces dernières années, afin d’utiliser le côté positif des cellules 

sénescentes, tout en essayant de minimiser leur impact sur le microenvironnement. La stratégie 

« crochet-uppercut » consiste à induire la sénescence dans les cellules cancéreuses, permettant 

la maîtrise de la croissance tumorale, puis à supprimer spécifiquement ces cellules sénescentes 

afin d’éviter tout effet délétère sur le patient22. Connaître parfaitement le fonctionnement et les 

caractéristiques des cellules sénescentes induites par la chimiothérapie est donc indispensable 

pour pouvoir cibler ces cellules et proposer de nouvelles combinaison thérapeutiques. La 

majorité (66%) des drogues approuvées répertoriées dans la base de données DrugBank477 

(https://go.drugbank.com/) cible des molécules de surface478. Partant de ces constats, nous 

avons étudié les changements à la surface de cellules SIC dans un modèle de COCC.  

Nous avons commencé notre étude en mettant en place un modèle de sénescence induite par 

la chimiothérapie dans le cancer de l’ovaire à cellules claires. Sept jours après un traitement de 

12h de carboplatine et paclitaxel, les cellules TOV21G montraient des caractéristiques 

représentatives de la sénescence. Les cellules avaient changé de morphologie, elles étaient 

arrêtées à la phase G2 du cycle cellulaire, surexprimaient p21 et possédaient une activité β-

galactosidase associée à la sénescence cellulaire. Nous avons ensuite réalisé une analyse 

transcriptomique de ces cellules sénescentes en comparaison aux cellules contrôles. Avec une 
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analyse globale des résultats, nous avons observé que de nombreux changements semblaient se 

produire à la surface cellulaire. Nous avons alors effectué une analyse protéomique des 

protéines de surface des cellules traitées au CP et des cellules contrôles. Effectivement, de 

nombreux changements avaient lieu à la surface des cellules : 246 et 125 protéines étaient 

respectivement augmentées ou diminuées, de façon significative, à la surface des cellules 

sénescentes. Une analyse globale des processus dans lesquels étaient impliquées les protéines 

augmentées à la surface nous a appris que plusieurs participaient aux mécanismes de sécrétion. 

La protéine DNAJC5, une chaperonne contribuant au transport des protéines cytoplasmiques 

mal repliées par l’intermédiaire du MAPS, nous a particulièrement intéressés. Nous avons 

cherché à savoir si le MAPS était actif dans les cellules traitées au CP. Nous avons montré que 

DNAJC5 était effectivement surexprimée dans les cellules sénescentes et également sécrétée. 

Suite à la création de lignées cellulaires exprimant des protéines modèles ayant tendance à mal 

se replier (GFP1-10 et α-synucléine), nous avons confirmé que ces protéines pouvaient être 

sécrétées dans notre modèle d’étude. Afin d’observer l’importance de DNAJC5 dans la sécrétion 

de ces protéines, nous avons inhibé l’expression de DNAJC5 par shRNA dans ces lignées 

cellulaires. Suite à l’obtention de résultats contradictoires, nous n’avons pas pu conclure sur 

l’activation du MAPS dans les cellules sénescentes. De façon intéressante, nous avons constaté 

que l’inhibition de DNAJC5 augmentait la phosphorylation de eIF2α mais aussi diminuait les 

niveaux protéiques et transcriptionnels de p21. Les niveaux protéiques et transcriptionnels de 

p53 n’étaient, eux, pas modifiés. Nous avons également étudié les niveaux transcriptionnels de 

différents gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Nous avons observé une 

tendance à la hausse pour les niveaux transcriptionnels des gènes CCNE1, CCNB1 et en 

particulier de CCNA2. Enfin, nous avons montré que DNAJC5 était également surexprimée dans 

d’autres modèles de sénescence.  

2. Les cellules TOV21G entrent en sénescence après le traitement CP 

Lorsque les patientes sont prises en charge pour un COCC de stade 3 ou plus, la survie à 5 ans 

est très faible à cause des résistances aux traitements et l’absence de thérapie ciblée44. La 

stratégie thérapeutique n’a pas changé depuis de très nombreuses années (combinaison de 

carboplatine et paclitaxel), et appelle donc à de nouvelles propositions. Nous utilisons une 
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lignée de COCC de stade III provenant d’une patiente encore jamais traitée à la 

chimiothérapie144, nous permettant d’étudier l’impact de la combinaison utilisée en clinique au 

niveau cellulaire et moléculaire. Nous avons montré que ces cellules entrent en sénescence 

suite au traitement par la combinaison chimiothérapeutique (Figure 11-15). En observant les 

cellules TOV21G la journée suivant le traitement, nous avons également observé que certaines 

cellules étaient mortes. Afin de compléter notre étude nous pourrions quantifier le nombre de 

cellules mortes après le traitement par un marquage à l’annexine V et au iodure de propidium 

en cytométrie en flux. Le traitement CP induirait donc une combinaison de réponses cellulaires 

dans les cellules CP. Te poele et al. ont été les premiers à observer des cellules sénescentes dans 

des coupes de tumeurs de patientes traitées par de la chimiothérapie154. Demaria et al., en 

utilisant un modèle murin, ont montré que les cellules sénescentes peuvent participer à la 

rechute du patient28. L’entrée en sénescence des cellules de COCC suite au traitement utilisé en 

clinique pourrait participer à expliquer le fort taux de rechute des patientes après traitement. Il 

serait intéressant d’étudier la présence de marqueurs de la sénescence dans des coupes de 

tumeurs de patientes traitées au CP. 

Les cellules TOV21G ne sont pas mutées pour TP53. Nous observons effectivement que la 

protéine p53 est stabilisée et phosphorylée après le traitement CP (Figure 12B). Nous 

retrouvons une forte augmentation du niveau transcriptionnel et protéique de p21 dans ce 

modèle, une cible de p53 (Figure 12B-C). Enfin, nous retrouvons une signature de la voie de p53 

dans l’analyse du transcriptome (Figure 14B), indiquant que l’arrêt de prolifération se fait 

probablement via la voie p53/p21 dans notre modèle. Nous pourrions confirmer cela en 

inhibant p53 dans notre modèle à l’aide d’une stratégie par ARN interférent (shTP53). Nous 

observerions ensuite s’il y a des différences entre les lignées TOV21G shNT et shTP53 pour 

différents marqueurs de la sénescence, dont l’arrêt du cycle cellulaire et l’expression protéique 

et transcriptionnelle de p21. Si l’entrée en sénescence se fait bien par la voie p53/p21, nous 

devrions observer une diminution de l’expression des marqueurs de sénescence dans les 

cellules TOV21G shTP53 en comparaison des cellules NT.  

Nous ne pouvons pas réellement conclure pour l’augmentation du niveau de p16 car nous avons 

observé le niveau transcriptionnel de CDKN2A, qui code pour plusieurs protéines (Figure 12C). 
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L’utilisation de sondes spécifiques pour p16 serait nécessaire, ainsi qu’une vérification par 

immunobuvardage. 

Les analyses globales par GSEA de signatures publiées449,450 valident bien notre modèle de 

sénescence (Figure 14B). Pour réaliser nos heatmaps (cartes en dégradé de couleurs), nous 

avons choisi différents modèles de sénescence, provenant de laboratoires différents, avec des 

types cellulaires et inducteurs différents (Figure 16). L’analyse globale des gènes diminués dans 

les cellules sénescentes donne des termes GO liés au cycle cellulaire. Nous n’avons pas pu 

obtenir de termes GO pour le transcriptome de Kovatcheva et al.453 car le nombre de gènes 

diminués était trop faible. Les termes GO reliés aux gènes augmentés dans le transcriptome ont 

rapport à la surface cellulaire dans tous les modèles.  

3. De nombreux changements ont lieu à la surface des cellules 

sénescentes 

L’analyse des protéines de surface (surfaceome) est un défi de par la rareté des protéines de 

surface (14.3%) en comparaison des protéines cytoplasmiques478. Réussir à extraire de la 

bicouche lipidique certaines protéines de surface très hydrophobes (récepteurs aux protéines G 

avec 7 domaines transmembranaires, par exemple) demande un détergent assez fort pour 

l’extraction, et doux pour ne pas détruire les autres protéines. Nous avons utilisé le triton X-100, 

un détergent non-dénaturant (contrairement au SDS par exemple) qui s’associe aux parties 

hydrophobiques des protéines, permettant leur extraction grâce à la création de micelles. Pour 

notre analyse de surfaceome, nous avons utilisé la méthode de biotinylation de surface (CSB 

pour cell surface biotinylation) (Figure 17). Cette méthode est dite sans étiquette car nous 

n’utilisons pas de milieu avec des acides aminés lourds ou légers comme dans le SILAC (Stable 

isotope labeling by amino acids in cell culture). La biotine va être appliquée sur les cellules à 

froid, ce qui évite son internalisation car les processus d’endocytose seront arrêtés. La biotine 

sera donc restreinte aux protéines de surface, qui seront enrichies après la lyse par la capture 

d’affinité streptavidine-biotine. Notre étude est ainsi une des premières à isoler spécifiquement 

les protéines de surface de cellules sénescentes en comparaison des études publiées qui 

utilisaient préférentiellement des kits d’extractions des membranes, sans les distinguer479. La 
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spectrométrie de masse va nous permettre d’identifier les protéines situées à la surface 

plasmique. Celles-ci peuvent être transmembranaires (récepteur…), associées à la membrane 

(ancre glycosylphosphatidylinositol…) ou associées à des protéines de surface (ligand lié à son 

récepteur, ou lié au glycosylphosphatidylinositol). Le CSB est une méthode semi-quantitative car 

elle nous permet de comparer deux conditions (ou plus) sans donner d’information sur la 

quantité précise d’une protéine particulière à la membrane. Nous avons choisi de sélectionner 

les protéines ayant été identifiées avec 2 peptides uniques minimum pour une identification 

robuste. Les cellules sénescentes sont plus volumineuses que les cellules contrôles. Afin de 

minimiser ce biais, nous avons normalisé chaque intensité par la somme des intensités de la 

condition considérée, ce qui revient à une normalisation par rapport à la quantité de protéines 

totales. Cette méthode permet de sous-estimer les augmentations en comparaison d’une 

méthode qui normaliserait par cellule. 

Au sein des protéines identifiées, nous avons retrouvé une liste de protéines déjà connues pour 

avoir un rôle dans la sénescence (Figure 18). Il est à noter que certaines protéines identifiées à 

la surface de cellules sénescentes ne l’ont pas été dans notre étude. Par exemple, Kim et al. ont 

montré que DPP4 était surexprimé à la surface de fibroblastes dans un modèle de sénescence 

réplicative479. Cela pourrait s’expliquer par la différence de type cellulaire et d’inducteur 

considéré. Nous pouvons suggérer un panel restreint de protéines enrichies à la surface des 

cellules sénescentes de plus d’une fois par rapport aux cellules contrôles. Cette signature 

comporterait les protéines suivantes : CAV1, PTRF, TXNRD1, TSP1, MVP, PRODH, SPP1, B2MG, 

PDL3, VAMP3 et VIM. Il serait intéressant de réaliser des surfaceomes avec la technique du CSB 

dans d’autres modèles de sénescence afin de confirmer l’existence d’une signature commune 

de protéines de surface. Cette expérience nous permettrait aussi de créer des signatures de 

protéines de surface dans chaque type de sénescence (réplicative, OIS, SIC..). Ces signatures 

seraient un nouveau moyen d’identifier les cellules sénescentes. Ces signatures pourraient être 

utilisées sur des coupes de tissus en utilisant par exemple la technique d’immunofluorescence 

cyclique, qui permet de visualiser jusqu’à 60 protéines différentes sur une seule coupe de 

tissu480.  
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Lors de notre étude, nous avons choisi de nous focaliser sur les protéines augmentées à la 

surface cellulaire. Néanmoins, les protéines diminuées à la surface cellulaire nous apprennent 

aussi beaucoup. Nous avons par exemple observé que de nombreux transporteurs de solutés 

(SLC, solute carrier) étaient diminués à la surface des cellules sénescentes. Cette famille de 

transporteurs contient 400 gènes impliqués dans le transport d’acides aminés, acides gras, 

neurotransmetteurs, ions inorganiques et de sucres481. Cette observation amène différentes 

questions. Si les acides aminés ne transitent plus par des transporteurs membranaires, quelle(s) 

voie(s) empruntent-ils ? Comment la cellule sénescente se procure les blocs de constructions 

nécessaire à la fabrication des protéines, qu’elle produit en quantité importante pour le SASP ? 

Les transporteurs diminués, ou au contraire, ceux qui ne sont pas diminués, concernent-ils 

certains acides aminés en particuliers ? Cela pourrait indiquer une dépendance (ou non) à une 

voie de métabolisme particulière. Ogiwara et al. ont récemment montré que l’expression de 

SLC7A11 était fortement diminuée dans les cancers déficients pour ARID1A137. Ce transporteur 

permet l’import de la cystine dans la cellule, qui une fois transformée en cystéine, participera au 

métabolisme du glutathion, une molécule antioxidante. Cette voie métabolique évite 

l’accumulation de ROS dans la cellule. La diminution d’expression du transporteur diminue la 

quantité de cystéine à entrer dans la cellule. La voie métabolique du glutathion ne fonctionne 

alors plus à son plein potentiel, induisant une accumulation des ROS dans la cellule. Cela devient 

une vulnérabilité pour la cellule, qui peut alors être tuée par des inhibiteurs de la voie 

métabolique, dans le principe de la stratégie « crochet-uppercut »137. Le COCC est un cancer 

déficient pour ARID1A dans 40 à 67% des cas43,53,62,79,482. Les cellules TOV21G, des cellules de 

COCC, sont déficientes pour ARID1A145. Nous avons trouvé dans l’analyse de notre surfaceome 

que SLC7A11 est effectivement l’un des SLC les plus diminués à la surface des cellules traitées au 

CP.  Il serait intéressant de voir si la diminution de ces transporteurs à la membrane est une 

caractéristique des cellules sénescentes et si elle participe à l’arrêt du cycle cellulaire ou en est 

une conséquence.  

Les termes GO fortement enrichis dans notre analyse des protéines augmentées à la surface 

sont, entre autres, sécrétion, exocytose régulée et transport médié par les vésicules (Figure 19). 

Ce résultat n’est pas très surprenant, étant donné que les cellules sénescentes sécrètent le 
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SASP. Le SASP, de par la multitude des molécules qui le compose, est responsable de la majorité 

des impacts des cellules sénescentes sur leur microenvironnement323. En savoir plus sur les 

voies de sécrétion liées au SASP permettrait donc de trouver des moyens d’inhiber ces 

mécanismes, orienter la composition du SASP et en conséquence, ses effets. La majorité des 

protéines identifiées appartiennent à ces termes GO parce qu’elles sont elles-mêmes sécrétées, 

comme SERPINE2483 (Serine proteinase inhibitor, clade E member 2), CTSB484 (Cathepsin B), 

FTH1485 (ferritin heavy chain 1) (Figure 20). VAMP8 et DNAJC5, en revanche, ont été identifiées 

comme étant nécessaires à certaines voies de sécrétion (Figure 20). VAMP8 est une protéine 

SNARE, participant au mécanisme de fusion des vésicules intracellulaires à la membrane379,486-

488. DNAJC5 est une chaperonne impliquée dans le processus d’exo- et 

endocytose428,432,437,489,490. Elle est aussi un composant clé d’une nouvelle voie de sécrétion non-

conventionnelle, encore non identifiée dans la sénescence, qui nécessite VAMP8402,425.  

4. La surexpression de DNAJC5 pourrait indiquer une activation du 

MAPS  

Comme vu dans l’introduction, les protéines ayant une séquence signal sont sécrétées par la 

voie de sécrétion conventionnelle dans la majorité du temps. Les protéines n’ayant pas de 

séquence signal, comme IL-1β, sont sécrétées par les voies de sécrétion non-

conventionnelles387. DNAJC5 est une protéine impliquée dans la voie de sécrétion non-

conventionnelle du MAPS425. DNAJC5 est localisée à la membrane des endosomes tardifs, 

lysosomes et à la membrane plasmique425. Nous avons montré avec le surfaceome et vérifié par 

une biotinylation de surface suivie d’une purification d’affinité streptavidine-biotine et d’un 

immunobuvardage, que DNAJC5 était enrichie à la surface des cellules sénescentes (Figure 21). 

Nous avons observé que la quantité totale de protéine DNAJC5 était également augmentée 

dans le lysat des cellules sénescentes. L’augmentation de présence de DNAJC5 à la membrane 

plasmique peut être due à cette augmentation de protéine totale, mais n’exclut pas un 

recrutement spécifique de DNAJC5 à la membrane plasmique. Nous aurions souhaité ajouter 

une expérience d’immunofluorescence pour observer la localisation de DNAJC5 dans les cellules 

sénescentes en comparaison des cellules contrôles. Cette expérience est en cours 
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d’optimisation. DNAJC5 peut être localisé au niveau des lysosomes425. L’augmentation de 

DNAJC5 pourrait être liée à l’augmentation de la masse lysosomale des cellules sénescentes. 

Nous pourrions regarder par immunofluorescence si la masse lysosomale est modifiée suite à 

l’inhibition de DNAJC5. 

Le MAPS commence par le recrutement des protéines cytoplasmiques mal repliées par la 

protéase d’ubiquitine USP19, située sur la membrane du RE402. Elle les transmet ensuite à Hsc70 

et à sa co-chaperonne DNAJC5, située sur des endosomes tardifs proches du RE425. Xu et al. ont 

montré que les protéines mal repliées et DNAJC5 vont se retrouver à l’intérieur de l’endosome.  

L’endosome tardif avec DNAJC5 et la protéine mal repliée transitent jusqu’à la membrane 

plasmique, où il fusionne avec elle et libère DNAJC5 et la protéine, en partie sous forme de 

complexes.  

DNAJC5 est une protéine associée aux membranes grâce à son domaine riche en cystéines 

palmitoylées432. Si DNAJC5 peut être associée à la membrane externe de l’endosome, rien 

n’indique que DNAJC5 ne pourrait plus l’être une fois à l’intérieur de l’endosome. Lors de la 

fusion de la vésicule avec la membrane plasmique, une partie des complexes pourraient être 

relâchés dans le milieu et une partie des chaperonnes pourraient rester associées à la 

membrane. Si le MAPS était actif dans les cellules sénescentes, cela pourrait expliquer 

l’enrichissement de DNAJC5 à la membrane plasmique.  

Nous avons donc émis l’hypothèse que l’augmentation de DNAJC5 était liée à l’activation du 

MAPS dans les cellules traitées au CP.  

Le MAPS peut être activé par la surexpression de USP19 et/ou la surexpression de DNAJC5402,425. 

La sécrétion de protéines mal repliées n’est pas complètement inhibée lorsque USP19 est 

supprimée par CRISPR402,425 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Ce 

résultat indique plusieurs choses. Les protéines mal repliées peuvent ne pas avoir besoin de 

passer par l’étape de déubiquitination menée par USP19 et/ou DNAJC5 pourrait être impliquée 

dans d’autres mécanismes de sécrétion encore non identifiés. Au niveau transcriptionnel, le 

niveau de USP19 n’est pas modifié entre les cellules contrôles et les cellules traitées au CP. 

L’étude du MAPS dans les cellules TOV21G traitées au CP nécessiterait de vérifier le niveau 
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protéique de USP19 entre nos deux conditions par immunobuvardage. Il faudrait aussi observer 

si la sécrétion des protéines mal repliées est modifiée après inhibition de USP19 dans les 

cellules sénescentes avec des shRNAs.  

Il est important de noter que le MAPS a été décrit dans des modèles cellulaires de surexpression 

exogènes des protéines participant à ce mécanisme (USP19, DNAJC5)402,425. Dans les cellules 

TOV21G traitées au CP la surexpression de DNAJC5 est endogène. Si nous montrons que le 

MAPS est activé dans les cellules sénescentes, cela serait la première fois que ce mécanisme est 

observé dans des conditions physiologiques. 

L’identité des protéines mal repliées n’est pas connue dans les cellules sénescentes. Nous avons 

donc utilisé deux protéines modèles, la GFP1-10 et l’α-synucléine. Ces protéines ont tendance à 

mal se replier ou à former des agrégats425,491. Elles ont été utilisées par l’équipe du Dr Yihong Ye 

pour démontrer l’existence du MAPS lors de la surexpression de USP19 et/ou de DNAJC5402,425.  

Nous avons observé que les cellules sénescentes expriment une quantité plus importante de 

GFP1-10 et d’α-synucléine que les cellules contrôles (Figure 23). Cette augmentation peut être 

transcriptionnelle, post-transcriptionnelle, ou due à une diminution de la dégradation de ces 

protéines.  Nous avons testé par RT-qPCR l’expression de GFP1-10 entre des cellules contrôles 

et sénescentes dans deux expériences différentes (données non montrées). Les résultats étaient 

contradictoires, ne nous permettant pas de conclure et nécessitent d’être répétés. 

L’augmentation pourrait aussi être due à une diminution de la dégradation ou à une 

augmentation de la stabilité des protéines considérées.   

Nous avons montré que DNAJC5, la GFP1-10 et l’α-synucléine sont sécrétées par les cellules 

sénescentes (Figure 23). Si le MAPS est actif dans les cellules sénescentes nous nous attendons à 

voir une interaction entre DNAJC5 et la GFP1-10 ou l’α-synucléine. Les optimisations des co-

immunoprécipitations de DNAJC5 et GFP1-10 ou α-synucléine dans le lysat cellulaire sont en 

cours et nous planifions de tester l’interaction dans le milieu extracellulaire également. Si la 

sécrétion de ces protéines se fait par le MAPS, l’inhibition de DNAJC5 devrait diminuer leur 

quantité dans le milieu extracellulaire. Nous n’avons pas réussi à obtenir de résultats concluants 

pour ces expériences. Nous pouvons expliquer ces résultats de différentes manières. La 
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déplétion partielle de DNAJC5 pourrait être en cause. Nous pourrions réaliser des lignées avec la 

technique de CRISPR-Cas9 pour DNAJC5 afin d’étudier l’impact d’une déplétion totale de 

DNAJC5 dans les cellules TOV21G traitées au CP. Il pourrait aussi s’agir d’un problème 

technique, nécessitant une optimisation du protocole de concentration des milieux 

conditionnés, ou bien un effet hors-cible des shRNAs. Dans la figure 24B, dans 2 expériences sur 

3 la sécrétion de l’α-synucléine a été augmentée pour le shDNAJC5 #91. Ce shRNA pourrait 

également inhiber le transcrit de FIG4 (Factor-induced gene 4) comme vu sur le portail de la 

plateforme de génomique du Broad Institute (https://portals.broadinstitute.org). FIG4 code 

pour une protéine participant à la régulation de la taille et du trafic de compartiments 

vésiculaires comme les lysosomes, les endosomes et autophagosomes dans différents 

organismes492-494. Sbrissa et al. ont montré que l’inhibition de FIG4 pouvait mener à une 

augmentation de la formation de corps multivésiculaires493. Ces compartiments sont 

nécessaires à la formation des exosomes. L’α-synucléine peut être sécrétée par les 

exosomes401,495,496.  Nous savons que les cellules sénescentes sécrètent plus de vésicules 

extracellulaires350 et que DNAJC5 n’est pas connu pour intervenir dans ce mécanisme425. Un 

effet hors cible du shDNAJC5 #91 envers les transcrits de FIG4 pourrait expliquer l’augmentation 

de sécrétion de l’α-synucléine par une augmentation de la sécrétion d’exosomes. Nous allons 

vérifier les niveaux transcriptionnels de FIG4 par RT-qPCR lors de l’inhibition de DNAJC5.  La 

sécrétion des protéines mal repliées pourrait ainsi être compensée par d’autres mécanismes. 

L’α-synucléine est une protéine sans séquence signal, qui utilise des voies de sécrétion non-

conventionnelles, comme celle des exosomes497,498. Cependant, Lee et al. ont montré que la 

GFP1-10 n’était pas sécrétée par des exosomes, même lorsque le MAPS était inhibé en utilisant 

un mutant de USP19402. Les mécanismes compensatoires pourraient être différents selon que 

l’on considère la GFP1-10 ou l’α-synucléine. Nous pourrions étudier la sécrétion des exosomes 

après inhibition de DNAJC5 en utilisant un protocole d’ultracentrifugations successives du milieu 

conditionné. Nous réaliserions ensuite un immunobuvardage du surnageant et du culot 

contenant les vésicules pour la GFP1-10 ou l’α-synucléine.   

 L’α-synucléine a également été observée dans des vésicules sécrétoires où elle a été intégrée 

sans passer par le RE ou l’appareil de Golgi496-498. Outre le MAPS, d’autres voies de sécrétion 
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non-conventionnelles pourraient participer à la sécrétion de la GFP1-10 et de l’α-synucléine. 

L’α-synucléine peut également utiliser des tunnels de nanotubes, des ponts membranaires 

stratifiés par de l’actine entre deux cellules499. Les tunnels de nanotubes ont déjà été observés 

chez les cellules sénescentes500. Pour se débarrasser de protéines mal repliées, les cellules 

pourraient donc compenser l’inhibition de DNAJC5 et du MAPS par un autre mécanisme, 

comme les nanotubes. Enfin, l’expression de DNAJC5 n’est inhibée qu’à environ 50% avec la 

technique des shRNAs (Figure 22C), ce qui n’est peut-être pas suffisant pour voir une réduction 

drastique de la sécrétion. Nous pourrions créer des lignées déficientes pour DNAJC5 avec la 

technique de CRISPR-Cas9 pour inhiber complètement son expression. Une dernière hypothèse 

est que le MAPS n’est pas activé dans les cellules sénescentes mais cette conclusion ne peut 

être tirée qu’après avoir obtenu les résultats des expériences de co-immunoprécipitation 

détaillées ci-dessus.  

  DNAJC5 participe à la régulation de l’exocytose et l’endocytose en interagissant avec des 

protéines impliquées dans ces processus comme SNAP25490, la syntaxine433, la 

synaptotagmine501 et la dynamine437. Que le MAPS soit actif ou non dans les cellules 

sénescentes, nous souhaiterions savoir si DNAJC5 est nécessaire pour la sécrétion du SASP. Pour 

répondre à cette question, nous souhaiterions réaliser une analyse protéomique du sécrétome 

des cellules sénescentes inhibées ou non pour DNAJC5.  

DNAJC5 est phosphorylée sur sa serine 10 par la protéine kinase A502, Akt503 et la protéine 

kinase C gamma504, ce qui induit un changement de conformation de la protéine505. Ce 

changement de conformation n’empêche pas la liaison avec Hsc70502. La phosphorylation de la 

serine 10 participe à la régulation de l’exocytose502. En s’intéressant à la dynamique des pores 

de fusion des vésicules à la membrane, des expériences avec des mutants phosphodéficients 

indiquent une diminution de la capacité de sécrétion (le pore se referme très vite)506. Les 

expériences conduites avec les mutants phosphomimétiques indiquent au contraire une 

prolongation de la durée d’ouverture du pore de fusion506. Il serait intéressant d’étudier le 

niveau de phosphorylation de DNAJC5 dans les cellules sénescentes vis-à-vis des cellules 

contrôles. Nous souhaiterions également savoir si la phosphorylation de DNAJC5 est impliquée 

dans la sécrétion du SASP. Pour cela nous pourrions créer des lignées en utilisant la technique 
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de CRISPR-Cas9 pour enlever le gène DNAJC5 endogène et le remplacer par le gène DNAJC5 

muté pour la sérine 10, en remplaçant la sérine par un résidu non-phosphorylable ou 

phosphomimétique. 

5. La surexpression de DNAJC5 pourrait participer à maintenir 

l’homéostasie protéique  

Le MAPS étant un moyen de diminuer la concentration intracellulaire en protéines mal repliées, 

ce mécanisme contribue à la maintenance de l’homéostasie protéique402. Les cellules 

sénescentes, de par la production intense de molécules pour le SASP, ont un niveau élevé de 

protéotoxicité473,507. Nous avons alors émis l’hypothèse que DNAJC5 participait à réguler le 

stress protéotoxique des cellules sénescentes. Les cellules possèdent différent moyens de gérer 

les protéines mal repliées : soit le système des chaperonnes de choc thermique permet le 

repliement des protéines, soit elles sont dégradées474. Les protéines mal repliées peuvent être 

dégradées par le système ubiquitine-protéasome ou par l’autophagie391. Les protéines mal 

repliées polyubiquitinylées peuvent également s’agréger et être alors séquestrées dans des 

compartiments appelés agrésomes. Les protéines seront alors soumises aux chaperonnes pour 

repliement ou bien dégradées par autophagie391,508. Lors d’un trop plein de protéines non ou 

mal repliées, la cellule déclenche la réponse aux protéines mal repliées suite à l’activation de 

PERK, IRE1α (Inositol-requiring enzyme 1) et/ou ATF6α (Activating transcription factor 6). Ces 

trois protéines sont situées à la membrane du RE. L’activation de PERK et IRE1α diminue la 

synthèse protéique et celle d’AT6α participe à augmenter la capacité de repliement du RE474. 

Nous nous sommes intéressés au niveau de phosphorylation de eIF2α sur la sérine 51. eIF2α est 

une sous-unité régulatrice du complexe eIF2, nécessaire pour la traduction des ARN messagers. 

C’est la sous-unité qui comprend le site de fixation à l’ARN messager et le site de 

phosphorylation du complexe eIF2475. Cette protéine est phosphorylée par PERK lorsque la 

réponse aux protéines mal repliées est initiée et témoigne d’une haute protéotoxicité dans la 

cellule. Il faut noter que cette protéine est également phosphorylée lors de l’activation de GCN2 

en cas de déprivation en nutriments, de PKR après une infection virale et de HRI en cas de 

déprivation de l’hème475. Lors de la réponse au stress, la phosphorylation de eIF2α va empêcher 
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la formation du complexe de pré-initiation de la traduction. La traduction dépendante de la 

coiffe 5’ sera alors globalement inhibée. Certains ARN messagers comprenant un cadre de 

lecture ouvert dans leur région 5’ non-codante pourront être traduits en protéines, comme c’est 

le cas pour le facteur de transcription ATF4475. ATF4 induit l’expression de gènes impliqués dans 

le transport des acides aminés, le métabolisme, la protection du stress oxydatif, l’homéostasie 

protéique et l’apoptose509. Nous avons montré que lorsque DNAJC5 était inhibé, la 

phosphorylation de eIF2α au niveau de la sérine 51 était augmentée, témoignant d’une 

augmentation du stress protéotoxique (Figure 25). Pour confirmer ce résultat, nous pourrons 

regarder par RT-qPCR l’induction des gènes cibles comme ATF4, mais également l’activation des 

deux autres voies de la réponse au stress du RE (IRE1α et ATF6α). L’activation de IRE1α donne 

lieu à l’épissage spécifique de XBP-1 (X-box binding protein 1) en XBP-1s (spliced XBP-1), un 

facteur de transcription induisant l’expression de chaperonnes et de protéines impliquées dans 

la voie de dégradation associée au RE. IRE1α, par le recrutement de TRAF2 (TNF receptor-

associated factor 2), participe également à l’activation de NF-κB et de JNK510 (c-Jun N-terminal 

kinase). L’activation de IRE1α peut être vérifiée par un immunobuvardage montrant 

l’augmentation de XBP-1s et la phosphorylation de IRE1α et JNK. Une RT-qPCR nous indiquera 

également les niveaux transcriptionnels des gènes cibles de XBP-1s. Une fois activé, ATF6α est 

transféré à l’appareil de Golgi, où la protéine sera clivée. Le fragment cytosolique en résultant 

est un facteur de transcription permettant l’expression de XBP1 et de chaperonnes du RE 

comme BiP510. Il est possible de visualiser ce fragment par immunobuvardage. Il aurait 

également été intéressant de comparer les niveaux de phosphorylation de eIF2α des cellules 

contrôles avec les cellules CP dans lesquelles l’expression de DNAJC5 a été inhibée, ou non.  

DNAJC5 pourrait participer à cet effet protecteur contre la protéotoxicité par l’intermédiaire du 

MAPS ou par d’autres mécanismes. Nous pourrions compléter notre analyse de la protéotoxicité 

lors de l’inhibition de DNAJC5 en nous intéressant aux autres mécanismes de régulation de 

celle-ci : l’autophagie et le système ubiquitine-protéasome. Concernant l’autophagie nous 

pourrions étudier les flux autophagiques et voir si l’inhibition de DNAJC5 augmente ou diminue 

ces flux. Le fonctionnement du système ubiquitine-protéasome peut être évalué par 

immunobuvardage, en comparant les quantités de conjugués d’ubiquitine et de protéines 
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oxydées. Les différentes activités (chymotrypsine, trypsine et caspase) du protéasome seront 

aussi évaluées511. Enfin, nous pourrions comparer le nombre d’agresomes entre des cellules 

traitées ou non, inhibées ou non pour DNAJC5.  

6. Un rôle pour DNAJC5 dans le maintien et/ou l’établissement de la 

sénescence ? 

Nous avons montré que l’expression de DNAJC5 augmentait avec l’établissement de l’état de 

sénescence (Figure 26A). Lors de l’inhibition de DNAJC5, le niveau transcriptionnel et protéique 

de p21 diminuait mais non ceux de p53 (Figure 26B). DNAJC5 pourrait participer à 

l’établissement et/ou au maintien de la sénescence. Tout d’abord, il faut noter que dans notre 

protocole expérimental, l’inhibition de DNAJC5 a lieu avant le traitement par la chimiothérapie 

(Figure 22B). Notre protocole évalue donc le rôle de DNAJC5 dans l’établissement de la 

sénescence. Nous aimerions réaliser nos expériences avec des shRNAs inductibles.  L’inhibition 

de DNAJC5 pourra donc être induite avant l’entrée en sénescence, mais également après et à 

différents temps pendant l’établissement de cet état. Nous étudierons l’impact de l’inhibition 

de DNAJC5 sur les différents marqueurs de l’état de sénescence. Il serait particulièrement 

intéressant d’étudier le niveau transcriptionnel et protéique de p16, qui pourrait prendre le relai 

pour maintenir l’état de sénescence. Il serait également intéressant d’observer si la 

surexpression de DNAJC5 dans des cellules non sénescentes induirait l’expression de marqueurs 

de la sénescence, ou si l’établissement de la sénescence serait plus rapide si le traitement était 

réalisé après la surexpression de DNAJC5.  

L’inhibition de DNAJC5 semble avoir un impact particulier sur p21, sans modifier l’expression de 

p53 (Figure 26B). P14ARF, une protéine codée par un gène du locus INK4, pourrait maintenir 

l’expression de p53 en empêchant sa dégradation par MDM2512,513. p53 n’est pas muté dans nos 

cellules et peut donc toujours induire l’apoptose. La diminution de l’expression de p21 pourrait 

conduire à la mort programmée des cellules. Nous n’avons pas observé de mortalité plus 

importante suite à l’inhibition de DNAJC5 en comptant manuellement les cellules après un test 

au bleu trypan (Figure 26C). Il serait important de confirmer cela, par exemple par cytométrie 
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en flux avec un marquage d’annexine V et d’iodure de propidium. Nous vérifierions également si 

le nombre de cellules entrant en catastrophe mitotique est plus important après inhibition de 

DNAJC5. Il serait également intéressant d’étudier par RT-qPCR le niveau transcriptionnel 

d’autres gènes cibles de p53 comme PUMA514 ou NOXA515, gènes codant pour des protéines 

pro-apoptotiques, ou bien CDC25C516, gène participant à la réparation de l’ADN. Ces résultats 

pourraient nous donner des indices concernant les réponses observées lors de l’inhibition de 

l’expression de DNAJC5. 

DNAJC5 pourrait donc participer à l’expression de p21 par un mécanisme indépendant de p53. 

Le TGF-β est une molécule sécrétée, qui suite à la liaison à ses récepteurs, active différentes 

voies de signalisation. La voie canonique passe par l’activation des R-Smad, qui une fois 

dimérisées avec Smad4, transiteront dans le noyau et induiront l’expression de gènes cibles, 

dont p21517. Le TGF-β est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire, la réponse 

immunitaire, la production de ROS, l’autophagie, la réponse aux dommages à l’ADN, l’apoptose 

et la sénescence518. Différentes études ont montré que le TGF-β pouvait induire ou participer à 

l’induction de l’état de sénescence190,324,519,520. Munoz-Espin et al. ont montré que le TGF-β était 

important pour l’induction de la sénescence dans le développement embryonnaire, par 

l’induction de l’expression de p21190. Nüchel et al. ont récemment montré que le TGF-β1 (un des 

isoformes du TGF-β) était secrété par une voie de sécrétion non-conventionnelle521. Le TGF-β 

contient une séquence signal et transite donc par le RE et l’appareil de Golgi. Nüchel et al. ont 

découvert que le TGF-β était détourné du Golgi par GRASP55 pour être séquestré dans des 

autophagosomes destinés à la sécrétion521. DNAJC5 participant aux processus d’exocytose, son 

inhibition pourrait empêcher la sécrétion du TGF-β, ce qui pourrait inhiber en partie l’expression 

de p21. Nous pourrions commencer à vérifier cette hypothèse en comparant les niveaux de 

TGF-β1 sécrétés par ELISA, ainsi que les niveaux de phosphorylation de SMAD par 

immunobuvardage avant et après inhibition de DNAJC5. Il est important de noter que d’autres 

voies de signalisation peuvent intervenir, laissant présager un problème plus complexe.  

L’inhibition de DNAJC5 diminue les niveaux transcriptionnels et protéique de p21. Nous avons 

également observé une tendance à la hausse pour les niveaux transcriptionnels de gènes codant 
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pour les kinases dépendantes des cyclines régulant le cycle cellulaire (Figure 26D). Ces premiers 

résultats pourraient indiquer une reprise de la prolifération des cellules. Plusieurs expériences 

permettraient de répondre à cette hypothèse. Nous regarderions l’incorporation d’EdU (5-

ethynyl-2′-deoxyuridine) pendant la phase S et verrions si le nombre de cellules se divisant est 

plus important dans les cellules inhibées pour DNAJC5. Une analyse du cycle cellulaire par 

cytométrie en flux nous indiquerait si la répartition des phases du cycle est différente dans la 

population après inhibition de DNAJC5.  

Nous avons montré que l’augmentation protéique de DNAJC5 n’était pas restreinte à notre 

modèle d’étude (Figure 27). Il sera important de reproduire nos résultats dans d’autres lignées 

cellulaires et d’autres modèles de sénescence.  

Pour conclure, identifier les protéines interagissant avec DNAJC5 dans les cellules sénescentes, 

ou non, est important pour mieux identifier le rôle de DNAJC5 au sein de la sénescence et des 

différents mécanismes auxquels cette protéine peut prendre part. Une expérience 

d’immunoprécipitation de DNAJC5 suivie de spectrométrie en masse permettrait de répondre à 

cet objectif. 

7. D’autres protéines augmentées à la surface des cellules traitées au 

CP seraient intéressantes à étudier dans le contexte de la 

sénescence 

Parmi les protéines augmentées à la surface cellulaire, outre DNAJC5, nous avons identifié deux 

protéines qui seraient intéressantes à étudier dans le cadre de la sénescence cellulaire. Il s’agit 

de PCDHGC3 (Protocadhérine gamma C3) et ENTPD1 (Ectonucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase 1).  

PCDHGC3 est enrichie à la membrane plasmique des cellules traitées au CP de plus de 8 fois 

(Log2(CP/CTL)=4,8), de manière significative (-Log10(p-value)=4,1). PCDHGC3 est une protéine 

possédant un domaine extracellulaire composé de 6 motifs cadhérine, un domaine 

transmembranaire et un court domaine cytoplasmique. PDHGC3 n’a encore pas été étudiée 
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dans le contexte de la sénescence. Il a été montré que cette protéine participait à l’adhésion 

cellule-cellule522. Gabbert et al. ont découvert très récemment que la délétion totale de cette 

protéine dans des cellules endothéliales induisait une augmentation de la prolifération des 

cellules, une dérégulation de voies de signalisation et une inhibition de l’expression de 

molécules de signalisation et inflammatoires523. De façon intéressante, il a été montré que, 

contrairement aux autres protocadhérines gamma, uniquement l’isoforme PCDHGC3 pouvait 

inhiber la voie de signalisation Wnt524. Mah et al. ont montré que la protéine PCDHGC3 entrait 

en compétition avec la protéine Dishevelled pour l’interaction avec la protéine Axin1 et que le 

domaine cytoplasmique de PCDHGC3 interagissait alors avec Axin1 et stabilisait celle-ci à la 

membrane. Cette séquestration d’Axin1 empêcherait alors son interaction avec d’autres 

composants de la voie Wnt et donc l’activation de cette dernière524. De plus, il a été observé 

que PCDHGC3 pouvait être clivée à différents endroits522,525. Les fragments produits pourraient 

induire alors différentes réponses. Le domaine extracellulaire est clivé par la protéine 

ADAM10522. Nous retrouvons d’ailleurs également ADAM10 enrichie de façon significative à la 

membrane plasmique des cellules traitées au CP. Ce clivage inhibe l’adhésion cellulaire et est 

nécessaire au clivage du domaine intracellulaire par le complexe protéase γ-sécrétase522,525. Le 

fragment intracellulaire produit peut alors rejoindre le noyau525. Il pourrait avoir un impact sur 

la transcription de certains gènes, comme c’est le cas pour le fragment intracellulaire produit 

par le clivage de la N-cadhérine526. Hambsch et al. ont montré dans un modèle murin que le 

fragment intracellulaire de PCDHGC3 induisait l’expression du locus des protocadhérines 

gamma527. Aucune fonction n’a encore été démontrée pour le fragment extracellulaire clivé de 

PCDHGC3, ce qui mériterait investigation. Il existe des inhibiteurs spécifiques d’ADAM10 et du 

complexe γ-sécrétase qui nous permettraient d’étudier l’impact de l’inhibition du clivage de 

PCDHGC3 par exemple sur l’adhésion cellulaire des cellules sénescentes522 et sur la potentielle 

transcription de gènes cibles. L’inhibition de PCDHGC3 par shRNA ou par la technique CRISPR-

Cas9 nous permettrait de mieux comprendre son rôle dans la sénescence et potentiellement 

dans l’expression de molécules du SASP.  

La protéine ENTPD1 est également fortement enrichie de façon significative à la surface des 

cellules traitées au CP (Log2(CP/CTL)=3,8). Cette protéine est connue pour son rôle 
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immunosuppresseur. Elle catalyse la transformation de l’ATP et ADP extracellulaire en 

adénosine mono-phosphate (AMP)528. CD73 déphosphoryle ensuite l’AMP pour donner de 

l’adénosine529, qui en se fixant sur le récepteur A2A présent sur les cellules immunitaires 

lymphocytes T530 et cellules NK531, les inhibera et empêchera leur action anti-tumorale532,533. Les 

cellules T régulatrices utilisent cette stratégie pour inhiber les cellules T532. Häusler et al. ont 

montré que ENTPD1 et CD73 étaient exprimées dans des biopsies de tissu cancéreux ovarien (et 

non dans du tissu ovarien sain) et dans des lignées cellulaires de cancer de l’ovaire534. Les 

auteurs ont également prouvé que l’adénosine produit par les cellules cancéreuses, grâce à la 

présence d’ENTPD1 et CD73 à la membrane, était responsable de l’inhibition de la réponse 

immunitaire anti-tumorale534. Nous n’avons pas identifié CD73 à la surface des cellules TOV21G 

avec la méthode du surfaceome mais d’après notre analyse transcriptomique cette protéine est 

plus fortement exprimée dans les cellules traitées au CP (Log2(CP/CTL)=1,4) et ce, de façon 

significative. Il serait important d’étudier par immunobuvardage ou cytométrie en flux si la 

protéine CD73 est exprimée à a surface des cellules traitées au CP. Nous pourrions vérifier les 

résultats de surfaceome pour ENTPD1 également. Il serait intéressant d’étudier l’effet de 

l’enrichissement de la protéine ENTPD1 à la surface des cellules traitées au CP sur leurs 

capacités immunosuppressives, en réalisant par exemple des co-cultures de cellules 

sénescentes et cellules immunitaires et en étudiant la mortalité des cellules immunitaires, en 

présence ou non d’un inhibiteur de ENTPD1. Ces expériences pourraient nous en apprendre plus 

sur l’immunosuppression réalisée par les cellules sénescentes traitées par la chimiothérapie.  
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Chapitre 5 – Conclusion 

Cette étude s’est intéressée à réaliser une analyse protéomique de la surface de cellules 

sénescentes suite à la chimiothérapie, dans le cancer de l’ovaire à cellules claires. Nous avons 

observé que de nombreux changements avaient lieu à la surface des cellules SIC. Les protéines 

augmentées à la surface étaient particulièrement impliquées dans des mécanismes de 

sécrétion, renforçant l’importance du SASP. Nous avons identifié une protéine encore jamais 

étudiée dans le contexte de la sénescence : DNAJC5. Il a été découvert récemment que cette 

chaperonne participe à la sécrétion de protéines cytoplasmiques mal repliées par 

l’intermédiaire d’un mécanisme nommé MAPS425. Nous avons alors cherché si ce mécanisme 

était actif dans les cellules SIC. Nous avons montré que DNAJC5 était surexprimée et sécrétée 

dans les cellules sénescentes. Nous avons créé des lignées cellulaires exprimant des protéines 

modèles qui ont tendance à mal se replier (GFP1-10 et α-synucléine). Nous avons observé que la 

GFP1-10 et l’α-synucléine étaient sécrétées par les cellules SIC. En inhibant DNAJC5 dans nos 

lignées cellulaires, nous n’avons pas pu identifier clairement si DNAJC5 était nécessaire à la 

sécrétion de ces protéines dans notre modèle. Cette question demande des recherches plus 

approfondies et plus d’optimisation technique. Nous avons observé que l’inhibition de DNAJC5 

augmentait la phosphorylation de eIF2α, une protéine clé dans la réponse au stress 

protéotoxique. Nos résultats suggèrent donc que même si ce n’est pas par l’intermédiaire du 

MAPS, DNAJC5 participe à réguler le stress protéotoxique des cellules sénescentes. Nous avons 

également montré que l’inhibition de DNAJC5 impactait négativement le niveau protéique et 

transcriptionnel de p21, une protéine impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire en sénescence. 

Nos recherches pointent vers un rôle de DNAJC5 dans l’établissement et/ou la maintenance de 

la sénescence, nécessitant plus d’investigations. Cette étude est la première à montrer la 

surexpression de DNAJC5 dans la sénescence, laissant présager de nouvelles découvertes sur la 

sénescence induite par la chimiothérapie. À long terme, ces découvertes pourraient être 

utilisées dans le cadre d’une stratégie thérapeutique de type « crochet-uppercut ». 
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