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Résumé

Le cancer de la prostate (CP) est le cancer le plus diagnostiqué chez les hommes en
Amérique du Nord. Méme si les méthodes de détection et les traitements s’améliorent au fil des
années, le phénomene de résistance reste encore un probléme majeur pour les thérapies utilisées
de nos jours. En effet, une majorité des patients vont développer une résistance a
I’'hormonothérapie et seront alors traités avec une variété d’agents de type hormonal et avec de
la chimiothérapie. Malheureusement, ces derniers, individuellement, rallongent la durée de vie
des patients que de quelques mois seulement. De ce fait, de nouvelles thérapies, comme les
inhibiteurs de PARP (PARPi ; olaparib, niraparib, talazoparib et rucaparib), sont a I’heure actuelle
en essais cliniques. Ces composés ciblent la réparation de ’ADN dans le but d’induire une mort
cellulaire lorsque des mutations au niveau de cette voie sont présentes. Il est bien connu dans le
cancer de I'ovaire et du sein que plusieurs formes de résistances peuvent se mettre en place au
cours du temps. Cette résistance aux PARPi dans le CP est encore trop peu étudiée et demeure
incomprise. Ce projet de theése s’est ainsi intéressé a la résistance innée mais aussi acquise a
I’'olaparib dans le CP. Nous avons démontré dans notre premiere étude que les cellules du CP sont
plus résistantes a I'olaparib quand leur niveau basal d’autophagie est plus élevé. Cette résistance
médiée par I'autophagie est due, en partie, par la régulation de la localisation nucléaire de la
protéine sequestrosome 1 (SQSTM1/p62), capable de dégrader la filamine A (FLNA), essentielle
dans le recrutement de Rad51 lors de la recombinaison homologue (HR). Notre étude suggére
donc une prise en compte de I'autophagie avant le traitement a I'olaparib pour y déterminer
I’efficacité potentielle de ce PARPi. Dans notre deuxieme étude, nous avons développé des lignées
du CP résistantes a I'olaparib pour y déterminer les voies moléculaires les plus affectées par cette
acquisition de résistance et pouvant réguler la résistance acquise. Nous avons mis en évidence
gue certaines voies, comme les mécanismes de réparation de I’ADN et I'autophagie, pouvaient
jouer un role essentiel dans la mise en place de résistance acquise a I'olaparib. Cibler certains
membres de ces voies comme BRCC3, ATG2B ou ROCK2, pourrait permettre d’inverser la
résistance et ainsi permettre d’augmenter I'efficacité de I'olaparib sur le long terme. Ces travaux

permettent ainsi de mieux caractériser le phénomene de résistance aux PARPi dans le CP en



donnant de nouvelles cibles pour anticiper son apparition et I'inverser. lls ont aussi permis

d’illustrer I'importance du mécanisme d’autophagie dans la réponse aux PARPi dans le CP.

Mots-clés : autophagie, cancer de la prostate, inhibiteurs de PARP, olaparib, réparation de I’ADN,

recombinaison homologue, résistance.



Abstract

Prostate cancer (CP) is the most diagnosed cancer in North America. Even if detection and
treatments have improved over the years, the phenomenon of resistance remains a major
problem for the therapies used today. Indeed, most patients will develop resistance to hormone
therapy and will subsequently be treated with a variety of hormonally-based agents and
chemotherapeutic agents. Unfortunately, these agents extend survival by only a few months
each. As a result, new therapies, such as PARP inhibitors (PARPi; olaparib, niraparib, talazoparib
and rucaparib), are currently in clinical trials. These compounds target DNA repair with the aim
of inducing cell death when mutations in this pathway are present. It is well known in ovarian and
breast cancer that several forms of resistance will develop over time. Unfortunately, this
resistance to PARPi in CP is not well studied and therefore understood. This thesis project focused
on innate but also acquired resistance to olaparib in CP. We demonstrated in our first study that
CP cells are more resistant to olaparib when their basal level of autophagy is higher. This
resistance mediated by autophagy is due, in part, by the regulation of the nuclear localization of
the protein sequestrosome 1 (SQSTM1/p62), which degrades filamin A (FLNA), essential in the
recruitment of Rad51 during the homologous recombination (HR). Our study therefore suggests
the importance of considering autophagy before olaparib treatment to predict the effectiveness
of a PARPi. In our second study, we developed CP lines resistant to olaparib to determine the
molecular pathways most affected by this acquired resistance and able to contribute to
resistance. We have shown that different pathways, such as DNA repair mechanisms and
autophagy, could play an essential role in the establishment of acquired resistance to olaparib.
Targeting members of these pathways, such as BRCC3, ATG2B or ROCK2, may reverse resistance
and thus increase the efficacy of olaparib. This work thus makes it possible to better characterize
the phenomenon of resistance to PARPi in CP by identifying new targets to counter its
appearance. Together these results support the importance of autophagy and DNA repair in the

response to PARPi in PC.



Keywords: autophagy, prostate cancer, PARP inhibitors, olaparib, DNA repair, homologous

recombination, resistance.
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Chapitre 1 — INTRODUCTION

1. Le cancer de la prostate

1.1.1. Anatomie et fonction de la prostate

La prostate est une petite glande de I'appareil urogénital de 'homme d’environ 3 cm de
hauteur, 4 cm de largeur et de moins de 20 g (1, 2). Elle est située devant le rectum, en dessous
de la vessie et est proche des vésicules séminales (Figure 1). Elle est essentielle dans la production
de 30 a 35% du liquide séminal. Cette fraction que la prostate produit est riche en protéines et
nutriments, tel que le zinc, importants dans I'alcalinisation du pH pour la survie et la stabilisation
des spermatozoides dans I'appareil génital féminin. Parmi ces protéines, I'antigéne spécifique de
la prostate (APS) est I'une des plus importantes et est produite exclusivement par les cellules
sécrétrices prostatiques. L'APS permet principalement de liquéfier le liquide séminal en clivant
les séménogélines (3). Ces évenements ne surviennent qu’a partir de la puberté, en réponse a la
production de la testostérone (TST) par les testicules. A partir de 50 ans en moyenne, les cellules
épithéliales prostatiques peuvent commencer a se diviser de facon incontrolée entrainant la

formation d’un cancer de la prostate (CP).
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Figure 1. — Anatomie de la prostate.

Reproduite avec la permission de Dr. Saad (1)

1.1.2. Statistiques, incidence et facteurs de risques

1.1.2.1. Statistiques et incidence

Le CP est le cancer le plus commun chez les hommes en Amérique du Nord. Au Canada,
un homme sur 7 recevra un diagnostic de CP dans sa vie. En 2020, environ 23 300 hommes ont
regu un diagnostic pour ce cancer (4, 5). Il représente environ 20% des cancers totaux
diagnostiqués au Canada. Méme si son incidence est élevée, le taux de survie aprés 5 ans est
relativement haut dépendamment du stade du CP lors du diagnostic. Selon la Société Canadienne
du cancer, il s’éleverait a environ 93% lorsque le cancer est a un stade bas et localisé et serait de
28% lorsqu’il s’est propagé (6). Le taux de mortalité ne cesse de diminuer depuis 1994 grace au
dépistage et aux nouveaux traitements mis en place depuis. Celui-ci s’est élevé a 4 200 déces en

2020 (6).

1.1.2.2.  Facteurs de risques

Parmi les facteurs de risques I'age, I'obésité et la génétique sont les plus importants. Le
risque de développer un CP passe de 0,005% pour les hommes agés de moins de 39 ans a 2,2%
pour ceux entre 40 et 59 ans et a 13,7% pour ceux entre 60 et 70 ans (7). Certaines études
suggerent que l'alimentation et le surpoids peuvent aussi jouer un role important dans le
développement du CP (8-12). En effet, il a été démontré qu’un régime alimentaire riche en
calcium et en gras saturés pouvait augmenter les risques de développer un CP. Une déficience en
certaines vitamines, dont la D, a aussi été associée a |'apparition de ce type de cancer (13).
Finalement la génétique est aussi considérée comme un facteur de risque pour le CP. Les études
ont mis en avant qu’une personne ayant un cas de CP dans sa famille la plus proche (frére ou
pére) a deux fois plus de risque de développer un CP que la population générale (14, 15). Cette
prédisposition familiale représenterait environ 15% de cas de CP totaux (16, 17). Avec le

développement, ces dernieres années, des séquencages a haut débit, plusieurs genes mutés



favorisant le CP ont été découverts. Parmi les plus connus, des génes importants dans les
mécanismes de réparation de 'ADN dont Breast cancer 1/2 (BRCA1/2), Ataxia Telangiectasia
Mutated (ATM) ou encore la Checkpoint Kinase 2 (CHEK2), ont été identifiés, ainsi que d’autres
génes suppresseurs de tumeur ou pro-oncogéniques comme la protéine tumorale 53 (p53), la

phosphatase and TENsin homolog (PTEN) et MYC (18, 19).

1.1.3. Diagnostique

1.1.3.1. Dépistage

Mesure de I’APS et toucher rectal

Dans 80% des cas, le CP est découvert lors d’un controle de routine, en raison de ses
caractéristiques asymptomatiques. De ce fait, la Société des urologues du Canada recommande
de faire un test de mesure de I’APS pour tous les hommes ayant plus de 50 ans (20). En régle
générale, un taux d’APS est considéré comme normal quand il est inférieur a 4 ng/mL. Ce test est
complémenté par un toucher rectal qui permet de déterminer la présence ou non d’une masse
au niveau de la face extérieure de la prostate. Si les résultats indiquent une valeur comprise entre
4 et 10 ng/mL ou de plus de 10 ng/mL avec aucune masse au toucher, le risque associé a un CP
s’éléve respectivement a 30% et 50% (1). Pour une valeur de plus de 10 ng/mL avec la présence
d’une masse ce risque monte a 80%. De nouvelles mesures d’APS auront lieu tous les 4 ans pour
les hommes avec un taux inférieur a 1 ng/mL ou tous les 2 ans pour un taux compris entre 1 et 3
ng/mL (20). Méme si la mesure du taux de I’APS reste la méthode de dépistage la plus utilisée,
elle peut amener a des faux positifs et des faux négatifs. Pour contrer cela, les urologues ont
ajouté trois parametres supplémentaires pour le test de I’APS : la cinétique, la densité de I’APS
ainsi que le pourcentage de I'APS libre dans le sang (20, 21). La cinétique de I’APS consiste a
prendre en compte le temps de doublement de I’APS au cours du temps. La densité consiste quant
a elle a tenir compte de la taille de la glande prostatique en la divisant par le taux d’APS obtenu.
Enfin, I’APS libre (non rattaché a d’autres protéines) permet de discriminer I’APS produit lors
d’une hyperplasie bégnine de la prostate versus I’APS produit par les cellules cancéreuses de la
prostate. Dans le cas ou des valeurs anormales sont observées, une échographie transrectale ainsi

gue des biopsies sont réalisées.



Echographie transrectale et biopsies

L’échographie transrectale permet aux urologues d’obtenir une image de la glande
prostatique a I'aide d’un appareil qui produit des ondes sonores et qui est introduit dans le rectum
des patients. Cette méthode est peu invasive et peu douloureuse (1). Elle ne permet pas de
déterminer la présence ou non d’un cancer, mais aide a déceler des zones a risque. En fonction
des résultats, des biopsies peuvent étre réalisées. Contrairement a I'échographie, les biopsies
sont invasives. Une aiguille est introduite dans le rectum des patients et perfore la paroi de celui-
ci pour atteindre les zones a risque dans la prostate. Habituellement, une douzaine d’échantillons
sont prélevés et envoyés en pathologie pour y déterminer la présence de cellules cancéreuses
dans le tissu. Si le CP est confirmé, une évaluation de sa progression est réalisée grace a la

détermination de son stade et de son grade.

1.1.3.2. Classification du cancer de la prostate
La classification du CP se base sur deux criteres principaux : le grade histologique ainsi que

le stade clinique.

Le grade et score de Gleason

Le grade permet avant tout de déterminer I'agressivité du cancer présent en se basant sur
la morphologie tissulaire des biopsies récoltées. Pour cela, une échelle de différentiation
cellulaire allant de 1 a 5 a été mis en place par le Dr. Donald F. Gleason en 1966 et remis a jour
aux cours des derniers années (22-24). Ainsi, un grade 1 détermine un tissu avec une architecture
majoritairement normale, proche du tissu sain, et un grade 5, un tissu indifférencié et éloigné de
la structure de base (Tableau 1) (25, 26). La prostate étant une glande trés hétérogéne, certaines
zones des biopsies peuvent avoir une différenciation cellulaire beaucoup plus importante qu’une
autre au sein d’'une méme biopsie. Le pathologiste va donc attribuer deux grades, le premier est
majoritaire, environ 50%, et le deuxieme minoritaire entre 5 et 50%. Ces grades sont ensuite
additionnés pour donner un score de Gleason. Par exemple, un patient avec des grades 4+3 (score

de 7) a un cancer plus avancé qu’un autre avec un score identique mais de grades de 3+4.



Tableau 1. — Description du grade/score de Gleason (25).

Groupe Score Grade Description

Glandes prostatiques structurées majoritaires, cellules
1 <6 Bas cancéreuses bien différenciées.

Le cancer se développe lentement.

Glandes prostatiques structurées, cellules cancéreuses
Intermédiaire
2 7(3+4) modérément différenciées.
bas
Le cancer peut se développer lentement.

Glandes prostatiques structurées, cellules cancéreuses
Intermédiaire
3 7(4+3) modérément différenciées.
élevé
Le cancer se développe modérément.

Glandes prostatiques non visibles, cellules cancéreuses peu
4 8 Elevé différenciées.

Le cancer se développe rapidement, risque de propagation

Glandes prostatiques non visibles, cellules cancéreuses
indifférenciées.

5 9-10 Tres élevé

Le cancer se développe trés rapidement, risque de

propagation

Le stade
Le stade permet quant a lui de déterminer la propagation du cancer dans les organes
avoisinants la prostate. Pour déterminer celui-ci, les cliniciens utilisent le systeme international
TNM (T = Tumor, N = Node, M = Metastasis) créé en 1946 par Pierre Denoix (27). Ce dernier se
base sur la taille de la tumeur dans la prostate (T), sur le degré d’atteinte des ganglions
lymphatiques (N) et sur la présence ou non de métastases (M) (Tableau 2). Le facteur T clinique
(cT) se divise en quatre niveaux différents : T1, le cancer n’est pas palpable au toucher rectal; T2,
le cancer est détectable lors du toucher rectale et semble limité a l'intérieur de la capsule
prostatique; T3, le cancer a franchi la capsule prostatique; et T4, le cancer a atteint d’autres
organes avoisinants tels que le rectum ou la vessie (Figure 2) (1).
L’ensemble de toutes ces informations permettra au clinicien de déterminer les stratégies

thérapeutiques a proposer aux patients.



Tableau 2. -  Systéme de classification TNM (1).

TNM Description

NO Pas de trace de tumeur dans les ganglions

N+ Un ou plusieurs ganglions sont atteints

M

MO Aucune métastase au-dela des ganglions

M1 Présence de métastases dans les os ou autres sites

Cancer stade T3 Cancer stade T4

Figure 2. — Les stades du cancer de la prostate.

T1 = cancer localisé, peu avancé, T2 = cancer localisé, tumeur palpable, T3 = tumeur déborde de
la prostate et T4 envahit les organes avoisinants.

Adaptée et reproduite avec la permission de Dr. Saad (1).



1.1.4. Traitements et progression

Le CP se divise en deux types principaux : hormono-sensible et résistant a la castration.
Ces derniers peuvent soit étre localisés, c’est-a-dire sans métastases, ou métastatiques.

Dépendamment du type, la séquence des traitements va étre différente (1, 28).

1.1.4.1. Le cancer de la prostate hormono-sensible
Plusieurs thérapies sont proposées pour les patients atteints d’'un CP en fonction de son
avancée. La surveillance active, la prostatectomie radicale, la radiothérapie ainsi que

I’lhormonothérapie sont les plus utilisées.

La surveillance active

La surveillance active est proposée aux hommes ayant été diagnostiqués pour un CP a un
stade précoce et avec un risque de développement relativement lent. Un suivi du patient est
réalisé tous les trois a six mois avec une mesure du taux d’APS sanguin, un toucher rectal et le
prélevement de biopsies de la prostate. Environ 25 a 30% des patients en surveillance active vont
voir leur cancer se développer vers un stade plus agressif les conduisant ainsi a suivre des

traitements plus contraignants.

La prostatectomie radicale

La prostatectomie radicale est une procédure chirurgicale qui consiste a retirer
compléetement la prostate d’'un patient. Elle peut étre réalisée par chirurgie ouverte, par
laparoscopie (chirurgie avec petites incisions) ou par chirurgie laparoscopique assistée par robot
(1). La chirurgie est priorisée lorsque le cancer est a des stades ou il est encore confiné dans la
prostate. Dans le cas ou le cancer a commencé a atteindre les ganglions pelviens, ou si un doute
est présent, une lymphadénectomie pelvienne est réalisée suivie de I'analyse de ces derniers par
un pathologiste, en amont de la prostatectomie. Si le cancer a déja formé des métastases dans
les ganglions, d’autres types de traitement peuvent alors étre proposés au patient. Le but
principal de la chirurgie est d’enlever completement toute trace de cancer chez le patient pour
éviter sa réapparition. Un suivi est réalisé jusqu’a 5 ans apres la chirurgie pour mesurer le risque

de récidive.



La radiothérapie

La radiothérapie a commencé a étre utilisée dans les années 1950 comme traitement pour
le CP (29, 30). Elle a pour but d’affecter la prolifération des cellules cancéreuses a I'aide de
radiations ionisantes. Ces dernieres vont induire des cassures au niveau des brins d’ADN induisant
ainsi la mort cellulaire. Elle peut étre administrée de deux fagons : externe ou interne (1). La
radiothérapie externe n’est pas invasive, une irradiation de plus de 70 Gy est alors effectuée a
travers la peau a I'aide d’'une machine qui cible une zone prédéterminée. La radiothérapie interne,
ou brachythérapie, nécessite, quant a elle, une chirurgie car des implants radioactifs permanents
ou temporaires sont installés directement dans la prostate. Le taux d’irradiation est dépendant
du nombre d’'implants déposés. Ce type de thérapie peut étre utilisé comme alternative a une

prostatectomie radicale.

L’hormonothérapie

Les cellules cancéreuses de la prostate sont hormono-dépendantes, c’est-a-dire que la
présence de I'hormone sexuelle TST est essentielle pour leur développement (31, 32). Cet
androgene est produit dans les testicules apres stimulation par la lutéinostimuline (LH) formée
dans I'hypophyse grace a ’hormone de libération de la lutéinostimuline (LHRH) sécrétée par
I’hypothalamus (Figure 3) (1). La TST est par la suite convertie en 5a-dihydrotestostérone (DHT)
par la 5a- réductase. La TST et la DHT vont se fixer sur le récepteur aux androgenes (RA) exprimé
par les cellules épithéliales prostatiques. Le RA est un facteur de transcription qui va, apres
stimulation par I'androgéne, migrer au noyau grace a I'importin-a pour se fixer sur des éléments
de réponses aux androgenes (ARE) et ainsi permettre la stimulation de la transcription de génes,
puis I'expression de protéines diverses importantes pour le développement des cellules
prostatiques (33). Parmi ces protéines on y retrouve APS, la transmembrane protease serine 2
(TMPRSS2), la protéine kinase C delta (PRKCD) ou encore la pyrroline-5-carboxylate reductase 1
(PYCR1) (34, 35). Le but de I'hormonothérapie est donc de bloquer cette production de TST afin
de réduire I'expansion des cellules tumorales prostatiques. Deux méthodes principales sont
utilisées lors ce type de thérapie : la castration chirurgicale ou la castration chimique (Figure 3)
(1). Dans le premier cas une orchidectomie est pratiquée et consiste a retirer les deux testicules.

Ce type d’opération a commencé a faire son apparition dans les années 1940 et représente



aujourd’hui moins que 1% des cas d’hormonothérapie au Canada. Dans le deuxieme cas, des
analogues de la LHRH ou des inhibiteurs du RA sont utilisés. Les analogues, comme le leuproréline,
goséréline ou le triptoréline vont avoir pour but de saturer I’hypophyse pour arréter la production
de LH et ainsi bloquer la production de TST (36, 37). Quant aux inhibiteurs du RA, comme le
bicalutamide, ils vont bloquer I'action du récepteur en s’y fixant afin d’éviter sa liaison aux ARE
(38). Ce dernier n’est pas efficace seul et se combine avec la castration dans certains cas.

Ce type de thérapie est souvent utilisé avec de la radiothérapie pour les cas de cancers a
haut risque de récidive afin d’augmenter I'efficacité du traitement, ou pour des patients qui ont

récidivé aprés une prostatectomie radicale ou une radiothérapie.
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Figure 3. — Production de la testostérone et hormonothérapies principales.

Adaptée et reproduite avec la permission de Dr. Saad (1).

La chimiothérapie
Dans le cas ol le cancer n’est plus confiné a la prostate et que des métastases sont
présentes au niveau des sites métastatiques, de la chimiothérapie pourrait étre prescrite. Au

Canada, deux molécules de la famille des taxanes sont utilisées, soit le docétaxel et le cabazitaxel



(39, 40). Ces derniers inhibent la fonction des microtubules empéchant ainsi les cellules
cancéreuses de se diviser et de se propager (41). Malheureusement, ce type de thérapie affecte
aussi le fonctionnement des cellules normales. L'utilisation du docétaxel pour le CP métastatique
hormono-sensible est assez récente et a démontré des effets bénéfiques sur la survie des patients

(42, 43).

1.1.4.2. Le cancer de la prostate résistant a la castration

Meécanisme de résistance

Un CP résistant a la castration se caractérise par un développement du cancer
outrepassant I'inhibition de la voie androgénique par ’hormonothérapie. Cette résistance passe
principalement par le RA. Il a été démontré que dans environ 30% des cas I'expression d’ARNm
codant pour le récepteur ainsi que son expression protéique étaient fortement augmentées dans
les cellules du CP résistant a la castration (44-46). Cette surexpression du RA permet aux cellules
cancéreuses d’étre hypersensibles a des faibles niveaux d’androgene présents. Des mutations
permettent aussi la production de variant du RA, comme le variant d’épissage 7 du RA (RA-V7),
qui est constitutivement actif et favorise le développement de la maladie (47, 48). Des études
complémentaires ont aussi mis en avant que des ligands, autres que la TST, étaient capable

d’activer le RA, c’est le cas par exemple de I'interleukine-6 (IL-6) (49).

Traitements utilisés

Dans le cas d’'un CP résistant a la castration, plusieurs traitements sont possibles.
Premierement la castration chimique doit absolument étre maintenue. La séquence de
traitement dépend principalement des agents donnés en premiéere ligne avant la progression de
la maladie (50). Le patient peut soit étre traité avec de la chimiothérapie, de I'immunothérapie
(vaccin Sipuleucel-T, non disponible au Canada) ou avec un des agents d’hormonothérapie de
nouvelle génération (abiratérone ou enzalutamide). Dans le cas d’'une résistance a la
chimiothérapie, et dépendamment de la stratégie thérapeutique employée précédemment, de
I’lhormonothérapie peut étre de nouveau utilisée. Dans le cas de présence de métastases au
niveau des os, des traitements complémentaires sont utilisés comme le dénosumab, inhibant

receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) et I’acide zélodronique. lls permettent
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d’éviter les complications osseuses dues a la présence de métastases (fracture, compression

médullaire et paralysie) (1, 50).

Nouveaux traitements

Afin d’augmenter l'espérance de vie des patients, de nouveaux traitements sont
présentement en essais cliniques. Ces derniers ciblent principalement la production
androgénique et le RA (50, 51). Parmi eux sont retrouvés |'orteronel qui inhibe I'activité de
CYP17A1 importante pour la synthése d’androgene dans les testicules ou encore le galeterone et
I’ARN-509, tous deux antagonistes du RA (52-54). D’autres types de traitements
indépendamment de la voie androgénique sont également testés. C'est le cas des inhibiteurs de
PARP (PARPi), qui ciblent PARP1/2, une enzyme essentielle dans les mécanismes de réparation

de ’ADN.

2. Mécanismes de réparation de I’ADN et cibles thérapeutiques

Les mécanismes de réparation de I’ADN jouent un rOle essentiel dans le maintien de
I'intégrité du génome humain lors de divers stress endogenes ou exogenes. |l existe cing types de
mécanisme de réparation, qui vont chacun réparer un type de cassure en particulier: la
réparation par excision de base (BER), la réparation des mésappariements (MMR), la réparation
par excision de nucléotides (NER), la recombinaison homologue (HR) et la jonction d’extrémités
non-homologues (NHEJ) (Figure 4). Les cellules cancéreuses peuvent présenter des altérations de
ces différentes voies ce qui engendre des mutations dans leur génome et augmente ainsi leur
agressivité. Ces déficiences constituent cependant de potentielles cibles thérapeutiques
intéressantes pour beaucoup de cancers, comme celui du sein, de I'ovaire ou encore récemment

celui de la prostate.
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Figure 4. — Ensemble des différents mécanismes de réparation de I’ADN (55, 56).

2.1.1. Les différents mécanismes de réparation de I’ADN

2.1.1.1. Réparation des cassures simple brin

La réparation par excision de base (BER)

Ce systeme de réparation va principalement réparer les cassures induites par les espéeces
réactives de I'oxygéne (ROS), les radiations ionisantes ou par des agents alkylants (Figure. 4) (57-
59). Pour ce faire, une glycosylase d’ADN va d’abord reconnaitre la base endommagée et la retirer
pour créer un site abasique (AP). Ce dernier va étre reconnu par une endonucléase AP qui va

couper le brin d’ADN pour permettre a ’ADN polymérase beta (Pol ) de produire le nucléotide
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manquant. L’ADN ligase IlI/XRCC1 est par la suite recrutée, a I'aide d’'une PARylation induite par
PARP1, pour lier 'ADN et ainsi finaliser la réparation (60, 61). Une version plus longue du BER
existe aussi dans le cas ol plusieurs nucléotides doivent étre réparés. Elle fait intervenir plus

d’acteurs dont proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (62, 63).

La réparation des mésappariements (MMR)

Le MMR joue un réle essentiel lorsque des erreurs d’appariement de base sont faites par
la polymérase lors de la réplication de I’ADN (Figure 4) (64-66). Cette réparation est initiée par les
protéines de réparation des mésappariements d’ADN 2 et 6 (MSH2 et MSH6) qui vont reconnaitre
le mésappariement et permettre la fixation d’hétérodiméres MutLa (MLH1/PMS2), MutLp
(MLH1/PMS1) et MutLy (MLH1/MLH3) afin d’inhiber I'incision du brin par une exonucléase. La
synthese du nouveau brin se fait par la polymérase delta (Pol d) et sa liaison par I’ADN ligase |

(66).

La réparation par excision de nucléotide (NER)

Le NER va principalement réparer les dommages de la double hélice d’ADN induit par
exemple par I'exposition aux rayons ultraviolets (Figure 4). Il existe deux catégories de NER, une
qui s’exerce sur 'ensemble du génome, global genome (GG), principalement sur les brins non-
transcrits, et une autre qui répare les lésions des brins transcrits, transcription coupled (TC).
Brievement, lors du NER-GG, la protéine Xeroderma pigmentosum, type C (XPC) va se fixer sur les
sites de distorsion de I’ADN alors que ce sont les protéines CS complementation group B et A (CSB
et CSA) qui vont étre recrutées aux sites de cassures apres |'arrét de la polymérase lors du NER-
TC(67). Par la suite, les hélicases Xeroderma pigmentosum type B et D (XPB et XPD) sont recrutées
dans les deux types de NER afin de permettre I'ouverture de I’hélice et sa stabilisation par
Xeroderma pigmentosum type A (XPA). Le nouveau brin sera formé par la Pol 5 et lié par I’ADN

Ligase | (67).
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2.1.1.2. Réparation des cassures double brin

La recombinaison homologue (HR)

Ce type de réparation permet de reconstruire le brin 1ésé par copie de la région homologue
du brin complémentaire (Figure 4). Il intervient seulement lors de la réplication de I’ADN, c’est-a-
dire pendant la phase S et G2/M et induit trés peu d’erreurs (68). La cassure double brin est
détectée par le complexe MRN composé de MRE11A-NBS1 et Rad50, permettant ainsi le
recrutement de ATM et la résection du brin. Rad51 est par la suite chargé sur les extrémités
simple brin et le complexe BRCA1/2-PALB2 est formé. Une boucle en D est initiée via Rad54 au
niveau du chromosome homologue pour débuter la synthese d’ADN en utilisant le brin comme

amorce. La ligase | vient par la suite lier le nouveau brin pour reformer un ADN intact (68).

La jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ)

La NHEJ est un mécanisme de réparation qui intervient rapidement apres une cassure
double brin (Figure 4). Contrairement au HR, le NHEJ n’est pas un systeme de réparation fiable, il
peut mener a de l'instabilité génomique du fait de la liaison des extrémités des brins doublement
cassés (56). Cette liaison rapide méne souvent a |'apparition de mutations de certains genes.
Rapidement aprés I'apparition d’une cassure, I’'hétérodimere Ku70/Ku80 se fixe sur 'ADN au
niveau des extrémités des deux brins. Plusieurs protéines comme des nucléases (Artemis), des
polymérases mais aussi la protéinase dépendante de I’ADN (DNA-PK) sont essentielles dans la

liaison des deux brins (56).

2.1.1.3. Réparation de ’ADN dans les cancers

Il est désormais bien établi que des mutations au niveau de certains acteurs des voies de
réparation de I’ADN peuvent favoriser le développement de différents cancers (69-71). En effet,
le manque ou une mauvaise réparation des cassures peuvent mener a de l'instabilité génomique
et a I'apparition de mutations. La mutation héréditaire la plus connue est celle de BRCA1 qui
augmente le risque en moyenne de 55% a 72% de développer un cancer du sein et de 39% a 49%

pour le cancer de I'ovaire (72, 73). On y retrouve aussi des mutations affectant les génes codant
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pour I’'8-oxoguanine glycosylase (0GG1), intervenant dans le BER ou encore MSH2 et MSH6, pour
le MMR et qui favorisent le développement du cancer colorectal, de I'ovaire et de I'estomac (74,
75).

Plusieurs genes intervenant dans les mécanismes de réparation de I’ADN sont aussi mutés
dans le CP, chez environ 30% des patients (Tableau 3) (76, 77). Ces mutations peuvent étre ciblées
afin de développer de nouvelles approches thérapeutiques. C’est le principe des PARPi qui sont

présentement en essais cliniques pour le CP (78-80).

Tableau 3. — Liste non exhaustive des mutations de genes jouant dans la réparation de I’ADN chez des

patients atteints d’un CP localisé ou avancé (76, 77).

Pourcentage des hommes touchés
Mécanisme de Cancer de la prostate | Cancer de la prostate
Geénes
réparation localisé avancé
BRCA2 3% 13,3%
BRCA1 1% 1,9%
ATM HR 4% 7,3%
RAD51C 3% 0,14%
RAD51D 0% 0,4%
MLH1 0,6% 1,3%
MSH2 MMR 1,2% 2,7%
MSH6 1,4% 2%

2.1.2. Les inhibiteurs de PARP

2.1.2.1. Role de PARP dans les mécanismes de réparation de ’ADN

La famille enzymatique PARP est composée de 17 membres, dont PARP1 qui est celui le
plus étudié. Parmi les protéines de cette famille, il a été mis en avant que PARP1, PARP2, PARP3

et PARP5A jouent un réle important dans les mécanismes de réparation de I’ADN (81, 82). En effet
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ces enzymes catalysent la formation de résidus d’ADP-ribose a partir du substrat nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD+) pour permettre la production et la fixation de chaines de poly (ADP-
ribose) (PAR) au niveau d’une cassure de I’ADN (83, 84). Cette PARylation permet de détendre la
chromatine et de recruter des protéines intervenant dans la réparation de ’ADN comme XRCC1
lors BER. Cette chaine de PAR est ensuite retirée par deux hydrolases, la poly(ADP-ribose)
glycohydrolase (PARG) et I’ADP-ribosylhydrolase 3 (ARR3). PARP1 peut aussi affecter les autres
mécanismes de réparation de I’ADN. Des études ont mis en avant que |’activité enzymatique de
PARP1 régulait I'activation d’ATM, des DNA-PKcs, le recrutement de Mrel1 pour la HR et le NHEJ,
mais aussi celui de XPA et MSH6 pour le NER et MMR respectivement (85-87). Outre leur réle
dans les mécanismes de réparation de I’ADN, les PARP, en particulier PARP1, peuvent jouer dans
le développement tumoral (88). Par exemple, il a été mis en avant que PARP1, grace a sa fonction
régulatrice de transcription et de modulation de la chromatine, pouvait affecter I’expression des
genes suppresseurs de tumeur (p53 et APC), réguler I'expression et I'activité de récepteurs
d’hormones (RA et récepteur a I'estrogene) ou encore réguler I'adaptation et la survie cellulaire
(HIF-1/2 ou NF-kB) (88-90). Des études ont ainsi décrit I'existence d’une corrélation entre
I’augmentation d’expression de PARP et le développement de certains cancers comme celui de

I"'utérus ou du sein (91, 92).

2.1.2.2. Lesinhibiteurs de PARP
En 1980, Purnell et Whish synthétisent la molécule 3-AB, premier inhibiteur ciblant PARP1.
Ce n’est que 20 ans plus tard que les PARPi de seconde génération sont créés, avec une spécificité
plus accrue (93, 94). A I'heure actuelle, cing PARPi de troisiéme génération sont approuvés par la
Food and Drug Administration (FDA) et utilisés en clinique : I'olaparib (Lynparza), le rucaparib

(Rubraca), le niraparib (Zejula), le talazoparib (Talzenna) et le veliparib (ABT-888) (Tableau 4).
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Tableau 4. - Liste des inhibiteurs de PARP de troisieme génération (82, 95, 96).

IC50 (nM)

Date

d’approbation FDA

Nom Structure Cible PARP Trapping
et type de cancer
(potentialité 0 - 5)
ciblé
o
Olaparib | [ _}" 5/1/30 2014
1 ~ PARP1/2/3
Lynparza N Cancer du sein
(Lynparza) SRS . ( )
(@]
O+ _NH, 512/2/9 2016
Veliparib . : g
L7 Cancer du
(ABT-888) N>_(Nj 5
H H poumon)
H 1,4/0,2
Rucaparib . 2016
HN—
(Rubraca) F/;; ;; . 3 (Cancer de 'ovaire)
H
PARP1/2 3,8/2,1
Os_NH,
Niraparib - 2017
/N\ “,
(Zejula) < NO_Q 2 (Cancer de 'ovaire)
1,2/0,85
Talazoparib 2018
(Talzenna) (Cancer du sein)
1

Fonctionnement et principe de Iétalité synthétique

Les inhibiteurs de PARP entrent en compétition avec le NAD+ pour se fixer sur le site

catalytique des PARP, empéchant ainsi la formation des chaines PAR au niveau du bris du brin de

17




I’ADN. Le niveau d’affinité varie en fonction du PARPI, seul I'olaparib est ainsi capable d’affecter
PARP3 en plus de PARP1 et PARP2 (95). Il a aussi été montré que les PARPi pouvaient stabiliser
I'interaction de PARP1 et PARP2 avec I’ADN piégeant (PARP trapping) ainsi ces enzymes au site
de cassures de I’ADN (97-99). Ce phénomene va induire un blocage de la réparation des cassures
simple brin et donc leur accumulation. Comme pour leur affinité, leur potentialité de PARP
trapping différe entre eux. Le veliparib favorisera plus le piégeage des PARP1/2 comparativement
au talazoparib (Tableau 4). Les PARPi vont donc inhiber la réparation de I’ADN.

Dans les années 1990 et début 2000 les PARPi étaient principalement utilisés comme
agents permettant d’augmenter I'efficacité de la chimiothérapie et de la radiothérapie (82, 100).
Effectivement, celles-ci induisent des cassures au niveau de I’ADN et I'inhibition de PARP menant
a un blocage des mécanismes de réparation de I’ADN permet I'induction de la mort des cellules
cancéreuses. Par la suite, deux études parues en 2005 ont mis en avant l'intérét de I'utilisation
de ces inhibiteurs comme thérapie anti-cancéreuse chez les patientes atteintes d’un cancer du
sein ayant des mutations au niveau des géenes BRCA1/BRCA2 (101, 102). Le fonctionnement de
cette nouvelle thérapie se base sur le principe de létalité synthétique. Ce dernier postule que le
ciblage d’'un gene B mene a la mort cellulaire dans le cas ou un gene A, qui est le partenaire létal
de B, est muté et non fonctionnel (Figure 5). Dans le cas du cancer du sein, le géne A équivaut aux
génes BRCA1/BRCA2 et le géne B a PARP1. Une mutation des génes BRCA1/BRCA2 empéche les
cellules cancéreuses d’utiliser la voie de la HR pour réparer les cassures double brin de I’ADN, les
obligeant ainsi a utiliser le NHEJ a la place. Une inhibition de PARP1 par les PARPi va bloquer la
réparation par le BER des cassures simple brin, qui vont se transformer en cassures double brin.
En I'absence de HR fonctionnelle, le NHEJ va tenter de réparer ces multiples cassures menant
ainsi a une accumulation d’erreurs de réparation et a la mort cellulaire par apoptose. D’autres
geénes importants dans la HR peuvent aussi étre utilisés comme partenaire létal de PARP1 comme
ATM, ATR, Rad51/54 et CHK1/2 pour obtenir a une réponse similaire a celle d’'une mutation de
BRCA1/BRCA2 (103).
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Cellules HR+ BER+ Survie
normales Géne A Géne B cellulaire
BRCA1/BRCA2 PARP1
HR- BER+
Ge¢ A Geéne B
BRCA1/BRCA2 PARP1
mutation
HR+ BER-
Géne A GI¢B
BRCA1/BRCA2 PARP1
inhibition
Cellules Mort
cancéreuses cellulaire
HR- BER-
GIEA  GP¢B
BRCA1/BRCA2 PARP1
mutation inhibition
Figure 5. — Principe de |étalité synthétique (104).

2.1.2.3.  Utilisation clinique des PARPi contre le cancer de la prostate
Comme décrit précédemment, environ 30% des patients atteints d’un CP ont des mutations dans
les mécanismes de réparation de I’ADN (Tableau 3) (76, 77). Ceci explique pourquoi plusieurs
essais cliniques sont en cours pour valider I'utilisation des PARPi en tant que monothérapie ou en
thérapie combinée avec ’hormonothérapie ou la radiothérapie (Tableau 5) (78, 80, 96, 105-107).
Deux de ces études en phase Il ont mis en évidence une augmentation significative de la survie
sans progression de la maladie de 2,4 a 9,8 mois en monothérapie (TOPARP-B, NCT01682772)
(80) et de 8,2 a 13,8 mois en combinaison avec I'abiratérone (NCT01972217) (78). Cependant,
environ 20% des patients ne répondaient pas a ces différents traitements. Méme si aucune
donnée n’est encore disponible sur le phénomeéne de résistance aux PARPi pour le CP, il est bien

connu que plusieurs mécanismes peuvent jouer sur I'efficacité de ces inhibiteurs au cours du

temps dans le cancer de l'ovaire et du sein.
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Tableau 5. — Liste de certains essais cliniques pour le CP résistant a la castration

utilisant les PARPi (96).

Numéro de I'étude Phase Population ciblée Traitements
Monothérapie
TALAPRO-1
Phase Il | CP métastatique, mutations sur des génes Talazoparib
(NCT03148795)
de réponse aux dommages de I’ADN et
Galahad
Phase Il résistant a ’hormono/chimiothérapie Niraparib
(NCT02854436)
PROfound CP métastatique et résistant
Phase IlI Olaparib
(NCT02987543) hormonothérapie
Thérapie combinée
PROpel CP métastatique et sans traitement Abiraterone
Phase lll
(NCT03732820) préalable et olaparib
CP métastatique, mutations ou non sur
MAGNITUDE Abiraterone et
Phase lll | des génes de réponse aux dommages de
(NCT03748641) niraparib
I’ADN
TALAPRO-2 Symptdmes faibles a moyens de CP Enzalutamide
Phase lll
(NCT03395197) métastatique et sans traitement préalable | et talazoparib
2.1.2.4. Phénomenes de résistance

Environ 40 a 70% des patientes atteintes d’un cancer du sein ne répondent pas ou vont
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développer au cours de leur traitement une résistance, respectivement innée ou acquise, aux
PARPi (108). La résistance innée est principalement régulée par I'efficacité de novo de la HR, qui
doit étre inactive pour induire la létalité synthétique (Figure 5). La résistance acquise quant a elle
peut étre due a trois mécanismes principaux distincts : la restauration de la HR, la stabilisation de
la fourche de réplication ou encore |'altération de la cible des PARPi ou de leur transport (109).

Le premier mécanisme est caractérisé par I'induction de mutations inverses au niveau des genes




BRCA1/BRCA2 permettant ainsi leur réexpression et la restauration de la HR (110, 111). D’autres
mutations peuvent aussi permettre cette reprise de la HR, en particulier celles induisant la perte
d’expression de tumor suppressor P53-binding protein (53BP1) et de dynein light chain LC8-type
1 (DYNLL1) ou encore celles permettant une surexpression de Rad51 (112-115). Le deuxiéme
mécanisme met en avant I'inhibition de I'activité de deux méthyltransférases, I'enhancer of zeste
homolog 2 (EZH2) et PAX interacting protein 1 (PTIP). Ces protéines sont importantes pour le
recrutement des nucléases MUS81 et MRE11 qui induisent un effondrement de la fourche de
réplication dans les cellules déficientes en BRCA1/2. Ce blocage permet de protéger la fourche de
réplication de I’action des PARPi (116, 117). Le dernier mécanisme est centré sur les mutations et
les modifications post-traductionnelles présentes au niveau de la protéine PARP1 qui ont été
détectées (118, 119). Les mutations des résidus K199 et S120 empéchent ainsi la fixation de
PARP1 sur les sites de cassures et I’'hyper-phosphorylation de PARP1 par MET qui bloque son
activité catalytique. L'export des PARPi par les cellules cancéreuses grace aux pompes ABCB1 fait
aussi parti de cette troisieme catégorie de résistance (120). Finalement, I'autophagie, un
mécanisme d’homéostasie cellulaire, commence a étre accepté comme un acteur pouvant avoir
un réle dans la résistance aux PARPi. Effectivement, plusieurs études ont mis en avant qu’une

inhibition de cette voie permettrait d’augmenter I'efficacité de ces inhibiteurs (121-123).
3. L'autophagie

3.1.1. Principe et caractéristiques

Dans les années 50, des chercheurs ont décelé I'existence dans les cellules d’organites
particuliers, les lysosomes, ainsi que des vacuoles qui leur sont associées (124-126). Ce n’est qu’en
1963 durant la conférence Ciba Foundation Symposium on Lysosomes que le terme
d’ « autophagie » a été introduit par le Dr. Christian de Duve (127, 128). Il correspond a un
mécanisme d’autodigestion de la cellule pour assurer son homéostasie. La caractérisation
moléculaire de 'autophagie a principalement débuté en 1993 avec la découverte dans les levures
Saccharomyces cerevisiae de genes importants dans le processus autophagique, nommés par
certains chercheurs autophagie (APG), autophagie (AUT) ou encore cytoplasm-to-vacuole

targeting (CVT) (129-131). Dans le but d’uniformiser les diverses appellations, I'ensemble de ces

21



génes ont été appelés des autophagy-related genes (ATG) en 2003 (132). Actuellement, trois
types majeurs d’autophagie ont été décrits : la macro-autophagie, 'autophagie médiée par les
chaperonnes (CMA) et la microphagie, régulée par les lysosomes (133). Le premier type, appelé
plus communément autophagie et divisé en deux sous-types, canonique et non-canonique, est le
plus étudié dans la littérature car il est celui qui est majoritairement retrouvé chez les
mammiféres. Cette autophagie est caractérisée par la production d’acides aminés grace a la
dégradation lysosomale des protéines cellulaires de longue vie, d’agrégats ou d’organites usés.
Elle est donc considérée comme un mécanisme adaptatif permettant a la cellule de surmonter
des stress tels que la déprivation de nutriments ou encore |I’hypoxie. Cette autophagie se déroule
en 5 étapes : 1. Activation par la protéine cible de la rapamycine chez les mammiféres (mTOR), 2.
Initiation de la formation du phagophore (PAS), 3. Maturation du PAS en autophagosomes (AV),
4. Fusion de I’AV avec un lysosome pour donner un autolysososme (AL) et 5. Dégradation du

contenu du AL pour produire de I'énergie. (Figure 6).

Déprivation nutriments
Membrane plasmique

Complexe de
nucléation PI3K Il

Phagophore Autophagosome

ULK1 | FIP200
Atg13 | Atg101
\ﬁ—J

Complexe
d'initiation ULK1
Complexe Atg3 Systéme de
Atg16L1 PE conjugaison
M |
Atg7
Golgi Lc3
L ] 0L [ )
o
o0, ‘
® o

Acides aminés

Figure 6. — Principe d’autophagie canonique et non-canonique.
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L’autophagie non-canonique est indépendante des protéines entourées en rouge et utilise Rab9
pour 'initiation de la formation du phagophore (134, 135).

Réalisée sur BioRender.

3.1.1.1. ’autophagie canonique

Initiation du phagophore et maturation en autophagosome

L’autophagie est principalement régulée par le complexe mTORC1 situé au niveau des
lysosomes (136). Ce complexe est composé des protéines que sont mTOR, la protéine
d’interaction mTOR contenant un domaine DEP (DEPTOR), le complexe de la cible de la
rapamycine sous-unité LST8 (mLST8), la protéine associée régulatrice de mTOR (Raptor) et le
substrat d’Akt de 40 kDa riche en proline (PRAS40). Il va ensuite interagir avec des GTPases
apparenté a Ras A, B, C et D (Rags) et Ragulator. Ceci permet au complexe de s’ancrer a la
membrane des lysosomes et d’étre sensible aux concentrations d’acides aminés présents dans le
milieu intracellulaire (137). Une fois activé par phosphorylation via la protéine Ras homolog
enriched in brain (Rheb), mTORC1 va permettre d’induire la synthése protéique, lipidique et
lysosomale ainsi que d’inhiber I'autophagie par, respectivement, la phosphorylation de la
protéine ribosomale S6 kinase beta-1 (p70-S6K), de lipine 1 (LPIN1), du facteur de transcription EB
(TFEB) et de unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1 (ULK1) (138). Lors d’une déprivation de
nutriments ou d’acide aminés, mTORC1 va se détacher des lysosomes et ne sera plus phosphorylé
par Rheb. Ceci va permettre d’augmenter la production des lysosomes via la translocation au
noyau et la fixation de TFEB sur des éléments de coordination d’expression et de régulation des
lysosomes (CLEAR) (139). En paralléle, le complexe ULK1 composé d’ULK1, d’ATG13, ATG101 et
de la protéine d’interaction de 200 kDa de la famille des kinases d’adhésion focales (FIP200) va
étre activé. Cette activation permet l'initiation de la machinerie autophagique (140, 141). Le
complexe ULK1 va par la suite recruter le complexe PI3K Il composé principalement de Beclin-1
et de la phosphatidylinositol-3 kinase de classe Il (VPS34) via phosphorylation du régulateur
d’autophagie et de beclin-1 (Ambral) au niveau du site d’initiation de formation du PAS proche
du réticulum endoplasmique (ER). Ambral est nécessaire pour la « capture » du contenu a

dégrader. Afin de stabiliser le complexe, elle peut interagir avec le récepteur associé au facteur
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TNF 6 (TRAF6) ce qui va permettre l'ubiquitination d’ULK1 augmentant I'activité d’ATG14L
contenu dans le complexe PI3K Ill. Ces étapes vont étre importantes pour la production de
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) par VPS34 (142). Ce phospholipide nouvellement formé
va permettre le recrutement des protéines effectrices dans la formation du PAS que sont double
FYVE-containing protein 1 (DFCP1) et WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein
(WIPI) (143). Cette derniere va par la suite interagir avec Atg1l6L1 pour amener le complexe Atg5-
Atgl2-Atgl6Ll a la membrane du PAS et permettre sa maturation en autophagosome (AV) (144,
145). Une des protéines essentielles dans I'autophagie canonique est Atg8, nommée LC3 chez les
mammiféres et LC3-Il sous sa forme lipidée. Une fois que LC3 est clivée en LC3-I par Atg4, les
protéines Atg3 et Atg7 vont catalyser I'ajout d’'un groupement de phosphatidyléthanolamine (PE),
avec 'aide du complexe Atg5-Atgl2-Atgl6L1, sur la protéine pour former de LC3-PE, nommée
plus communément LC3-1l (146, 147). Cette nouvelle structure a double membrane lipidique
contient les éléments a dégrader. Une des protéines qui est retrouvée dans celle-ci est le
sequestosome-1 (SQSTM1/p62). Elle détient un domaine d’ubiquitination associé (UBA) qui lui
permet de reconnaitre les protéines ubiquitinées, les fixer et les amener a dégradation dans les

AV en interagissant avec LC3 (148).

Formation de I'autolyososme et recyclage des lysosomes

Lorsque I'AV est completement formé, il va étre déplacé, a l'aide du complexe
dynéine-dynactine, vers le c6té négatif des microtubules jusqu’en position péri-nucléaire ou se
situe principalement les lysosomes (Figure 7, étape 1) (149, 150). Cette interaction avec les
microtubules est rendue possible grace a la petite GTPase Rab7 qui est capable d’interagir avec
la protéine lysosomale d’interaction Rab (RILP) et le senseur au cholestérol (ORP1L) (Figure 7,
étape 2) (151, 152). Une fois dans la région péri-nucléaire, le complexe contenant la protéine 29
associée aux synaptosomes (SNAP29) et la syntaxine 17 (STX17) est recruté au niveau des AV.
Rab7 ainsi que la protéine membranaire associée aux vésicules 8 (VAMP8) sont, elles, recrutées
au niveau des lysosomes. Des protéines de « liaison » comme la ectopic P-granules autophagy
protein 5 homolog (EPG5) ou encore la pleckstrin homology and run Domain containing M1
(PLEKHM1) vont ensuite reconnaitre LC3 et Rab7 au niveau, respectivement, des AV et des

lysosomes pour permettre leur fusion (147, 153, 154). Des études ont aussi mis en avant que la
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concentration de certains phospholipides (Pl) était également importante dans cette fusion mais
leur role exact est encore mal compris (155-157). En effet, la production de
phosphatidylinositol-4-phosphate (P14P) induit par le recrutement de membrane-bound
phosphatidylinositol-4 kinase (Pl4Klla) a la membrane des AV et celle de PI3P par l'inositol
Polyphosphate-5-Phosphatase E (INPP5E) au niveau des lysosomes semblent étre indispensables
a la fusion. Lorsque I’AL est formé, le contenu en acides lysosomaux est déversé dans les AV ce
qui entraine la dégradation de leur contenu. Les produits nouvellement formés, que sont les
acides aminés et les sucres, sont exportés des AL par des transporteurs membranaires
lysosomaux, comme le lysosomal amino acid transporter-1 (SLC36A1) ou spinster (Spin) (158-

160).

@vri3p A. Dynéine
O Pl4p ; Kinésine
@ri@asp2 7

Proto-lyososme

Périphérie Région péri-nucléaire Périphérie

Figure 7. — Principe de formations des autolysosomes et recyclage lysosomale (161).
Réalisée sur BioRender.

Récemment, des études ont mis en évidence un phénomeéne de recyclage des lysosomes
autophagiques (ALR) a la suite de la réactivation de mTOR par les acides aminés nouvellement
formés (Figure 7, étape 3 a 5) (160, 162-165). Cette ALR se traduit par I'élongation d’une partie

de I'AL en tubule le long des microtubules (165). Cette extension est initiée par la formation de
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micro-domaines riches en phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) formés par I'enzyme
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type 1 beta (PIP5K1B), micro-domaines qui vont étre
reliés a la clathrine a I'aide de I'adaptor protein 2 (AP2) (Figure 7, étape 3) (164). lls vont ensuite
permettre le recrutement du membre 5 de la famille des kinésine (KIF5B) qui va induire la
formation de tube de I’AL tout le long des microtubules (Figure 7, étape 4). A un certain moment
de cette élongation, la GTPase dynamin 2 (DNM2) va découper |'extrémité de celle-ci pour
permettre la formation de proto-lysosomes fonctionnels pouvant étre réutilisés par la cellule

(Figure 7, étape 5) (166).

3.1.1.2. L’autophagie non-canonique

Ce second sous-type d’autophagie a été observé pour la premiere fois en 2007 lors de la
découverte, malgré I'inhibition du complexe PI3K, de vacuoles autophagiques chez des plantes et
des mammiferes (167, 168). La différence majeure entre ce sous-type et I'autophagie canonique
réside dans la dépendance de ce dernier a I'expression de certaines protéines dont beclin-1, Atg5,
Atg7, Atg9, Atgl2 et Atgl6 (Figure 6) (169, 170). En I'absence des diverses Atg ne permettant pas
la lipidation de LC3-1 en LC3-ll, indispensable pour la maturation de I'autophagosome,
I’autophagie canonique ne peut se faire. L’autophagie non-canonique utiliserait plutét la GTPase
Rab9, pour permettre la formation du phagophore (170). L'ensemble du mécanisme est encore

peu connu et peu étudié.

3.1.2. Acteur et cible thérapeutique dans le cancer

L'autophagie est connue pour avoir deux roles opposés dans le développement des
cancers. En effet, en fonction du type de cancer et du stade, elle est soit anti-oncogénique ou soit
pro-oncogénique (171, 172). Elle joue aussi un réle majeur dans I'apparition de mécanismes de

résistance aux agents thérapeutiques.

3.1.2.1. L’'autophagie acteur oncogénique

Réle anti-oncogénique
Le r6le anti-oncogénique de l'autophagie est caractérisé par sa capacité a maintenir

I'intégrité du génome et a inhiber I'inflammation au niveau du microenvironnement tumoral
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(171). Ceci est dG a son rble dans le maintien de I'homéostasie cellulaire lui permettant de
dégrader tout élément cellulaire pouvant déstabiliser cet équilibre. C’est le cas par exemple des
ROS et de SQSTM1/p62 qui affectent la stabilité génomique, favorisent I'apparition de mutations
et ainsi le développement tumoral (173-175). Des études complémentaires ont aussi mis en avant
que la neuropilin 1, la protéine régulatrice du facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
(VEGF) essentielle dans I'angiogenése, était dégradée lors du processus autophagique, réduisant
ainsi le développement tumoral (176). Dans une vaste majorité de cancers, comme celui du foie
ou encore du sein, une corrélation existe entre la diminution d’activité autophagique et le
développement de la maladie. Ainsi, dans les premiers stades de ces maladies, I'expression des
protéines essentielles au le processus autophagique, comme beclin-1 ou Atg5/7/12 est fortement
diminuée réduisant ainsi les niveaux d’autophagie (177-180). L’autophagie peut aussi étre
augmentée pour limiter le processus métastatique comme dans les cancers hépatiques et

gastriques ou elle inhibe la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (181-183).

Réle pro-oncogénique

Les deux roles principaux pro-oncogéniques de l'autophagie sont liés a sa capacité a
réguler les stades avancés métastatiques et a protéger les cellules cancéreuses contre les
traitements thérapeutiques (172, 184). Il a été démontré que 'autophagie pouvait favoriser la
dissémination, des cellules cancéreuses, la colonisation d’un organe cible mais aussi la survie des
métastases dans leur nouvel environnement dans les cancers du sein et du poumon (185-187).
Ces études ont mis en avant qu’une inhibition de I'autophagie permettait de diminuer I'invasion
des cellules épithéliales sur-exprimant RAS, de diminuer la sécrétion d’IL-6 mais aussi de diminuer
I’expression de la métalloprotéinase 2 (MMP2) impliquée dans le potentiel invasif des métastases.
L’autophagie est également considérée comme un mécanisme de résistance multidrogue (MDR),
comme la régulation de I'export et de I'import des drogues par les transporteurs ABC ou encore
les mutations spontanées (188). Plusieurs mécanismes ont ainsi été décrits pour comprendre
comment 'autophagie peut réguler la résistance aux traitements anti-cancéreux. Par exemple,
une étude parue en 2011 a découvert que certaines chimiothérapies étaient piégées dans les

lysosomes afin de réduire leur disponibilité dans la cellule et ainsi réduire leur efficacité (189).
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Des travaux complémentaires menés quelques années aprés ont mis en avant que ce piégeage
induisait la translocation de TFEB au noyau ce qui augmentait la biogénese lysosomale mais aussi
I’activation de I'autophagie via I'inhibition de mTOR (190, 191). Les transporteurs ABC exprimés
au niveau de la membrane des lysosomes pourraient aussi faciliter ce piégeage des drogues. C'est
le cas par exemple d’ABCA3 qui est surexprimé chez les patients atteints de leucémie et qui est
corrélé avec la résistance a I'imatinib (192, 193). Au total, une dizaine d’agents thérapeutiques,
dont le lapatinib, la doxorubicine ou encore le sunitinib, peuvent étre piégés dans les lysosomes
(189, 194-196). L’autophagie peut aussi réguler les autres acteurs du MDR. En effet, plusieurs
groupes de recherche ont décrit que I'activation de l'‘autophagie pouvait induire une
augmentation de I'export des agents chimiothérapeutiques par la P-glycoprotéine (P-gp) et une
augmentation d’expression de la protéine associée a la résistance multidrogue 1 (MDR1) (197,
198). L’autophagie peut aussi affecter les mécanismes de réparation de I’ADN en limitant I'effet
des cassures induites par les traitements chimio et radiothérapeutiques. C’est le cas par exemple
pour la capsaicine dans le cancer du sein ou 'activation de I'autophagie permet une réparation
de I’ADN plus efficace (199).

L'importance de l'autophagie dans le développement de résistance aux agents

thérapeutiques en fait donc une cible idéale pour limiter ce phénomene.

3.1.2.2. L’autophagie comme cible thérapeutique

Selon I'avancée du cancer, des inhibiteurs ainsi que des activateurs d’autophagie sont
utilisés comme traitement anti-cancéreux.
Pour les inhibiteurs, il existe deux groupes principaux : les inhibiteurs qui vont cibler les premieres
étapes de I'autophagie (initiation, nucléation et élongation du PAS) et ceux qui vont cibler les
derniéres étapes (formation des AL) (Tableau 6). Le premier groupe est constitué d’inhibiteurs de
ULK1/2, ATG4B ainsi que de VPS34 (200). Ces inhibiteurs n’ont pas été approuvés par la FDA
limitant ainsi leur utilisation en clinique. Cependant, I'ensemble des études ont mis un avant un
effet bénéfique sur la réponse aux traitements chimiothérapeutiques et un impact sur le
développement tumoral dans les cancers du sein, du poumon, de I'ovaire ou encore celui du foie

(201-205). Le deuxieme groupe est constitué de la bafilomycine A1 (Baf A1), la chloroquine (CQ)
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et I'’hydroxychloroquine (HCQ). Ces derniers permettent de perturber I'intégrité de la membrane
lysosomale empéchant ainsi la formation des AL. Les essais cliniques utilisent principalement la
CQ et 'HCQ qui ont été approuvées par la FDA en 1949 et 1955 comme traitement contre la
malaria. Ce n’est qu’en 1970 qu’est apparue la premiere étude mettant en avant les effets anti-
cancéreux de la CQ dans les cas de lymphome et de mélanome (206). Vingt-huit ans apres il a été
découvert que I'efficacité de la CQ était due a son impact sur I'inhibition de I'autophagie (207).
Le premier essai clinique réalisé sur les patients ayant un glioblastome a par la suite été initié en
2003 (208). Depuis, environ une trentaine d’essais cliniques ont été réalisés ou sont en cours, en
monothérapie ou thérapie combinée (Tableau 6). Pour le CP, cing essais cliniques utilisant la CQ
sont d’actualité afin de diminuer la progression tumorale ou pour limiter la rechute biochimique
(209, 210). Une augmentation croissante de données précliniques mettant en avant I'effet
bénéfique du ciblage de I'autophagie pour améliorer I'efficacité de ’hormonothérapie et de la
chimiothérapie devrait permettre un élargissement de ces essais cliniques dans les prochaines
années (211-214).

D’autres études utilisent des activateurs d’autophagie pour permettre d’augmenter
I'efficacité des traitements thérapeutiques. Ces activateurs regroupent les inducteurs de stress
du RE, les inhibiteurs de mTOR, d’inositol monophosphatase (IMPase) et de calpain (Tableau 6)
(215). Les inhibiteurs de mTOR étant approuvés par la FDA, ils sont les plus employés lors des
essais cliniques. Les résultats préliminaires obtenus mettent en avant une amélioration modeste
de la réponse aux agents thérapeutiques dans le cancer du sein et de la prostate en raison de
leurs effets secondaires importants (216, 217). De plus amples études ou le développement de
dérivés moins toxiques devraient étre réalisés. Les études précliniques avec des inhibiteurs
d’'IMPase et de calpain ont démontré |'efficacité de ces composés pour diminuer la progression

tumorale dans les cancers du sein, du colon et du foie (218-222).
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Tableau 6. - Liste des modulateurs d’autophagie utilisés comme thérapie anti-cancéreuse

(200, 215).
Etape c Types de
2 Cible Composé Références
autophagique | & cancer ciblés
MRT67307 Poumon,
Initiation ULK1/2 (204, 205, 223)
SBI-0206965 leucémie, rein
Nucléation N VPS34 SB02024 Sein, peau (201, 202)
3>
] 2 NSC185058 Os
Elongation = ATG4B (203, 224, 225)
= UAMC-2526 Pancréas
Formation des Gastrique,
Lysosomes | Bafilomycine Al (226, 227)
AL foie, ovaire
C Colon,
2 Stress RE Tunicamycine (219-221)
Initiation § gastrique, sein
< IMPase Carbamazepine Foie, colon (218, 222)
Glioblastome NCT02378532
Sein NCT03774472 (228)
Formationdes | 3 HCQ
% Lysosomes Poumon NCT00977470 (229)
AL -E cQ NCT03513211 (209)
Prostate NCT01480154 (210)
NCT05036226
. o NCT00919035
3 Temsirolimus Prostate
Initiation 5 mTORC1 NCT01083368 (217)
8 Sirolimus Sein NCT01827943 (216)
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3.1.3. Autophagie et réparation de ’ADN

L'autophagie étant un mécanisme d’homéostasie cellulaire, plusieurs groupes de
recherche ont étudié sa capacité a réguler les mécanismes de réparation simple et double brin de
I’ADN (Figure 8) (230-234). Cette régulation est un élément clé dans la réponse anti-cancéreuse

aux PARPi comme thérapie anti-cancéreuse.

3.1.3.1. Intervention de 'autophagie dans la réparation de ’ADN

Réle dans la réparation double brin

Le role de l'autophagie dans les mécanismes de réparation de ’ADN double brin est le
mieux décrit dans la littérature et le plus étudié comparativement a ceux impliqués dans la
réparation des cassures simple brin. Trois acteurs majeurs, inhibés par I'autophagie, peuvent
affecter la HR en interférant dans le recrutement de BRCA1 et RAD51 au niveau des sites de
cassures de I’ADN (Figure 8). Il a été démontré que |'autophagie était capable de dégrader la
protéine-1 associée a KRAB (KAP1) permettant d’augmenter la transcription de BRCA1 par le
signal transducteur et activateur de transcription 3 (STAT3) et ainsi accroitre |'efficacité de la HR
(235, 236). La protéine hétérochromatine 1 alpha (HP1a), une fois ubiquitinée par 'ubiquitin-
conjugating enzyme E2 2 (RADS6) a la suite d’une irradiation, est dégradée par I'autophagie pour
assurer la fonctionnalité de la HR (237). Finalement, la dégradation de la protéine SQSTM1/p62
par I'autophagie joue aussi sur la HR en diminuant sa concentration cellulaire et donc en réduisant
la dégradation de FLNA par le protéasome. Le maintien de l'intégrité de FLNA va assurer le
recrutement de RAD51 aux sites de cassures (231). Des études ont aussi indiqué que SQSTM1/p62
pouvait réguler la HR en inhibant I'activité de I'E3 ubiquitine ligase RNF168 réduisant ainsi
I"'ubiquitination de I’histone H2A (H2AX), essentielle dans le recrutement des effecteurs de la HR

(238, 239).

Réle dans la réparation simple brin
Le role de I'autophagie dans le BER est encore peu connu contrairement au NER. Le peu
d’études publiées semblent indiquer une corrélation entre la forte expression de OGG1 et celle

d’ATG7 impliquée dans I'induction de I'autophagie (234, 240). De plus, ’AP endonucléase 1 (APE1)
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induirait aussi la phosphorylation de CHK1 qui régulerait I'autophagie par la suite (241). Pour ce
qui est du NER, I'autophagie augmenterait I’expression de XPC via la dégradation de twist-related
protein 1 (TWIST1) et favoriserait la reconnaissance du bris de I’ADN par la protéine de liaison de
I’ADN endommagé 2 (DDB2) (230). Des activateurs d’autophagie comme AMP-activated protein
kinase (AMPK) et UV radiation resistance associated (UVRAG) sont aussi capables de réguler le

NER en affectant I'expression et le recrutement de XPC et XPA respectivement (242, 243).

Ce role de l'autophagie dans les mécanismes de réparation de I’ADN en fait une cible

idéale dans I'optique d’outrepasser les phénomenes de résistances innée ou acquise des PARPiI.
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Figure 8. — ROle de I'autophagie dans les mécanismes de réparation de I’ADN (244).

3.1.3.2. l'autophagie et inhibiteurs de PARP

L'importance de I'autophagie dans la réponse aux PARPi n’a cessé de croitre ces dernieres

années. En effet, plusieurs études ont mis en avant que les cellules cancéreuses activaient leur



autophagie a la suite d’un traitement aux PARPi pour limiter leurs effets (121-123). Ces mémes
études ont suggéré que cibler cette induction d’autophagie permettait d’augmenter I'efficacité
de limiter le phénomene de résistance aux PARPi (Tableau 7). Malheureusement celles-ci ne
décrivent pas la mécanistique responsable de cette résistance régulée par I'autophagie. A I'heure
actuelle aucune étude clinique n’a encore été réalisée combinant autophagie et PARPi d{ au

mangque de données dans les études pré-cliniques.

Tableau 7. - Liste non exhaustive des études pré-cliniques ciblant I'autophagie en

combinaison avec les PARP;.

PARPi utilisé Cible Type de cancer | Modéle d’étude Référence
Sein (123)
Talazoparib
cQ Leucémie in vivo (245)
Ovaire (246)
shRNA ATG5 (121)
Olaparib Inhibiteur de Sein
(247)
ULK1/2 in vitro
shRNA BAG3 Ovaire (248)
cQ Langue (122)
Niraparib
cQ Foie in vivo (249)

4. Projet de these

4.1.1. Problématique

Les PARPiI sont utilisés depuis plusieurs années pour lutter contre les cancers du sein et de
I'ovaire. Ils sont principalement efficaces chez les patientes ayant des mutations au niveau des
genes de réparation de I’ADN. La présence de ces mutations, chez environ 30% des hommes
atteints d’un cancer de la prostate, a permis l'initiation de plusieurs essais cliniques pour leur

utilisation en monothérapie ou en combinaison avec I'hormonothérapie et la chimiothérapie.
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Alors que les phénomenes de résistance aux PARPi sont de mieux en mieux compris dans le cancer
du sein et de 'ovaire, ceux-ci restent encore tres peu étudiés dans le cancer de la prostate.
Plusieurs études suggerent que I'autophagie pourrait avoir un réle dans la réponse aux PARPi
mais aucune d’entre-elles n’a démontré ce role dans le CP. Une meilleure compréhension de cette
résistance permettrait de I'anticiper et ainsi d’augmenter l'efficacité de ces inhibiteurs et de

rallonger I'espérance de vie des patients.

4.1.2. Hypotheéses de travail

Les connaissances actuelles sur les mécanismes de résistance aux PARPi ainsi que
I'avancée de la recherche sur le role de l'autophagie en tant qu’acteur dans résistance
multidrogue nous ont amené a poser ces deux hypotheses :

1. L'autophagie joue un role dans la résistance innée a I'olaparib dans le cancer de la
prostate.
2. L'autophagie induite par le traitement a I'olaparib a long terme permet la mise en

place d’une résistance acquise a cet inhibiteur.

Une meilleure compréhension de ces deux aspects permettrait non seulement
d’augmenter la survie des patients potentiellement résistants ou devenus résistants a I'olaparib
mais aussi d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour augmenter I'efficacité de ces

inhibiteurs.

4.1.3. Objectifs

Nous avons déterminé deux objectifs principaux pour répondre aux hypothéses posées
pour ce projet de doctorat.

Le premier objectif, détaillé en premier point dans la partie résultats, est de déterminer
s’il existe une corrélation entre les niveaux de base d’autophagie et la sensibilité a I'olaparib des
différentes lignées du cancer de la prostate. Si cette corrélation existe, nous allons élucider
comment la résistance médiée par I'autophagie fonctionne. Cet objectif pour but de déterminer

I'importance de I'autophagie dans la résistance innée.
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Le deuxieme objectif, présenté en deuxieme point de la partie résultats, est de développer
une résistance acquise a l'olaparib chez des lignées cellulaires du cancer de la prostate
initialement sensible, et une résistante, a 'olaparib afin d’identifier les voies moléculaires
affectées lors cette transformation. Cet objectif a pour but de mieux comprendre la résistance

acquise et de valider si 'autophagie y joue un role.
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Chapitre 2 — RESULTATS

1. Article #1 : Pre-activation of autophagy impacts olaparib sensitiviy in

prostate cancer cells.

1.1.1. Résumé en frangais

Titre en frangais : La pré-activation de I'autophagie module la sensibilité a I'olaparib dans les

cellules du cancer de la prostate.

La poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1) joue un rdle essentiel dans la réparation a I’ADN et
est ciblée par des thérapies anti-cancéreuses utilisant les inhibiteurs de PARP (PARPi) comme
I'olaparib. Les traitements aux PARPi dans le cancer de la prostate (PC) sont présentement utilisés
en essais cliniques comme monothérapie ou thérapie combinée avec les traitements standards
(hormonothérapie), pour les patients ayant des mutations au niveau des génes de réponse aux
dommages a ’'ADN. Malheureusement, 20% de ces patients ne répondent pas a ce nouveau
traitement. Ce mécanisme de résistance dans le PC est encore un peu compris. Ici, nous avancons
que I'autophagie affecte différemment la réponse a I'olaparib des lignées cellulaires du PC en
fonction de son statut d’activation. La pré-activation de I'autophagie avant le traitement a
I'olaparib mene a une augmentation de l'activité des mécanismes de réparation a ’ADN par
recombinaison homologue (HR) pour réparer les cassures double brin induites par 'olaparib et
une augmentation de la prolifération cellulaire. Quand l'autophagie est activée apres le
traitement a l'olaparib, ou completement inhibée, les cellules du PC ont une sensibilité plus
élevée a cet PARPi. Cette résistance médiée par l'autophagie est en partie régulée par la
localisation nucléaire de sequestrosome 1 (SQSTM1/p62). La diminution de cette localisation
induite par la pré-activation d’autophagie mene a une augmentation de I’expression protéique
de la filamine A (FLNA) et du recrutement de BRCA1/Rad51 impliqué dans la HR. Nos résultats ont

révélé que les niveaux de base d’autophagie pourraient en parti déterminer I'efficacité des PARPi.
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1.1.2.1.  Abstract
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) plays an essential role in DNA repair and is targeted by
anticancer therapies using PARP inhibitors (PARPi) such as olaparib. PARPi treatment in prostate
cancer (PC) is currently used as a monotherapy or in combination with standard therapies
(hormonotherapy) in clinical trials for patients with DNA damage response mutation.
Unfortunately, 20% of these patients did not respond to this new treatment. This resistance
mechanism in PC is still not well understood. Here, we report that autophagy affects differently
the response of PC cell lines to olaparib depending on its activation status. Pre-activation of
autophagy before olaparib resulted in an increase of DNA repair activity by homologous
recombination (HR) to repair double-strand breaks induced by olaparib and enhanced cell
proliferation. When autophagy was activated after olaparib treatment, or completely inhibited,
PC cells demonstrated an increased sensitivity to this PARPi. This autophagy-mediated resistance
is, in part, regulated by the nuclear localization of sequestrosome 1 (SQSTM1/p62). Decrease of
SQSTM1/p62 nuclear localization due to autophagy pre-activation leads to an increase of filamin
A (FLNA) protein expression and BRCA1/Rad51 recruitment involved in the HR pathway. Our

results reveal that autophagy basal levels may in part determine amenability to PARPi treatment.
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1.1.2.2. INTRODUCTION

Prostate cancer (PC) is the most frequently diagnosed cancer for North American men,
with more than 260 000 new cases each year'?. Early-stage prostate cancer has an excellent
prognosis with excellent 5- and 10-year overall survival with local therapy +/- androgen
deprivation therapy (ADT). In advanced prostate cancer, especially when patients become
resistantto ADT (known as castration resistant prostate cancer or CRPC), the available therapeutic
options are non-curative and survival is generally less then 3 years. Therapeutic options include
taxane-based chemotherapy and more recently novel hormonal therapies, that directly or
indirectly target the androgen receptor (AR), such as abiraterone and enzalutamide. Eventually
patients develop resistance to available therapeutic options and succumb to their disease.
Ongoing research continues to better understand and develop therapeutic approaches in patients
who fail novel hormone therapies. One avenue of intense research in this area is in the use of

PARP inhibitors in prostate cancer.

Germline or somatic mutations in DNA damage response (DDR) genes, particularly in homologous
recombination (HR)3*, are found in up to 30% of metastatic PC cases. These mutations can be
targeted with new anticancer therapies using poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) inhibitors
(PARPi)®® such as olaparib. PARPi inhibit the PARP1/2 enzymes involved in DNA damage repair®
and induce a synthetic lethality in cancer cells that have deficiencies in HR-mediated DNA repair,
such as breast and ovarian cancers that harbor BRCA mutations®. Currently, PARPi are under
investigation for PC as a monotherapy or as a combination treatment with standard therapies
such as hormonotherapy, chemotherapy, and radiotherapy!®!!. One of these clinical trials had
shown that olaparib treatment in patients with DDR gene mutations who were also treated with
abiraterone had an improved progression-free survival compared to men treated with
abiraterone alone (13.8 months vs. 8.2 months)**2. While different mechanisms of resistance to
PARPi have been reported for ovarian and breast cancers, as BRCA1/2 reverse mutation or
induction of the senescence phenotype!1®, PARPi resistance in PC remains poorly understood.
Recently, autophagy has emerged as a mechanism of multidrug resistance for various therapies

in PC1%and may be implicated in resistance to PARPI.
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Autophagy is a regulated process that recycles proteins and organelles in the cell and maintains
cellular homeostasis under stress conditions, such as nutrient deprivation or oxidative stress.
Degraded organelles and proteins are encased in a double-membrane structure called the
phagophore, which matures into an autophagosome, also called the autophagic vacuole (AV) that
fuses with a lysosome to form an autolysosome (AL) to generate amino acids. Sequestrosome 1
(5QSTM1/p62) is one of the proteins that is degraded during the autophagic process. This
ubiquitin-binding protein targets other proteins for degradation through autophagy or
proteasomal pathways?°. Previous studies have shown that SQSTM1/p62 is a mediator that links
autophagy to DNA repair, particularly with HR?122, In addition, SQSTM1/p62 has been used as a
marker of autophagy and aberrant levels of SQSTM1/p62 have been associated with PC and
cancer progression?3-2>, Several studies on PC have also reported autophagy as a pro-oncogenic
mechanism through the up-regulation of autophagy genes by the AR pathway or C/EBPR2%?7,
Importantly, autophagy has been targeted for potential combinatory therapies in PC to bypass
resistance to hormone/chemo-therapies?®3°, and previous studies have described that
autophagy could affect the response to PARPi in ovarian and breast cancers3'32. However, the
role of autophagy in PARPi resistance in PC is currently unknown.
In the present study, we investigated the impact of autophagy on PC cell response to the PARPi
olaparib by following the autophagy activation timeline. We show that autophagy must be
activated before olaparib treatment for a cytoprotective effect. This is regulated in part by the
localization of SQSTM1/p62 in the nucleus and its role in the proteasomal degradation of the
filamin A (FLNA), an actin-binding protein that interacts with DDR proteins. Pre-activation of
autophagy by rapamycin before olaparib treatment reduces the level of SQSTM1/p62 in the
nucleus and increases the capacity of PC cells to repair the DNA damage induced by olaparib.
Using CRISPR/Cas9 to generate a knock-out (KO) of the autophagy-related gene Atgl6L1, we
confirm these results and demonstrate that autophagy pre-activation affects olaparib sensitivity

of PC cells and may contribute to PARPi resistance.

40



1.1.2.3. RESULTS

PC cell lines show different profiles of olaparib sensitivity and basal levels of autophagy

To investigate the possible link between autophagy and the response to PARPi in PC, we first
determined the ICsq values for olaparib for three PC cell lines: LNCaP and C4-2B are AR-positive,
and PC-3 is AR-negative. Based on dose-response curves to olaparib (Fig. 1a), LNCaP and C4-2B
are sensitive (0.17 uM and 0.076 uM, respectively) and PC-3 is resistant (2.13 uM) (Fig. 1b and
Supplementary Fig. 10a). Next, we examined the PC cell expression of autophagy proteins such
as autophagy-related genes (Atg), beclin-1, and light chain-3 (LC3) A/B, | and Il (Fig. 1c). We
observed that the expression of Atg5 and the lipidated form of LC3 A/B, LC3-Il, were higher in
olaparib-resistant PC-3. Between olaparib-sensitive cells, LNCaP had lower levels of LC3-Il than
C4-2B. Based on the expression of LC3-Il, which represents active autophagy, PC-3 cells seemed
to have a higher basal level of autophagy compared to LNCaP and C4-2B. To confirm this, we
transduced our cell lines with the Premo™ Autophagy Tandem Sensor construct containing the
LC3-1l protein tagged with red and green fluorescence protein (RFP/GFP) (Fig. 1d-e). This system
allows us to quantify the autophagic flux (ratio of number of AL to AV) in PC cells due to
differences in pH sensitivity between RFP and GFP, and track the progression from AV to AL
(disappearance of GFP signal due to acidic pH of AL). Treatments with 1 nM of the autophagy
activator rapamycin for 24 hours alone or in combination with 300 nM of the autophagy inhibitor
bafilomycin Al (Baf) were used as controls. For all cell lines, rapamycin treatment significantly
increased the number of AL (red puncta) by approximately 1.5 to 2-fold compared to AV (yellow
puncta). Combination with Baf decreased this ratio for LNCaP (4.5-fold change), C4-2B (3-fold
change), and PC-3 (6-fold change) (Fig. 1e) cells. These results highlighted that PC-3 demonstrated
a higher basal level of autophagy compared to LNCaP and C4-2B (AL/AV ratio = 6.2 compared to
2.5 and 2.7, respectively; Fig. 1e). These observations showed a correlation between basal levels

of autophagy in PC cells and olaparib resistance.
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Complete depletion of autophagy increases sensitivity to olaparib

To determine the role of autophagy levels in olaparib sensitivity, we generated an Atgl6L1
knockout (KO) in LNCaP, C4-2B, and PC-3 cell lines using the CRISPR/Cas9 method. Atgl6L1 is an
important protein for the lipidation of LC3 A/B33. The efficiency of these KO cell lines was
confirmed by western blot (Fig. 1f and Supplementary Fig. 10b). Expression of Atgl6L1 was
completely abolished and lipidation of LC3 A/B (LC3-II) was blocked in all KO cell lines, even in
autophagy induction and inhibition by rapamycin and bafilomycin Al treatment. Complete
depletion of autophagy reduced the olaparib 1Cso values to 0.059 uM (p=0.036), 0.009 uM
(p=0.004), and 1.5 uM (p=0.067) for LNCaP, C4-2B, and PC-3, respectively (Fig. 1g-h, Table 1). To
ensure that PARP1 or PARylation did not affect olaparib sensitivity, we measured basal level
protein by western blot and found no differences between WT PC-3 cells and those undergoing
autophagy depletion (Supplementary Fig. 1). Thus, autophagy depletion rendered all PC cells

more sensitive to olaparib.

Pre-activation of autophagy by rapamycin affects the olaparib response of PC cells

To confirm that a higher level of autophagy mediates a resistant phenotype to olaparib in PC cells,
we induced autophagy with rapamycin 24 hours after (denoted as O10R) the start of a 6-day
olaparib treatment (Fig. 2a). Rapamycin alone or in combination with olaparib decreased
mammalian target of rapamycin complex (mTORC) phosphorylation while increasing LC3-Il in all
wild-type (WT) cell lines at day 2 and 6 (Fig. 2b-c, Supplementary Fig. 2a-b and 10c respectively).
No differences were observed for LC3-Il expression in RO10 and O10R conditions indicating
similar levels of autophagy activation (Fig. 2b and Supplementary Fig. 2b and 10c). Using the
IncuCyte live-cell imaging system, we followed the proliferation of LNCaP, C4-2B, and PC-3 cells,
which was significantly increased under RO10 conditions (21% to 50%, p=0.021; 19% to 56%,
p=0.0026; and 38% to 69%, p=0.041; respectively) after 6 days of culture compared to olaparib
treatment alone (010) (Fig. 2d). This increase was not observed under O10R conditions. When
autophagy was completely abrogated in PC KO Atgl6L1 cell lines, proliferation was not
significantly up-regulated in RO10 conditions (LNCaP KO p=0.35; C4-2B KO p=0.085; and PC-3 KO

p=0.058). We also rescued the depletion of autophagy by introducing a plasmid coding for
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Atgl6L1 with a HA-tag in our PC WT and KOAtgl6L1cell lines (Supplementary Fig. 3). Expressionof
Atgl6L1-HA restored autophagy dynamics by the lipidation of LC3-l in LC3-Il that was not
observed in PC KO cell lines in autophagy induction and inhibition conditions (Supplementary Fig.
3a and Fig. 1f). Expression of Atgl6L1-HA had no effects on autophagy in WT cell lines. PC KO-
rescue Atgl6Ll also harbored a higher cell proliferation when autophagy was pre- activated
(RO10) compared to PC KO Atg16L1 (LNCaP, 48% vs. 23%; C4-2B, 39% vs. 19%; and PC-3, 72% vs.
24%) (Supplementary Fig. 3b and Fig. 2d).

We further examined these results by cell cycle analyses after 2 and 6 days of olaparib treatment
(Supplementary Fig. 2c-d and Fig. 2e, respectively). In C4-2B cells, after 6 days of 010 treatment,
70% of cells were blocked in S phase compared to 7% of control cells as it was shown in different
cell lines in the literature343¢, Consequently, we observed a decrease in G1 subpopulation from
83% (control) to 9% (010). Interestingly, when autophagy was activated after 010 treatment
(O10R) a similar result was observed with an accumulation of C4-2B cells in S phase (66%). When
autophagy was pre-activated before olaparib treatment (RO10) the proportion of cells in S phase
decreased to 15% and led to an increase of cells in G1 and G2/M (47% and 37%, respectively),
indicating that C4-2B cells pre-activated by rapamycin were more proliferative. In LNCaP and PC-
3 cells, 010 treatment blocked more cells in G2/M phase compared to C4-2B (50% and 44%,
respectively, vs. 21%) as it was also shown in the literaturel®. We also observed an increase of the
sub-G1 phase population in LNCaP and PC-3 cells by approximately 10%. As observed for C4-2B,
RO10 treatment increased the G1 phase population compared to 010 (LNCaP: 64% vs. 26%, and
PC-3: 43% vs. 28%), whereas O10R did not change this population. Sub-G1 cells were also
decreased in RO10. Moreover, when autophagy was completely abrogated in C4-2B KO Atg16L1
cells, RO10 treatment did not increase the G1 phase population as observed in WT cells and was
similar to the 010 condition, which was approximately 15%. In contrast, RO10 increased G1 phase
cells for LNCaP KO Atg16L1 cells but to a lesser degree than LNCaP WT cells (p=0.03 vs p=0.001).
The same result as WT was observed for O10R condition with no significant differences with 010.
For PC-3 cells, KO Atg16L1 cells harbored a different phenotype compared to WT: 010 did not
increase the G2/M phase population as observed with WT cells (10% vs. 44%), and RO10

treatment increased the G1 phase population by 1.2-fold. This observation suggest that
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autophagy depletion acts differently in PC-3 cells compared to other PC cell lines. Thus, activation
of autophagy before olaparib treatment affects the PARPi response of LNCaP, C4-2B, and PC-3 by
limiting effect of olaparib on cell proliferation and cycle. Interestingly, this protective effect was
abrogated when autophagy is activated after olaparib treatment or when it was abrogated by

CRISPR/Cas9 and rescued when autophagy was restored.

Pre-activation of autophagy reduced olaparib-induced DNA double strand break damage

by increasing HR efficiency

Since olaparib acts by inducing high DNA damage level which induces cell death, we hypothesized
that autophagy supports cell proliferation and cell cycle progression through the upregulation of
DNA repair to counteract this effect of PARPi. Therefore, we investigated if autophagy activation
by rapamycin affects the formation and resolution of H2A histone family member X (y-H2AX) foci,
which can be used as a marker of DNA damage level>’. WT cells in RO10 treatment had lower
levels of y-H2AX foci per cell after 2 days compared to cells in 010 treatment (LNCaP, 17 vs. 35,
p=0.0092; C4-2B, 15 vs. 20, p=0.078; and PC-3, 13 vs. 25, p=0.049) (Fig. 3a and Supplementary Fig.
5a). Although the number of foci decreased after 6 days of treatment, and we observed the same
difference between RO10 and 010 (Supplementary Fig. 4a). When autophagy was completely
abrogated, the number of y-H2AX was not statistically different between RO10 and 010
conditions for C4-2B and PC-3 KO Atg16L1 cell lines. LNCaP KO Atg16L1 cells demonstrated a
decrease in y-H2AX foci that was not as statistically significant as compared to LNCaP WT cells
(p=0.024 vs. p=0.0092) at day 2. In O10R conditions, levels of y-H2AX foci were similar from 010

conditions for all cell lines (Supplementary Fig. 4b and Supplementary Fig. 5a).

As olaparib sensitivity is often relating to HR-deficiency and olaparib-induced DNA double-strand
break repair, we next measured Rad51 and BRCA1 foci in our cell lines to determine if the
decrease of y-H2AX foci was due to an increase in HR activity (Fig. 3b, Supplementary Fig. 4c and
Supplementary Fig. 5b). Autophagy pre-activation (RO10) significantly increased the number of
Rad51 foci compared to 010 in all WT cell lines (LNCaP p=0.023; C4-2B p=0.045; and PC-3 p=0.031)
(Fig. 3b). Similar to y-H2AX foci, we did not observe a difference between 010 and RO10 in KO

Atg16L1 cells. However, O10R induced lower Rad51 recruitment compared to 010 or RO10
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conditions for C4-2B and PC-3 cell lines (Supplementary Fig. 4c and Supplementary Fig. 5b). BRCA1
foci showed a similar pattern to Rad51: PC cells in RO10 conditions had a higher number of BRCA1
foci compared to 010 or O10R. To determine if the RO10-related increase in Rad51-BRCA1
recruitment was representative of DNA repair activity, the function and activity of HR (DR-GFP)
and non-homologous end joining (NHEJ) (Ej5-GFP) were independently assessed using a plasmid-
based DNA repair GFP reporter assay that allows the quantification of DNA repair by measuring
the ligation rate of digested I-Scel ends (Fig. 3c-d and Supplementary Fig. 4d-e). In this assay GFP-
positive cells represent a surrogate for HR and NHEJ activity. Activation of autophagy with
rapamycin before or after DR-GFP/I-Scel-mCherry or Ej5-GFP/ I-Scel-mCherry transfection was
denoted as RT and TR, respectively. Our results showed that rapamycin treatment prior to the
DNA damage induced by the plasmid (RT) significantly increased GFP-positive cells by 2.5-fold for
LNCaP (p=0.022) and 1.5-fold for C4-2B (p=0.0010) compared to the control, indicating an
increase in HR activity (Fig. 3d). This increase was not significant (p=0.35) for PC-3. In KO cell lines,
an increase in HR activity under RT conditions was not observed. The efficiency of NHEJ appeared
to decrease in C4-2B WT and KO cells, whereas no difference in NHEJ was observed in LNCaP and
PC-3. Under TR condition, no changes in HR activity were observed for C4-2B, but a slight decrease
was observed for LNCaP and PC-3 (Supplementary Fig. 4d-e). Overall, autophagy activation before
induction of DNA breaks by olaparib appears to enhance the cell ability to efficiently repair DNA

damage using the HR pathway and not NHEJ.

Complete depletion of autophagy regulates HR by reducing Rad51/BRCA1 recruitment on

DNA damage sites
To understand the impact of autophagy on PARPi DNA repair response, we characterized the DDR
in the WT and KO Atg16L1 cell lines. Cells were first irradiated with 8 Gy. We followed y-H2AX foci
resolution (Fig. 4a-b and Supplementary Fig. 6a) and Rad51/BRCA1 recruitment after 30 min and
8-, 24- and 48-h after irradiation (Fig. 4c-e and Supplementary Fig. 6b) by immunocytochemistry.
C4-2B and PC-3 KO cell lines had an approximately 2-fold higher level of y-H2AX foci compared to
WT after irradiation, with 16.5 foci/ WT cell versus 23 foci/ KO cells and 9.2 versus 19.2,
respectively (Fig. 4a-b and Supplementary Fig. 6a). LNCaP KO cells also showed higher levels but

were not statistically different from LNCaP WT, at 14 foci/cell versus 20. The number of y-H2AX
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foci decreased over time, indicating that cells could repair their DNA damage. Interestingly, KO
cell lines had less Rad51 and BRCA1 recruitment on DNA damage sites after irradiation compared
to WT cells (Fig. 4c-e and Supplementary Fig. 6b). This suggests that HR may be deregulated by
autophagy depletion. To confirm this, we used our plasmid-based DNA repair reporter assays, DR-
GFP and Ej5-GFP as previously (Fig. 4f). Complete depletion of autophagy significantly reduced
the efficiency of HR in C4-2B (p=0.048) and PC-3 (p=0.0002) cell lines. A non-significant decrease
(p=0.50) was also observed in LNCaP. Rescued of autophagy using Atgl6L1-HA plasmid
significantly restored the loss of HR efficiency in PC KO Atg16L1 cell lines (LNCaP KO-rescue,
p=0.0036; C4-2B KO-rescue, p=0.02; and PC-3 KO-rescue, p=0.0007) (Supplementary Fig. 7).
Interestingly, NHEJ efficiency remained the same, suggesting that PC KO cell lines preferentially
used this pathway to repair their DNA breaks. These results suggest that autophagy impacts HR-

mediated DNA repair via BRCA1 and Rad51 recruitment.

SQSTM1/p62 mediates autophagy-regulated response to olaparib through expression of
FLNA

Since SQSTM1/p62 is considered a key mediator between autophagy and DNA repair?!38, we
examined if SQSTM1/p62 contributed to olaparib resistance when autophagy was pre-activated
in PC cell lines. As expected, we observed that the PC KO cell lines had higher expression levels of
SQSTM1/p62 compared to WT cells (Fig. 2b). Since nuclear localization of SQSTM1/p62 is
important in DNA repair?22238, we used confocal microscopy to determine and quantify the
localization of SQSTM1/p62 in our PC WT and KO cell lines (Fig. 5a-b and Supplementary Fig. 8a-
b). Olaparib alone (010) in C4-2B WT cells induced a significant increase (p=0.045) of SQSTM1/p62
puncta in the nucleus (12/cell) compared to control (5/cell) (Fig. 5a-b). In LNCaP and PC-3 WT
cells, differences between the control and 010 conditions were not significant (Fig. 5a-b and
Supplementary Fig. 8a-b). Interestingly, autophagy pre-activation (RO10) significantly reduced
SQSTM1/p62 foci in the nucleus compared to 010 in LNCaP cells (3.58 versus 5.86, p=0.045), C4-
2B (6.08 versus 11.16, p=0.013), and PC-3 (5.96 versus 9.46, p=0.046). This decrease was not
observed in O10R conditions (Supplementary Fig. 8b). When autophagy was completely depleted

in KO cell lines, we did not observe any significant decrease of SQSTM1/p62 in RO10 compared
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to 010 conditions (Fig. 5b). As observed for y-H2AX foci, PC-3 KO cells had a higher number of
SQSTM1/p62 foci after olaparib treatment compared to WT (19.8 vs. 10.2). SQSTM1/p62 interacts
with and promotes the proteasomal degradation of FLNA protein, which recruits BRCA1 and
Rad51 protein at DNA break sites?’. We determined whether FLNA was important in this
autophagy-mediated resistance to olaparib by measuring the nuclear fraction of FLNA and
SQSTM1/p62 (Fig. 5¢-d and Supplementary Fig. 8c and 10d). RO10 and O10R conditions were
compared with 010 as we studied the impact of autophagy pre- and post-activation on FLNA and
SQSTM1/p62 nuclear localisation after an olaparib treatment. Under autophagy pre-activation
(RO10), FLNA was more highly localized to the nucleus in LNCaP WT (2.3-fold change), C4-2B WT
(3.7-fold change) and PC-3 WT (3.4-fold change) compared to 010 (Fig. 5¢c-d), which correlates
well with increased Rad51/BRCA1 foci. In contrast, O10R conditions or KO cell lines did not show
this increase in FLNA expression under RO10 conditions. This increase of FLNA was accompanied
by a decrease of SQSTM1/p62 in the nucleus in LNCaP WT (3.3-fold change), C4-2B WT (3.4-fold
change) and PC-3 WT (4.5-fold change) in RO10 conditions compared to 010 (Fig. 5c and e). This
effect was not observed in O10R condition and in PC KO Atgl6L1 cell lines. These results suggest
that a variation in SQSTM1/p62 nuclear localization can affect the levels of nuclear FLNA which in

turn may affect BRCA1/Rad51 recruitment during HR-mediated DNA repair.

Targeting SQSTM1/p62 rescued effect of autophagy in PC KO Atg16L1 cell lines
To confirm the importance of SQSTM1/p62 in this autophagy-mediated resistance, we used
a siRNA against SQSTM1/p62 in our PC KO Atgl6L1 cell lines and in WT ones (Fig. 6 and
Supplementary Fig. 9). We followed the sequence of treatment as rapamycin, by transfecting
siRNA (si) or scramble (Sble) 24 hours before or after olaparib treatment (Sble/si010, 010Sble/si;
respectively) (Supplementary Fig. 9a). We confirmed siRNA efficacity by western blot
and observed an important decrease of SQSTM1/sip62 protein level mainly in PC KO Atgl6L1 but
also in PC WT cell lines at day 2 and 6 (Fig. 6a and Supplementary Fig. 10e). Interestingly, pre-
inhibition of SQSTM1/p62 (si010) in LNCaP, C4-2B and PC-3 KO reverses effects of autophagy
depletion on cell proliferation after olaparib treatment (15% to 37%, 16% to 52% and 12% to 38%,
respectively), where no differences was previously observed in RO10 conditions (Fig. 6b and 2d).

A decrease of SQSTM1/p62 had a similar effect as autophagy pre-activation by rapamycin (RO10),
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an increase of cell proliferation compared to 010 by 1.7 to 2-fold change for WT cell lines. This
phenotype was lost when inhibition of SQSTM1/p62 was performed after olaparib
treatment (O10si). No significant differences were also observed in SbleO10 and 010Sble
conditions (Supplementary Fig. 9b). Pre-inhibition of SQSTM1/p62 in KO Atgl6L1 cell lines also
decreased the number of y-H2AX foci per cell after 2 days compared to cells in 010 treatment
(LNCaP KO, 8 vs. 22, p=0.008; C4-2B KO, 10 vs. 21, p=0.027; and PC-3 KO, 11 vs. 18, p=0.008) (Fig.
6¢). A similar decrease was observed in WT cells. In all Sble and O10si conditions, levels of y-H2AX
foci were similar from 010 conditions for all cell lines (Supplementary Fig. 9c). To determine if
this decrease iny-H2AX foci was due toan increase of HR efficiency, weused our
GFP reporter assay (Fig. 6d). As expected, HR was more efficient in KO Atgl6L1 and WT PC cell
lines where SQSTM1/p62 was pre-inhibited (si010) and not O10si conditions compared to
Sble010 and 010Sble, respectively. This provides evidence that the regulation of SQSTM1/p62
drives the autophagy-mediated resistance observed when autophagy was pre-activated in PCWT

cell lines.
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1.1.2.4. DISCUSSION

Autophagy is considered as a mechanism of multidrug resistance in neuroblastoma and PC and
has been targeted to increase the efficiency of PARPi and chemotherapies, respectively?3%4,
However, the role of autophagy in PARPI resistance remains poorly understood in PC. Here, we
propose that pre-activation of autophagy before olaparib treatment provided a cytoprotective
effect in PC cells that supported proliferation and DNA repair and may provide insights into
mechanisms of PARPi resistance (Fig. 6e). When autophagy is pre-activated (higher basal level)
before olaparib treatment, nuclear localization of SQSTM1/p62 is reduced leading to higher
expression of FLNA by limiting its proteasomal degradation. This permits cells to have a more
efficient HR and that could contribute to a resistant phenotype to olaparib. If autophagy is
activated after treatment or completely inhibited, FLNA expression is decreased by SQSTM1/p62

levels, HR is less functional and PC cells are sensitized to olaparib.

Several studies have focused on the effect of autophagy depletion to increase the efficiency of
conventional treatments (hormono- and chemotherapies) in PC 19282942 \We observed a similar
effect in which autophagy depletion significantly increased PC sensitivity to olaparib and showed
that the basal activation level of autophagy impacts this sensitivity. PC-3 cells had higher basal
levels of autophagy than the other PC cell lines and were more resistant to olaparib. This higher
basal level of autophagy is consistent with reports that describe autophagy enhances prostate

tumor growth?®.

In our study we decided to investigate whether the sequencing of autophagy activation with
rapamycin before or after Olaparib treatment would affect PARPi response. When autophagy was
activated after olaparib treatment (O10R), we observed a slight decrease in cell proliferation (Fig.
2d). This result was not surprising because it was shown in the literature that rapamycin and
olaparib co-treatment reduced cell proliferation, invasion and tumor progression in lung and
prostate cancers®**°. However, when autophagy is activated by rapamycin prior to olaparib

treatment (RO10), autophagy protects PC WT or PC KO-rescue Atgl6L1 cells against this PARPi

49



and not PC KO Atgl6L1 ones. These results indicate the importance of the basal level of

autophagy and the timing of its activation on the PARPi response.

Autophagy is involved in the DNA repair of double strand breaks by acting on KAP1 (KRAB
(Kruppel-Associated Box Domain)-Associated Protein 1)/STAT3 or SQSTM1/p62 pathways, which
regulate HR by interacting with BRCA1/2 and FLNA, respectively?'4¢. Here, we focused mainly on
SQSTM1/p62 because of its accumulation in our KO PC cell line models. Autophagy pre-activation
by rapamycin leads to increased HR activity and resolved more efficiently y-H2AX foci. We
observed this pattern in all three cell lines at different levels that likely reflected differences in
their AR expression, autophagy basal levels, DNA repair efficiency or even the different degrees
of autophagy activation by rapamycin®’#°, Interestingly, we observed a similar level of y-H2AX
foci after 2 and 6 days of treatment between WT and KO cell lines despite the decreased HR
efficiency with autophagy depletion. We highlighted that PC KO cell lines repaired DNA breaks
using the NHEJ system instead of HR (Fig. 4 and Supplementary Fig. 6), which would explain how
y-H2AX foci were resolved or decreased even during low Rad51 and BRCA1 recruitment and
complete depletion of autophagy. Alternatively, autophagy may also affect pathways other than
DNA repair. Autophagy may affect olaparib availability after it enters in the cell as drugs can be
trapped in lysosomes and undergo degradation during the autophagy process or exocytosis,
depending on their basic pKa » 8 or the expression of P-glycoprotein 1 (P-gp1) at the surface of
lysosomes>9->3, Because olaparib has a basic pKa = 0.2, P-gp1 may reduce the PARPi availability in

cells and permit olaparib accumulation in lysosomes, leading to its degradation.

Autophagy has been considered an ideal target to increase treatment efficacy in various cancers.
In PC, seven clinical trials have used an autophagy inhibitor in combination with hormono- or
chemotherapies but most have not demonstrated efficacy®*°°. Our results suggest that the
autophagy basal level in cancer cells and/or timing of sequential treatment may impact treatment
outcomes and efficacy. Moreover, measuring the basal autophagy level of patient tumors/tissues
in ex vivo tumor models by using a combination of autophagy markers as SQSTM1/p62 and Atgs

may help determine a patient’s response to PARPi>®>7,
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In summary, this study reveals that autophagy can contribute to the PC cell response to olaparib
by regulating SQSTM1/p62 nuclear localization and DNA repair efficiency and provides a potential
mechanism of PARPI resistance. Evaluating autophagy basal levels in patient tissues may help
determine which patients will be responsive or amenable to PARPi therapy and provides
considerations in improving the efficacy of combination therapies in PC using autophagy
inhibitors, particularly their sequence/timing in their treatment course when combined with

PARPi therapy.
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1.1.2.,5. METHODS

Cell culture

Human PC cell lines, LNCaP and PC-3, were purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC CRL-174, ATCC CRL-250, respectively). C4-2B cells were gifted by Dr. Gleave (Vancouver
Prostate Centre). All cell lines were maintained in RPMI 1640 (Wisent Inc., 350-000-EL)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 0.5 ug/mL amphotericin B (Wisent Inc., 450-
105-QL), and 50 ug/mL gentamicin (Life Technologies Inc., 15710064). All PC cell lines were
authenticated in 2019 using short tandem repeat (STR) profiling by the McGill University Genome
Center (Montreal, Canada). All cell lines were tested negative for mycoplasma with IDEXX
BioAnalytics (Columbia, M0O65201). To generate KO Atg16L1 for each cell line, the CRISPR/Cas9
method was used to target exon 1. Cells were transfected using Lipofectamine 3000
(ThermoFisher Scientific, L3000-015) with two RNA guides against the Atgl16L1 sequence (5’
AAACCCGCTGGAAGCGCCACATCTC 3’) gifted by Dr. Russel (University of Ottawa, ON, Canada).
Selection with puromycin (Invitrogen, ant-pr-1) was used 48 hours after transfection and was
maintained for at least 2 weeks. Limiting dilutions were performed for clonal selection. KO
Atg16L1 cell lines were verified by western blot and short tandem repeat (STR) DNA profiling was
performed. Rescue experiment was performed using a plasmid coding for Atg16L1 with a HA-tag
gifted by Dr. Russel. siRNA against SQSTM1/p62 were purchased from Horizon Discovery (J-
010230-05-0020 and J-010230-07-0020).

Reagents and antibodies
Olaparib (Selleckchem, AZD2281), rapamycin (LKT Labs, 53123-88-9), and bafilomycin (Sigma-
Aldrich, 88899-55-2) were used. The following antibodies were used for the study: Beta-Actin
(AC14) (abcam, AB6276, 1:20000 dilution); Atgl6Ll (D6D5) (Cell Signaling, 8089T, 1:1000
dilution); Atg5 (D5F5U) (Cell Signaling, 12994S, 1:1000 dilution); Atgl2 (D88H11) (Cell Signaling,
4180S, 1:1000 dilution); Beclin-1 (D40C5) (Cell Signaling, 3495S, 1:1000 dilution); Atg7 (D12B11)
(Cell Signaling, 8558S, 1:1000 dilution); B-Tubulin (D2N5G) (Cell Signaling, 15115S, 1:1000
dilution); Filamin A (Cell Signaling, 47625, 1:1000 dilution); SP1 (Sigma, PLA0307, 1:5000 dilution);
anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) (Sigma-Aldrich, JBW301, 1:2000 dilution); LC3 A/B (D3U4C)
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(Cell Signaling, 12741S, 1:750 dilution); phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2) (Cell Signaling, 5536T,
1:1000 dilution); SQSTM1/p62 (Cell Signaling, 5114T, 1:1000 dilution) and (abcam, ab56416,
1:100 dilution); Rad51 (114B4) (abcam, ab213, 1:750 dilution) and BRCA1 (Sigma Millipore, 07-
434, 1:1000 dilution), PARP1 (proteintech, 66250, 1:650 dilution) and PAR/pADR (R&D systems,
4335-MC-100, 1:1000 dilution).

Drug treatment and X-ray radiation
Cells were treated with 10 uM olaparib 24 hours before or after 1 nM rapamycin treatment.
Bafilomycin Al at 300 nM for 6 hours was used to inhibit autophagy. DNA damage was induced

by 8 Gy gamma-irradiation.

Clonogenic Assays
Cells were seeded at 500 cells/well for C4-2B and PC-3 and 1,000 cells/well for LNCaP in 6-well
plates and allowed to adhere for 24 hours in 5% CO; at 37°C. Medium was removed and replaced
with RPMI complete medium containing olaparib (0.05 uM to 20 uM) After 7 days of treatment,
cells were fixed with methanol and stained with a solution of 50% v/v methanol and 0.5% m/v
blue methylene (Sigma-Aldrich Inc.). Colonies were counted under a stereomicroscope and
reported as a percentage of the control. ICso values were determined by using Graph Pad Prism 8
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Each experiment was performed in duplicate

and repeated three times.

Protein preparation and western blot analysis
Proteins were extracted from cell lines using mammalian protein extraction reagent (MPER; 50
nM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 0.25% Triton 100X, and 10% glycerol) containing a protease and
phosphatase inhibitor cocktail (ThermoFisher Scientific, PIA32961). Protein concentration was
determined by Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, 500-0006). Twenty micrograms of total
protein extract were separated in precast 4-15% gradient Tris-glycine SDS-polyacrylamide gels
(Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, Bio-Rad, 456-1086) and transferred onto Trans-Blot Turbo
Mini 0.2 um nitrocellulose membranes (Bio-Rad, 170-4159). Membranes were blocked with 5%
milk in PBS-Tween for 1 hour and probed with primary antibodies overnight at 4°C with agitation.

Primary antibodies were detected with peroxidase-conjugated secondary antibodies Goat anti-
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mouse (Millipore, AP124P, 1:4000 dilution), Goat anti-rabbit (Millipore, AP156P, 1:10000 dilution)
and Rabbit anti-goat (Milliporte, AP106P, 1/4000 dilution) and enhanced with
chemiluminescence (Millipore, RPN2232) detected using the ChemiDoc MP Imaging System (Bio-
Rad). Actin was used as a loading protein control. Each experiment was repeated three times.

Image J was used to quantify western blot.

Measurement of autophagic flux
Cells were seeded onto coverslips at 15,000 cells/well for C4-2B and PC-3 and 25,000 cells/well
for LNCaP in 24-well plates. After 24 hours, cells were transfected with the Premo Autophagy
Tandem Sensor RFP-GFP-LC3B BacMam 2.0 Expression vector (Thermo Fisher, P36239) according
to manufacturer’s protocol and were then used for experiments as described. Cells were fixed
with formalin for 15 minutes at room temperature, washed using PBS, and coverslips were
mounted onto slides using Prolong Gold® anti-fade reagent with DAPI (Life Technologies Inc.,
142095S). Three different confocal images per condition were obtained on a Leica TCS-SP5 inverted
microscope using a HCX PL APO CS 63x/1.4 Qil UV objective. Excitation was performed using a
405 diode laser for DAPI, a 488nm line of an Argon laser for GFP and a 561nm DPSS laser for RFP
using a sequential acquisition at 400Hz scan speed. Detection bandwidth was 415-478nm for DAPI
using a PMT, 498-551nm for GFP using a HyD under the Standard mode and 5561-677nm for RFP
using a HyD under the Standard mode. Images were acquired with the Las-AF software. Final
images are 8bits, 2048x2048 (axial pixel size of 120nm). Z-stacks were performed to generate a
maximum intensity projection (MIP) for a representative sampling of the thickness of each cell
(10 z sections). Images were analyzed using FlJI software (NIH) with a macro, adapted from Daniel
J. Shiwarski (creator, B.S., University of Pittsburgh). A mean of 20 cells per condition was

quantified. Each condition was performed in triplicate and repeated three times.

Cell cycle analysis
Cells were seeded in 6-well plates and treated with rapamycin 24 hours prior to olaparib
treatment. Cells were fixed in 70% ethanol and incubated with 100 pg/mL RNase A and 25 pg/mL
propidium iodide (PI). A maximum of 30,000 events was counted per condition using the Fortessa

flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software.
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Immunocytochemistry
A total of 8,000 to 20,000 cells were seeded onto coverslips in 12-well plates and grown for
different time points (8 and 16 hours and 1, 2, and 6 days). Cells were fixed with formalin for 15
minutes at RT. Slides were blocked for 1 hour at room temperature in PBS containing 1% BSA, 4%
donkey serum, for SQSTM1/p62 and H2AX proteins, and 1% BSA, 20% FBS for Rad51/BRCAL1.
Coverslips were incubated with primary antibodies diluted in the same blocking buffer overnight
at 4°C. Cells were washed with PBS and incubated with appropriate secondary antibodies for 1
hour at RT, anti-mouse Cy5 (Life Technologies Inc., A10524, 1:800 dilution) and anti-rabbit 488
(ThermoFisher Scientific, A-11008, 1:500 dilution). Coverslips were mounted onto slides using
Prolong Gold® anti-fade reagent with DAPI (Life Technologies Inc., P36935). For Rad51-BRCA1 and
H2AX proteins, images (40X and 20X magnification, respectively) were obtained using a Zeiss
microscope (Carl Zeiss, Zeiss AxioObserver Z1,). AxioVision™ software (Carl Zeiss) was used to
calculate the average number of foci per nucleus. For SQSTM1/p62 protein, confocal images were
acquired on a Leica TCS-SP5 inverted microscope using a HCX PL APO CS 63x/1.4 Qil UV objective.
Excitation was performed using a 405 diode laser for DAPI, and a 633nm HeNe laser using a
sequential acquisition at 400Hz scan speed. Detection bandwidth was 415-478nm for DAPI using
a PMT and 643-750nm using a HyD under the Standard mode. Images were acquired with the Las-
AF software. Final images are 8bits, 1024x1024 with a zoom factor 2 (axial pixel size of 120nm).
Z-stacks were performed to generate a maximum intensity projection (MIP) for a representative
sampling of the thickness of each cell (6 to 8 z sections). Images were analyzed using FlJI software

(NIH) and Imaris software (Oxford Instruments).

IncuCyte phase-contrast live-cell imaging assay
Cells were seeded at 1,000 cells/well for C4-2B and PC-3 and 1,500 cells/well for LNCaP in 96-well
plates. Cells were incubated with 1 nM rapamycin for 24 hours before or after the start of a 6 day
10 uM olaparib treatment. Cell numbers to monitor proliferation were imaged by phase-contrast
using the IncuCyte™ Live-Cell Imaging System (IncuCyte HD) at 2-hour intervals from two

separate regions. Each experiment was performed in triplicate and repeated three times.
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Analysis of HR and NHEJ activity
HR and NHEJ activities were measured using the reporter plasmids pcDNA-GFP HR and pCDNA-
GFP NHEJ, a gift from Dr. Jean-Yves Masson (Université de Laval, QC, Canada). One million cells
of C4-2B, PC-3, and LNCaP were transfected using Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scientific)
with the reporter plasmid and pCMV-I-Scel vector containing an mCherry-tag. After 48 hours, cells
were collected, and the number of GFP-positive and mCherry-positive cells was determined by
Fortessa flow cytometer (BD Biosciences). Quantification of GFP-positive cells (Q2) and GFP-

positive + mCherry-positive cells (Q3) was achieved using Flowjo software. HR and NEHJ efficiency

Q2
02+03’

were determined following this equation: (1)

Isolation of nuclear and cytoplasmic extract
Nuclear extraction was prepared using NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit
(ThermoFisher Scientific Scientific,78833) according to manufacturer’s instructions. Briefly,
treated cells were washed to PBS 1X and centrifuged at 1000 x g for 5 minutes. The cell pellet was
suspended into 35 pL of cytoplasmic reagent | by vortexing and incubated on ice. After 10 minutes
incubation 1.9 ulL of cytoplasmic reagent Il was added, tubes were vortexed and incubated for 1
minute on ice. Cytoplasmic extract was isolated by 5 minutes centrifugation at 16 000 x g and
transferred to a pre-chilled tube. To remove all cytoplasminc content, the insoluble pellet fraction
was washed 3 times with ice-cold PBS 1X and centrifuged as previously. This pellet was next
resuspended in 18 plL of nuclear extraction reagent by vortexing 20 secondes every 10 minutes,
for a total of 40 minutes. Tubes were stocked at —80°C until their centrifugation at 16 000 x g for
10 minutes before western blotting. Cytoplasmic and nuclear fractions for each cell lines were

loaded in the same gel to ensure purity of nuclear fraction. Image J was used for quantification.

Statistics and Reproducibility
Statistical analyses were performed using Graph Pad Prism 8 (GraphPad Software Inc.) by the two-
tail Student t-test, which was justified appropriately for every experimental design. The data were
normally distributed and the variance between groups that were statistically compared was
similar. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant. For all data, the mean

+ SEM of three independent experiments is shown.
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Figure 1: Basal level of autophagy affects olaparib sensitivity profile of PC cell lines. (a). Olaparib

sensitivity curves in PC cell lines determined by clonogenic assay. (b). Olaparib ICso of PC cell lines
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calculated from (a). (c). Western blot analysis of basal level expression of key autophagy proteins
in PC cell lines. (d). Representative images of autophagy flux with the tandem RFP-GFP LC3B
sensor in cell lines, captured by confocal microscopy. Rapamycin (Rapa; 1 nM) was used as
positive control and combined with 300 nM Bafilomycin Al (Baf) as a negative control. (e).
Quantification of autophagy flux was achieved with a specific macro for Image J to calculate the
ratio between autolysosomes (AL; red puncta) and autophagosomes (AV, yellow puncta) relative
to control. (f). Confirmation of KO Atg16L1 in PC cell lines under control, autophagy-induced and
autophagy-blocked conditions by western blot analysis. (g). Olaparib sensitivity curves in KO
Atg16L1 cell lines determined by clonogenic assay. (h). Olaparib ICso of KO Atg16L1 cell lines
calculated from (g). Bars represent average + SEM of 1Cso values obtained by three independent
clonogenic assays for (b) and (h). The mean + SEM of four (b and h) or three (e) independent
experiments is shown. Data were analyzed using the two-tail Student t-test. * p < 0.05 and **p <

0.01. Scale bar 10 pum.
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Figure 2: Pre-activation of autophagy by rapamycin induces a protective effect against olaparib.

(a). Treatment timeline of cell lines. Cells were treated with 10 uM olaparib alone (denoted as

010) or received 1 nM rapamycin 24 hours before (RO10) or 24 hours after (O10R) the start of

olaparib treatment. Experiments were conducted for 6 days. (b). Western blot analyses of
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autophagy induction after olaparib and rapamycin treatments in WT and KO Atg16L1 cell lines at
day 2. Rapamycin (+) denotes RO10. Olaparib (+) denotes O10R. (c). Relative expression of LC3-I
normalized with actin and compared to control (CTL) from (b). (d). Cell proliferation of WT and
KO cell lines under 010, RO10 or O10R treatments at day 6. (e). Quantification of cell cycle phase
populations determined by flow cytometry following 6 days of treatment of WT and KO cell lines.
For all data, the mean + SEM of three independent experiments is shown. Data were analyzed

using the two-tail Student t-test. n.s. = non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.
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Figure 3: Pre-activation of autophagy increases HR activity and reduces accumulation of DNA

damage induced by olaparib. (a). Representative images (C4-2B WT and KO Atg16L1) and

quantification of the number of y-H2AX foci per nucleus in PC WT and KO cell lines following

treatment with rapamycin alone (R), 010 or RO10 after 2 days. (b). Representative images (C4-2B

WT and KO Atg16L1) and quantification of Rad51 and BRCA1 foci following same conditions as

(a). (c). Schematic representation of reporter assay system. (d). Quantification of HR (DR-GFP) and
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NHEJ (Ej5-GFP) activity when autophagy was activated by rapamycin 24 hours before plasmids
co-transfection (RT). The ratio of GFP-positive cells versus mCherry-positive cells was determined
by flow cytometry. For all data, the mean + SEM of three independent experiments is shown. Data
were analyzed using the two-tail Student t test. n.s. = non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and

***p < 0.001. Scale bar 10 um.
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Figure 4: Autophagy-depleted PC cells repair DNA breaks using NHEJ. (a). Representative images
of the number of y-H2AX foci per nucleus in WT and KO cells of C4-2B after 8 Gy irradiation. (b).
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two-tail Student t test. n.s. = non-significant. *p < 0.05 and **p < 0.01. Scale bar 10 um.
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Figure 5: SQSTM1/p62 nuclear localization regulates autophagy-mediated resistance to olaparib.
(a). Representative images of the number of SQSTM1/p62 puncta in C4-2B WT and KO cell lines

following rapamycin alone (R), 010 or RO10 treatments after 2 days. (b). Quantification of nuclear
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SQSTM1/p62 in WT and KO cell lines. (c). Western blot of nuclear fraction after 2 days of RO10
and O10R treatment in PC WT and KO Atg16L1 cell lines. Rapamycin (red +) denotes RO10.
Olaparib (red +) denotes O10R. B-tubulin was used as quality control as marker of cytoplasmic
fraction and SP1 as a marker of nuclear fraction. (d-e). Relative expression of FLNA and SQSTM1
normalized with SP1 and compared to 010 condition. For all data, the mean + SEM of three
independent experiments is shown. Data were analyzed using the two-tail Student t test. n.s. =

non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. Scale bar 10 um.
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Figure 6: Targeting SQSTM1/p62 rescue autophagy-mediated resistance in PC KO Atg16L1 cell
lines. (a). Validation of efficacity of siRNA against SQSTM1/p62 at day 2 and 6. (b). Cell
proliferation of PC WT and KO cell lines following transfection with siRNA against SQSTM1/p62
alone (si) or 24 hours before olaparib treatment (siO10) or after (O10si) at day 2 (c). Quantification
of the number of y-H2AX foci per nucleus in PC WT and KO cell lines in same conditions as (b). (d).
Quantification of HR (DR-GFP) activity when SQSTM1/p62 was targeted with a siRNA 24 hours
before (siT) or after (Tsi) plasmids co-transfection. For all data, the mean + SEM of three
independent experiments is shown. Data were analyzed using the two-tail Student t test. n.s. =
non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (e). This schematic proposes how
autophagy activation may determine the PC cell response to olaparib. When higher level of
autophagy is present prior to olaparib treatment, nuclear levels of SQSTM1/p62 are low that
prevents degradation of FLNA thereby promoting HR by recruiting Rad51 and BRCA1 to DNA
breaks induced by olaparib. This allows PC cells to proliferate, leading to a resistance phenotype.
If autophagy level is low prior to olaparib treatment, SQSTM1/p62 is not sufficiently cleared
leading to higher levels of SQSTM1/p62 to target FLNA for degradation. This downregulation of
FLNA reduces the efficiency of HR, leading to partial repair of DNA breaks and an olaparib-
sensitive phenotype. Parts of this schematic proposes were drawn using pictures from Servier

Medical Art. Servier Medical Art by Servier is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0

Unported License.

68



1.1.2.10. SUPPLEMENTARY INFORMATION
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Supplementary Figure 1: Depletion of autophagy does not affect PARP1 expression and
PARylation. Western blot analyses of PARP1 expression and PARylation between PC WT and KO
Atg16L1 cell lines.
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Supplementary Figure 2: Pre-activation of autophagy by rapamycin decreases effects of olaparib
on cell cycle at day 2. (a). Western blot analyses of autophagy induction after olaparib and
rapamycin treatments in WT and KO cell lines at day 6 performed at the same time as Fig. 3b.
Rapamycin (+) denotes RO10. Olaparib (+) denotes O10R. (b). Relative expression of LC3-lI
normalized with actin and compared to control (CTL) from (a). (c). Representative flow analysis of
DNA content (PI) for cell cycle measurement following 2 days of treatment of WT and KO PC cell
lines (d). Quantification of (c). For all data, the mean + SEM of three independent experiments is
shown. Data were analyzed using the two-tail Student t-test. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p <

0.001.
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Supplementary Figure 3: Rescue of Atgl6L1 expression restore autophagy-mediated resistance
in PCKO Atg16L1 cell lines. (a). Confirmation of restoration of autophagy after Atg16L1-HA rescue
in PC WT and KO Atg16L1 cell lines under control, autophagy-induced and autophagy-blocked
conditions by western blot analysis. (b). Cell proliferation of WT-rescue Atg16L1 and KO-rescue
Atg16L1 cell lines under 010, RO10 or O10R treatments at day 6. For all data, the mean + SEM of
three independent experiments is shown. Data were analyzed using the two-tail Student t test.

n.s. = non-significant. *p < 0.05 and ***p < 0.001.
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Supplementary Figure 4: Autophagy activation after olaparib treatment does not increase HR
activity. (a). Quantification of y-H2AX foci in WT and Atg16L1 KO cell lines following treatment
with rapamycin alone (R), 010 or RO10 after 6 days. (b). Representative images (C4-2B WT and
KO Atgl16L1) and quantification of number of y-H2AX foci per nucleus cell lines following
treatment of rapamycin alone (R), 010 or O10R treatments after 2 days. (c). Representative
images (C4-2B WT and KO Atg16L1) and quantification of Rad51 and BRCA1 foci following same
conditions as (b). (d). Representative gating strategy to quantification of HR (DR-GFP) and NHEJ
(Ej5-GFP) in unstained, control and when autophagy was activated by rapamycin 24 hours after
plasmids co-transfection (TR) in C4-2B WT. (e). Quantification of (d). All experiments were
performed at the same time as Fig. 3. For all data, the mean £ SEM of three independent
experiments is shown. Data were analyzed using the two-tail Student t test. n.s. = non-significant.

*p <0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. Scale bar 10 um.
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Supplementary Figure 5: Autophagy pre-activation leads to an increase of Rad51/BRCA1
recruitment and H2AX resolution. (a). Representative images of number of y-H2AX foci per
nucleus in LNCaP and PC-3 WT and KO cells following Fig. 3 conditions. (b). Representative images
of number of Rad51 and BRCA1 foci per nucleus in the same PC cell lines and following Fig. 3

conditions. Scale bar 10 um.
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Supplementary Figure 6: Autophagy-depleted PC cells have a lower recruitment of BRCA1/Rad51
to repair DNA breaks. (a). Representative images of number of y-H2AX foci per nucleus in WT and
KO cells of LNCaP and PC-3 following Fig. 4 conditions. (b). Representative images of number of
Rad51 and BRCAL1 foci per nucleus in WT and KO cells of LNCaP and PC-3 after 8 Gy irradiation.
Scale bar 10 um.
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Supplementary Figure 7: Rescue of Atgl6L1 restore DNA repair HR efficiency. Quantification of
HR (DR-GFP) activity in PC WT and KO-rescue Atg16L1 cell lines compared to PC KO Atg16L1. The
ratio of GFP-positive cells versus mCherry-positive cells was determined by flow cytometry. For
all data, the mean + SEM of three independent experiments is shown. Data were analyzed using

the two-tail Student t test. n.s. = non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.
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Supplementary Figure 8:SQSTM1/p62 nuclear localization regulates autophagy-mediated

resistance to olaparib. (a). Representative images of number of SQSTM1/p62 puncta in WT and

KO Atgl6L1 cell lines following rapamycin alone (R), 010 or O10R treatments after 2

days. (b). Quantification of nuclear SQSTM1/p62 in WT and KO cell lines in the same conditions

as (a). (c). Western blot of cytoplasmic fraction after 2 days of RO10 and O10R treatment in PC

WT and KO Atg16L1 cell lines. Each cytoplasmic fraction was loaded in the same gel as nuclear

fraction in Fig. 5. B-tubulin was used as quality control as marker of cytoplasmic fraction, SP1 as

a marker of nuclear fraction and Atgl6L1 as a confirmation of PC KO Atg16L1 cell lines. For all

data, the mean + SEM of three independent experiments is shown. Data were analyzed using the

two-tail Student t test. n.s. = non-significant. *p < 0.05. Scale bar 10 um.
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Supplementary Figure 9: Scramble transfection does not affect cell proliferation or y-H2AX foci
resolution. (a). Transfection timeline of cell lines. Cells were treated with 10 uM olaparib alone
(denoted as 010) or transfected with siRNA against SQSTM1/p62 (si) or with scramble (Sble 24
hours before (Sble/si010) or 24 hours after (010Sble/si) the start of olaparib treatment.
Experiments were conducted for 6 days. (b). Cell proliferation of PC WT and KO Atg16L1 cell lines
in SbleO10 and 010Sble conditions at day 6, performed at the same time as Fig.6c. (c).
Quantification of the number of y-H2AX foci per nucleus in PC WT-rescue and KO-rescue cell lines
following transfection with scramble (Sble) or 24 hours before olaparib treatment (Sble010) or
after (010Sble) at day 2. All Sble conditions were performed at the same time as all siRNA
conditions. For all data, the mean + SEM of three independent experiments is shown. Data were
analyzed using the two-tail Student t test. n.s. = non-significant. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p

< 0.001.
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Supplementary Figure 10: Uncropped blots. (a) Blots from Figure 1b. (b) Blots from Figure 1f. (c)

Blots from Figure 2b. (d) Blots from Figure 5c. (e) Blots from Figure 6a.
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1.1.2.11. TABLE

Table 1. ICso values for olaparib between PC wild-type and KO A#g/6L1 cell lines

Olaparib (uM)

Cell lines WT KO Atgl6L1 p-value
LNCaP 0.17+£0.11 0.059+0.016 p=0.036
C4-2B 0.079 £0.01 0.009 £ 0.0002 p=0.0044

PC-3 2.12+0.25 1.52 £0.045 p=0.067
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2. Article #2 : Development of olaparib-resistant prostate cancer cell

lines to identify mechanisms associated with acquired resistance.
2.1.1. Résumé en frangais

Titre en frangais : Développement de lignées du cancer de la prostate résistantes a |I'olaparib afin

de découvrir les mécanismes associés a la résistance acquise.

Les inhibiteurs de PARP (PARPi) ciblent les tumeurs de I'ovaire et du sein ayant des mutations au
niveau des genes de réponse aux dommages a ’ADN. Malgré leurs effets prometteurs sur la survie
des patientes, certaines développent une résistance au cours du temps. Récemment les PARPi
ont démontré avoir un effet bénéfique chez les patients atteints d’un cancer de la prostate (CP)
ayant des options thérapeutiques limitées. Malheureusement, I'apparition de résistance pour ces
inhibiteurs est encore trop peu connue dans ce type de cancer. Ainsi, étudier comment elle se
met en place permettrait de I'éviter et de maintenir I'efficacité de ces inhibiteurs. Dans cette
étude, nous avons développé de nouvelles lignées de CP résistantes a I'olaparib (OR), les LNCaP-
OR, C4-2B-OR et DU145-0R. L’IC50 de ces lignées OR était significativement augmentée sans
modification de leur temps de doublement ou de leur morphologie. L’analyse microarray a révélé
que plusieurs voies moléculaires, comme les mécanismes de réparation de I’ADN, le cycle
cellulaire ainsi que I'autophagie, étaient affectées par la transformation OR. Un total de 195 genes
avait une augmentation significative de leur expression et 87 génes avec une diminution
significative de leur expression dans les trois lignées OR ont été obtenus. Parmi ces genes, BRCC3,
ROCK2 et ATG2B, sont des cibles potentielles pour inverser la résistance acquise a I'olaparib.
Notre étude apporte un nouveau modele in vitro pour explorer cette résistance dans le cancer de
la prostate et suggere de possible nouvelles cibles pour I'inverser et prolonger I'efficacité des

PARPI.
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2.1.2.1. ABSTRACT
Poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors (PARPi) were initially deployed to target breast and
ovarian tumors with mutations in DNA damage response genes. Despite demonstrating promising
response rates, many patients treated with PARPi eventually develop resistance. Recently, PARPi
have been shown to be beneficial in the treatment of prostate cancer (PC) patients having
exhausted conventional therapeutics. However, PARPi resistance in PCis not well understood and
further studies are required to understand PARPi resistance in PC in order to propose strategies
to circumvent resistance. Starting from well-established olaparib-sensitive PC cell lines (LNCaP,
C4-2 and DU145), we developed olaparib-resistant (OR) derivative PC cell lines (LNCaP-OR, C4-2B-
OR and DU145-0R). The olaparib ICso values of OR cell lines increased significantly without
affecting doubling time and cell morphology as compared to the parental cell line. Microarray
analysis revealed that different pathways, including DNA repair, cell cycle regualtion and
autophagy were affected following OR transformation. A total of 195 and 87 genes were
significantly upregulated and downregulated, respectively, in all three OR cell lines compared to
their parental counterparts. Among these genes, BRCC3, ROCK2 and ATG2B are potential targets
to reverse acquired resistance to olaparib. Our study provides a new in vitro model to study PARPi
resistance in prostate cancer and suggests new possible targets that could reverse resistance to

prolong the benefits of PARPi treatment.
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2.1.2.2. INTRODUCTION

Advances in next generation hormone therapy, such as enzalutamide, or chemotherapy with
docetaxel, have helped to improve overall survival in prostate cancer (PC). However, resistance
to these therapies is common and associated with an increased risk of aggressive, metastatic
disease for which effective treatments are limited. Poly (ADP- ribose) polymerase (PARP)
inhibitors (PARPi) are a novel class of anticancer therapeutics that have become part of standard
treatment for breast and ovarian cancers carrying BRCA mutations and represent a therapeutic
option for treatment-refractory PC. PARPi treatment induces synthetic lethality in tumors carrying
mutations in DNA damage response (DDR) genes such as BRCA1, BRCA2 or ATM, which are found
to be somatically mutated in approximately 30% of metastatic PC patients!2. Ongoing clinical
trials using PARPi in PC as monotherapy or in combination with hormono- or chemo-therapy have
shown potential benefit for patients®. The PROfound study comparing the PARPi olaparib versus
enzalutamide or abiraterone acetate, demonstrated an increase of radiographic progression-free
survival (rPFS) from 3.5 months to 7.39 months for patients treated with olaparib®. The
combination of olaparib with abiraterone in the PROpel clinical trial study for patients with
metastatic castration-resistant PC also indicated an increase of rPFS compared to the control
group (13.8 months vs. 8.2 months)’. Despite these promising outcomes, the development of
PARPi resistance needs to be considered as increasing cases of PARPi resistance have been

reported for other cancers.

PARPi target PARP1/2 enzymes which are essential for DNA repair mechanisms, especially base
excision repair (BER). The inhibition of BER results in the transformation single strand break to
double strand break, which are often not resolved in homologous recombination (HR) deficient
tumors leading to cell death. Innate resistance to PARPi is mainly associated with the absence of
mutations that impair HR*%. Other mechanisms, such as autophagy, may also contribute to de
novo resistance to PARPi4. In breast and ovarian cancer acquired resistance can occur via one of
three mechanisms: restoration of HR, stabilization of the replication fork, or alterations in drug
target and transport®. It has been observed that prolonged PARPi treatment of breast and ovarian

cancer results in the selection of cells that reverse mutations in BRCA1 and BRCA2 genes to
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restore the functionality of HR and reduce the cytotoxic effects of PARPi%!l, Some mutations
were also observed in the catalytic site (K199 and S120) of PARP1 to limit PARPi-binding and
PARP1-trapping on DNA%13, Studies also suggest that cancer cells will decrease the activity of the
EZH2 enzyme and PTIP binding to limit collapse of the replication fork and chromosomal

instability!4. In PC, resistance mechanisms are not well understood or studied.

Here we developed three olaparib-resistant (OR) PC cell lines by exposing LNCaP, C4-2B and
DU145 PC cell lines to increasing concentrations of olaparib over a period of six months. OR PC
cell lines harbored a higher resistant profile compared to the wild type (WT) PC cells without
affecting their doubling time or morphology. Microarray experiments were performed and
allowed a transcriptome analysis between olaparib-sensitive and -resistance cell lines. In addition
to identifying pathways and genes potentially implicated in acquired resistance in PC, this study

also provides useful models for future studies on acquired olaparib-resistance in PC.
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2.1.2.3. RESULTS

Generation of PC cell lines with acquired resistance to PARPi olaparib
To characterize mechanisms that contribute to acquired PARPi resistance, we cultivated three PC
cell lines, LNCaP, C4-2B and DU145, in medium containing increasing olaparib concentrations for
six months (Fig. 1a). Compared to their respective parental cell line, the olaparib ICso values
significantly increased for all three OR cell lines: 4.41-fold change for LNCaP-OR (p=0.05), 28.9-
fold change for C4-2B-OR (p=0.024), and 3.78-fold change for OR DU145-0OR (p=0.0080) (Fig. 1b
and Table 1). Doubling time and cell morphology were not changed by the acquisition of olaparib
resistance (Fig. 1c-d). Since PARPi inhibit PARylation by PARP1, the expression of PARP1 and its
PARylated forms were measured by Western blot (Fig. 1e). OR cell lines showed a slight decrease

in PARylation although PARP1 expression was not affected compared to WT.

Identification of pathways involved in olaparib resistance by microarray analysis

To identify genes and pathways that were associated with acquired olaparib resistance, we
performed microarray analysis on the three WT and OR PC cell lines using the lllumina Sentrix
platform. The raw data were deposited in the Gene Expression Omnibus database (Onedrive).
Gene set enrichment analysis (GSEA) showed that OR cell lines were significantly enriched in
pathways involved in PROTEIN_TRANSPORT_ALONG_MICROTUBULE (false discovery rate (FDR)
g-value=0.0009), RNA splicing (FDR g-value=0.001) and DNA repair (FDR g-value=0.01), all of
which had a normalized enrichment score (NES) above 2.0 (Fig. 2a). Heatmap of enriched genes
for PROTEIN_TRANSPORT_ALONG_MICROTUBULE showed that genes for intraflagellar transport
172 and 80 (/FT172/80), kinesin family member 5B (K/F5B) and ADP ribosylation factor like GTPase
3 (ARL3) were upregulated in OR cell lines (Fig. 2b).

Because regulation of DNA repair is one of the known PARPi resistance mechanisms®, we selected
the top 10 DNA repair mechanisms since HR can be restored in PARPi-resistant cancer cell lines
(Fig. 2c). Double-strand break repair (FDR g-value=0.0083, NES=2.04), DNA repair (FDR g-
value=0.004, NES=2.02), and recombinational repair (FDR g-value=0.040, NES=1.86) were

associated with a higher NES. Non-homologous end-joining (NHEJ) and single strand DNA break
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repair pathways such as base or nucleotide excision repair (BER/NER) were not modified during
the acquisition of olaparib resistance in this experimental model. GSEA analysis also revealed that
BRCA1/BRCA2-containing complex subunit 3 (BRCC3), Werner syndrome helicase (WRN) or
ubiquitin specific peptidase 45 (USP45) genes were upregulated in all three OR cell lines compared
to WT (Fig. 2d).

We also interrogated the top 10 pathways involved in autophagy as this process has also been
reported to induce PARPi resistance!*'® (Fig. 2e). The GSEA gene set for
POSITIVE_REGULATION_OF_MACROAUTOPHAGY was the only pathway that was significantly
impacted (FDR g-value=0.040, NES=1.86). This pathway includes genes encoding for protein that
increase levels of autophagy such as beclin-1 (BECN1), ATG2B, or components of the mTOR
complex. Among these genes, G protein subunit alpha i3 (GNAI3) and TSC complex subunit 1
(TSC1) were the most upregulated genes in OR PC cell lines (Fig. 2f).

This first overview analysis showed that pathway which regulates protein transport along
microtubule are the most enriched pathway in our OR cell lines. DNA repair mechanisms,
especially recombinational repair, and positive regulation of autophagy were also significantly

altered by the acquisition of olaparib resistance in PC cell lines.

Identification of potential targets to reverse acquired resistance
To further analyze the genes that were associated with olaparib resistance, the list of differentially
expressed genes of the three OR cell lines were compared and revealed that all three shared 222
genes that were upregulated, and 178 genes that were downregulated (Fig. 3a). These genes were
entered in a volcano plot to select only genes that had a p-value log(-10) > 1.3 and a fold-change
(log2) < -0.6 and = +0.6 (Fig. 3b). A total of 195 upregulated and 87 downregulated genes were
obtained by applying these cut-offs. The top 20 upregulated and downregulated genes were
classified by their significance (Table 2 and 3). Fold enrichment analysis showed that genes
regulating cell cycle progression, such as Rho associated coiled-coil containing protein kinase 2
(ROCK2) or Cyclin-dependent kinase 12 (CDK12), and genes regulating RNA processing, such as
mago homolog exon junction complex subunit (MAGOH) or SR-related CTD associated factor 11
(SCAF1) were the most represented among the 195 upregulated genes (Fig. 3d). ATG2B from the
autophagy pathway was also significantly upregulated by 1.65-fold change (log2) (p-value log(-
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10)=2.65). Other genes, as GNAI3 or TSC1, found in the GSEA gene set of
GOBP_POSITIVE_REGULATION_OF_MACROAUTOPHAGY were not significantly affected. Genes
involved in DNA repair mechanisms, such as RAD54B (p-value log(-10)=2.54), were also
significantly upregulated in OR cell lines. We classified genes for the GOBP_DNA_REPAIR pathway
obtained from our GSEA analysis, based on the order of enrichment (Table 4 and Fig. 2c). Not all
genes were impacted by the acquisition of the OR phenotype. Only BRCC3 (p-value log(-10)=1.87),
WRN (p-value log(-10)=2.09), USP45 (p-value log(-10)=1.52) and xeroderma pigmentosum
complementation group A (XPA; p-value log(-10)=1.32) were significantly upregulated. No
pathways seemed significantly enriched in the 87 downregulated genes. Genes that were
significantly downregulated included GRAM domain containing 4 (GRAMD4; p-value log(-
10)=3.82) following by H2A clustered histone 17 (HISTIH2AM,; p-value log(-10)=3.03) and Keratin
associated protein 21-1 (KRTAP21-1; p-value log(-10)=2.66). Overall, DNA repair mechanisms,
autophagy but also apoptosis, cell cycle and mRNA processing may be involved in the acquisition

of olaparib resistance in PC.
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2.1.2.4. DISCUSSION

Mechanisms of PARPi antitumor activity and resistance are well described for breast and ovarian
cancers. These inhibitors are also promising therapeutic agents to prolong life and ameliorate the
response to hormono- and chemotherapies for PC patients. However, PARPI resistance is also a
potential and expected risk that is not well understood in PC. In this study, we developed olaparib
resistant PC cell models derived from PC cell lines LNCaP, C4-2B and DU145 to identify genes
essential for acquired resistance. Our analysis showed that several pathways, such as DNA repair

or autophagy, may regulate olaparib resistance.

Our GSEA overview analysis showed that DOUBLE_STRAND_BREAK_REPAIR and
RECOMBINATIONAL_REPAIR were significantly enriched with a NES over 2.0. Genes from these
pathways, such as BRCC3, WRN, USP45 and XPA, were also found in our volcano plot analyses
(Fig. 3b). BRCC3 and WRN are known to play a role in HR and USP45 and XPA in NER. Interestingly,
these genes are linked to resistance to radio- and chemotherapies for cancer. Studies have shown
that their expression is increased after treatment, inducing an increase in DNA repair and
resulting in resistance to these treatments?%23. These results support the idea that PARPi-
resistant cancer cells have altered DNA repair pathways, which may involve restoration of
mutated HR pathway to overcome the cytotoxic effect of olaparib. NER have also been shown to
affect the sensitivity profile to olaparib?*. However, the exact mechanism of resistance mediated
by the NER is not well understood. It would be important to measure basal level of DNA repair

mechanisms in these OR cell lines.

Interestingly, some upregulated genes found in RNA processing (MAGOH, SCAF11 and PLRG1)
have been shown to play a role in tumorigenesis and cancer aggressiveness in glioma, liver, and
gastric cancers?>?’. Upregulation of these genes may lead to an aberrant RNA splicing and
promote splice-induced gene alterations, such as the Deltallq mutation on BRCA1 gene?®. Some
studies in breast cancer showed that targeting RNA splicing with an inhibitor, pladienolide B,

reduced the occurrence of BRCA1 mutations that promote acquired resistance in breast
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cancer?®?%, A combination of this inhibitor and PARPi may help to limit the development of PARPi

resistance.

Autophagy is now considered a resistance mechanism for PARPi*>3%31 We previously reported
that the basal level of autophagy can impact the sensitivity to olaparib in PC cell lines!. In the
present study, upregulation of macroautophagy pathways was observed during our GSEA
analyses and expression of the autophagy ATG2B gene was significantly increased (Table. 2).
Upregulation of ATG2B expression has already been associated with an increased resistance to
therapies such as sunitinib or imatinib, which induce DNA breaks3?33. Notably, increased levels of
autophagy permit cancer cells to repair DNA breaks more efficiently through the HR or BER
pathways31:3435, Interestingly, KIF5B and ARL3 found in
PROTEIN_TRANSPORT_ALONG_MICROTUBULE play a role in the last step of autophagy, during
the autophagic lysosome reformation (ALR)3®3’. This possible impact on ALR may lead to an
increase of lysosome concentration in cancer cells, which has been shown to induce acquired
resistance to CDK4/6 inhibitor in breast cancer3®. Based on these analyses, autophagy induction

and termination may be important in the olaparib acquired resistance.

Many genes upregulated in the OR cells lines are important in cell cycle regulation (Fig. 3d).
Among these genes, ROCK2 plays an essential role in G1/S phase transition and studies have
shown that its depletion or inhibition leads to a cell cycle arrest, a senescent phenotype and a
modification of senescence-associated secretory phenotype (SASP) composition3%4°, Olaparib is
already known to induce a senescence-like phenotype in ovarian cancer cells which can
contribute to tumor progression and acquired PARPi resistance**2. Increased ROCK2 expression
may contribute to acquired olaparib resistance and targeting the protein with a ROCK inhibitor
(ROCKi) as a senomorphic drug may limit induction of the senescence phenotype®. Interestingly,
the chemical structure of the ROCKi hydroxyfasudil contains the benzamide pharmacophore of
PARPi and inhibits the activity of PARP1 and PARP2 by 27% and 50%, respectively**. It is already
known that senescent cells are resistant to apoptosis by decreasing expression of pro-apoptotic

proteins and increasing expression of anti-apoptotic proteins*. We identified two pro-apoptotic
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genes, GRAMD4 and sirtuin-3 (SIRT3), with decreased gene expression suggesting a possible

negative regulation of apoptosis in our OR cell lines.

CDK12, upregulated in OR PC cell lines, may also be a promising target to reverse olaparib
acquired resistance. This protein is known to regulate cell cycle and HR. Indeed, its inhibition
reverses innate and acquired resistance to PARPi in breast cancer®®. Interestingly, CDK12 is
mutated in 5 to 7% of patients with a metastatic castrate-resistant PC and it is included in the list
of key DNA damage response genes in current clinical trials*’. It is possible that PC cancer cells
induce new mutations on CDK12 to restore its expression and its activity to bypass PARPi effects.
It would be of interest to combined CDK12 inhibitor and PARPi in OR PC cell lines to determine

whether this combination can reverse the acquired resistance.

In conclusion, our study provides a set of PC cell lines with varying degrees of olaparib resistance
to study acquired PARPi resistance in PC. Our microarray analysis showed that three major
pathways, DNA repair, particularly for double-strand DNA breaks, autophagy and senescence
were potentially upregulated in OR cell lines. Targeting identified genes from these pathways,
such as BRCC3, ATG2B or ROCK2, may present an opportunity to reverse acquired resistance and

reinforce the effect of PARPI.
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2.1.2.5. METHODS

Cell culture and generation of OR cell lines
Human PC cell lines, LNCaP and DU145, were purchased from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA; ATCC CRL-174 and ATCC HTB- 81, respectively). C4-2B cell line was
kindly gifted by Dr. Martin Gleave (Vancouver Prostate Centre, BC, Canada). All cell lines were
verified by STR. Cell lines were cultured in RPMI 1640 medium (Wisent Inc., St-Bruno, QC, Canada;
350-000-EL) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 0.5 pg/mL amphotericin B (Wisent
Inc.,, 450-105-QL), and 50 pg/mL gentamicin (Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA;
15710064). All cells were grown in 5% CO, at 37°C. OR cells derived from LNCaP, C4-2B and DU145
were obtained by culturing parental cell lines in increasing concentrations (0.5 to 30 uM) of
olaparib (Selleckchem, Conshohocken, PA, USA; AZD2281) for 6 months. Doubling time and cell
morphology were determined using the IncuCyteTM Live-Cell Imaging System (Essen BioScience,

Inc., Ann Arbor, Ml, USA).

Clonogenic assay
C4-2B WT/-OR and DU145 WT/-OR were seeded at 500 cells/well and LNCaP WT/-OR were seeded
at 1,000 cells/well in 6-well in 5% CO; at 37°C. Medium was removed and replaced with RPMI
complete medium containing olaparib (0.00125 uM to 40 uM). After 7 days of treatment, cells
were fixed with methanol and stained with a solution of 50% (v/v) methanol and 0.5% (m/v) blue
methylene (Sigma-Aldrich Inc., Saint-Louis, MO, USA). Colonies were counted under a
stereomicroscope and reported as a percentage of the control. ICso values were determined using
Graph Pad Prism 9 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Each experiment was

performed in duplicate and repeated three times.

Protein preparation and Western blot analysis
Proteins were extracted from cell lines using mammalian protein extraction reagent (MPER; 50
nM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 0.25% Triton 100X, and 10% glycerol) containing a protease and
phosphatase inhibitor cocktail (ThermoFisher, Waltham, MA, USA; PIA32961). Protein
concentration was determined by Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA; 500-

0006). Twenty micrograms of total protein extract were separated in precast 4-15% gradient Tris-
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glycine SDS-polyacrylamide gels (Mini-PROTEAN® TGXTM Precast Gels, Bio-Rad, 456-1086) and
transferred onto Trans-Blot Turbo Mini 0.2 um nitrocellulose membranes (Bio-Rad, 170-4159).
Membranes were blocked with 5% milk in PBS-Tween for 1 hour and probed with primary
antibodies overnight at 4°C with agitation in PBS-Tween 0.01%. The following primary antibodies
were used in this study: B-Actin (AC14) (abcam, Cambridge, UK; AB6276, 1:20000 dilution), PARP1
(Proteintech, Rosemont, IL, USA; 66250, 1:650 dilution) and PAR/pADR (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA; 4335-MC-100, 1:1000 dilution). Primary antibodies were detected with
peroxidase-conjugated secondary antibodies including goat anti-mouse (Millipore, Burlington,
MA, USA; AP124P, 1:4000 dilution), goat anti-rabbit (Millipore, AP156P, 1:10000 dilution) and
rabbit anti-goat (Millipore, AP106P, 1/4000 dilution), and enhanced with chemiluminescence
(Millipore, RPN2232) detected using the ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). Actin was used
as a loading protein control. Each experiment was repeated three times. Image J*® was used to

guantify protein levels in Western blots.

RNA preparation and microarray analysis of gene expression
RNA from WT and OR cell lines (LNCaP, C4-2B and DU145) was extracted as described
previously*®. Gene expression microarray experiments were performed at the McGill University
and Genome Quebec Innovation Centre (genomequebec.mcgill.ca) using human-Clariom S arrays
(Affymetrix®). Data were analyzed using Transcriptome Analysis Console (Affymetrix®). To
determine enriched pathways, GSEA analysis was performed using the GSEA 4.2.1 software
(Broad Institute, Harvard, UK). Gene Ontology Biological Process (GOBP) was used as the gene set
database, and signal-to-noise ratio was selected for ranking genes metric parameters. Bubble
charts were created using the R software and ggplot2 extension®°. Volcano plots were created
using the web app VolcaNoseR>!. Downregulated genes with a fold change(log2) < -0.6 and
upregulated genes with a fold change(log2) = +0.6 with a significant (log-10) g-value > 1.3 were
used as cut-offs for the study. Genes included in these thresholds were visualized by creating a

heatmap using Heatmapper2.
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Statistics
Statistical analyses in Fig. 1 were performed using Graph Pad Prism 9 (GraphPad Software Inc.)
using the two-tail Student t-test, which was justified appropriately for every experimental design.
The data were normally distributed and the variance between groups that were compared was
similar. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant. FDR g-value was

automatically calculated during the GSEA analysis.
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3.1.1.2. ' TABLES

Table 1: Comparison of ICso values for olaparib between PC wild-type (WT) and olaparib-

resistant (OR) cell lines

Olaparib (uM)

Cell lines WT OR p-value
LNCaP 0.12 £ 0.084 0.53+0.11 p=0.050
C4-2B 0.027 £ 0.018 0.78 £0.021 p=0.024
DU145 7.7 £0.48 29+4.27 p=0.0080
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Table 2: Top 20 genes upregulated in OR vs. WT PC cell lines

Name Gene ID Fold change (log2) Significance (log-10)
MYPOP 339344 0.626066733 3.260994375
SURF1 6834 0.971457809 3.133881885
TAS2R31 259290 1.594891664 3.03187479
ROCK2 9475 1.814688581 3.017431335
EML5 161436 0.812352557 2.921011236
ZNF813 126017 1.27017308 2.90592896
PLRG1 5356 0.922899822 2.890174563
BHLHB9 80823 0.881211264 2.819600492
ANKRD26 22825 1.316471381 2.743111191
RANBP1 19385 1.050488081 2.678150499
ATG2B 76559 1.654462509 2.65188022
SYNJ1 8867 1.01210112 2.616349744
RAD54B 25788 1.309476495 2.543401448
CAPN14 440854 0.654425569 2.501443269
PIK3R4 30849 0.699793454 2.40793807
ZNF611 81856 0.765653399 2.369207217
CD79B 974 0.967579395 2.353033565
KRTAP4-8 728224 0.716777677 2.350183007
RPE 6120 1.061135427 2.324523647
TRIM59 286827 1.124953072 2.305366711
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Table 3: Top 20 genes downregulated in OR vs. WT PC cell lines

Name Gene ID Fold change (log2) Significance (log-10)
GRAMDA4 23151 -1.455448484 3.820213521
HISTIH2AM 8336 -1.079845354 3.038011837
KRTAP21-1 337977 -0.678567648 2.665150232
SERTAD3 29946 -1.090577359 2.553145699
DDAH2 23564 -1.328818688 2.356539512
LTBR 4055 -1.102550246 2.295431085
CCDC92 80212 -1.533187243 2.290609924
LOC100133669 100133669 -0.628676373 2.272973507
PTK6 5753 -0.604035851 2.143741754
ZNF705B 100132396 -0.705444211 2.081909321
SLC6A12 6539 -0.939695006 2.068809797
ENPP2 5168 -0.681866615 2.061059338
LNP1 348801 -0.899081921 2.05980048
ACHE 43 -0.756301787 2.059638325
SLC35C2 51006 -1.040655038 2.03265381
NUDT18 79873 -1.468949749 2.018578713
TMEM74 157753 -0.697450193 2.015048192
INAFM1 100688014 -1.31761451 2.011847558
TRPV4 63873 -0.632871399 1.991633619
ARFRP1 76688 -0.800853082 1.98658451
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Table 4: Top 10 genes that were enriched in the GSEA gene set for DNA repair

Name Gene ID Change Fold change (log2) Significance (log-10)
BRCC3 79184 Increased  117524346372176  1.86861052936291
WRN 7486 Increased  1.3897294100393 2.09404094346967
USP45 85015 Increased 2 16059849815779  1.51924844116418
XPA 395659 Increased  131482769069977  1.33272962036067
XPC 22591 Unchanged 1 77263828634861  1.15306119992332
VCPIP1 428359 Unchanged 0 776414270017991  1.28055627682958
PRKDC 5591 Unchanged 7 44036683749613  1.09824709135632
MBD4 17193 Unchanged 1 0822056611492 1.25074003757324
RAD18 56853 Unchanged 1 .12222858709984  1.29614400190726
PRIMPOL 201973 Unchanged 1 77599396704602  1.06890196790282

114



3.1.1.3. FIGURE
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Figure 1: Development of prostate cancer cell lines resistant to olaparib (OR) from parental cell
lines. (a). Schematic representation of OR PC cell lines development. (b). Olaparib 1Cso of PC WT
and OR cell lines. (c). Doubling time of WT and OR cell lines. (d). Representative images of WT and
OR cell morphology after 4 days of culture. (e). PARP1 expression and PARylation activity
measured by Western blot on whole cell extracts from WT and OR PC cell lines. Actin was used as

loading control.
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Figure 2: Enrichment pathways in PC OR cell lines. (a). Bubble chart regrouping the 30 most
significantly enriched pathways determined by GSEA analysis. (b) Enrichment plot and top 10
enriched genes in the PROTEIN_TRANSPORT_ALONG_MICROTUBULES. (c) Bubble chart derived
from the initial analysis (a) and regrouping the top 10 enrichment pathways linked to DNA repair
mechanisms. (d) Enrichment plot and top 10 enriched genes of DOUBLE_STRAND_BREAK_REPAIR
and DNA_REPAIR pathways. (e) Bubble chart derived from the initial analysis in (a) and regrouping
the top 10 enrichment pathways linked to autophagy mechanisms. (f) Enrichment plot and top

10 enriched genes of POSITIVE_REGULATION_OF_MACROAUTOPHAGY pathway.
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Figure 3: Determination of the most upregulated and downregulated genes in all three OR PC
cell lines. (a) Venn diagram representing all genes which were upregulated (222) and
downregulated (178) in all OR cell lines comparing to all WT cell lines. (b) Volcano plot with fold

change(log2) < -0.6 and with a fold change(log2) > +0.6 as thresholds for gene expression, and
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(log-10) g-value > 1.3 as threshold for statistically significant variation of expression. 198
upregulated (red) and 98 downregulated (blue) genes were identified using these thresholds. (c)
Heatmap showing all significant upregulated genes in red and all significant downregulated genes
in blue. (d). Bubble chart regrouping all pathways significantly enriched in the list of upregulated

genes.
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Chapitre 3 — DISCUSSION

1. 'autophagie dans la résistance innée a I'olaparib dans le cancer de

la prostate

L’autophagie étant désormais acceptée comme un mécanisme de résistance multidrogue, elle
est de plus en plus ciblée pour améliorer I'efficacité des traitements. Notre premiere étude a
permis de mettre en évidence que I'autophagie joue un réle dans la résistance innée des lignées
cellulaires du CP a I'olaparib (250). Cette résistance médiée par |'autophagie semble étre régulée
par la localisation nucléaire de la protéine SQSTM1/p62 qui peut mener a la dégradation de FLNA
et donc diminuer I'efficacité de HR (Figure 9). Ces résultats aménent a devoir prendre en
considération la question de I'importance du niveau d’autophagie chez un patient avant un

traitement avec un agent thérapeutique afin d’augmenter son efficacité.

Nous avons décidé de nous concentrer sur I'olaparib principalement a la vue des résultats
préliminaires obtenus lors des essais cliniques. En effet, pour le moment I'olaparib est le seul
PARPi a avoir un effet bénéfique sur la survie des patients. L'étude du r6le de I'autophagie dans
la résistance innée pourrait étre étendue a d’autres PARPi comme le niraparib ou encore le
talazoparib. Nous pensons que des résultats similaires seront obtenus pour ces inhibiteurs, en

particulier les autres PARPi.

Peu de travaux ont été publiés ces dernieres années mettant en avant I'importance du niveau
basal de l'autophagie dans la réponse thérapeutique (251-253). La majorité des études
disponibles dans la littérature se basent uniquement sur I'impact des traitements thérapeutiques
sur I'activation de I'autophagie et non l'inverse (121, 202, 211, 254). De plus, celles-ci ont aussi
démontré que cibler spécifiquement ce mécanisme autophagique augmentait I'efficacité de ces
traitements. Nous avons observé un effet similaire dans nos modeéles de lignées cellulaires du
cancer de la prostate (LNCaP, C4-2B et PC-3) dépourvus d’autophagie ou une sensibilité plus

importante a I'olaparib a été observée. Cette différence était moins élevée dans les lignées PC-3
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comparativement aux LNCaP et C4-2B. Celle-ci peut s’expliquer par I'absence de mutations au
niveau des genes de réponse aux dommages a I’ADN. Effectivement, contrairement aux LNCaP et
C4-2B, qui ont une délétion hétérozygote de BRCA2, les PC-3 n’ont aucune mutations sur le geéne
(255). Une étude parue en 2014 a mis en avant que les lignées cellulaires ayant des mutations sur
les génes BRCA1/2 étaient plus dépendantes de I'autophagie lors de stress induits par les
traitements thérapeutiques (256).

Afin d’appuyer I'importance du niveau basal d’autophagie, nous avons décidé d’utiliser la
rapamycine, inhibiteur de mTOR, pour I'activer avant et apres le traitement a I'olaparib. Ces deux
schémas de traitement semblent induire I'autophagie a des niveaux similaires au vu de
I’expression de la protéine LC3-Il obtenue. Ceci nous permet d’affirmer que les effets observés
tout au long de notre étude sont dus a la pré-activation autophagique et non a un niveau
d’induction différent entre les conditions RO10 et O10R. Cette pré-activation méne a un effet
protecteur contre I'olaparib, qui est perdu lorsque I'autophagie est inhibée dans les lignées KO.
Ceci indique que cette protection est induite par I'autophagie et non par des cibles non
spécifiques de la rapamycine. La réintroduction de I'autophagie dans les lignées KO concomitante
a la restauration de cet effet protecteur dans ces cellules, appuient aussi cette hypothese. Ce
phénotype induit par la rapamycine peut paraitre étonnant sachant que plusieurs études ont
montré que l'inhibition de mTOR augmente la sensibilité a la radiothérapie mais aussi a I'olaparib
de plusieurs types de cancer (257-261). Cette différence d’effet peut s’expliquer par le traitement
séquentiel que nous avons réalisé. En effet, ces études utilisent la rapamycine en méme temps,
ou apres I'induction des cassures double brin de I’ADN, ne prenant donc pas en compte I'impact
de I'activation de 'autophagie en amont. Ces résultats observés dans la littérature correspondent
en pratique a notre condition O10R, ou une diminution de la prolifération cellulaire non
significative et peu d’effet sur 'efficacité de la HR ont été observés dans nos lignées de CP.
D’autres activateurs d’autophagie, ne ciblant pas mTOR, comme les activateurs d’AMPK comme
la metformine ou encore le resvératrol pourraient étre utilisés pour confirmer cet effet protecteur
de la pré-activation autophagique. De plus, la validation de cette protection et de son inhibition

en ciblant 'autophagie devrait étre aussi effectuée dans un modele in vivo. Une combinaison
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d’HCQ et d’olaparib pourrait étre testée sur des xénogreffes développées a partir de lignées

cellulaires, comme les PC-3, avec un haut niveau basal d’autophagie.

Méme s’il est désormais connu que I'autophagie est capable d’affecter certains mécanismes
de réparation de I’ADN, aucune étude n’a précédemment démontré que cet effet pouvait avoir
une incidence sur la sensibilité aux PARPi. Pour valider ce point, nous avons déterminé I'impact
de la perte d’autophagie sur la réparation des cassures double brin de ’ADN dans les lignées
cellulaires du CP. Nous avons observé dans nos expériences que la déplétion de I'autophagie
réduisait I'efficacité de la HR. Néanmoins, le nombre de cassures double brin induites par
I'irradiation diminuait dans les lignées de CP KO Atg16L1 au cours du temps, sous-entendant que
ces cellules étaient capables de les réparer malgré la forte réduction de I'activité de la HR.
Plusieurs études ont suggéré que les cellules dépourvues d’autophagie devenaient dépendantes
du systeme NHEJ pour réparer leurs cassures (123, 262). Ce systéme favorisant I'apparition
d’erreurs lors de la réparation, les cellules dépourvues d’autophagie accumulent des cassures les
rendant ainsi plus instables génétiqguement. Cette dépendance au NHEJ serait une cible
thérapeutique complémentaire idéale pour empécher les cellules cancéreuses, dépourvues de la
HR, de réparer leur ADN et donc d’induire plus efficacement leur mort. Dans notre cas, ce ciblage
du NHEJ pourrait améliorer la sensibilité des lignées PC-3 KO Atg16L1, ou une diminution moins
marquée de leur IC50 a I'olaparib a été observée. Par exemple, des inhibiteurs de DNA-PKcs

comme le NU7026 pourraient étre utilisés (263).

Sachant que I'olaparib est connu pour induire un phénotype de sénescence caractérisé entre
autres par une augmentation de la taille cellulaire et de I'activité de la SA-beta-galactosidase (SA-
B-Gal), nous avons évalué ces deux parametres (Annexe, Figure 10). Nous avons observé qu’une
pré-activation de I'autophagie menait a une diminution du grossissement de la taille cellulaire
ainsi que de l'activité SA-B-Gal, induit par le traitement a |'olaparib. Ces résultats ne sont pas
étonnants puisque nous avons démontré dans notre étude que cette pré-activation de
I'autophagie permettait aux cellules cancéreuses prostatiques de réparer plus efficacement les

cassures double brin induites par I'olaparib. De plus, une étude parue en 2017 de I’équipe de Dre.
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Perez a mis en avant qu’un traitement a la rapamycine pouvait diminuer le phénotype de
sénescence en affectant le facteur de transcription nuclear factor erythroid 2-related factor 2

(Nrf2), voie pouvant étre régulée par SQSTM1/p62, dans les fibroblastes de souris (264).

Nous avons donc décidé de nous intéresser a la protéine SQSTM1/p62 au vu de son
accumulation dans nos lignées PC KO Atg16L1 et de son réle dans les mécanismes de réparation
de I’ADN, en particulier le HR. Les résultats obtenus lorsque I'autophagie était pré-activée dans
les lignées WT semblent concorder avec I'étude de Dr. Hewitt publiée en 2016 mettant en avant
pour la premiére fois qu’une diminution de la concentration nucléaire de SQSTM1/p62 entraine
une inhibition de la dégradation de FLNA par le protéasome (231). Etonnamment, la déplétion de
I'autophagie semble induire une légere augmentation de la localisation nucléaire de
SQSTM1/p62, et donc un effet mineur sur I'expression de FLNA. Il semblerait que cette légere
diminution de FLNA affecte quand méme les recrutements de BRCA1 et Rad51 et ainsi I'efficacité
de la HR. Une analyse de I'expression de la protéine exportine 1 (XPO1), essentielle dans pour le
transport nucléaire de SQSTM1/p62, serait intéressant a effectuer afin de déterminer comment
la déplétion de l'autophagie peut affecter ce transport (265). L'importance de la protéine
SQSTM1/p62 a aussi été confirmée avec I'utilisation du siARN ol un effet protecteur a I'olaparib
a été observée dans les lignées WT mais aussi KO dépourvues d’autophagie. En plus d’interagir
avec FLNA, SQSTM1/p62 peut aussi réguler les mécanismes de réparation de I’ADN en inhibant
I’'E3 ubiquitine ligase RNF168 (239). L'étude publiée en 2016 par I'’équipe de Dr. Zhao a mis en
avant qu’une accumulation de SQSTM1/p62 dans le noyau menait a une diminution de I'activité
de RNF168 pour la formation de chaines poly-ubiquitinées sur I'histone H2AX réduisant ainsi le
recrutement des acteurs de la HR. Il serait donc intéressant d’aller vérifier comment RNF168 est
affectée dans notre étude. Outre son réle dans I'autophagie, SQSTM1/p62 a plusieurs domaines
d’interaction affectant d’autres voies moléculaires. C’est le cas par exemple de son domaine KIR,
interagissant avec kelch like ECH associated protein 1 (Keapl) dans la voie Nrf2, ou de son
domaine TB, interagissant avec tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 6 (TRAF6)
dans la voie nuclear factor-kappa B (NF-kB) (266, 267). L’activation de Keapl permet la

translocation du facteur de transcription Nrf2 au noyau afin d’induire I'expression de genes
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importants pour le protéasome et la résolution des stress oxydatifs (268, 269). Récemment, une
étude parue en 2020 a découvert que Nrf2 pouvait activer ATR lors de la réparation des cassures
double brin induites par une irradiation (270). Quant a la voie NF-kB, celle-ci joue principalement
dans la réponse immunitaire, inflammatoire mais aussi dans I'inhibition de la voie apoptotique
(271). Comme pour la voie de Nrf2, NF-kB peut aussi réguler les mécanismes de réparation de
I’ADN, en particulier le HR, en stabilisant par exemple le recrutement de BRCA1 aux sites de
cassures (272). Il serait donc pertinent de vérifier I'impact de ces voies dans la résistance médiée
par I'autophagie que nous avons observé dans notre étude. Méme si nos résultats nous amenent
a penser que SQSTM1/p62 est essentielle dans la résistance innée a I'olaparib, I'autophagie peut
aussi réguler la réparation de I’ADN via la dégradation des protéines KAP1 et HP1«a interférant
dans l'efficacité de la HR (235, 237). Il est donc possible qu’une certaine proportion de ces
dégradations influencent le phénotype qui nous avons observé. Une étude plus poussée sur
celles-ci pourrait étre réalisée pour confirmer ou non leur importance.

Nous n’excluons pas non plus les autres mécanismes régulant la résistance médiée par
I’'autophagie, comme celui du transport de I'olaparib a I'extérieur de la cellule (Figure 9). En effet,
deux études publiées respectivement en 2019 et 2021 ont décrit que le transporteur ABCB1
influengait la disponibilité intracellulaire de I'olaparib dans les lignées du cancer de la prostate et
de l'ovaire (273-275). L’équipe de Dr. Mishra a découvert que l'autophagie était justement
capable d’affecter I'expression de ce transporteur (274). De ce fait, une mesure d’expression de
certains transporteurs ABC et de la concentration intracellulaire et extracelluaire d’olaparib par
spéctrométrie de masse pourraient étre réalisées. Ces nouvelles données pourraient étre aussi
complétées par I’évaluation de la capacité des lysosomes a piéger I'olaparib et ainsi diminuer sa

disponibilité dans la cellule.

Notre étude est centrée sur l'autophagie canonique car les lignées cellulaires utilisées
expriment I'ensemble des acteurs autophagiques. |l serait intéressant de caractériser le role de
I’autophagie non-canonique dans la résistance innée médiée par 'autophagie. Nous avons noté
que les DU145, utilisées dans notre deuxieme étude (Chapitre 2, Article #2), n’exprimaient pas la

protéine Atg5, empéchant ainsi la formation de LC3-Il, essentielle dans la maturation du PAS en
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autophagosome (Annexe, Figure 11). Cette observation concorde avec la littérature qui indique
que les DU145 emploient I'autophagie non-canonique pour survivre aux stress qui induisent
I’'autophagie (276). Nous avons aussi remarqué que cette lignée cellulaire est la plus résistante a
ce PARPi comparativement aux LNCaP, C4-2B et PC-3 ce qui suggere qu’il est possible que
I’autophagie non-canonique joue un role dans la résistance innée des DU145. Cependant, nous
ne pensons pas que SQSTM1/p62 soit importante pour cette derniére. En effet, nous avons
observé une expression plus forte de la protéine dans les DU145, similaire a nos lignées KO
dépourvues d’autophagie (Annexe, Figure 11). Il serait donc intéressant de cibler SQSTM1/p62
pour déterminer I'impact de sa diminution sur la résistance mais aussi de réintroduire Atg5 pour
possiblement restaurer I’autophagie canonique. A I’heure actuelle, aucune étude n’a été réalisée
démontrant le possible réle protecteur de I'autophagie non-canonique contre des agents

thérapeutiques.

Finalement, d’'un point de vue plus clinique, mesurer le niveau basal d’autophagie, ou
I’expression nucléaire de SQSTM1/p62, dans les tissus de patients pourraient donner une
indication sur leur réponse a l‘olaparib (277). L'utilisation de systemes microfluidiques
développés par le laboratoire, permettant de déterminer ['efficacité d’un traitement
thérapeutique sur des morceaux de tumeur micro-disséquée, serait aussi un outil intéressant
pour la continuité de I'étude (278, 279). La détermination du flux autophagique dans les tissus
cancéreux doit cependant étre encore améliorée et mieux définie. En effet, sachant que
I’autophagie est un mécanisme dynamique avec des modifications post-traductionnelles, en
particulier sur la protéine LC3, il est difficile de bien I'établir ce flux autophagique. Des études
suggerent |'utilisation d’'un ensemble de marqueurs autophagiques pour avoir une idée plus
représentative du mécanisme (277, 280). Ainsi, une optimisation devra étre réalisée pour

permettre une meilleure interprétation de ces résultats.
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2. Les mécanismes de résistance acquise a I'olaparib dans le cancer de

la prostate

Les mécanismes de résistance acquise pour les PARPi sont de mieux en mieux compris avec
I’'abondance d’études disponibles dans la littérature pour les cancers du sein et de I'ovaire mais
encore trop peu étudiés dans le cancer de la prostate (110-113, 118). Pour pailler ce probleme
nous avons développé des lignées cellulaires du CP résistantes a I'olaparib (OR) dérivées des
lignées parentales (WT) en les cultivant pendant plusieurs mois avec l'inhibiteur (281). Cette
méthode est couramment utilisée dans la littérature pour découvrir de nouveaux génes jouant
un role dans la résistance acquise aux agents thérapeutique (282-284). Dans l'optique de
découvrir des acteurs communs de résistances a plusieurs lignées cellulaires, un microarray a été
réalisé sur trois lignées de CP (LNCaP, C4-2B et DU145) ayant des mutations au niveau de
BRCA1/2. Nous avons appliqué des seuils de significativité (p=0.05) et de variation d’expression
(seuil égal/inférieur a -1.5 ou égal/supérieur a +1.5) couramment utilisés dans la littérature, afin
d’obtenir une liste de genes positivement et négativement affectés par la transformation OR.
Parmi les genes ayant une augmentation d’expression, plusieurs étaient importants dans les
mécanismes de réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire mais aussi dans I'autophagie
(Figure 9). Pour ceux dont I'expression diminuait, la majorité codait pour des acteurs pro-

apoptotiques ou pour des inhibiteurs de prolifération cellulaire.

Il est bien connu désormais que les cellules cancéreuses résistantes aux PARPi restaurent la
HR pour diminuer leur efficacité. Il n’est donc pas étonnant de retrouver des genes des voies
moléculaires liées a ces mécanismes, en particulier ceux de la réparation double brin de I’ADN.
Nous avons obtenu au total quatre genes significativement augmentés par la transformation OR
inclut dans la voie moléculaire DNA_REPAIR : sous-unité 3 du complexe BRCA1/2 (BRCC3), WRN
RecQ Like Helicase (WRN), l'ubiquitine spécifique peptidase 45 (USP45) et xeroderma
pigmentosum, complementation group A (XPA). Alors que BRCC3 et WRN jouent principalement
dans la réparation double brin de ’ADN, XPA et la déubiquitylase USP45, ciblant /a protéine de
réparation de I'excision d'ADN (ERCC1), jouent dans le NER (285-288). Des études réalisées ces

dernieres années ont mis en avant l‘existence d’une corrélation entre |'augmentation
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d’expression de ces acteurs et I'apparition de résistances aux agents thérapeutiques induisant
des cassures de I’ADN. Effectivement, il a été démontré qu’une augmentation de I’expression de
BRCC3 menait une stabilisation du complexe BRCA1/2 aux sites de cassures double brin
augmentant ainsi I'efficacité de réparation de celles-ci a la suite de radiothérapie (289, 290). Les
lignées cellulaires utilisées pour notre deuxieme étude, les LNCaP, les C4-2B et les DU145, ont
toutes les trois une mutation au niveau de BRCA2. Méme en présence de cette mutation, les
LNCaP et C4-2B sont capables de réparer les cassures induites par 'irradiation en utilisant le HR
(Chapitre 2, Article #1). Cette capacité de réparation n’a pas été mesurée chez les DU145. Selon
nos données, "laugmentation significative de I'expression de BRCC3 est accompagnée d’une
augmentation non significative de celle de BRCA1 (en moyenne de 3 fois) et de BRCA2 (en
moyenne de 2 fois) dans nos trois lignées OR. Ceci peut suggérer l'induction de nouvelles
mutations sur ces genes permettant une augmentation de leur expression et donc une efficacité
plus importante de la HR (111, 291). Alors que le role de la HR dans la résistance acquise aux
PARPi est bien établi, celui du NER I’est moins. Des études ont mis en avant qu’une augmentation
de I'expression de XPA et d’ERCC1 conduirait a une efficacité de réparation du NER plus
importante contre les cassures induites par le cisplatin (292-295). D’autres équipes ont découvert
gu’une diminution d’expression d’ERCC1 menait a une diminution du NER favorisant un
phénotype de sensibilité aux inhibiteurs de PARP dans le cancer du poumon (296, 297). De plus,
il a été démontré que les cellules cancéreuses du poumon ayant une forte expression d’'ERCC1
étaient résistantes a I'olaparib comparativement a celles ayant une expression plus faible (298).
L’ensemble de ces études semblent donc mettre en avant I'importance du NER dans la résistance
aux inhibiteurs de PARP. Il est donc possible que les cellules cancéreuses soient en mesure de
réguler ce type de mécanisme, comme elles le font pour le HR, pour diminuer |'efficacité de ces
inhibiteurs. Ainsi, I'augmentation d’USP45 que nous observons pourrait mener a une
déubiquitination d’ERCC1 permettant ainsi au complexe qu’il forme avec XPF d’accéder plus
facilement aux sites de cassures et donc de favoriser la réparation de celles-ci (288). La validation
de l'augmentation de I'activité de ces mécanismes de réparation de I’ADN, HR et NER, pourrait

ainsi étre effectuée dans les nouvelles lignées devenues résistantes a I'olaparib.
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La majorité des genes avec une augmentation d’expression obtenue jouaient un role dans la
régulation du cycle cellulaire. Parmi eux, Rho associated coiled-coil containing protein kinase 2
(ROCK2), régulant la transition de la phase G1/S, est connu pour son role dans I'apparition de
résistance a la chimio- et radiothérapie (299-301). Des études suggerent que son role
cytoprotecteur est en partie di a son impact dans le HR grace a la transcription de ZEB1
permettant la déubiquitination et la stabilisation de la kinase checkpoint 1 (CHK1) par USP7 (302).
ROCK2 est aussi importante dans la composition du senescence-associated secretory phenotype
(SASP) des cellules sénescentes. Le SASP permet, entre autres, la production des éléments pro-
inflammatoires, comme les interleukines (IL-6 et IL-8) favorisant la prolifération et I'invasion
cellulaire (303). Il permet aussi la régulation de I’élimination des cellules sénescentes par le
systéme immunitaire (303). L’équipe de Dr. Ark a mis en avant qu’une inhibition de ROCK2 induit
une diminution du SASP, empéchant ainsi la prolifération et I'invasion cellulaire (304, 305).
Sachant que les cellules cancéreuses peuvent entrer dans un état similaire a la sénescence
(senescence-like) pour étre résistantes a I'olaparib, cibler I'activité de ROCK2 avec un inhibiteur
comme |’hydroxyfasudil pourrait permettre de rétablir leur sensibilité (306-308). Une étude parue
en 2018 a découvert que cet inhibiteur de ROCK2 pouvait réduire de 20% a 45% l’activité de
PARP1 et PARP2 respectivement (309). L'utilisation d’inhibiteur de ROCK2 peut étre considérée
comme une thérapie sénomorphique en agissant sur la composition du SASP tout en évitant
I'induction d’'une mort cellulaire par la thérapie elle-méme. Cette nouvelle thérapie est un
concept nouveau en cancérologie et est encore peu retrouvée dans la littérature et mal comprise
comparativement a la thérapie sénolytique, qui elle agit sur I'induction de la voie apoptotique
pour induire la mort des cellules sénescentes (310). Méme si nous avons observé aucune
différence visuelle de la morphologie cellulaire, et aucune augmentation significative de
I’expression de certains composés du SASP, il serait important de déterminer si nos lignées
cellulaires OR ont des caractéristiques de la sénescence. En effet, plusieurs études suggérent que
les PARPi induisent la sénescence dans le cancer de I'ovaire et du sein (306, 311). Des mesures de
I’activité SA-B-Gal, de I'expression d’inhibiteurs de cycline (p21 ou p16) ou encore de composés

du SASP pourraient étre effectuées.

128



Nous avons mis en avant dans notre premier article (Chapitre 2, Article #1), que
I’autophagie jouait un réle important dans la résistance innée a I’olaparib dans nos lignées du CP.
Nous avons remarqué dans notre analyse de microarray une augmentation d’expression du géne
ATG2B codant pour la protéine portant le méme nom et essentielle dans la formation de
I'autophagosome (312). En plus des études démontrant I'efficacité d’une inhibition de
I’autophagie pour augmenter la sensibilité aux inhibiteurs de PARP, d’autres ont mis en avant
I'importance de I'augmentation de I'expression d’ATG2B dans la mise en place de résistance a
I'imatinib et au cisplatin (313-315). Cette variation d’ATG2B semblait étre principalement
controlée via I'expression de certains microARN (miR) comme miR-130a, miR-375 ou encore miR-
143. Ces miRs sont des petits ARN non codant reconnaissant une séquence d’environ 17 a 27
nucléotides d’'un ARN cible pouvant soit induire la dégradation de I’ARNm, soit inhiber sa
traduction en protéine. Il est intéressant de noter qu’en plus de cibler ATG2B, le miR-130a régule
aussi le niveau de traduction de plusieurs genes présents dans la liste de ceux dont nous avons
observé une augmentation significative de I'expression. Citons par exemple ACBD3, BBX ou
encore WRN (316, 317). Il est donc possible que I'expression de certains miRs soit diminuée lors
de l'acquisition de résistance dans notre modele. Il est intéressant de noter qu’il a été démontré
que l"autophagie, grace a calcium binding and coiled-coil domain 2 (NDP52/CALCOCO2), peut
aussi réguler la production de miR en dégradant I'enzyme DICER et la protéine argonaute-2
(AGO2), essentielles dans la maturation des miRs (318). Il est donc possible que la diminution des
miRs soit due a une augmentation du processus autophagique. L'utilisation de la combinaison
d’inhibiteurs de PARP et de thérapie basée sur les miRs connait depuis quelques années un intérét
grandissant. En effet, plusieurs études ont suggéré |'effet bénéfique de cette nouvelle séquence
de traitement pour pallier les problémes de résistance aux PARPi (319-321). Ainsi, une mesure
d’expression de certains mIRs ainsi qu’une réexpression, ou inhibition de ceux-ci pourraient étre
réalisées (322) (Figure 9). D’autres génes obtenus dans notre premiére analyse globale
d’enrichissement GSEA comme KIF5B ou la protéine 3 de type facteur de ribosylation ADP (ARL3),
inclus dans la voie moléculaire de transport des protéines le long des microtubules
(PROTEIN_TRANSPORT_ALONG_MICROTUBULES), appuient aussi le possible réle de I'autophagie

dans cette résistance acquise. En effet, comme décrit précédemment (Chapitre 1, Partie 3.1.1.1),
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KIF5B joue un réle important dans la formation des proto-lyososomes qui suit le processus
autophagique et des études ont démontré qu’une déplétion d’ARL3 menait a une inhibition de
I’'autophagie (323-325). Méme si ces genes sortent non significatifs avec les seuils choisis lors de
notre seconde analyse, ils sont 2 a 3 fois plus exprimés dans les lignées OR que dans les lignées
parentales. Il serait donc intéressant de mesurer les niveaux d’autophagie dans les lignées OR
ainsi que I'effet de son inhibition sur la résistance. Des résultats obtenus lors de notre premiere
étude nous ont indiqué que I'olaparib induisait I'autophagie dans les LNCaP et les C4-2B (Annexe,
Figure 12). Il ne serait donc pas étonnant de voir un niveau basal plus élevé d’autophagie dans
ces lignées cellulaires OR. Une mesure du nombre de lysosomes pourrait aussi étre réalisée afin

de déterminer si ces derniers peuvent aussi jouer un réle dans la résistance acquise.

Nos analyses mettent aussi en avant que plusieurs génes codant pour des protéines pro-
apoptotiques et régulant I'arrét de la prolifération cellulaire ont une diminution significative de
leur expression dans les lignées OR. On y retrouve par exemple GRAM domain containing 4
(GRAMDA), la sirtuine 3 (SIRT3), le géne de la cassette 4 se liant a I'ATP (ABCB4) et
I'acétylcholinestérase (ACHE). Plusieurs équipes de recherche ont mis en avant qu’une diminution
de I'expression de ces protéines favorise le développement de résistance a différents agents
thérapeutiques, comme le cisplatin, en diminuant I'induction d’apoptose (326-328). Nous avons
aussi observé une diminution d’expression mais non significative de d’autres acteurs pro-
apoptotiques de la famille B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) comme I"agoniste associé a la protéine de
mort cellulaire BCL2 (Bad) et la protéine Bcl-2—associated X (Bax), mais aussi une augmentation
de ceux qui sont anti-apoptiques comme la protéine de différenciation des cellules de leucémie
myeéloide (MCL-1) et BCL-2. Par ailleurs, il a été déterminé dans la littérature que les cellules
sénescentes étaient résistantes a I'apoptose en affectant I'expression d’acteurs anti- et pro-
apoptotiques (329). Plusieurs études ont déja démontré [I'efficacité de certains agents
sénolytiques induisant I'apoptose sur des cellules cancéreuses résistantes aux inhibiteurs de PARP
(306, 330-332). C’est le cas par exemple ’ABT-263, ciblant Bcl-2 et Bcl-XL, dans le cancer de
I’'ovaire (306). Ces données préliminaires renforcent I'idée de mieux caractériser la sénescence

mais aussi I'apoptose dans nos lignées devenues résistantes a I'olaparib. Une combinaison avec
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des agents sénolytiques pourrait aussi permettre de cibler spécifiquement cette résistance

acquise (Figure 9).

Les expériences réalisées nous donnent un apercu des voies moléculaires les plus
affectées par la transformation OR et pouvant ainsi jouer dans la résistance acquise a I'olaparib.
Cependant, I'ensemble des cibles sélectionnées devront étre validées et les voies moléculaires
qui leur sont liées évaluées. Nous n’excluons pas le fait qu’une combinaison de I'altération de
plusieurs de ces voies moléculaires puisse réguler cette résistance acquise. De plus, il serait aussi
important de déterminer si ces nouvelles lignées résistantes a I'olaparib sont aussi résistantes aux
autres inhibiteurs de PARP (talazoparib ou niraparib). Ceci permettrait éventuellement de
découvrir un mécanisme de résistance acquise commun des PARPi. Ces données pourraient étre
aussi complétées par le développement de lignées résistantes a ces autres inhibiteurs, dans la

suite de cette seconde étude.

131



HCQ
Haut niveau basal
. Autophagie
el {5QSTM1/p62
gl TFLNA
Transport ou T Rad51 recrutement
4 Stockage dans
lyososmes  {Réparation de I'ADN
S~ ~ Recombinaison homologue

N\\
~

~o 1
~
~
S
h

Résistance a l'olaparib

—p Effet/impact validé
= = p Effet/impact a déterminer

Augmentation

" Cible potentielle .
4 v Diminution

Figure 9. — Mécanismes de résistance innée et acquise a |'olaparib dans le CP.

L'autophagie est un régulateur majeur dans la résistance innée en affectant la recombinaison
homologue afin de réparer plus efficacement les cassures induites par I'olaparib. Il est possible
qu’elle puisse aussi réguler le transport et le stockage de ce PARPi dans les lysosomes. Trois
voies moléculaires (I'autophagie, la réparation de I’ADN et la sénescence), interagissant entre
elles, pourraient étre a I'origine de la résistance acquise a I'olaparib dans le cancer de la
prostate. L'utilisation de HCQ, d’agents sénolytiques ou sénomorphiques et la réexpression de

certains miRs pourraient limiter cette résistance.
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Chapitre 4 — CONCLUSION

Ce projet de these s’est intéressé a deux facettes de la résistance aux inhibiteurs de PARP
dans le cancer de la prostate : la résistance innée et la résistance acquise. Ces deux types de
résistances restent un probléme majeur dans le développement de nouvelles thérapies anti-
cancéreuses et doivent étre compris pour les anticiper et les contrer. Les inhibiteurs de PARP
étant présentement en essais cliniques pour le cancer de la prostate, il est essentiel de
comprendre comment les cellules cancéreuses peuvent devenir résistantes pour limiter I'effets
de ces inhibiteurs. Les informations disponibles dans la littérature pour les autres cancers ou ces
PARPi sont utilisés, nous donnent une idée des mécanismes de résistance a étudier dans le cancer
de la prostate.

Nous avons découvert dans notre premiere étude que 'autophagie régulait la résistance
a I'olaparib dans trois lignées cellulaires du cancer de la prostate. Contrairement aux travaux
parus dans la littérature, nous mettons en avant I'importance du niveau basal d’autophagie et
non son activation a la suite du traitement, dans la réponse innée a I'olaparib. En effet, un haut
niveau d’activation autophagique avant le traitement a |'olaparib rend moins sensible les lignées
a cet inhibiteur de PARP. Nous avons aussi démontré que cet effet cytoprotecteur de I'autophagie
est régulé par I'expression nucléaire de SQSTM1/p62 qui affecte, dans la cellule, I'efficacité des
réparations des cassures double brin de 'ADN induites par I'olaparib. Une diminution de
I’expression de cette protéine dans les lignées WT et dépourvues d’autophagie, avant le
traitement a l'olaparib, induit un effet protecteur aux cellules. C'est la premiere fois, a notre
connaissance, que ce réle de SQSTM1/p62 dans la résistance a cet inhibiteur de PARP a été
illustré. Nous pensons que les mesures des niveaux d’autophagie et de SQSTM1/p62 pourraient
permettre d’avoir une meilleure idée de la réponse des patients a I'olaparib. De plus, cibler ces
deux facteurs pourrait permettre une augmentation de I'efficacité de ce nouveau traitement et
ainsi augmenter |'espérance de vie des patients.

Dans notre deuxiéme étude, nous avons développé pour la premiere fois des lignées
cellulaires de cancer de la prostate résistantes a |'olaparib dérivées de lignées parentales

disponibles commercialement afin d’explorer les voies moléculaires induisant la résistance
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acquise a cet inhibiteur dans ce cancer. Une analyse du profile moléculaire de ces nouvelles
lignées nous a permis d’obtenir des pistes intéressantes a étudier plus en détails. Parmi elles, les
mécanismes de réparation de I’ADN, la sénescence, I'autophagie mais aussi la régulation des
microARN sont les plus importantes. Une meilleure compréhension du réle de ces différentes
voies dans la résistance acquise pourrait permettre I'élaboration de nouvelles thérapies pour
contrer I'apparition de résistance au cours du temps.

En conclusion, cette thése donne de nouveaux outils dans la compréhension de la
résistance innée mais aussi dans la mise en place de la résistance acquise a 'olaparib dans le

cancer de la prostate.
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Annexes

Figures Supplémentaires
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Figure 10. — La pré-activation d’autophagie réduit les effets de I'olaparib sur I'activité SA-B-Gal et la

morphologie cellulaire.

a. Mesure de l'activité SA-B-Gal des lignées PC WT. b. Mesure de la taille cellulaire par cytométrie
en flux dans les mémes lignées WT et C4-2B et PC-3 KO Atgl6L1. N=3, Student t test. n.s. = non-
significant. *p < 0.05 et **p < 0.01.
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Figure 11. - Les DU145 n’expriment pas Atg5 et LC3-II.

Mesure de I'expression d’Atg5 et LC3 par Western blot dans les LNCaP, PC-3 et DU145.
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Figure 12. — Induction de I'autophagie dans les lignées du cancer la prostate.

a. Mesure d’induction d’autophagie par Western blot apres 24h et 48h de traitement a 5 et 10

UM d’olaparib. b. Quantification de a. réalisée avec Imagel. N=3, Student t test. n.s.

significant. *p < 0.05 et **p < 0.01.
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