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CHAPITRE 1 :LES LYMPHOMES ANAPLASIQSRA
GRANDES CELLULES

Les lymphomes sont les hémopathies malignes les plus fréquentes, et représentent environ 5% des

v Ee E v }JVEE « X l/[ *pod - 0 SE ve(}E&u S]}v [uv OOHO
CovSE ] uvsS pupu&E o g u] *U o0 OOMO * v E pe o V[ VA Z]ee vE %o
touchent en particulier les ganglions lymphatiquésv. 18 <u[]o [ P]S [HUV %o SZ}0}P] ¢CeS§
distingue classiqguement les lymphomes hodgkiniens (20%[deve u o e OCU%Z}u «sU & 5§ |
par la présence de cellules caractéristiques appelées cellules de Reed-Sternberg, et les lymphomes non
h} Pl]v] ve ~019 o[ &2 lymphomes). Dans ce manuscrit, Nous nous intéresserons
particuliéerement a une classe particuliere de lymphomes non hodgkiniens: les Lymphomes

Anaplasiques a Grandes Cellules qui seront appelés LAGC dans ce manuscrit.

1 ASPECTS CLINIQUES

1.1 Place des lymphomes anaplasiques a grandes cellules dans la
Ll feec . f—<te T ZTintidd fle lee Fantée

Les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules (LAGC) ont été décrits pour la premiére fois en 1985

par les docteurs Karl Lennert et Harald Stelie terme « anaplasique ( ]§ & ( & v o[ %o% E
. OOHO * Z NS &v EP }vsS o %% & v 1(( & Lo o * 0C
o0 ¢*](] S8]}tv o¢h @dhdiale d&]Jla santé des tumeurs hématopoiétiques (revue en 2008)

les place dans la catégorie des lymphomes développés a partir de cellules T périphériques par

opposition aux lymphomes développés a partir de précurseurs lymphiides
On retrouve deux types principaux de LAGC

- LesLAGC cutanés primitifs, prenant naissance dans la peau et y restant confinés.
- LesLAGC systémiquesui affectent principalement les ganglions lymphatiques et qui peuvent
Veull]s ]ee ulv E ve [ USE -+ JeE pownond, I8s os, laupeau, le foie, le
médiastin ainsi que les tissus mous.
Les LAGC systémiques sont séparés HA& VvS]S ¢« v (}v S]}tv 0 H@E&sidqEet €0 [ A& %o (

de leurs différences épidémiologigires

22



Tableau 1 Classification de Ann Arbor
~ [ % & - E }v 1) oXU i6é

Tableau 2 Classification de St Jude
~ [ % & « DUE%ZC § oXU idpiu

oXU

i

23



- Les LAGC systémiques présentant une translocation chromosomique impliquant le gene
codant pour la tyrosine kinase oncogénique ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), laf3€lés
ALK positiffou LAGC ALK+).

- > e > " eCe3 U< ¢ V[ A% E]U VS % * O[AGQG RLK négatiféll LAG%. 0 *
ALK-).

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons uniquement aux LAGC systémiques ALK+ (LAGC

ALK+U *u@E 0 e<p o+ i[ ] u v u}v 0 dulpboratoyr@ « p o

1.2 Epidémiologie
Les lymphomes T périphériques sont des lymphomes agressifs, représentant environ 7% du groupe
des Lymphomes Non Hodgkiniens (LNH). Les LAGC systémiques ALK+ font partie des lymphomes T
périphériques Diverses études épidéfif o} P]«<u « u}v S IErepiEsenteht prés de 10 a 15% des
OCuU% Z}u - o[ v( v8U IvSE =+ po u v®%9 =« >E, o[ poS

Kv ]e8]vPpu MAE %] » [ P u}Qhez lgs epfdhisletdds jeunes adultes (Age médian

au diagnostic : 10 ans, minimun0 mois, maximum : 17 ad$)ou la prévalence est plus élevée, et

chez les personnes de plus de 60 ans (Age moyen au diagnostic toutes populations confondues 22.01
+ 10.87 ans), ou la prévalence est plus faible. On trouve également une prédominance masculine, (ratio

M/F : 3,0), qui est encore plus marquée chez les enfants et les jeunes adultes (ratio M¥ : 6.5)

Aucun facteur cpue o V] été} géierminé, méme si certaines études suggérent que le
développement des LAGC ALK+ serait favorisé dans un contexte inflammatoire, par exemple aprés une

piqgiE []v¥, ofl en association avec une infection par le*¥/IH

1.3 Symptdmes et diagnostic

Comme mentionné précédemment, les LAGC ALK+ affectent principalement les ganglions
lymphatiques. Ces lymphomes se traduisent généralement par des polyadénopathies superficielles
(augmentation du volume des ganglions superficiels), associées a une dégradatioff § S P v (E o
(forte fiévre persistante sans cause infectieuse, amaigrissement, fatigue inexpliquée, etc.). Une
atteinte extraganglionnaire est retrouvée dans 40 a 68% des cas, notamment au niveau des tissus
mous, desos, 0 % MU ¢ %o}pulveU p (}J] U 8§ pu ] e8]vX >[ §§ Jvs

constatée dans 11 a 30% des cas, alors que celle du systéme nerveux central résté’rare

Le diagnostic comprend une étape de détermination du stade de la matadie S (( S o[ ]

de deux systemes de classificatidn o ++](] $§]}v [°¢windRalgdient utilisée chez les
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Figure 1 Profils histologiques des différents variants de LAGC

~ [ %@E « }viZ Ju 8 oXU Tiife

(A) Type commun les cellules sont grandes, avec un cytoplasme abondant, avec un noyau en fer a cheval et un
appareil de Golgi proéminent (coloration Hemalun & Eosif®)Coloration au Giemsa du type commurelle

permet de mettre en évidence les caractéristiques morphologiques des cellules tumorales ainsi que la
% E} ulv v o[ %o % (E)Variant apefds{cellules petits noyaux irréguliers et un cytoplasme
pale. (D) Variant lymphohistiocytaire: les cellules néoplasiques sont éclipsées par des histiocytes avec
cytoplasme éosinophile abondang&)Variant mixte: mélange de différents types. On observe ici un variant
principalement a petites cellules avec de grandes cellules de type commWari@)t « Hodgkin-like >qui mime

un sous-type de lymphome Hodgkinien (sclérose nodulaire importante).
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adultes) (Tableau 1), éa 0 +*](] S]}v M ~S§X :u Z]lo & Vfe(piAncipal@neht ,}*% ]S o

utilisé chez les enfants) (Tableau 2). Ces deux systémes permettent de définir quatre stades de la

maladie, en fonction du nombre et de la localisation des sites ganglionnaires atteints, ainsi que de la

présence ou non d [atteintes extraganglionnail@s. dernier parametre représente un critere de

gravité de la maladie, et est le plus souvent retrouvé chez les enfahts[ *8 % }uE<u}] 0 0 *<](]
HASX 1 Z]lo E v[e Z ¢+ & Z ,}*%]5 0 ~<u] ]Jv ous o« 3835 ]vs « AESCE

le plus souvent utilisée pour les populations pédiatriques.

Le diagnostic comprend ensuite généralement un examen physique, un bilan hématologique et
biochimique complet, une tomographie du corps entier (CT-scan), une aspiration de la moelle osseuse

Jve] <pu[pv ]} %] 0 Spu pEX

v Pv @ oU pun (]85 0 %odibies périphdriqueg ¥t abdominales, environ 65% des

patients présentent une maladie de stade avancé (lll ou 1V) au diadgriéstic

2 ASPECTS CELLULAIRES

2.1 Marqueurs morphologiques et histologiques

Les LAGC ALK+ sont caractérisés par la présence de cellules particulieres appelées « hallmark cells ».
Ces cellules sont caractérisées par leur grande taille, leur cytoplasme abondant, et leur noyau
réniforme ou en forme de « fer a cheval », excentré, présentant un nucléole proéminent et une

chromatine disperséé. La morphologie de ces cellules est présentée en Figure 1A et 1B.

La quantité de cellules « hallmark » ainsi que leur taille sont relativement variables en fonction des
patients, et ces différences ont donné lieu a une classification des LAGC ALK+ en quatre sous-types

morphologiques distincts ve 0 0 ¢*](] S]}v oFKDA 7116

- La forme communecorrespond au variant initialement identifié en 1985. Elle est retéauv
dans plus de 60% des &88U § -« Ju%o}e [LV %o} %exctusi/e}de celligs
« hallmark » (Figure 1A et 1B)

- Le variant a petites celluleseprésente environ 5 a 10% des cas, et est caractérisé par la
présence de petites cellules cancéreuses associées aux cellules « hallmark » (Figure 1C).

- Le variant lymphohistiocytairaeprésente environ 10% des cas. Il est composé de cellules
tumorales de morphologie commune, ou plus petites, mélées a un nombre important

[Z]8]} CS o ~&JPUE | X > % E v v PE v viu & .

population tumorale et ainsi fausser le diagnostic des IZAGC
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Figure 2 Marqueurs immunohistologiques des cellules LAGC ALK+

(adapté de Bonzheim et al.,201%)

(A) Marquage CD30 dans le « type commun grandes cellules caractéristiques fortement positives pour le

CD30 au niveaudelamn G v § o[ %o % (B)]Marquage D30 dans le variant a petites cellules

. les grandes cellules expriment fortement le CD30, tandis que les petites cellules sont hétérogenes avec un
marquage faiblement positifC) Marquage de la perforineconfirme le phénotype cytotoxique des LAGC ALK+,

(D) Marquage de ALK sur une biopsie de LAGC ALKs cellules néoplasiques présentent une coloration
cytoplasmique, nucléaire et nucléolaif&) D E«u P >< euyE UV ]} %oe] [pnellesE] v3 %0 S
les petites cellules néoplasiques montrent un marquage ALK restreint au noyau, tandis que les grandes cellules
éparses sont fortement positives.
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- Dans environ 15% des cas, on retrouve ces trois formes associées dans une méme biopsie, on
parle alors ddorme mixte (Figure 1E).

- Levariant « Hodgkin-like » 8§ %copue E G ~19 ¢ eeX /0 S]E }v VIu pu ( ]¢
il peut étre confondu avec un lymphome de Hodgkin, a cause de la présence de zones de

scléroses nodulaires caractéristiques de cette pathofégigure 1F).

2.2 Marqueurs immunophénotypiques

>[ v oCe e U E<Hu HE=* Juupv} % Z emhiigh¥e flaps te diagnossic de LAGC ALK+,
notamment dans le cas de variants a petites cellules ou lymphohistiocytaires, présentant une
morphologie cellulaire peu conventionnelle. Les principaux marqueurs caractéristiques des LAGC ALK+

sont présentégi-dessous.

a. Le marqueur ALK
S[ A% E *°]}v p u E<p pE >< ¢S5 ] Vv VSV u O[}uS]o AKE %}pE |
>[usS]o]e S1}v n ] Pv}es] ALK en#imp@elistochimsig (IHC) permet non seulement
de discriminer les LAGC ALK+ des LAGC ALK-, mais égalg¢ment 5] (ds @ifférents variants
morphologiques. (Figure 2D et 2E).

b. Le marqueur CD30
hv USE u E«p pyE E S EJS]«p e« >"' ><= <5 0[ VE]PV [ 3§]A &
KikieX o[}E&]JP]Vv U u E<p WE S 18 pslo]e %o }pE& of] vS8I(] S81}v =< o0
fortement exprimé par les cellules de Reed Sternberg, qui sont caractéristiques de cette pathologie.
L [expression du CD30 est cependant détectgev]A O uu EvVv %o culrejide § o[ %o
Golgi de toutes les cellules « hallmark », caractéristiques des LAGE (Figiire 2A). Ce marqueur
peut également étre exprimé par les lymphocytes T activés normaux. Enfin, il faut également noter
<uU o[ A% E <+]}vau gein des LAGC ALK+ differe selon les variants morphologiques : le
marquage des grandes cellules est trés intense alors que celui des petites cellules est pfig®faible
(Figure 2A,2BX [ uSE +« u SBntidopcmeécessaires pour une identification certaine des LAGC
ALK+,

c. Cas particulier des marqueurs T
] v <u[ § v8 }ve] &E }uu PV 0CuU % ZJaprédebice @ P@rquetrs«u lignage T

est variable chez les patients atteints de LAGC ALK+

- Les cellules peuvent présenter phénotype TU [Fa*§E& <u[ 00 » A% E]Ju vS 0 ¢ VS

de surface caractéristiques des lymphocytes T (CD3, TCR, CD4 ou CD8, CD2, CD5, CD7). On
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- distingue deux sous catégories de phénotype T : (ihdmotype T maturetrés peu retrouvé
(environ 2.5% des cas), caractérisé par la présence de tous les marqueurs T cités
précédemment a la surface des cellules. (2phé&notype T incomple{environ 87% des cas),

E S5 E]* % E o <+ vun decesubdarqueurs a la surface des cellules.
Globalement, pour des cellules de phénotype T, on observe plus de lymphocytes T CD4+
(lymphocytes T auxiliaires) (51% des cas) que de lymphocytes T CD8+ (lymphocytes T
cytotoxiques, 29% des cas) dans les LAGC AbKrées obtenues par le Pr. Laurence Lamant,

Hoe ]V o[ <pu]%0 X /o ( uS P o u vS v}S E <p[pv (}ES %o E} %}
présente un phénotype de lymphocyte T auxiliaire CD4+ particulier : les lymphocytes Th17,

E § E]* % & o % E}nplPt}v [Jvs Eo ul]

- Dans environ 10% des cas, les cellules présentephénotype dit «nul », caractérisé par la
perte de nombreux antigénes de surface T. Le rattachement de ces cellules de phénotype nul
au lignage T peut cependant étre établi car elles présentent un réarrangement clonal des genes

du TCR (T Cell Receptor) au niveau génomique, mais non exprimé a lasurface

De plus, la plupart des LAGC ALK+ (85%) expriment des molécules cytotoxiques, telles que le granzyme
B, la granulysine, la perforine, ou encore TIA1 (T-cell Intracellular Antigen-1) habituellement exprimées
par les cellules T et les cellules Natural Killer (NK). Elles expriment également fortement le récepteur a
o[]vS & e (€026), une cytokine participant a la maturation et a la prolifération des lymphocytes

T2,

I ¢S5 Jvs (E ¢+ vS§ v}s E «<«@fragéieduentre leg gatients, il existe également une
hétérogénéité intratumorale pour tous ces marqueurs. |l a notamment été montré que les cellules de

> ' ><= (J&u ¢« }uupv S ]vsS Po} ouvsS u}lve Z§ E}P v e ve O]
marqueurs membrannaires (comme le CD4 ou le CD8) que les cellules de LAGC ALK+ de type non

communs (variants a petites cellules, variants lymphohistiocytaires?%tc.)

d. Autres marqueurs caractéristigues
> u i}E]S « > ><= o}vS %o}e]S](* %}UE o VSIP v ¥ %]SZ 0]
classiquement exprimé dans les épithéliums normaux et %€0 ¢]<g *X [ USE ¢« u E<«u M
caractéristiques des LAGC sont la clustétiimarqueur des cellules folliculaires) et le facteur de
SE ve E]%S]}v | WtU & Puo § pE o J(( &®s¥ ] S]}v ¢ oo0opO * U
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Figure3W D} 0 % @& ¢ vS vS pv ZC%}SZ « [}E]P]v SZCu]«p e > ' ><=
(adapté de Turner et al., 20%6)

Ve u} o U o[}v}IP Vv >< 3 ]v]8] 0o uvs A% E]u Ve UV OOMO *}u Z Z
progéniteurs thymiques. Sa présence permet la survie de ces cellules dans le thymus, malgré des réarrangements
aberrants du TCR (T-Cell Receptor). Ces cellules passent dans la circulation sanguine ou elles ne seraient activées
<U[ % E * O] %% E]35]}v [uv A v u vs « }v JE <u] %o € Adfvplogpement E  /E %o V
tumoral. Cet événement secondaire peut étre une réponse inflammatoire (comme le cas d€Epiqli[Jve § U

Uje % pu8 P o u vs ISE pv uUSE A v u vs 0] o[ 3]A §]}v o[Juupv]s Jvv
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3  ORIGINE DULYMPHOMEANAPLASIQUE AGRANDESCELLULES

>[}E]P]v ALBAV[ S i}HE % ¢ o0 ]JE u vs (Jv] X /o A]-S WAE Z
proposant queo [] v ] $]d& 1§ lymphomagenése se déroule (I} < ]wn fymphocyte T mature
périphérique, ou (2) aw ]V unfe cellule souche hématopoiétique ouun progéniteur thymique

précoce.

Le groupe du Dr Wasik a démontré que la transductien E o[}v }Pde lymphocytes T CD4+

normaux activés permettait leur transformation. Les cellules sont immortalisées et présentent les
caractéristiques phénotypiques retrouvées chez les patients (grandes cellules, expression du marqueur
CD30, etc¥}. Une étudein vivou}v s E P ouvsS g o0 *pyE A% E ]}V o[}v }P v

lymphocytes T matures entraine le développement de lymphomes T périphériques dans des modéles

murins possédant des lymphocytes T déficighXts ME Sp o }JEE} }E vS 0[ZC%}S
origine T mature périphérique des LAGC ALK+.

>[] vS](] S81}v [uv eipBecdrpciEristRiue de progéniteurs thymiques précoces au sein
de cellules initiatrices de LAGC Akendrait a supporter la deuxiéme hypothése (2). Cette hypothese
est confirmée par la possibilité S S]}v o [ }\AKPdans quelques échantillons (2/103) de
sang de cordon (contenant des cellules souches hématopoiétijued)si que dans des cellules
mononuclées du sang périphéricie%o E}A v vE [HV %o} %o |Ces Sdeux ebdervations
*UPP E vS <p 0 SE ve(}EuU S]}v %o aiEftre [UnvéveRement précobie, }nede skitant

un environnement thymique, ou des évenements spécifiques aux lymphocytes T.

Le groupe du Dr Turner a récemment démontré que de nombreuses cellules de LAGC ALK+
présentaient des réarrangements moléculaires anormaux du (TTeRIl receptor), un récepteur
cellulaire nécessaire a la fonction cytotoxique des lymphocyte<$=h conditions normales, les cellules
exprimant ces réarrangements aberrants (qui}pS]ee v3 o (}E&u §]}v-fohgtiondely v}v
sont éliminées par un processus de sélection au niveau du thymus, appelé 5]} ka présence de
ces réarrangements non-fonctionnels du TCR dans les cellules de LAGC ALK+ laisse entendre que la
%o E * V o[}v }P v >< % Eu § pAE % @dsBenduireuddite seClion et o

Jvel] [ A]JS & o uE oJu]v §]}vX

~

e E *pu0s 8 ¢}vs o . o[ § o0]** uv8 [uv u} 0 % EU S8 VvS§ ul
des LAGC ALK+, présenté en Figie 3 oopo [}E]P]v paadalépremierd cellukes
C vS «<u]e o[}v }P v ><U « GhphématopoiEbique ousgn précurseur thymique
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ayant la capacit¢ <puEA]JAE UWE % E} oope e« 0 3]}v 8ZCul<p u oPC
réarrangement aberrant du TCR. Ce clone pourrait ainsi passer dans la circulation sanguine, et ne serait
activée qu v . E %o}Vve Hv. A v uvs « }JvIVEUS o] A%BE e]}v o}v o :'

développement tumoral en périphérié

/o 8 JvSs E ¢+ VvS§ vi8§ E <pu 0[ZC%}SZ o AlLK&EJInGarde Saxeg ug < 1 .
% E& }tu]v v 0O uUo Z1lo[v(vd §0 ipv pHosS U & o SZCupue
[JVA}opuS]lv ~% ES u e+ U SENswenenty p JuE+ p Al ]

4 ASPECTS MOLECULAIRES

Plusieurs groupes ont montré que la tyrosine kinase ALK présente un pouvoir oncogénique suite a son
activation constitutive. Celle-ci est induite par une translocation chromosomique réciproque
permettant la fusion de lap&E 3] [ B P v >< ~%}ES vs «}v  3§]A]S S 0CS]«p
Pv % &S5 VvV]E ~ }u%}ES vs Pv E ouvs puv }u]v [}o]P}u E]* §
translocations chromosomiques identifiée est la t(2 ; 5) p(23; g25) impliquant la nucléophosmine
(NPM) et ALR. Par la suite, de nombreux autres partenaires de fusion de ALK ont été rapportés. Dans

cette partie, nous décrirons les acteurs moléculaires majeurs responsables du pouvoir oncogénique de

ALK.

4.1 La kinase ALK

La kinase ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), ou CD246, est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase~Zd<eU % % ES v VvS§ 0O *U% E( u]oo e E %WBnUE- o[]
1997° ALK présente une forte homologie avec le récepteur LTK (Leucocyte Tyrosine Kinase), ce qui
‘UPP E <« e UAE % E}S Jve EJA v3¥uv ulu P v v «3E o
a. Fonctions et localisation

> E€0 %ZCe+]}o}P]cu >< § § o] PE o[ 5u [JEP v]eu ¢ v/
knock-out, et de lignées cellulaires. Dans la littérature, il a été montré que ALK intervient notamment
dans la formation de la synapse ou le vieilissement cBaenorhabditis Elegatts® dans le
développement (systéme nerveux central, muscles viscéraux embryonnaires) chez la dréfstphile
et dans le développement des crétes neuronales chez le zetffafisbanmoins, le role de ALK chez
lesu uu]( € » E 8§ Vv 3}E Jv ES ]JvX ES]Jv e Sy + }vS ujvsE «u O]

]v pVv]A p o[ ZE u «+ P E < 0 % @E}3 Jv U Jul]vph % E 0 Vv ]

uv VIA p u]lvju o Z 1 o[ pod X >< iSudBivedd Hu Berveau ai digs@Essus

nerveux intestinaux. Ceci suggére que ALK pourrait jouer un rdle dans le développement et le
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Figure 4 Structure de ALK humain

~ [ % @& ¢ Z}el}el] § oXU Tii7T 8§80 EP § oXU Tiii

La région N-terminale de ALK humain comprend deux domaines MAM (Meprin, A5 protein, and receptor tyrosine

phosphatase |, acides aminés 264-427 et 480-626), un domaine de LDLa (Low Density Lipoprotein class A, acides

aminés 453-471) et une région riche en glycif@sch, acides aminés 816-940). Un domaine transmembranaire

(TM, acides aminés 1039-1059) relie la région extracellulaire a la région juxtamembranaire (JM, 1060-1115) du

domaine intracellulaire (1060-0Ti*X > }u Jv SCE}e]Jv I]v ¢ ~d< e ¢[ § v o ] ¢ u]v e
«$ o p]ukg qlieue C-terminale (C-TT, C-Terminal Tail).
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(}v 8]}vv u v8 p *Ce3 u v EA pE VvSE o Fe%efEridart, ldE§EEonde | o[ po
>< Z 1 0o ¢}uEJ]e V[ VP v E U HV %Z V}35C % leGhodéEeidppecpriE U 3 v[ ((

b. Structure de ALK
La protéine kinase ALK possede domaine extracellulairepermettant la liaison au ligand, un
domaine transmembranaird) ]ve] dofane intracellulaire %} E3S v o[ §]A]3 SCE}-]v
(Figure 4 X > P v >< } %o}UE MV % E}S |V [ VAJE}v i60 } U «u]uU
traductionnelles telles que la N-glycosylation du domaine extracellulaire, donne naissance a une

% E}S Jv u SuE [ vVA]JE}v 11il

X La portion extracellulaire de ALK :

Celle-ci est composée de plusieurs domaines difféféfitFigure 4):

Unpeptide signal(SS) de 18 acides aminés, en position N-terminale,

Deuxsegments MAM(Meprin, A5 protein, and receptor tyrosine phosphatase p), composés

Z pv [ VA]JE}v i6i & ] peU }v3 v vs <uSE Ce3]veU 3 %}y

disulfures. Ces domaines possédent des fonctions adhésives, et semblent participer aux
interactions cellule-cellufé,
- Un domaine LDLa (Low Density Lipoprotein class A), qui est caractérisé par un segment
}vs v v§ MAE U %oOope] MWE* %o}vSe JeHO(MLE ¢ ]Jve] <u[pv PE]
négativement et dont la fonction pour ALK est encore incertaine.
- Une région riche en glycinesdont la fonction pour ALK commence a étre élucidée
récemment il a été montré que des mutations au sein de cette région diminuaient

}ve] E o u vs o[]Jvd E §]}v %< A e}v 0]P v

X Le domaine transmembranaire de ALK :
/o ¢85 }ve3]Spu i ] ¢ u]v eU ep]A] [pv }u ]vacidegEaninésiqE v |E

contient un domaine de liaison a IRS-1 (Insulin Receptor Subg&ifatg-igure 4).

X La partie intracellulaire de ALK :
Celle-ci comporte le domaine a activité tyrosine kinase de ALK. Il est compoesé [puv BbeS ]S
amino-terminal § ~T1e¢ Idghewarboxyterminalplus grand (Figure 5).
(1) Lelobe N-terminal }vS8] vS8 Jv< ( pJoo St vS]% E oaegulatdryihelix)2 o] r
% }UA vE ISE ve pv  }V(}Eu 8]}v  8]A }p ]v S]JA U & pv }u v
en glycine (P-loop).
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Figure 5 : Motifs structurat £ & S E]*S]<p » [uv SCE}e]v I]v e ~3 00 <<y ><eo
~ [ %o\E@ang et al., 2014%

La conformation active de la kinase est représentée en bleuldE X >[Z 0] ruo }po WUO }lpo
et le pont Lys-Glu sont représentés en « batonnets ». Des changements de conformation de ces régions
Ju% 3 v ]JE 3§ u vs o[ 3§]A]S o I]lv « X >[ dW o] 0 |]uf AcideS E % E -

Aspartique-Phénylalanine-Glycine (DFG) est représenté par des cercles rouges. Les zooms représentent les points

de vue atomistique des différents éléments régulateurs, les liaisons hydrogéne sont classiquement représentées

par des lignes pointillées, et Mgt M?* %0 E ¢ ¢%Z E » PE]s X ¢ (JPUE » }vs & } § vy -«
Pymol.
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(2) Lelobe C-terminal<p v8 ou] *S }u%o}e ]Jve Z 0] ¢ r § uMAE ( p]oo
UWE E P]}ve e v3] oo + of: 3]A]S o I]v

- > }pu o [ 8]A §]}v (activating-loop, A-loop) qui commence par un motif Acide aspartique
Phénylalanine-Glycine (motiffi® et qui % }u & (}v S]}v u} po & of ((] 18
substrat ainsi que la vitesse de catalyse. Elle comprend un motif type desréc@pte o[]vepo]v
(motif YxxxYY) comprenant trois tyrosines (Y1278, Y1282, et Y1823) qui représente le
principaux sites [ 8} %0Z}*% Z}ECo0 S]}v 0 IJv e X > %Z}*%Z}ECO0 5]}

*§ v ¢ JE -actijatip }du domaine kinase de AEK aljtres tyrosines ont

également été identifiées comme sites de phosphorylation de la kifése

- Le site catalytiquele la kinase, composé de résidus permettant le transfert du phosphate sur

le substrat.

Tous ces éléments sont relativement mobiles, et permettent une flexibilité conformationnelle de la

kinase , qui impactera directement sur son actitité

I *§ P o u vsS Jvs (E +¢ vS§ v}3 Herminale [dudddnigine jdtracellulaire de ALK
}vs8] v§ viu E PAE E ] pe SCE}*]V %Z}*%Z}ECO * % Eu S5 vS v}

protéine SHC1 (SHC [Src Homology 2 domain Containing] transforming protein 1), ou avec la

phospholipase O{PLC¥’X ]ve]U o[ 38]A]8 SC@E}e]v I]v >< % Eu $§ o[ §]

voies de signalisation en aval. Ce point sera abordé dans la partie 4.3.b.

c. Un ligand pour ALK
ALK a longtemps été décrit comme un récepteur orphelin. Cependant, une étude récente a permis

o[] vs8](] S8]}v O0]JP v ¢ %}3 v8] o« }vip]le v38 <}v S]A §]}v

Chez les invertébrés, les ligands de ALK sont cohu$o [ P]S . ~: 00C o6 Z1lo
de HEN-1 (hesitation behaviour-1) chez C.Elé8a@ss deux protéines ne sont pas conservées chez

les mammiféres.

>« SE A £ ®F Ralmeésie démontrent que les facteurs de sécrétion FAM150A et FAM150B,
peuvent se liea ALK pleine taille chez la drosophile, mais également dans des lignées cellulaires de
rat et surtout dans des lignées humaines de neuroblastomes exprimant ALK de fagon endogene
entrainant ainsi son hyper-activatien Ces facteurs de sécrétion étaient déja connus pour activer le

récepteur LTK, homologue de ALK au niveau de son domaine tyrosin€kinase
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Figure 6: La protéine de fusion NPM-ALK issue de la translocation t(2;5)(p23;935)

(adapté de Duyster et al., 2001 et Palmer et al., 2669)

La fusion entre le chromosome 5, codant pour la nucléophosmine, et le chromosome 2, codant pour ALK, résulte
en l'expression d'une tyrosine kinase chimérique NPM-ALK constitutivement active. NPM contient un domaine
d'oligomérisation (OD: résidus 1-117), un domaine de liaison métallique (MD : résidus 104-115), deux groupes
d'acides aminés acides (AD : domaine riche en Asp/Glu; résidus 120-132 et 191-188) qui sont des régions
recevant les signaux de ciblage nucléolaire, et deux signaux de localisation nucléaire (NLS : résidus 152-157 et
191-197). La structure de ALK est décrite en figure 4 (TM: domaine transmembranaire, JM : domaine
juxtamembranaire, TKD : domaine tyrosine kinas&TC-queue C-terminale).
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/o Pouvs 8§ U}JvEE <<u 0[Z % E]Vv %}uA ]5-tdfmnak de MK, et o] E 0
induire sa dimérisation dans un modéle de neuroblasttir@ette liaison peut étre empéchée par des

anticorps antiALK spécifiques du domaine extracellulaire.

WIuE E }v Jo] E e J(( E v ¢ Su U }v %Bo}UEE ]S *PUBo%o}e E <
ligand, pour permettre la dimérisation de AEKFAM150A et FAM150B, quant a eux joueraient le role

de ligand activateur de la tyrosine kinase.

Une derniére étude présente ALK comme un récepteur a dépendance aux effets duaux, dont la

(}v S]}v « E ]S JE S u vsS o] 0 %E& Vv }u oOf vV [uv o]P v X
la kinase ALK serait inactivéd % }pEE 13 Jv H]E o] %} %3} U 0}E+ <p o] 3]A &
[uv o]P v o}<u E PEN[ %o Yoo EB &V Vv e E *puosS S (E 5§ ISE A%

modeles, en particuliein viva

4.2 Les différents partenaires de ALK

luu u vS8J}lvv % E uu vsu viu & pAE % ES v JE - (He]}v %o
constitutive de la kinase ALK, ainsi que son expression dans les lymphocytes T ont été décrits. Le
partenaire de fusion le plus fréquemment retrouvé dans les LAGC ALK+ est la nucléophosmine (NPM)
on parle alors de LAGC NPM-ALK+, qui correspondent au modéle sur legielvaux de thése ont

été effectués.

a. La nucléophosmine (NPM)
Il est désormais admis que environ 75% des LAGC ALK+ sont associés a une translocation
chromosomique équilibrée : la t(2,5) (p23, g35). Le clonage des points de cassure a permis
o[] v38]{ déglgénes impligués dans ce phénomeéne: on retrouve la kinase ALK, sur le
chromosome 2, et la nucléophosmine (NPM), sur le chromosome 5. Ce réarrangement
chromosomique entraf o (}@E&u S]}v [HVv % E}S JAALK, dé BeRDa, ddipenant le
domain [}Jo]P}u E]- S]}v EWD ~ii6 % E u] E- -t€Eminplgt deUALKS 0 %o

comprenant son domaine a activité tyrosine kinase (Figui*®%)

X Réle physiologique de NPM
En temps normal, NPM est une phosphoprotéine nucléolaire de 38kDa portant une séquence NLS
(Nuclear Localization Signal)ve] <pu[uv }u ]Jv  [}o]P buon @Eé pridgipal est de permettre
aux protéines néosynthétisées de faire la navette entre le cytoplasme et le noyau. NPM joue
également un réle important dans la biogenése des ribosomes, la régulation du cycle cellulaire, la
E % E 3]}v o[ EU o0 &E ve E]%3]}vU ]v¥] DanslesiAGC NBM-PpoKE P v}iu
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la protéine NPM physiologique ne participe pas au processus de transformation : plusieurs groupes
ont montré que seuls lesdu ]Jv ¢« [}o]P}u E]e S]}v §§ % E}S ]v §]1vs v

transformation de cellules de LAGC ABPK+

Il faut également noter qublPM1(géne codant pour NPM) est considéré comme un géne suppresseur

Spu HEU }v-insoffidatéecentral o %o % E]13]1}v [Z u}% $Z] » usPIPv « Z 1
Cette hétérozygotie est retrouvée dans les LAGC NPM-ALK{]v [ Spu ] & o[]Ju% §
hétérozygotie dans la transformation maligne, le groupe du Dr Turner a développé un modéie mu
exprimant ALK au niveau des lymphocytes T, et homozygote, ou hétérozygote pour le géne codant
pour NPMX p pv  J(( Ev Vv[ & } e« EA Ve O 0] [ %% E]3]}vU o
des tumeurs, entre ces deux modeles <u] Jv J<p o[ v EE€o §8 Z § E}I

le processus tumoral.

X Role de NPM dans la translocation t(2,5) (p23, g35) :
Suite a la translocation t(2 ; 5) (p23 ; g25) , le partenaire NPM va permeftreE %o E *<]} v >< e
les lymphocytes T, ainsique[Z}u} Ju E]e S]}v ¢ % E}S ]wAtKyia(gom]domdd/ D
[}o]P}u E]* §]}vX $§ Z}u} Ju EJ]s 8]}v A ulu @ of (( 8 [uv
O US}%0Z}*%Z}ECO S]}v 4 }u ]Jv SCE}e]v I]v ><UYX [[ws|U «}v
o (}]* o % ]S Ju E]e §]}\ité kinBs® BeUALIS qoi[cosfglent un pouvoir

transformant a la protéine chimére NPM-ALK

NPM permet également de réguler la localisation subcellulaire de NPM-ALK : lorsque les protéines de
(e]}v *}vs8 Z}u} Ju ] U 00 ¢ *}vS 0} 0] *« H CS}%o0 *u U o0}E- «
hétérodiméres avec la protéine NPM sauvage qui posséde le motif de localisation nucléaire et
nucléolaire, elles seront retrouvées a la fois dans le noyau et dans le ngtldbkeété démontré que
la localisation nucléaire de NPM>< v[ § ]S % e<a @n<aclivité oncogéniqife ce qui est

IWW(IEU % E o[} » EA §]3w< %AIE] WS W % IuA}]E }v }P vicp ] v
majoritairement cytoplasmiques (Tableau 3). Une étude récente du groupe du Dr Chiarle a cependant
montré que dans les LAGC NPM-ALK+, environ 50% de la protéine NPM-ALK était localisée dans le
noyau, et était inactive, de par son hétérodimérisation avec NPM sauvage. La relocalisation forcée de
NPM- >< ve 0 C3}%o0 su U 3§ }v o[>8]A%dNe EWD VvSE ‘v o[]v U §
mort cellulaire dans ce modéfe Ces résultats indiquent que la protéine NPM sauvage pourrait
participer & la progression tumorale en maintenant un niveau de NPM-ALK actif trop important dans

les cellules.
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Tableau 3 Protéines de fusion impliquant ALK dans différents cancers.
(Adapté de Roskoski et al., 20%3)

ALCL, Lymphome anaplasique a grandes cellules ; DLBCL, Lymphome B diffus a grandes cellules ; IMT, tumeurs
myofibroblastiques inflammatoires ; NSCLC, cancer du poumon non a petites cellules ; BC, cancer du sein ; CRC,
v &E }o}& SoV ~ U v & 0[" ¢} %0 Z, ND, NonAdétéiming. E p & ]v
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b. Les autres partenaires de fusion impliqués dans les translocations
X-ALK

Depuis la découverte de la translocation t(2,5) (p23, g35), 9 autres translocations impliquant ALK ont
été décrites dans les LAGC Al'R¥Tableau 3), et représentent les 25% des cas restants de LAGC. La
deuxiéme translocation la plus fréquente est la t(1 ; 2) (925 ; p23) (environ 18% des cas de LAGC ALK+)
qui entraine la fusion de la protéine TPM3 (Tropomyosine 3), une protéine impliquée dans la régulation

du cytosquelette et de la motricité cellulaire, avec ALK.

Toutes les protéines chimeéres impliquant AXKLK) partagent des caractéristiques comman¥s

Le point de cassure sur le géne ALK est situé dans la méme région pour toutes les chiméres

(intron 19-20).

- ALK est fusionné a la partietdminale du partenaire, qui est exprimé normalement dans les
0CUu%Z} CS » ~ o £ @GN eceptodasséciated factor 1, tres peu exprimé dans
les lymphocytes). Le promoteur du géne partenaire entraine donc la transcription du géne de
fusion.

- Le partenaire de ALK présente généralement un domaifdo]P}lu &]e S]}v <«u] % CEu
O[ US}%oZ}*% Z}ECO S]}v >< § Jve] ol 3]A 3]}v }ve3]Sus]A

- Dans tous les cas, la localisation subcellulaire de la protéine de fusion sera déterminée par le

partenaire de fusion : elle est cytoplasmique dans la majorité des cas.

D!u *[]Jo 3 0 ]JE <p 0 %}pA}]E SE -v>QEE 0] *0hoBG]A Blvy}ved]s
de la tyrosine kinase, certaines études se sont penchées sur le rbéle du partenaire de fusion dans ce
processus. Il a notamment été suggéré que la nature du partenaire de fusion, et par conséquent la
localisation subcellulaire de la protéine chimérique, pourrait moduler son pouvoir oncogénique. Au

sein de notre laboratoire, une étude a notamment démontré que la protéine de fusion TPM3-ALK
possédait le pouvoir invasif le plus fortve ¢ (] E} 0 *8 ¢« UpPE]ve A % EJGeteS o[}v }P
caractéristique serait due au fait que TPM3 est le seul partenaire de ALK possédant la capacité de se

0]  p CS8}ecpu o $8 cefcdlliles mwinés TPM3-ALK pourrait ainsi activer des voies de

*]Pv o]* 8]1}v ](( & vS§ - e USE ¢ % E}S ]Jv e ZJu & U § v}S uu vs
& e+« p [ S]v U <] %o US % ESPE & o u}sS]o]s oopo J&E § Jve] |
des cellules portant cette translocati6in Malgré cette observation, les études cliniques effectuées

V[}VS %o ¢ % EuU]e ulvd@E &E pv Ju% 8§ o v Sy L % ES v |E
tumorale, ni sur le pourcentage de survie des patients atteints de LAGZ.AD&s-travaux réalisés

dans un modele transgénique conditionnel de lymphome AL X% [ Joo pE+ Uu}vSE <u O %o]
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transformant de la protéine de fusion TPM3-ALK était identique a celui de NP®)-#d_Kui pourrait

E%o]<pu E o[ = vV J((E v }« EA pv]A p o]vlep X
c. Implication des protéines X- Tfee tif—="Fe ife.d7e
S| E%E *+]}v VIEU 0- ><A ®]lovdrws § E %%} ES Ve BIUSE ¢ v

hématologiques et solidegTableau 3). En plus des LAGC ALK+, NPM-ALK est retrouvée dans les
lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL). Les protéines de fusion comme TPM3-, TPM4-
(Tropomyosine 4), ATIC- (5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide Transformylase and IMP
Cyclohydrolase), et CTLC-ALK (clathrin heavy chain-ALK, protéine structurelle), initialement identifiées
dans les LAGC sont également fréqguemment retrouvées dans les tumeurs myofibroblastiques
]Jv(o uu S}]JE ¢ ~/DdeX [ USE *» % E}S v - (He]}Vv Ju%oo]<pu v8 >< }vS§
cancers de poumon non a petites cellules (NSCLC), qui représentent 80 a 85% des carcinomes
pulmonaires et qui sont la cause la plus fréquente de décés par cancer dans le mgnd& o LAY
particulier de EML4-ALK (Echinoderm Microtubule-associated protein-Like 4-ALK), qui est présente
dans 6% e EN~ > X >[]Ju% 0] S8]}v %1}S vS8] oo ><  gntraingdine%. SZ}o}P
accélération considérable du A 0}%0% u v3 [JvZ] ]§ HE* % ](]<u * o[ 3]A]1%
ALK (ces inhibiteurs seront développés en détail dans le chapitre 2 partfe @rijetrouve également

des translocations impliguant ALK dans les cancers du colon, du sein, dans le carcinome rénal, le

E Jviu %] CEu}b o [ anske glaBPmatylqme extramédullaire (Tableau 3).

lfaut P o u v8 v}$ € <p o (}EuU %0 ]Jv S Joo >< % MSU 00 pee] i]
plusieurs tumeurs (neuroblastome, glioblastome, mélanome, carcinome thyroidien), soit aprés

surexpression, soit aprés une mutation entrainant un gain de fonttfén

d. Origine des translocations impliquant ALK
>quipe duDrD SZ ¢ ¢[]vS E e o[ Su 0 (}E&u S]}Vv-ALKa(2,5F028s0} S]}v
g35), et plus particulierement au réle de la transcription dans ce phénoffié@énéralement, les
SE veo} S]}ve ZE}u}e}lul<p ¢ E epos vs o (}E&EuU S§]}v MepE ¢ }p
moins deux sites chromosomiques. Si ces cassures ne sont pas réparées, elles peuvent se rapprocher
physiquement, et former des génes de fusiod >[ZC % }SZ - PE}u% * e suE o
SE ve E]%S]}v P v E e (J& <« u vVv]<pe g eo]v p P visurds S <p o
doubles brins serait plus fréquente au niveau des genes en cours de transcription. lls évoquent
également le concept «[ue]v SE ve E]i% S]Jardireode zone ou plusieurs génes peuvent
étre transcrits simultanément. Ces « usines transcriptionnelles » permettraient a la fois de conserver
une proximité spatiale entre deux genes, mais aussi de les sensibiliser aux cassures doubles brin. lls
ont pu mettre en évidence plusieurs génes ayant une forte activité transcriptionnelle, et localises da
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Hv 1}v % E} Z * % }]vse eeHE *UE 0+ ZE}ule}u » 7% 35 <X /o
une tyrosine kinase oncogénique CSFR1 (Colony Stimulating Factor 1 Receptor), pour un facteur de
transcription Fra2 (Fos-like antigen 2), et pour la protéine ID2 (Inhibitor of DNA binding 2). La
transcription simultanée de ces géenes au sein de la méme « usine de transcription » permettrait la

u} 1(1 8]1tv 0 %o}e]3]}v e ZE}u}elu - Ve O %o vh o JE U 3§
partenaires de la translocation t(2,5). Ces événements joueraient un rdle clef dans la mise en place du

phénotype tumoral, en favorisant les translocations impliquant’ALBK

4.3 La signalisation en aval de ALK

a =< f—cte tee—c——— "t T Zite . ‘%o°eF

Le pouvoir transformant de la protéine chimére NPM-ALK provient de son activation constitutive, qui
est médiée par son autophosphorylation sur tyro$hheComme mentionné précédemment (partie
4.1.b), ALK est caractérisée par le motif « YXxxYY » présent au niveau dgy o [ 3]A §]}v o]
[Jv « X > u V]eu 0 %oOp*s %E} 0 % Eu 55 v38 [ £%o0]«u E o[ 3]A &
Ju%eo]<pu & ]S 0 SE Ve%Z}*%Z}ECO S]}v [pv SCE}e]v }vsS vp Ve O
le partenaire de dimérisation, suivie de la transphosphorylation des deux autres tyrosines (Y1282,
Y1283) présentes au niveau du motif « Yxx¥¥.YLa kinase ainsi triphosphorylée pourrait alors
catalyser la transphosphorylation des tyrosines du motif « YxxxYY » du second partenaire de

Ju E&]e §]}v 0 %E&}S ]Jv ZJu U }luu [ S o0 ¥ Gepg@pesde E %o S
% Z}*%Z}ECO 5]}ve o ee]A e VvSEE ]Jv v3 o[]v u 3]}V Z vP u vse }

v u]E o[}pA ESuE o }po [ 8]A &]}vU § ]Jve] %at@u $3E 0]

site actif de la kinase

hv pusSE wu v]eu [ S]A 8]}V %o}ee] 0 %orylatiGE desré%idusE tymsitasZaue %o Z
VIA p ipES uu E vv |E X * %0Z}*%Z}ECO S]}ve % EuU SSE ] vS§
conformation active, et permettrait également, a terme, la phosphorylation des résidus tyrosines
% E ¢ vie n V]IA n ovatignpude ALK, 3

Des expériences additionnelles sont encore nécessaires pour déterminer la séquence exacte de

%oZ}e%Z}YECO S]}v C vS§ -aclivationfdE ALK. o[ us}

b. Voies de signalisation activées par ALK
>[ §]A 3]}v trans- %S o Z} % Z}ECO S]}v A % Eu SSE 0 %Z}*%Z}EC
situés dans la partie C-terminale de son domaine kinase. Certains de ces résidus peuvent alors servir

%}]vSe [ v & P U § % E&u 55 v3 0 0] ]+}v ans@udiiohdu sigmaPee ES] ]% V!
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Figure 7 : La voie JAK/STAT
~ [ % E * 0 SZ - u:]adapté de REEKJKi et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008)17,81t83
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dépendant de ALKX > « A}] - *]Pv 0] §]}v Jv u]8 ¢ v E %MK sonb[ S]A 3]
fortement interconnectées, et sont connues pour favoriser a la fois la prolifération et la survie
cellulaire, mais aussi la migration cellulav@@es réarrangements du cytosquelette). Parmi ces voies,

on trouve notamment les voies de la phospholipasé(BLCJ, des MAP Kinases, de la P13 Kinase-Akt,

ainsi que la voie majoritaire JAK/STAT. Ces différentes voies sont détaillées ci-dessous.

X La voie JAK/STAT (Figure 7):

Le facteur de transcription STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) joue un role clef
dans la tumorigenése médiée par NPM-ALK. On le retrouve activé a la fois dans des lignées cellulaires
de LAGC ALK+, dans des cellules isolées a partir de souris transgéniques }paéglakement dans
des échantillons de patierfs®’. NPM- >< %o ps$ ]v {iMafion @ STAT3 en le phosphorylant

JE 3 uv3U }u VvV % ** v3 % E o 3]A 319%°(Figurei?)-Il agalempats e
décrit que NPM-ALK entrainait la phosphorylation de STAT1, et ainsi sa dégradation par le
protéasomé&(Figure 7). Il est intéressant de noter que la majorité des tumeurs ALK+ (81%) montrent

une activation constitutive de JAK3 par rapport aux tumeurs ALK négative$(11%)

Une fois activé, STAT3 peut se dimériser et migrer dans le noyau ou il pourra activer la transcription

de génes anti-apoptotiques tels que BCL-2 (B-cell Lymphoma 2), BCL-XL (BCL2L1, BCL-2 Uike 1), MCL-

(Myeloid cell leukemia sequence 1), ou la survivine. STAT3 contr6le également la prolifération

cellulaire en activant les cyclines D3 et D1, ICOS (Inducible T-cell co-stimulator), ainsi que les facteurs
SE ve E]% S et MyE>XVH permet aussi de favori<E o « u  v]eu ¢ [ VP]}P v ¢ v

augmentant la transcription du VEGF (Vascular endothelial growth f&ctBigure 7X >[]vZ] ]8]}v

ANd di % & J(( & vS o u §Z} ¢ ~%Z Eu }0o}P]<pn U Jvs E( Eev o[ ZE

et un arrét du cycle cellulai?®®, et contribue a la suppression tumoratevivd® : STAT3 contribue

donc a la lymphomagenése induite par NPM-ALK.

[ USE « Sp - ulvsSE Ve propgtumoral @E€STAT3 passe par la modulation de la
méthylation de promoteurs de génes suppresseurs de tumeurs (Figure 7). En effet, il a été montré que
Ad di % }uA 183 [UV % ES S]A E 0o SE ve E]%S3]}v Pve } V3 %}
(DNMTPU & [ uSE % ESU «p[] xofbclouAa]d&esDEMY] &in de permettre leur
recrutement au niveau de génes cifeX Kv % ps$ v}$ uu xeénplpSdeESTATSA, un gene
suppresseur de tumeur, qui réprime|[ 4 %o & <] ALK :HakdDes LAGC NPM-ALK+, STAT3 sert
de cofacteur aux DNMT et permet la méthylation du promoteur de STAT5A. Cette hyperméthylation
entraine la sous-expression de STAT5®, Jve] o0 u JvsS] v dd NENbATEK . * | } v
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Figure 8 La voie des MAP Kinases et de la PLC-Gamma
~ [ % E » 0 SZ -« u:]adapté de RGEKJsKi et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008)17,81183
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En plus de génes suppresseurs de tumeurs, STAT3 permet également la régulation par nréthylatio

[uv PE v Vv}Iumi@ARNSW [ ¢S v}S§ uu vS§ o -150 quit asi Zous-exprimé chez les
patients atteints de LAGC NPM><=U § <u] P]S }uu UV *U%o%oE ¢* PE- Suu pE
exprimé dans des modeéles cellulaires exprimant NPMEALK> % E}(]Jo [ £ % E <]}V ]

microARNs en aval de NPM-ALK sera détaillé dans la partie 5.2

X La voie des MAP kinases (Figure 8) :
La voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases) est impliquée dans la croissance, la prolifération,
la différenciation et la migration cellulaire. Cette voie a été montrée comme étant activée a la fois dans

des lignées cellulaires ainsi que chez des patients atteints par les LAGC NPM2ALK+

Plusieurs protéines adaptatrices en amont de la voie des MAPK jouent un réle primordial dans la
transduction de signaux cellulaires et peuvent se lier avdd keur domaine SH2. Parmi celles-ci, on
peut citer GRB2 (Growth factor receptor bound protein2), IRS-1 (Insulin Receptor Substrate 1), SHC
(SH2 domain-containing transforming protein), et SRC (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine
kinase}® (Figure 8). % v v3U + po o[ 3§]A §]}v 0 % @E&}S Jv 'Z1T «uo o
v }P v]l]<pg u ] % E ><U & o ups S]}v -1etde}SHGau fiveadkEleNPME/ Z "

>< V % ESHE % * 0 %}UA}]E 3. und Jds phosphorylééd veashpratéines
peuvent recruter SOS (Son Of Sevenless), un activateur des protéines Ras (proto-@)cetgadaire

o[ 3]A §]}v 0 A}] Z ¢l Z<iliX /o & Jvd E e+ V$§ vi§ E «u o 8]
semble se faire indépendamment de c-Raf dans les cellules de LAGC NPM-ALK psitives

}IVSE J]E& u vs <u] § E]S ve [ UWSE ¢ u} o0 X

>[ 8]A 3]}v o A}] e« D W< }u3vjaion[geva visie @ETOR (onpminplian Target

K(Z % uC JveU 3 [ USE % ES detfansdribtid JunBl *[ SSPAES]}v UV

va entrainer la formation du facteur de transcriptigd1 (complexe contenant JunB et FOS) ce qui

induit la transcription de cyclines (A1, B¥3) § o[]vZ] ]S§]}v 0 SE ve E]%S]}v P v e
des inhibiteurs du cycle cellulaire (p21, p¥(Figure 8). JunB influe également sur les caractéristiques
phénotypiques de ce lymphome en activant les lymphocytéia Ia stimulation de la transcription du

CD3® et du granzyme B*'X > « (( 3 o[ 3]A 3]}v o0 A}] udKZU Vv % ES§]
O[] US}% Z P] U » E}vS % E - @&hapitre 3 partjeok.l ve 0

X La voie de la phospholipase C-gamma (RLCFigure 8):
NPM-ALK contréle également la prolifération cellulaire en interagissant directement avec Ja PLC
>[u EE P §35 % E}&dv~-2qdBEW ]S 0[ZC &} ti@sitol en baoifol %0 Z §] C
SE]*%Z}*%Z § ~/Wie 3 v ] CoPoC E}o ~ 'eX « «]Pv u&£E A}v3 % G
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Figure 9 : La voie PIK3-AKT
~ [ % E » 0 SZ -« u:]adapté de REEKdsKi et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008)17,81t83
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kinase C (PKC), soit directement par le DAG, soit indirectement par la libération du calcium contenu
Ve 0 ¢ }u% ES]Ju v8e J[JVEE o0po J]E ¢ u Jménie eEarndritilé ERKL/ANV < 3§
§ % Eu $§ o[ 3]A 3§]}v §§ A} *]Pv 0]e §]}vU & Jve] o %

indépendamment de R&81%¢

x La voie de la tyrosine kinase SRC (Figure 8) :
SRC (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase), est une tyrosine kinase qui joue un réle
important dans la migration, la croissance et la prolifération cellulaire. Dans les LAGC ALK+, SRC se lie
directement au résidu tyrosine Y418 de NPM-ALK, ce qui permet son activation, et la phosphorylation

de Ras, en amont de la voie des MAPK

/lo ¢S P o uvS JvS (E e+ VS v I;tsHHe SR est lasprotéine Vps34, essentielle a
o[]v u §]}v o] ¥51% Z P]

X La voie PISK/AKT (Figure 9) :
>[ $§]A dg Jav PI3K (Phosphatydilinositol 3 Kinase) est médiée par son interaction directe avec
NPM-AK®0 & 1y n]8 0 %Z}*%Z}ECo 3]}v & o 38]A §]}v o ¢ E]v IS

derniére va favoriser la survie cellulaire grace a différents intermédiaires présentés en Figure 9

- 00 % Eu § []JvZ] & o[ 3]AY%]}v ) *% * O

- 00 U%! Z o S]}v ]JvZ] ]S agsociated agoenistof cell death) sur le facteur
anti-apoptotique BCIXd!%,

- 00 VSEhjpitiow [Jv E %o Z}e %o Z} E&E€rine $HrPoningkinase, GSK-3~'0C }P v
ACGVSZ ¢ <]v e iteX §% ]vZ] ]3I dédghadatiofde 2a @otéine anti-
apoptotique MCL1 (Myeloid Cell Leukemia 1), et la dégradation de la phosphatase CDC25A (un
régulateur positif du cycle cellulaifé), et aura donc un effet promoteur de tumeur.

- Elle induit la phosphorylation du facteur de transcription FOXO3a (Forkhead Box O3a) ce qui
conduit a sa séquestration dans le cytoplasme. Il ne pourra donc pas activer la transcription de
ses genes cibles tels quglM (Bct2-like protein 11)ou p27 connus pour promouvoir
respectivemento| %o} %S}e }H o[ EE!'S™u C o oopo JGE

- 00 % @Eu 3 o[ 3]A 3]}v o A}] udKzZU pv A}] ui pE Ve 0

~ g

de la prolifération cellulaire, connue également pour son r6le de régulateur clef de

o] u3}%Z P] X 383 A}] - l&Echapifre]d partie 4vie

X Signalisation médiée par le récepteur CD30 (Figu® :
Comme décrit précédemment, la surexpression de CD30 est induite indirectement par NRM1ALK

facteur de transcription JuiB!''4 et son expression peut également étre controlée par SPADaNs
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FigurelO : La signalisation médiée par €D30
~ [ % & ¢« 0 SZ - u:]adapté de RGEKJsKi et al., 2013, Pearson et al., 2012 et Chiarle et al.,
2008)17,81t83
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les LAGC ALK¥ of VP P u vS pu 10 % & <}v o]P v 11> }US]S  %oope] HE-"
JVEEIA E+ ¢« Jv op v3 of[]vZ] ]18]1}vl 8]A §]}vérepciationocellular® oa JE U o
O[ %}%S}e X o (( S *}vS 0 & epos 3§ pafE-apdpioiquesViRAFs (Bu@0fS v
Necrosis Factor Receptor-Associated Factors), au niveau du domaine intracytoplasmique du CD30, ce
<u] VSE ]v o 8]0 HFE USE ve E]%S]}v E&f U Jvvp %}uE !'SE ]u%:

immunitaire ainsi que la réponse au str&ss

Il a été montré que les effets de la stimulation du CD30 par son ligand naturel sur la survie dépendent
o[]vS ve]S § o udE o[ VP Apras stidwulation du CD30, une fraction de

>'" VSE E %] uvsS Vv %}%S}e eu]S o} PE S]}v 0 % E}S v

*HEA]SU % E * v v $1A 3]}« i %vEEERNgHenthtidh &¢o [ A %o ees]}v

p21"AFun inhibiteur du cycle cellulait® (Figure 10). NPM-ALK permet auditivation de BCL3 (une

% E}S v 1vZ] ]38 @7 Lasigriaksgtioniale CD30% E3] 1% P o u v3 o[ 3]A §]}v

de signalisation MEK/ERK/JShB

e« S * E v3 e u}vSE v3$ <p o[]JvA o] 8]}v p P v T % Eu § o[ E
phase G1/88, et que le traitement de lignées de LAGC ALK+ avec un anticorps anti-CD30 chimérique
(SNG-30) induit la mort des cellules par apopt&s€es résultats suggérent que le CD30 pourrait étre
utilisé en tant que cible thérapeutigue dans les LAGC ALK+, et des essais cliniques utilisant un anticorps

monoclonal anti-CD30 (le brentuximab) sont actuellement en cours (voir Chapitre 2, partie 3.2

5 PROFIL DEXPRESSION DES MICRIRNS DANS LEEAGCALK+

>ghcogéne NPM-ALK permet la régulationaf A % E merhpreux génes codants, impliqués dans

le développement et la croissance tumorale (voies de signalisation cellulaires, voir partie 4.3.b), mais

pas seulement. En effet, de nombreuses études ont montku[Jo § ]S o[}E]P]v o] E Pypu
Pveviv } v3eU § Vv % ES] po] E- ul] &} ZE<X >[ 0§ & §]}v o[
non codants est rapportée dans de nombreuses pathologies, et en particulier dans le cancer, ou ils
peuvent jouer & la fois un réle oncogéne ou suppresseur de tunrefi. i 5] ( §8 %o ES] 8
comprendre les mécanismes de biogenése de ces microARNSs, ainsi gu&E u } [ afin] dlans

HV EV] E 3 u%e [} » EA E oenece liEeQNPM-RkKo[}Vv }P

5.1 Introduction sur les microARNSs

> e U] E} ZEs ~u]Zes *}vd o+ % 5]8¢ ZE v}v } v8eU [ VA]JE}v 11 vu o
retrouve chez les plantes, les animaux, chez certains virus ainsi que chez la levure. Leur découverte

remonte a 1993 dan® [} & P \Cpeunorhabditis Elegatts Ils jouent un role de régulateurs
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Figurell :Mécanisme de la biosynthése des microARNs
~ [ % @& « >] 81 oXU 1iide
La voie de biosynthése canonique des microARNs (miRs) passe par la transcriptionud& pri% E o[ ZE
polymérase Il. Ces pri-miRs sont ensuite pris en charge et clivés par Drosha-DGCR8 (Di Georges critical syndrom
8) pour former des pré-miRs. Ces pré-miRs sont exportés dans le cytoplasrod £ % }ES]v A }7 Joe « &
processés par Dicer-TRBP (Tar-RNA binding protein 2) puis chargés sur le complexe RISC (RNA-induced silencing
complex)via 0 % E&}S Jv esPEéXcomplexe qui confere aux miRs une activité de régulation post-
SE ve E]%S]}vv 00 VvV % Eu 55 vS «}]S o[]vZ] 18]}V o SE p S]}vU <}]s5 o f
« A}] » VIV  V}Vv]cp 1}eCVvSZ » u]Ze vction de-Bicsha-HG&RS8, odmme par
£ uU%o0 o0 ¢ ulZSE}ve ~u] B} ZEN }vS vpe Ve e JVEE}veeU % E} e ¢ % (
exportés dans le cytoplasme.
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SE ve E]%S]}vv o v P 8]( o sei%atEsur-dés ARNwnjegsagers (ARNm) cibles,
§ VvV % ®u §8 vS vPv E&oo0[]vZ] ]3]}V O ME SE ( 8]}vipno uE P
gue plus récemment, des études ont montré que les miRs pouvaient également activer la traduction

de certaines ciblé$?"?4 mais cette fonction ne sera pas détaillée dans ce manuscript.

a. Biogenése des microARNs
La forme mature de ces petits ARNs est générée a partir de longs transcrits primaires, les pri-miRs.
Ceux-] *}vsS % @E} p]Se % E]V ]% 0 u VS %'%TE ilso foAtEdobis } cofffés Bt «  //
polyadénylé&®, et présentent une structure die-boucle caractéristique. Les pri-miRs peuvent étre
% E} H]Se %o ES]E [uV]S - SE ve E]%3S]}ve ]V % v ¥E&maisp V]A p
égao u v3 p V]A p [JvEE}ve 8§ [ E}ve % E ¢ vie cu@®?%0 o« ZE } v3e 3§

Une fois transcrits, les pri-miRs sont pris en charge par un complexe « microprocesseur » composé de

Drosha (une RNAse Ill) et de DGCR8 (DiGeorge syndrom critical region 8) (une protéine de liaison aux

ARN double brin). Ce complexe permet le clivage de la structure tige boucle du pri-miR, pour former

le pre-miR (environ 60 nucléotides de long) au sein du noyau de la cellule. Le pre-miR sera ensuite

exporté dans le cytoplasméa o[ 4 %o } &EtilmBs le cytoplasme, les pre-miRs sont pris en charge

par un deuxieme complexe protéique contenant Dicer (une autre RNAse lll), qui permet de libérer, a

partir du pre-miR, un duplex microARN (brin guide)/microARN*(brin passager) de taille comprise entre

19 et 24 nucléotide's®. Ce duplex est alors chargé sur un complexe nommé pre-RISC (pre-RNA induced

silencing complex) composé de divers partenaires, notamment une protéine de la famille des

Argonautes (Ago), et une protéine de la famille GW482Aprés plusieurs étapes de maturation, un

desdeuxbrinspu p% o &£ [ ZE %Zentrér@ntla formation du complexe miRISC (microRNA

induced silencing complex) mature. Ce processus est présenté sur la Figure 11.

>[]vS ve]$§ 0 E % E **]J}v SE ve EJ]%S]}vv 00 Jv uU]S % €& o « u] E}

notamm v§ p viu E 8§ of *¢] ]0]8 s <ULV e 0] ]*}v *u&E o[ ZE u -
O[] %% @E] u vS % E( 15 }u v}v HB{Eete répiessioh tahsZriptionnelle peut

étre médiée par différentes voies résumées sur la fidite

b. Action sur les messagers
Le microARN va pouvoir guider le complexe miRISC vers ses transcrits cibles, et ainsi réguler leur
E% E ¢]J}vX > 2% ]J(]1 15 [ S]}v sfmajaiifatremedEmédiée pav une région
« seed », de 6 a 8 nucléotides, présente sur le microARN. La reconnaissance de ses cibles se fait alors
par appariement entre la région « seed » du miR, et la région correspondante sur le transcfit cible

Lesséquv * E }VVH * % E 0 ¢ u]JZe *}v3 0 %opes *}uA v3 «]8pu ¢ ve 0o G
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Figurel2 :Mécanismes permettant la régulation posEE ve E]% S]}vv 00 [ ZEu ] o ¢ % €& 0 * u]
~ [ % @& « KE vP % oXU {iide

La fixation du microARN sur sa cible peut avoir plusieurs conséquences. (a) le complexe miRISC permet le

E Eps uvs [VviICu - vCo 3]}vU- & [MOAVR & { B} % E}A}cu v 0 P&E

du messager cible. (b,c) Les protéines de la famille des Argonautes entrent en compétition avec des facteurs
[Tv]8] S]1}v o SE& i 8]}v 8§]JvZ] vS o (}E&u S]}v 0 *SCEY SPE Vv }u o (-

miRISC interfére avec les sous unités ribosomales en empéchant leur recrutement ou en provoquant leur
]*<} 1 81}v o[ ZEuX ~(* > tu%o £ ulzZ/™ % ps ]Jv plE pv PE S]}lv %

traduction. (g) Les ARNm cibles peuvent étre séquestrés dans des corps P (processing bodies), ou ils pourront

étre dégradés.
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UnTranslated Region) des transcrits, bien que certains reconnaissent des régions situées au niveau du
Alhdz 3Sl}u 0 o <y WY yv§

X Action au niveau transcriptionnel
ES ]Jve Su cujv8E v8 <puy Zloeuuu]( E «U o0 e+ u] E} ZE* % Eu §
protéine Argonaute spécialisée et I3@Eu S]}v [uVv }u% o Ainducéd transtiiptional
*Jo v ]JvPeU <u] Vv8SE ]Jv upuv CE u} o P 0 ZE}lu S]v § Jve] o[ A£S

certains gene's®149

x Dégradation des ARNm cibles
Les microARNs peuvent agir en induisant la dégradation de leur ARNm cibles. Le complexe miRISC
% Eu S 0o E EpS uvs [vICu - vGo S]}v Sl}pu (P Mov]
lve] u} J(1 U « & A%} o[ S]}v [ A}vu o <+ CS}%o0 suJcp «U }

endonucléolytiques induits par la protéine PMR1 (polysomal ribonucle&se 1)

x Inhibition de la traduction
> Ju%o £ ulZ/™® % puS P o u vsS JvZ] E oldpfddging PfeMa fandlle 3ge n S]}v
E Eups U VIA g p Ju%o £ VSE Vv lu% 3]3]}v A viu E p&E
traduction, comme par exemple elF4AEP} <85 P o u v§ % O [JvZ] & o (}&Eu §

structure secondaire « en boucle fermée o[ ZEuU <u] A E H]E o ((1*2 18 0

> e u] E} ZEe % PMA v pee] JIVEEE0O E * 3§ % + *u]A v3 o[]v]3] §]}v
ulz/~ Jvs & P13 A ]JA & ( 8§ pE+ [ o}vP §]}vU curptétmeEu 5 o (
u EJ] }*}u upyE& o[ ZEu ] o U o juniléd ropseomales, €} da terminaison
prématurée de la traductiort>144 Notons aussi que le complexe miRISC peut entrainer la dégradation

des protéines en cours de synthé¥e

Il est également intéressant de mentionner que les microARNs fonctionnent en étroite relation avec

une structure cellulaire particuliere appelée corps P (Processing-bodies, ou P-bodies). La plupart des
protéines nécessaires a[ £S]v S]}v e Pve % E Jvs E( & v o[l ZE ~S oo
Argonautes), sont localisées au niveau de ces corps P. Les microARNs permettraient donc le
recrutement des corps P au niveau de leurs cibles. Ces structures sont connues pour séquestrer les

ARN messagers et elles participent également a leur dégrad&tiéh

5.2 Les microARNSs dans les LAGC ALK+

Les microARNs sont dérégulés dans de nombreuses pathologies, notamment dans les hémopathies

maligned®U § =« @& Puo 3]}ve % pA esomb@&Eises odrisgnliBrices physiologiques

60



Tableau 4 :D] B} ZEe« Ju% o)< »
(Adapté de Hoareau-Aveilla et al., 20%5)

ve O[}Vv }P v »

0]
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et pathologiques. Dans la littérature, plusieurs travaux ont mis en évidence le réle des microARNs dans

la signalisation oncogénique induite par ALK dans les LAGC NPRMAER et il a été montré que

NPM-ALK lui-méme pouvait étre régulé par le microARNI®IR-Ces observations indiquent que les
microARNSs sont impliqués dans le phénotype cellulaire et la pathogenése des LAGC NPM-ALK+, ce qui

en fait des J}Ju E«u pEe* %}S v3] oo A e %0 %o0] S8]}ve o]Jv]<pn e Jv op
nouveaux sous-types de cancers, et le développement de nouvelles théfapless différents

u] @} ZEe* Ju%o]<pu * ve 0[}v }P v ¢ seritésesur leSTabkehudl. %o E

a. Les microARNs dans la pathogenese des LAGC ALK+
X "' cZe TiTE "teects the e "t b tfee ZFo
Le groupe du Dr Olaf Merkel a réalisé une des premiéres analyses utilisant des puces a microARNs dans
les LAGC (parue en 2010). Cette étude compare des échantillons tissulaires de LAGC NPM-ALK+, et
ALK- ; des lignées cellulaires NPM-ALK+ et ALK- ainsi que des tumeurs issues de modéles de souris
transgéniques NPM-ALK+ a des lymphocytes T CD3+ issus de donnetifs Bifésents microARNs
potentiellement intéressants ont été mis en évidence dans ces travaux : on peut notamment citer le

miR-101, le cluster miR7-92 et son homologue le cluster miR-106a-363, le miR-155 et le miR-146a.

hv HUSE Spu U % Ep Vv §iii o[ S P o uvsS ]Jvs E ¢ U % E}(]Jo [ A&
les LAGE'. En utilisant la qPCR a haut débit sur des échantillons de patients, les auteurs ont a pu
mettre en évidence 7 microARNs dérégulés dans les LAGC NPM-ALK+ par rapport aux ALK- : cinq de
ces miR sont surexprimés (MiR-512-3p, miR-886-5p, miR-886-3p, miR-708 et miR-135b), et deux sont

sous-exprimés (miR-155, et miR-146a).

Enfin, récemment (en 2015), une étude utilisant le séquengage a haut débit a été utilisée, également
afin mettre en évidence les microARNSs différentiellement exprimés entre les LAGC ALK¥&1O¥LK-
retrouve 26 microARNSs déja validés dans les deux études précédentes dont le cluster miR 17-92, miR-
101, miR-135b, miR146a et miRtf X utfe part, ces travaux rapportent que 228 microARNs sont
différentiellement exprimés entre les LAGC NPM-ALK+ et les lymphocytes T normaux CD3+. On peut
notamment citer la dérégulation de miR-26a et de miR-150, ce dernier présentant la valeur statistique

la plus hauté®®.

Z pv e u] E} ZE+ % ES] ] %o o[}v }P-ALKviaude§ mécanisthe W D

différents qui sont détaillés ci-dessous

X miR-101:
Les travaux du groupe du Dr Kenti@montrent que miR-101 est sous-exprimé dans tous les modeles

de LAGC NPM-ALK+ analysé (lignées cellulaires, tissus, modeles murins), par rapport aux lymphocytes
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T CD3+ normaux. La réexpression ectopique de ce microARN induit une diminution de la prolifération
oopo JE ~ o} P V %Z ¢ 'il'ieU Jve] <u[pv MPu vs S]}v o[ %o} %o
LAGC NPM-ALK+. MiR-101 est connu pour cibler mTOR, ainsi que la protéine anti-apoptotique Mcl-1,
<u] % Eu 8§ [ A£%oO0]J<p E 0 %Z V}ISC% } « EA X

X Le cluster miR 182 :
Le cluster miR:7-92 (OncomiR-1) comprenant miR-17, miR-18a, miR-194l $hiR- miR-20a et miR-
92a1 est localisé sur le chromosome 13. Ce cluster présente des homologies de séquence avec deux
autres clusters de microARN¢e cluster miR-106a-363 comprenant miR-106a, miR-18b miR-20b, miR-
19b-2, mR-92a-2 et miR-363 situé sur le chromosome X, ainsi que le cluster miR-106b-25 comprenant
miR-106b, miR-93 et miR-25, situé sur le chromosottfe 7

>[ S H PE}U %o M E < vv dilumidre IR soredpression de ce cluster miPA7-

ainsi que de son homologue miR-106a-363 dans les LAGC NPM-ALK+, par rapport aux LAGC ALK-. Ce
résultat % €& o e<p]S S }Vv(]Eu ve [ uSE, qui @pposehvégdlementVas e
surexpression du cluster miR-106b-25 dans les mémes condffiéHs® Le role de ces cluster
homologuesdve 0 % E&}o]( € S]}v S§ o0 C o oopOo JE U ]Jve] <u Ve O %c
aétémontrd>® § <[ (( $§ niada rgpression de certaines cibles telles que E2F1 (E2F transcription

factor 1), ainsi que des suppresseurs de tumeur tels que PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), et

p2 1161,162_

De plus, un site de liaison au facteur de transcription STAT3 a été identifié sur le promoteur de ce
cluster miR 18213 et une autre étude démontre le role direct de STAT3 dans la dérégulation de ce

cluster dans les LAGC NPM-APK4& >[]vZ] ]8]}v %Z Eu }o}PJ<p Sl}p ulo po J&E
NPM-ALK, entraine la sous-expression du cluster miR 1&®expression de ces microARNs dans

ces mémes modéles pern$ }JVSE E % ES] oo u vsS o (( S- o[]JvA o] §&])
prolifération et la survie des celluféXx %Z ViUV % IUEE ]S o[ £A%o0]<u E % E o
protéine pro-apoptotique BIM (Bcl-2-like protein 11), qui serait une cible du cluster méR%7-

Toutes ces données suggérent que le cluster miR 17-92 permettrait de maintenir les propriétés

oncogéniques de NPM-Alda le facteur de transcription STAT3 dans les LAGC NPM-ALK+.

Il est également intéressant de noter que certains microARNSs présents au sein de ce cluster permettent

o & Ppo 8]}v o[ u8}%2Z P] % & o ] o P (anchldikpvautdphagy }viv I]v
activating kinase 1)(E *%o}ve 0 o [ ¢\ckSarogégdsus. Une étude récente a montré que le
traitement des NSCLC par des inhibiteurs de la kinase Src entrainait a la fois la diminution de

o[ £ % E ++]}¥06aet2DA (présents dans le cluster miRAT7U § o[]v 1 S]}Vv ¥ us}%zZ P]
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Or, une des cibles proposées pour miR-106a dans la littérature est la sérine-thréonine kinase ULK1,

E *%}ve O o [] vdrétesdusvautpphagiqifé. La réexpression du miR-106a permet la

e ve] ]Jo]e* 8]}v . OOMO * SUUIE 0+ YU SE ]S UuvVvS % E of[]vZ] ]S u
Ulv3@& vS v }E pv (}]° o[Ju%e}ES-GT M Oi}¥ JPetusplignent son

potentiel pouvoir thérapeutique.

X miR-155 et 146a :
La sous-expression des miR-146a et miR-155 dans les LAGC NPM-ALK+ a été mise en évidence par
plusieurs groupes, et leur expression a été montré comme étant fortement augmentée suite a
o[ 3$]Adg3lymphocytes'¥. Ces informations laissent supposer que ces microARNS jouent un role
important dans la régulation de la réponse immunitaire innée des LAGC NPM-ALK+. Les cibles putatives
de ces miRs seraient IRAK1 (IL-1 Recefswmeiated Kinase 1), une protéine indispensable a la
*]Pv o] §]}v ]Jv(o uu S§}]CE S o[ 3]A 3]}v -146a°M) ] SE& fWJH %o}
(CCAAT/enhancer-binding protein beta), un facteur de transcription nécessaire au pouvoir
transformant de NPM-ALK pour miR-1%5

X miR-135b:
Le miR-135b est sur#E %. E Ju Ve 0 ¢ > ' ><= Y%ireEligitee% o lydphomeg®reS
et une étude a mis en évidence la dépendance des LAGC ALK+ pour ce nifcrdARixticiperait
donc également au phénotype tumoral. MiR-135b cible FOXO1 (Forkhead box O1), STAT6 (signal
transducer and activator of transcription 6), et GATA3, des régulateurs transcriptionnels
]Jv ]*% ve 0 ¢ ve 0O ¢ OCU%Z} CS « dZ1T ~uv 0 e 0CU%-235l;S » d O:
dansles LAGCNPM><= puv Ju% § suC®& o[ VP]}P v e S epE& o (&E}]ee v .
fois in vitro et in vivo et supprime la p} p $]}v -1F/€ne cytokine pro-inflammatoir®) Les
résultats de cette étude laissent donc penser que miR-135b favoriserait un phénotype de type Th17
dans les LAGC NPM-ALK+.

X miR-26a et miRt50 :
Comme mentionné précédemment, les travaux du groupe du Dr Quintdidliéinez ont permis de
mettre en évidencela dérégulatbon de miR26a et de miRL50, ce dernier présentant la valeur

statistique la plus hauté®,

Mir-26a a étéécrit comme ayant uimpact sur la prolifération et la migration cellulaire, ainsi que sur
le développement de métastase® Laréexpressiorde miR26a dans des cellules de LAKRM-ALK+

o oo} ] pv - Ju]lvus]lv o A] ]o]s oopo J& U @les@ del}v *uE o
O U]JPE S]}v * o0O0MO *U %Z V}SC% % E} o0 uvVvS u ] % E o Julvp
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protéine INOS (NOSY E]SE] KAC ACvSZ ¢ T ]Jviuu]o-U 8§ pv €& o S]tv

nitriqgue par les cellulést.

MiR-150, quant a lui, joue un rdle important dans ldf@entiation des lymphocytes T, et agirait

comme un suppresseur de tumeéti Cette lypothése a été validée par des travaux effectués au sein

de notre équipe dans les LAGIPMALK®, En effet, miRL50 est sougxprimé dans les cellules de
LAGONPMALK+ dans différents modeles testés (murins, cellulaires, échantillons de patients) comparé

aux cellules nomales mononuclées humaines du sang périphérique (PBMC, Peripheral Blood
Divivp o & oo**U pAE oCu%ZzZ} CS « d 0= S1A « }u vivU Jve] <u[ |
E % E ]}V u] &} ZE 3 % Vv V3-ALK, ef est inkdige pSTAVB xar

o[lvZ] 181}V Ad di ~%Z Eu }o}PJ<p }u ulorépprégsEion [#8 }[EAE o
majeure de miRI5S0 W o[}v }P v -niyk aviaA myeloblastosis viral oncogene homolog). Cette
répression est le résultat de la mise en silencgépétique du gene héte de miEs0 par méthylation,

viaDNMT1 (DNA methyltransferase 1), une enzyme catalysant le transfert de groupements méthyl sur

ofl] EX 8§ 3spu IWW(]Eu P ouvsS o E€0 e«uhblhchrlaéepgiessiors puu pE
ectopi< u] &€} ZE Jv u]s o[]vZ] 18]}v 0 % E&}o]( & S]}v oopo |E
en phase GO/GX [ USCE % ESU o SE& ]S u vS % & ] ]v ~pv ul}lo po
cellulesNPMALK+ résistantes awizotinib(un inhibiteurde ALK), entraine urrgexpressiorde miR

150, et une inhibition de la croissance cellulaire.

X mMiR-16 :
Au sein de notre laboratoire, la scagpression de miR6 dans des cellulesimoralesganglionnaires
de souris exprimant le transgene NPNIKa été doservéé®. La réexpression de ce microABhhs
des lignées cellulaires de LAGC AUK}vZ] o A% E ¢*]J}v H s '& ~s '& Us e« po E v
& S}1E U ( S p&E E}]ee v e v§] 0 0 Uu]* V %O -AbK vP]}P v
permet donc la modulation du microenvironnement tumoral, et en particulier la stimolatde
o[ vP]}P viaun mécanisme dépendant de mi. Ces résultats ont été validés sur des biopsies
% 5] v3eU Vve 0 e<p 00 * }v E SE}HA pv JEE o $]}I6évdu E+ v3da
VEGHFDans des modéles de xénogreffe de souris nude, la croissance tumorale de cekxipsmant
le miR16 est ralentie par rapport a celle des cellules parentales, cenqotre bienle potentiel anti
tumoral de ce microARN.
b.Lerole de NPM- T fee Zf "+%—Zf—<'e £ <Hotot—<"—1f t1 Z
des microARNs
> ¢ %o E&} eoue uszZzCo S]}v of] E} H% VvS pv %0 Ju% }ES v§ %
NPMALK. Il a notamment été montré[ E u $ZCo3E ve( E * i ~ EDdi*U pv VICu ¢
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de la méthylation de promoteurs de genes cible,festement expriméedans les lignées cellulaires et
échantillons de patients atteints de LAGC A[XPe plus, & nombreux genes participant a la
signalisation du TCR sont hyperméthylés dans cette pathdfdgiBe nombreux arguments
démontrent que cette modulation épigénétique dans les LAGBAALK+ dépend du facteur de

transcription STAT3

- STAT3 peut integir directement avec les DNMT dans les LABB&IALK+ cette interaction
permettrait de favoriser le recrutement de ces enzynaesniveau du promoteur de leur génes
cibles, et ainsi favoriser leur méthylatigh
- Nd di % CE®u § P o uvsS of[]v 1 §]}v MT1ZdnsVes BGHREBHALKY, E
et favorise son expressionala répression de mir1 (miR ciblant DNMT1.
- STAT3induit également la répression de@8Rvia o[ S]}v EDdi § EDdi X /o ¢f
[pv * % ES] polo&Ea pdlr aibj DNMT3bcelleci contrble donc sa propre
expression en inhibant miB9a*®. Une étude de notre laboratoire montre que ttee
E % E ]}V o[ A %oPBa-ecortnbue au Jrdaintien du phénotype tumoral, car
o[ A& % E -]}, un fadteur antapoptotique cible de miR9a est maintenu&®,

STAT3 permet également la répression de -21iBR décrit comme pouvant cibler ICOS

(Inducible Tcell costimulator), une protéine impliguée dans la promotion de la crotsan

cellulaird™®X % v v8 o u Vv]eu E % E ¢*]}v &£ S V[ *8 % v }E

v E epu U o[ v 0C- * s%eké hoeroARME¥aAS les différents modéles de NRGIC

><=U }vS % Eu]e [ %% E}(}v J]E o0 ¢ }vv Jee v ¢ cuE o ]}o0}P]
microARNs, comme par exemple le cluster miF2%ont retrouvés dans plusieurs études, et leur
ciblagethérapeutique pourrait étre envisagé, en particulier pour les cas réfractaires au traitement
initial, ou ceux développant une résistance aux nouvelles thérapies ciblées telles que les inhibiteurs

%Z EU }Oo}PJcu o ><X > viu E Gl}%etPvy FISU ecveu@E0Z u}% SZ]
Pv &oo0]*e v§8VE <g 0 U} po S]}v O A% @E <]}V ES Jve u]j
déméthylants est également une possibilité dans le développement deégies de traitement

alternatives.
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Figurel3: /u P €] [HUV % 3] v3 A v3 ~i}JuE ic & % E « SE ]3 u vd pu E]I}s1v] -
~ [ %.@Embacoti-Passerini et al, 201%)

Patient de 20 ans, atteint de LAGC Alpkésentant une adénopathie axillaire et inguinale. Les images obtenues

par (A) scanner a JO et J28 et par (B) TEP-FDG (Tomographie par émission de pibsttmaesoxyglucose)

JO et J12 montrent une régression de la masse tumorale.
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CHAPITRE 2 : TRAITEMENTS DES AGCALK+ ET
RESISTANCE AUX THERAPIES

1 TRAITEMENTS CONVENTIONNELS

SH oo u vsU Jo v[ AE]*S %o ° }ve vepe Jvs Ev S]}v oU pE}% Vv ]
traitement des LAGC. Celii-A & ] P ouvs v (}v §]}v O[@ o[uP % $]]A3S 0
pathologie est plus importante chez les enfakts>[ A ou 3]}v 0 E %}ve pH SE ]S u

principalement sur la mesure du volume tumoral chez le patient. La tomoscintigraphie par émission

de positons (TEP ; PET Scan) est un outil puissant pour le clifididle permet notamment de

détecter les masses tumorales actives, et utilise une injection de fladitoro-désoxyglucose

~i0& '"*U puv }ju%ele % E} Z U Popu }e u ] v[ &phdsphorylabfe, ¢o]e 0 V]
e[ Hupo vS ]Jve] ve 0 ¢ 0o pommélrids de gwEose\(Figure 13).

1.1 Traitement de 1ére intention

a. Traitement des adultes
Z1loe poseUo ui}lE]s e SCE ]S u vSe % E& u] & ]JvS vS]}v ¢}vs
le cas de la combinaison CHOP, qui est considérée comme le traitement standard des lymphomes

agressif§’®. Ce protocole de chimiothérapie combiffe

- Le cyclophosphamideun agent alkylantappartenant a la famille des moutardes azotées. |l
agit par interacton dE 8 *u@E& o[ EU v (J&u v8 « 0] ]J*}ve }A 0 v3 o /
VUL 0 }%Z]o » % & o[]vs CEBu ] ]J&E te acti@ ehgepdte ladojngaton X  §
de ponts alkyles intrabrins ou interbrins, et ainsi une inhibition de la transcription et de la
réplication de I'ADN, lors de la division cellulaire, aboutissant a la mort cellulaire par apoptose.
Son action antimitotique est cycle-dépendantien'a aucune action sur les cellules en phase

Go.

- La doxorubicine (anciennement appelée hydroxydaunorubicine ou adriamycine), une
anthracycline produite par des bactéries du ge®teeptomycesElle fonctionne comme un
P vsS JvS§ & o0 vSU 0% BEEU § P o u vs o[]vZ] ]8]}v 0 8}%c}]e}
enzyme impliquée dans le maintien de la struct8¢E] Ju ve]}vv 00 o] E o}CE-

transcription et de sa réplication.
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- Lavincristing{Oncovin), un alcaloide extrait de la pervenche de Madagascar. Elle a pour effet
[ U%! Z E 0 %}oCu E]e 3]}V enseuikatE sdiudesodimeres de tubuline
o] & U <u] vSE Jv pv EE!'!'S e+ u]S}e U § OV Z 0 %E}
- La prednisone un anti-inflammatoire stéroidien dérivé de la cortisone. Ce produit est

principalement utilisé pour son effet anti-inflammatoire puissant.

Plusieurs ét1  » }v$§ ulvs@®& of ((] 18 e % E&}S} }o - . D leKW Ve O
pronostic des patients aprés traitement est généralement favordbté. Le traitement CHOP a

P ouvs § Ju% E [ USE * %}0C Z]Jul}s3Z E )] compvchant JA - g
o[ toposide (inhibiteur de la topo-isoméildsainsi que dfpsphamide et la cisplatine, (agents

olCo vSe );@BVIE(2) comprenant la doxorubicine, la bléomycine (antibiotique cytotoxique),
la vinblastine (poison du fuseau mitotique} la dacarbazine (agent alkylant) pu ACVBP (3)
comprenant la doxorubicine, le cyclophosphamide, la vindésine (poison du fuseau mitotique), la
bléomycine, et la prednisone. Les résultats de ces études ne montrent aucune différence entre les
patients traités par CHOP, et les autfé$® Cependavy$U o i}us [ ai}tailerhent CHOP
pourrait améliorer la survie des patients atteints de lymphomes T périphériques, dont les LAGC NPM-

ALK+,

Certains patients a haut risque de rechute nécessitent une intensification thérapeutique, qui entraine

une augmentation de la toxicité hématologique du traitement chimiothérapeutique. Dans ces cas, les
cliniciens ont recours a la greffe de cellules souches hématopoiétiqgues autologues (autogreffe), en
premiére intention, afin de pallier a cette toxicité accrue. Cette technique consiste a recueillir et a
conserver des cellules souches du patient avant une chimiothérapie intensive hématotoxique, puis a

les réinjecter quelques jours avant la fin du traitement. Les cellules souches vont se loger dans la
moelle osseuse et reproduire des cellules sanguines saines dans un délai de 10 a 20 jours. Pendant
cette aplasie, le patient est en général placé dans une chambre stril¢o <[ P]S }v [uv SE ]S
lourd nécessitant une hospitalisation de 3 a 4 semaines dans un service spécialisé. Cette approche

V[ *§ % ¢ }ve] €& luu  pv %o%o E} Z ¢S v E Y%o}UE 0 ¢ > > <=
favorables obtenus lor<pu[}v }ve] €& o §}$ 0]8 *e OCU% ZIu « d % E]%Z E]<p

b. Traitement des enfants
La stratégie européenne de traitement des LAGC ALK+ pédiatriques se base sur une chimiothérapie
intensive en cures courtes et discontinues semblable a celle utilisée pour les lymphomes B agressifs
<u] *}vd + 0oCu%Z}u - of] pod3 U & }vs o[ PE +<]JA]3 3 lu% E
pédiatriques. Le but premier estfd % S]Ju]e €& o ¢ $Z EmMat kesSsegdelles a long terme
des molécules utilisées (un enjeu majeur, notammentdans letaitvS [Uv %o }fopo S]}
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Figureld: Wo v SE ]5 u vs o[ =] o]v]<p > >00

~ [ % l&thése de Camille Daugrois, Brugiéres et al., 2009; Le Deley et af}2010)

patients a risque standards sont divisés en deux bras de randomisatior} (Rl)v u}]8] & AGE pv SE ]38 uvd pu SZ}SE £ § ~Ddye- iPlug
oS Ev v C o - Zlul}SZ E %] § X >[ usCE E+« E AE pv SE ]85 u vd |ipu SOS@EVEVS ~Ddyo + iPlL

chimiothérapie A et B. Les patients a fort risque de rechutes sont divisés une premiere fois en deux bras de randomisation (R1) le premier groupe recevra un cycle A de

chimiothérapie, et le second recevra un traitement au méthotrexate (MTX) a 3g/m2 en complément de ce cycle A. Les patients sont alors divisés une seconde fois en deux

bras de randomisation (R2), et le traitement a la vinblastine sera ensuite administré différentiellement au sein de ces groupes
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pédiatrique). Le protocole de référence pour le traitement des enfantsleegirotocole ALCL99
comprenant plusieurs cycles de chimiothérapies présentées en Figife 24 ¢« ] n }uEe* H<Ud O
% E}S} }o § & 8 Ale |3 Aoy E o v (] amtipjétaboste} v u sz
inhibiteur de la dihydrofo § & pn § - % ]S o ve 0 U $§ }o]euwdans lao[ ] (}o
%o E}%ZCo A£] u v]vP vV E u%o u vsS []d]uj}bz &@¥%H §Z2 o[pvs E]
ol & Zv}b U pv (Jv VA 0}% % VS}UE v§ o EA peU 3§ [ «8]Ju E
[ v8&E §]vinblasti@ pour les groupes a haut risque de rechute (FitdireLes résultats de cette
SU  }vS % Eu]-e ul}vsE® & pv (}ES ((] 18 o[ u]v]-S®E S]}v u
SE ]35 uvd % Eu 3 [ AlS E o « Peichigilipthérdpies @& pdrnet la prévention
desrechutesau hpA p + u v]vP <X vifblgstide en traitement de consolidation pour les
%o S] VSe Z ps EJecp E ZpusS % Eu S E S E E o[ %% E]S]}v

diminuer leur incidenc¥’.

Le taux de rémission compléte obtenu apres traitement est actuellement supérieur a 90%, et la survie
eve Avuvie ~&"U o] VSE o VE§E Ve uv ¢ ] o]v]<p S o[ Z
de 70%. Cependant, dans la majorité des essais pédiatriques concernant les LAGC ALK+, 25 a 35% des
patients ont rechuté ou progressé sous traitem&htDes traitements de seconde intention ont donc

été développés et sont utilisés pour lutter contre ces reckute

1.2 Traitements de 2nde intention

a. "fe—Fefe—e Tt Zift—2Z-1%

Pour les patients adultes réfractaires ou ayant rechuté aprés la premiére ligne de traitements, les

o]Jv] ] ve uSJo]Je vS8 v P v E oo ZJul]}$SZ E %] Z uUsS M| A]P8% Pv
<U[UVY % §]8 o E] % S] vSe JEEW%Yve V8 v vul(wpeS<(E o &~ 1 §
% }UE o[pnS]o]e S]}v o[ USIPE (( Z 1 o % 3] v3e 535 Jvse 0CuU%Z}
(dont les LAGC NPM-ALK+) varie entre 25 ef®%% Il existe encore moins de données sur le role
de la greffe de cellules allogéniques pour les patients réfractaires au traitement ou en rechute, et

Juu % }UE o[ USIPE (( U o ¢ Spu -« @GpesEe lybbphotes upériphérigiigle
hv e« A VS P e o[ 00}PE (( *3 <u[ oo VvSE Jv o A 0}% % u vs [
du greffon contre la tumeur (Grafts > C u %0 Z} u (( S-U <M] u o]}E of (( s o Z

% v vSU pv ¢ ((Se e }v JE& cui pE- §8 § Zv]<p ¢85 o 88 «p
hétes saines par les lymphocytes du greffon (Grafiost Disease).
dE * % M [JV(}EuU S]}ve ¢}vS ]e%}Vv] O » epE O ¢ % S] v8e E (E S |E -

éligibles pour une greffe de cellules souches hématopoiétiques. Une étude a montré que pour les
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patients atteints de LAGC (dont 11 ALK+) non éligibles pour une greffe, la survie globale médiane était
de 3 mois, et la survie sans progression (délai entre le début du traitement et la progression de la

maladie ou la mort) était de 1.8 méis

b. "fc—Feftoe—e tf Zife fo-
A la différence des autres lymphomes non-hodgkiniens pédiatriques, les patients en rechute sont en
général sensibles a la chimiothérapie,@t fWE *puEA] % E » SE ]5 u vd 3 }vv X /o V|
%o o }ve vepue ] 8 vS o[puS]o]e 8]}v [HVv SE ]S u vS % ES] po] EX > o
options thérapeutiques a la rechute parmi lesquelles on trouve la chimiothérapie a haute dose suivie

[uv  USIPE (( }u [pN° oucemgdreéda Yifblastine en perfusion hebdomaddfre

Une étude récv s % Eul]e IWW(JEu E of ((]** tépendand Ja phupBriEles(
cliniciens considérent que le recours a cette technigue serait plus approprié en cas de deuxiéme
E Zp3 U Vv % ES3] po] E e o UlYE ]1]8 oA <«p[ oo VSE ]Jv X

Une étude européenne actuellement en codCT00317408&nttps://clinicaltrials.goy a pour but
[ Aop & o ((] 18 [umv SE ]38 u wikblZstingpour lg<dpatients en rechuteune
analyse intermédiaire (présentée a@ gymposium international des lymphomes nrbagkiniens de
o[ v( v§ @nedult e }v(]E&u of ((] vinpistinegaiconfereune EFS a 2 ans de 87%
~eu]Al u ] v 0 u}]eeU S <pu] % Eu S E& S &heEles paliefdsL€BS]}v

résultats définitifs de cette étude sont donc trés attendus.

En résimé, tous ces résultats indiquent que les patients atteints de LAGC ALK+ répondent trés bien a

0 ZJul]}8Z & %] U v }lu% E ]Je}v PAE HUSE * 0CUuReZlpugderreE <] (X
reste toujours de 70% pour les adultes et de 25 a 30% chezfisteguelle que soit la combinaison
thérapeutique utilisée. Les thérapies actuellement proposées en seconde intention sont lourdes, et

ont un fort impact sur la qualité de vie des patients (notamment pour les enfants). Il faut également

noter que certaingatients ne sont pas éligibles pour des thérapies impliquant la greffe de cellules
souches hématopoiétique®v [ & ve E <g o A 0}% % U V3 VIUA 00 ¢ §
incluant ces inhibiteurs de ALK comme deizotinib trouvent leur placeet laissent entrevoir des

résultats prometteurs.
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Figurel5: Structure du Crizotinib

(A) Formule chimique du CrizotinidlPF02341066, Xalkori®@féveloppé par Pfizer. (B) Structure de ALK en
complexe avec le Crizotinib (ersg) (cristallographie). Le résidu gatekeeper (L1196M, résidu au sein de la poche
a ATP contrélant la sensibilité de la kinase a divers inhibiteurs) est représenté en jaune (représentation visualisée
par le logiciel Pymol, code Protein Data Bank 2xp2).

Tableaus : Kinases inhibées par le Crizotinib

~ [ % @& « pn] ¥F¥oXU Tiii

> (E]1}38]v] § Jv]3] o u vsd A 0}% %D Gholo @o dF|w B] B4V o[lvZ] 18]}V viu
autres kinases, notamment ALK et RON, avec des#Gii¥ement faibles.
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1.3 Le crizotinib : une thérapie ciblant ALK

a. Le crizotinib
x Découverte

Le crizotinib, (PF-02341066, Xalkori®, Pfizer) ou [R}Z36-dichloro-3-fluoro-phenyl)-ethoxyl]-8-
piperidin-4yl-1Hpyrazol-4-yl)-pyridin-2-ylamine, est un inhibiteur de tyrosines kinases développé pa
la société Pfizer (Figure 15A). Cette molécule a été initialement développée dans le but de cibler la
tyrosine kinase c-MET (HGFR, Hepatocyte Growth Factor Receptor), impliquée dans le développement
de nombreux cancers. Aprés criblage pharmacologique, plusieurs composés ayant la capacité de se lier
§ []vZ]-MHEH ont été découverts. Cependant, leurs propriétés ADME (Absorption, Distribution,
DS }o]JeuU £ & S]}veU v[ 8] VS % * %% E}%oE] * %}UE pv HnS]Jo]e
des modifications chimiques ont été apportées a ces molécules : ce sont ces modifications qui, a terme,
ont donné naissance au crizotinib. Par la suite, afin de vérifier son efficacité ainsi que sa spécificité, un
criblage de 120 kinases différentes a été effectué. Parmi toutes ces protéines, il a été montré que le
crizotinib % Eu §5 18 o[]vZ] ]8]}v ii 1]v < bleal(%), @nv&n partidlie@e-MET,
le récepteur a activité tyrosine kinase RON (RéceptdU E]P]v E vS§ ]Jee ~ }vS 0o }u ]Jv |
% ES P 019 [Z}u}o}P] -AdeUo 8] >< ~i09 [2Dahe ¢@rhanuscript, nous
nous intéresserons uniquement a liaison du crizotiniB ><U ] v <u[]o %op]e- ] o &

kinases.

X Structure etmécanref Tif..—<"e
La structure cristallisée de ALK en complexe avec le crizotinib a été modélisée (code Protein Data Bank
2xp2, Figure 15Bs & % Eu]e [} « EA E pv }Vv(}Eu 319V CB@edigcrito] E (
dans la partie 4.1.b du chapitre 1, le domaine kinase de ALK est composé de deux lobes, comprenant
v}S uu v8 pv zZ-d] Srpuv }lpg o [ d9¢dp) ¥} porent un motif DFG (Asp-Phe-
Gly)X ¢ ¢SEN SUE + *}v3 e v3] 00 » o 38]A]S § 0C3]p ><U § o
actif ou inactif de la kinas&*® Les expériences de cristallographie effectuées montrent que le
crizotinib lie ALK lorsgue celui-ci est dans un état intermédiaire (actif/indttEn effet, comme pour

les kinases en conformation inactive, on observe

- Une fermeture des lobes N et C terminaux,

- hyv o P o [-Z (en pogition inactive),

e HUE OuVvde]VE E(E vE A o (]& 3]}v o[ dW eu& o I]Jv » U 8§
substrat.
En revanche, ALK ne présente pas toutes les caractéristiques des kinases en position inactive
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- > tpo [ 8]AS8]}vv o}y % * 0 ]38 0] ]J*}v o[ dW ~ }luu ¢
dans un état inactif)

- Cette méme boucle est en conformation « DRG-U <u] <8 E 5§ E]*8]«p [
IWW(}EuU §]}v 8]A  [pv I]v « X

Cet état intermédiaire observé est appelé « auto-inhibiteur » (autoinhibitory state), et permet
[ £%0]<p E % IUE<u}] >< v[ (@dnSinactithe En} He3eh@e Qe crizotitib On

considere donc que le crizotinibP ]88 }uu pv JvZ] ]S HWE }u% 3]35]( o[ dW v L

x Effets au niveau cellulaire :
Au niveau cellulaire, plusieurs études ont montré que le crizotinbSE Jv o[]vZ] ]S8]}v o]
% Z}*% Z}ECo §]}v ><U § <p[]lo % Eu & o[]vZ] ]3]}v 0 % E}o](
positives, aussi bien dans des modéles présentant une translocation (LAGC, NPM-ALK ; NSCLC, EML4-
ALK, etc.), que dans des lignées de neuroblastomes présentant une mutation activatrice de ALK pleine
taille!®®1% Le crizotinib]v pn]8 o[]lvZ] 18]1}v 0 % E}o]( €& S]}v oopo JE U e}
%Z « 'fI7"U o[]v 3]A §]}v + A}]lde Abto (ERKIE, STAT3, AKTXRLC]v+] <p[pV
effet pro-apoptotique. De plus, le traitement de modeles murins porteurs de xénogreffes tumorales

par le crizotinib favorise la diminution de la croissance tumdfale

X Mise sur le marché :
En aodt 2011, la FDA (Food and Drug Administration) a délivré une autorisation de mise sur le marché,
aux Etats Unis, pour le traitement en seconde intention de patients atteints de NSCLC ABK®[ E~D
(Agence Nationale de sécurité du médicament et des produits de santé) a suivi pour la France en

octobre 2012,

En novembre 2015, cette autorisation a été étendue pour le traitement en premiére intention des
NSCLC ALK+ aux Etats #hilsa place du crizotinib dans le traitement des LAGC ALK+ est discutée plus
en détail ci-dessous :

b. Utilisation chez le patient atteint de LAGC ALK+

x Ultilisation chez le patient adulte :

La premiére utilisation clinique du crizotinib § %o 0] V 11i1 %o}pE& pnAE ¢ [ HOS o
une rechute apres traitement par chimiothérapie et greffe autologue de cellules sci¢h€st
inhibiteur spécifique de ALK a également été utilisé en deuxiéme intention comme un « pont » entre
un traitement de premiére intention inefficace et une transplantation de cellules souches chez deux
patient$®32%4 Une autre étude }v Ev v§ o[ u]v]-diddtisiblen clinique a été effectuée

% E o <U]% -@ambaeotti-PaEsedini. Elle inclue un total de 11 patients atteints de LAGC
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ALK+ réfractaires a la chimiothérapie, ou ayant rechuté. Tous les patients ont répondu a la thérapie

ciblée (seule ou en combinaison avec des transplantations de cellules souches hématopoiétiques), et
§]1vS v E %}ve }u% o0 8§ ipec<u[ U Ve ES Jve U %o0ope o1

traitement?®®, Actuellement, un essai clinique en phase IV (NCT02487316, https://clinicaltrials.gov),

Uv % @E o[hv]A E-]S3 W IJv 3§ v }uE fitacke de%ajgoibingison fuspu ] & o

crizotinib avec des traitements chimiothérapeutiques, en premiére intention pour des patients agés

de 18 a 65 ans.

X —«Z<of—<'s .Stoe Zite fo-
W S U%e* % E * 0 ¢« %E u] E* E *pos 5« } S vpue Z 1 o[ pod U o
CA USA) a mis en place un essai clinique de phase | (NCT00939770c¢|mipaittials.gov), ayant
pour but de déterminer la dose maximale tolérée de crizotinib chez les enfants et jeunes adultes, pour
% }UA}E % }HEU]AE 0 « § ¢8e Vv %Z » [/X &3 3p VE€O 0606 %o
terminée en 2012. Les résultats indiquent que la dose maximale tolérée utilisable en phase 2 est de
280mg/m?, administrée deux fois par jour. Neuf patients atteints de LAGC ALK+ qui avaient tous subi
un traitement chimiothérapeutique préalable, ont été inclus dans cette étude. Sept réponses
complétes ont été rapportées pour ces patients, pour des doses allant de 165 a 280iigiraPphase
Il de cet essai a été initiée, et comprend 122 patients, agés de 1 a 21 ans. Le but de cette étude est

[ A op & o ((izotisb vus vE <p[ P-tushoralEhez ces patients.

>[ Su e }Ju Jv Jelve §Z E % US]<u * ¢S P pelQGa dénpdudE uticessal i} uE
clinigue (NCT01606878phase || https://clinicaltrials.gow <u] % Eu S$SE [ A op & of ((]
comhbinaisons thérapeutiquesc(izotinib+ chimiothérapies), administrées en seconde intention chez

des jeunes patients (< 21ans) réfractaires aux traitements de premiére ligne, ou ayartéredh u s E

part, le National Cancer Institute a initi¢ une étuddC(T01979536actuellement en phase,ll
https://clinicaltrials.gow }vS o[} i S]( -8 § CGulv & of ((] 18 §Z &
administrées directement en premiére intention. Lasmbinaisons comprennent un traitement par
chimiothérapies conventionnelles additionné soit Heentuximab (n anticorps monoclonahnti-

CD30), soit derizotinib Les résultats de ces différents essais cliniques sont attendus afin de pouvoir

détermineravecplus de précision la place duizotinibdans le traitement des LAGC ALK+,

Il est cependant tres important de noteug le traitement par Ierizotinibne doit pas étre interrompu
deux cas de patients agés de 4 et de 26 ans ont rechuté brutaleaten€E « o[ EE!S pu SE& ]S u
crizotini?X Z 1 o HAE % 8] v3+U o[ /E]*S v 0 0 lules giipscp@esy « E °] |
voir chapitre 4, partie 1.2)m per p@& ipe<p[ pres ke<début du traitement aarizotinib, ce qui
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Figurel6: Mécanismes de résistance au Crizotinib retrouvés dans les Cancers du Poumon Non & Petites

Cellules (NSCLC)

~ [ %o Eebelest al., 20123

Lesmécanismes de résistance au Crizotinib peuvent étre classés en deux catégaiesdans lesquels la
signalisation de ALK joue un réle dominant, et les autres. Les résistances impliquant ALK gawesrita

travers des mutations de la kinase qui em@@cvs o[ 3]}v p E]JI}8]v] U § }ve EA vs o[ 3]A g
de ALK. On peut également observer une amplificaties copies du gene codant podiLK (copy number gain),

<U] %o S } AE]S5 E A o] %% E]3]}v ups 3]3e disEbutiersdy Erizatinivdand o u pA
le systéme nerveux central (SNC), permet la croissance des cellules tumorales au niveau du cerveau. Les cellules
%}ES vs o[}v }JP v >< % PA vE P o u vs §]A (Eades iutdteny activatrices |E U
(point rouge). Ces mutations peuvent également avoir lieu dans d oopo « V[ /A % E |et ai¥si % ¢« ><
permettre la croissance et le développement de nouveaux clones.

Tableau 6 : Mutations de ALK décrites dans les Cancers du Poumon Non a Petites Cellules ALK positifs (NSCLC
ALK+) et dans les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules ALK positifs (LAGC ALK+) en réponse au
traitement au Crizotinib

(Shaw et al., 2016, Wu et al., 2016, Sullivan et al., 2016, Amin et al.?261%)

85



0 Jee % ve E <u - TR ]53]1}vv 00 ¢ e}vd Vv }IE v e JE o A V3

ciblées @ traitement de premiére intention.

A ce jour, en France, le crizotinib posséde, depuis novembre 2013, une Autorisation Temporaire

[hE]o]e 8]}V ~ dhe %}pE 0o SE ]5 uvs « v(v3eU %pu]e VIA u E Tiii

2 RESISTANCE AUX THERAPIES

Le bénéfice clinique apporté par les thérapies ciblées est relativement court, notamment a cause de

o[ % % E]S]}v E -] -3 essardiniguediniquent le crizotinib a été lancé en 2006 dans

les NSCLC Al#&+et les premiéres résistances a cet inhibiteur ont été rapportées peu de temps
aprégos2aell Récemment, ces résistances ont également été observées dans les LAGEZALK+

Cette observation laisse penser que les mécanismes de résistance au crizotinib mis en évidence dans
les NSCLC, et décrits ci-dessous pourraient a terme étre transposables dans les LAGC ALK+. Ces

mécanismes sont présentés en Figure 16 et seront détaillés ci-dessous.

2.1 Les mutations du domaine kinase de ALK

a. Dans les NSCLC :
> % E& Vv ups S]tve Ve 0O tu Jv I]v e > rmoyedne@0¥ddéy e o [
résistances au crizotinib dans les NSCLC?ALRe& mécanisme a déja été décrit notamment pour les
leucémies myéloides chroniques exprimant la tyrosine kinaséABldy- E ¢]+S vS ¢« (of/u S]v]
JvZ] 18 u&Etivité tyfosine kinase ABFfU }u  ve 0 ¢ v Ee* JU%O0]<u VS O] '&Z ~ %o]
Factor Receptor), résistants au Gefitintbbpv JvZ] 1§ pE o[ 38]A]l8 SCCER]Iv I]v -

Plusieurs mutations différentes peuvent apparaitre et entrainer des résistances au crizotinib.

Deux mutations, L1196M et C1156Y ont été détectées pour la premiére fois chez un patient ayant
rechuté aprés une réponse partielle au traitement par le crizotthilha mutation L1196M est la plus
fréquente et correspond a la mutation du résidu gatekeeper de la kibasd-asdiredu seul résidu de

la poche a ATP de la kinase qui permet de contrbler sa sensibilité a différents inhibiteurs. Elle empéche
o[ $§]} wcrizptinib par encombrement stériqd¥. La deuxiéme mutation la plus fréquemment
retrouvée est la mutation G1269A. La mutation G1202R, qui correspond a la mutation G340W de BCR-
ABL est notable, car elle confére a ALK un fort pouvoir de résistance au cri¥ttifibe nombreuses

autres mutations existent, et se produisent généralement au niveau des résidus 1151, 1152, 1156,
1174, 1202, 1203 et 1206 de At%KLes exemples de mutations les plus fréquemment retrouvées chez

des patients atteints de NSCLC ALK+ sont présentés dans le Tableau 6.
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La localisation de ces mutations sur la kinase ALK est variable : elles peuvent se situer au niveau de la
partie exposée au solvant (résidus 1202 a 1206), jouxtant ainsi le site de fixation du cFZptnib

vIA u o[ ZCqrgsidus 1151 4 117%)2%U }u p v]A p M ]38 (6®id8g 1196 o[ dW

et 1269). Ces mutations conferent un degré de sensibilité variable au crizotinib : par exemple, la
mutation 1151Tins (Insertion[uv SZ & }v]v VvV %o}e]S]}v iifie }V( & pv SE& « (}
o[lvz] 18 pCE ><U o0}E&-=* <pu[ p }VvSE ]E U lenatyps tre$ peurésistent }v( &

au crizotinig®®-214

b. Dans les LAGC ALK+ :
Plusieurs lignées cellulaires de LAGBMLK+ cultivées en présence de concentrations croissantes
de crizotinib ont développé une résistance a cet inhibiteur par mutation du domaine kinase de ALK. De
nombreuses mutations différentes ont été décrites, et sont présentées dans le Tableau 7. Parmi celles-
ci, on peut notamment mentionner les mutations L1196Q (résidu gatekeeper), et L1171N (résidu situé
ve 0[Z 0] r ey % E& « v§ <€es egellulainegErésigtBntes au crizotinib utilisées au

laboratoire?s,

Dans la littérature, on trouve peu[ Sp ¢ E %o %} ES vS o[ A]«de ALK induisprit Uhg} v e
résistance au crizotinib chez les patients atteints de LAGC ALK+. Cependant, récemment, le groupe du
WEX '"u }ES] ritidk P telle<datations chez deux patients sur onze ayant subi un
traitement de seconde intention avec le crizotinib. Ces mutations correspondent a celles déja décrites
dans les lignées cellulaires de LAGC NPMZ&LK+

( }v *PE%E v vS U o A£]*S v upus 3]}veonlde ALK austraiteament ve] Jo]e
par le crizotinib a également été rapport&é Une analyse rétrospective sur des échantillons de 36
patients atteints de LAGC NPM-ALK+ (séquencage de NP u}vSE o %% E]S]}v S
mutations (R291Q, lobe 8- Eu]v o § ZiiAYU }p o [ S8JA §]}ve Z 1 uk&E . %

mutations induisent une sensibilité accrue de ALK au crizotinib, ce qui implique que certains patients
pourraient bénéficier du traitement au crizotinib en premiére intention (utilisation de doses plus

faibles et de temps de traitement plus court).

2.2 Tf"Z(A(,,,f—(‘o t 1
Dans 18% des cas de NSCLC ALK+, la résistance des cellules cancéreuses aux thérapies ciblant ALK passe
par une amplification (copy number gain) du géne codant pouf'AtK Ce mécanisme peut avoir lieu

seul, ou en combinaison avec une mutation du domaine tyrosine kinase d€>#&tRe facon

intéressante une étude amontré que V]A p [ E% E><Q}vd }v o[]vE ve]s 0
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signalisation en aval de cette kinase dans la cellule peut jouer un réle a double trasdhamf]vZ] ]3]}v

de ALK par traitement au crizotinib dans des lignées tumorales sensibles au crizotinib (dépendantes de
o[}v }P v ¢« ]Jv ul]8 o u}@ES rsque damsaplignéasirésistantes, cultivées en présence

de crizotinbU o @& S& ]8 o[]vZ] 18 W& ]v pl]s P 2B une Juantité @S »  oc
importante de ALK, peut donc tout comme une quantité trop faible, étre fatale pour la cellule. Le

P E} %o M WE '"u }ES] P ouvsS u}v3E ««<pug 0 u -AlKétait] u%o](]
prépondérant dans les Karpas-299 (une lignée cellulaire de LAGC NPM-ALK+) résistantes au brigatinib

(un inhibiteur deo[ $]A]18 3§C &}« ALK tHpwseconde génératiét)

23 if..—<f—ce tt “cte tf ecWooflZcof—c'e fZ—1"0]

La résistance des cellules tumorales peut également étre duo[ $]A 3]}v A}l - *]Pv 0]

08 Ev $]A « 0]u]s vs§ crizdtthibo Dans $es NSCLC AUK+o[ 3]A 3]}v [ usSE -
oncogenes tels que c-KIT, EGFR, KRRKBas2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) et IGF1R

(insulin-like growth factor 1 receptor) a notamment été décrite (36% de$®@&8)*24

Dans les LAGC NPM-ALK+, la résistance aux inhibiteurs de la kina%e AEK o[ $]A §]}v A}]
at Ev S]A « v] iIJUE %  § E]S X e SUu e %OPhe %% E}(}V ] ¢

déterminer si cette hypothése doit étre définitivement écartée pour cette pathologie.

E}S}ve P o u vsS <pu o[ pPu vs §]}v o[ 3]Apksit étrer 0BGEru&é dans dgy o u &£

cellules traitées par un inhibiteur de ALK. Ce mécanisme permet un turn-over rapide, et une excrétion

forcée du crizotini®*U  § Julvp  Jve]l ¢}v ((] 18 X % v vsSU Jo v] itpE
dans les LAGC NPM-ALK+.

>[ %% E]S]}v Stue * %Z Viu Vv e E ]S v V. UV O %o-e S U %:
chercheurs et les cliniciens a se tourner vers le développement de nouvelles thérapies permettant de
IWVEE EE E S5 ] O uvs % E A VIE o %% E]3]}v E ]S v e« 8§

3 NOUVELLES OPTIONS THERAPEUTIQUES

3.1 Autres inhibiteurs de Z i f ité-ydsine kinase de ALK
Les inhibiteurs de deuxieme génération ciblant ALK ont été développés pour plusieurs:raisons

- lIs sont plus puissants que le crizotinip «& JE& <p[]oe %o MA vE ISE p3]o]e -
U}Jve Ju%}ES vS * %o} |MEE dncadénidueae AEK.

- Joe % EuUu 83 vS§ }IVEE E 0 %Z viu v [ %riotidib] Ehiétant E ]S
actifs méme en présence de mutations de ALK
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Tableau 7 : Efficacité des inhibiteurs de ALK de seconde génération
(adapté de Ceccon et 2015 Wu et al., 2016 et Sullivan et al., 20£6§%.225
Z & %%E * v3§ e Jv] 8]}ve }JVEE ] S8}]E ¢« veoO

0]$S & SuUE&E

<M vS§
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- /o % Eu 3§35 vs |aaiviee] H€R tkErapips anti-ALK au niveau du systéme nerveux
VEE 0 ~*"E ¢ S %}UEE& ] v ]Jve] I}IVEE] UL E o duE ((] 18 Vi
de rechutes. En effet, le crizotinib a un effet limité au niveau du systéme nerveux
central (passage de la barriere hémato-encéphalique rédtit)e SNC apparait donc comme
un sanctuaire, ou les cellules tumorales peuvent disséminer (notamment vrai dans les NSCLC

ALK+)

>[]vE E!S %}puE o A 0}% % wi3SIAVEZ] §€ @ {ALKI@st eroissant, on

ee]eS ulu o] & S]}v *]S ¢ JvS EV S *% ] 0]* ¢ % Eu SS VvS§
développement de ces inhibiteurs (http://alkinhibitors.com/). Les différents inhibiteurs de deuxieme
génération ciblant ALK sont présentés dans le Tableau 7. Dans ce paragraphe nous parlerons de leur

efficacité, ainsi que de leur statut actuel dans les essais cliniques.

a. alectinib (Alecensa®, CH-542402)

Cette molécule a été développée initialement par Chugai, une sous-division japonaise de Roche, et
permet une inhibition trés importante o[ 3$]A]3 1]v «IC50 =49nMyX v %oope [!SE
efficacein vitro etin vivosur des lignées de NSCLC etde > < aldctmib est également efficace
contre les mutations L1196M, C1156Y et F1174L d&ALK obtenu le statut de thérapie de pointe
(«Breakthrough therapy») en juin 2013. Ce statut particulier a été créé par la FDA en 2012 dans le but

pccélérero %o &} eepe [ USI}E]e Jlw EuZe pEE ]S u vSe }vS Oo[]Ju%e S ep
des patients serait majeur. Il a également obteoy us}EJ]e $]}v ule *eupE& oem E Z I
2014 pour le traitement des NSCLC ALK+ en rechute, ou réfractaires au trafférdi@dtakeftinib

aurait également une bonne efficacité contre les métastases cérébfatés

b. Le ceritinib »>eft<f?a y}-~
Le Ceritinib est un inhibiteur dérivé du NVP-TAE, un inhibiteur de premiére génération développé par
Novartis. Il a récemment obtenu une autorisation de mise sur le marché par la FDA, pour les patients
atteints de NSCLC ALK+ en progression sous traitement par le crizotinib, ou intolérants a cet
inhibiteur?®L. 1l a une efficacité 20 fois supérieure au crizofi#fib*3 et est efficace contre les mutations
L1196M, G1269A, 11171T et S1286YUn autre essai clinique a été ouvert au recrutement en juillet
2016 (NCT02729961, https://clinicaltrials.go) <}v } i S]( *S§ § CGulv & of ((]
traitement de premiére intention combinant le Ceritinib et le brentuximab (anticorps monoclonal anti-
CD30) chez les enfants de moins de 12 ans.((] 18 S ]vZ] 15 pEespdiEbmles u S ¢35

a également été montré&é”.
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c. Le brigatinib (AP26113)
Cet inhibiteur est développé par Ariad Pharmaceuticals, et son efficacité contre des mutations de ALK
dont la G1202R a été montr&&236x Ju%}e JvZ] Pouvs o] 3]A]S o[ '&Z
efficace sur les métastases cérébralé$*® Un essai clinique de phase Il est actuellement en cours, et
a permis de déterminer la dose optimale de Brigatinib & administrer. Ce composé est maintenant testé

sur diverses pathologies ALK positives, incluant les LAGICT01449461, https://clinicaltrials.gov

d. Autres inhibiteurs de ALK
hv PE v v}iu &E [ USE -« divZ3]Ks] 31 E ALK sont actuellement tesfés On

peut notamment citer.

>gntrectinib, dév 0} %0 % %o €E /PvC3 U <] tywBihes kifaség de] B famitle Trk

(TrkA, TrkB, TrkC), et ROS1 en plus de ALK. Il a également montré une activité contre les formes

mutées L1196M et C1156Y de ALK. Ce composé est actuellement en essais cliniques pour

tester son efficacité sur des tumeurs solides, mais également sur des pathologies présentant

une translocation de ALK, telles que les LAGC (NCT02568267, https://clinicaltjals.gov

- Le lorlatinib (ou PF-06463922), développé par Pfizer, qui est dix fois plus efficace que le
crizotinib, et qui permet de cibler les mutations L1196M et G1269A de ALK. Il est intéressant

v}i§ E <u[puv S Ul}vs@E& <«u o] %% E]S]}v [MHv ups S1}v

au Lorlatinib (L1198F), permettait de resensibiliser les cellules au criZ&tinib

- > MWiiToU A 0}%% % E 3 00+ WZ Eu U & }vs o[ 3JA]E v
NPM-ALK positives ainsi que dans des modéles murins de LAGC ALK+ a été d&fontrée

- Le X-396, développé par Xcovery, qui est, tout comme le crizotinib un inhibiteur de ALK et de

c-MET. Il est actif contre la mutation « gatekeeper » de ALK, ainsi que contre la mutation

C1156Y.

88 0]*8 V[ *8 % * A£Z pe3]JA U S0 viu E Ju%3}e ¢ Su ] e u}vscC
entreprises pharmaceutiques au développement de thérapies ciblées de nouvelle génération ciblant
ALK. Ces thérapies sont principalement développées pour étre utilisées dans les NSCLC ALK+, ou le
pronostic vital des patients reste plutdt sombre, mais elles pourront bénéficier a toutes les pathologies

impliquant la kinase ALK, et les LAGC NPM-ALK+ en font partie.

3.2 Vaccination « thérapeutique » anti-ALK

>[Juupv}dzZz E %winorale Sdst une technique permettant de favoriser le contréle ou

o[ oJu]v 8]}v OOHUO * SUU}E 0 * % E O[2€35XU >SRUUSVIBV | E o ]

o
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Figurel7 W D v]eu [ S]}v M @& eddtiweéE]u

(Adapté de la thése de Camille Daugfis)

>[ vS] }E% -+ u}v} o}v o ~ D -€DBQ @ Brehtuximal$)]couplé a la La Monomethyl auristatin E
(MMAE, ou vedotin) se fixe sur le CD30. Le complexe formé est internalisé par endocytose. La MMAE qui est la
molécule active est alors libérée par clivage protéolytique et peut exercer son action inhibitrice de la
polymérisation de la tubuline.
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ce type de thérapies : (1) ALK est spontanément immunogénique chez les patients atteints de LAGC
ALK+. Il provoque spontanément une réponse immunitaire de type**T Jve] «<u[ngponse

humorale par% E} U S]}v [ VSIALKEYo e« uyS%o Ee]*S VS Ve 0 ¢ VP ipec<u[ %o0]
aprés une réponse compléte au traiteméBt*4 et qui sont déja utilisés a des visées
pronostiqueg®24X ~éxpre$sion « normale » de ALK est restreinte au systéeme nerveux central, ce

qui pourrait limiter les réactions auto-immunes pouvant potentiellement avoir lieu suite a

o[ u]v]eSE&E 3 Maecin[therapeutique. (3) les cellules de LAGC ALK+ sont dépendantes de

o[}v }P v™ ><

Deux groupes de recherche se sont intéressés au développement de techniques permettant de
déclencher une réponse immunitaire anti-ALK. Le groupe du Dr Gambacorti a démontré que ALK se
Ju%}ES ]S }juu pv VS|P v -addire } (H pethetfatede déclencher une immunité
cytotoxique T CD8 anti-ALK spécifique a la fois dans des souris transgéniques et dans les lymphocytes
du sang périphérique de donneurs saiims\itro)®*’. Le groupe du Dr Chiarle a mis en place des études
préclinigues, a la fois dans un modéle murin de LAGC NPM-ALK+ et de NSCLC EMLMALKEF ((] 18
de vaccins « thérapeutiquesanti- > < . P¥E]Jve] <u] . %o %3] o ~ & Z]
communication personnelle) a pu étre démontrée. Ces vaccins permettent notamment de limiter le

développement tumoral, et ce en stimulant une réponse cytotoxique T CD8.

La vaccination anti-ALK pourrait étre potentiellement utilisée en traitement adjuvant de la
chimiothérapie, en patrticulier pour les patients présentant un taux en anticorps anti-ALK faible, afin

[ uUuo]}& E o PpE E %}ve Juupv]s J& U § % E A VIE o[ %% E]3]}v

3.3 Autres thérapies

a. Thérapie anti-CD30
> T 8§ psSj]o]e 0 *¢]J<p uvd }Juu pv u E«u pE [ 3S]A 3]}v  0C
représente une cible attractive pour le développement de nouvelles thérapies car il est exprimé par
les cellules tumorales de LAGC, mais également par les cellules de Reed-Sternberg de lymphomes
Hodgkinien¥ X %o 0 | * Pag expr[médpar les précurseurs lymphocytaires, ni par les lymphocytes

matures non activés

Les premiers anticorps utilisés en thérapeutique pour les LAGC ALK+ sont des anticorps monoclonaux
anti-CD30 humanisés. Le principe moléculaire de ce traitement repose sur le fait que la liaison de
@pticorps anti-CD30 a son récepteur pourrait entrainer une dégradation de TRAF2, une protéine
% S S E] i v ee JE o[ 3]A 3]}v o Cebéndar,&¢ type@deP U E 0
ulo po V[ % ¢ }vv of (( § -« ¥%®S v o]v]«u
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Le développeme § [ v3] Humé&kisés }vipPu e U}o HO ¢ CS3}S}A]J<HU » ¢ 5 .
((] %%IUE ] o0 E 0o+ oO0OOHO * i1 %}e]3]A X § C %o [ VS] JE %o %
actifs spécifiquement aux cellules tumorales, sans toucherlescelll@&u o *X >[ v8] }E % ¢« (]A
le CD30, et le complexe ainsi formé est internalisé par endocytose médiée par des vésicules de
clathrine. La molécule active est alors libérée par clivage protéolytique et peut exercer son action anti-
tumorale (Figure 17). Le produit développé dans ce but est le Brentuximab-Védotine (SGN-35,
ADCETRIS®, Figure 17), qui associe le TBGN-o[ v8] }E %o u}v} o}v o Vv3§] Tie
monométhylauristatine E (MMAE). La MMAE est un agent cytotoxique qui se lie a la tubuline et
empéche sa polymérisation pendant la mitose, ce qui bloque la prolifération des cellules

tumoraleg>1.252

Wope] HEe* Su ¢ o]v]<p » }vS u}vsSa damf IE6]LAGGE ALK réfactaires ou en
rechute®>?%y § o (E +posS S« }v op vSe }vs }vBrdrituxinweb-¥edetRe paslRlv
FDA en ao(t 2011. Par la suite ce composé a obtenu une autorisation de mise sur le marché en Europe

et en France pour le traitement des LAGC systémiques récidiyantédE (E & JE « Z |1 o[ pod X

Cette autorisation a permis le lancement de plusieurs essais cliniques dont les résultats sont trés
attendusX e (E *poS 8¢ Jv8 (Eu ] J& + }vs i u }355€R trait¢met de] S VKA
% @E u]l] E o]Pv ulA] [pv ZJul}3Z & %o] JVA v3]}vv oo ~ ,KWe
chimiothérapie CHP (retrait de la vincristine, d( a la neurotoxicité des deux produits cufiutis)

en traitement de seconde intention aprés rechtie Cette thérapie semble trés prometteuse, et des

résultats supplémentaires sont nécessaires afin de permettre son approbation pour le traitement des

LAGC systémiques, ainsi que des lymphomes CD30 positifs en général.

b. Inhibiteurs de DNMT
Comme mentionné précédemment dans la partie 5.2.b du chapite ® u SZCo S]}v o[ E % d
EDde ~A] o[-A<BPWHNis i}p pv E€0 Ju%}ES vs Ve 0 E % E <]}V
certains genes suppresseur de tumeia la surexpression de la DNMTIX  Jve] o[us]o]es S]}v [ P
ZC%}u §ZCo vSeU % 0 ¢ []Jv M[E o E A% E ]}V e P v eU %
thérapeutique envisagée pour les patients en rechute ou réfractaires au traitement de premiére ligne.
En 2012, une étude a montré une activité antinéoplasique de la décitabine (bfdeaxycitidine,

JP v eU pv v 0}Pu 0 C3]]Jv <pu] A <[]V }E%}E E "Y€eo[ E -«
SE ]S uvs ]Jv u]8 o] %} %S} U puv o} P M C o OoOMdO ]@Bce Jve] <u[M
dans des modéles de LAGC Al¥¢ [ WSE % ESU v }a&€Galement @issn| &idence la
réexpression du miR-150 apres traitement a la décitabine, et de maniere intéressante le traitement de

cellules résistantes au crizotinbe CEu § o[]vZ] ]Sion de la croiss&hdeesallydmite
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déméthylants pourraient a terme étre inclus dans les options thérapeutigues de traitement des LAGC
NPM-><= E (E S ]JE& * }u vV E ZpuS U u]e [ USE « SHu * %oOldes %o % E]
de la résolution des problémes de spécificité, sont encore nécessaires avant que ce type de traitement

puisse étre utilisé en routine.

c. Inhibiteurs de Hsp90
La protéine Hsp90 (Heat Shock Protein 90) est une protéine chaperonne jouant un rdle important dans
la réponse au stress cellulaire. Cette protéine a pour fonction de permettre le bon reptiemen
tridimensionnel des protéines, en particulier en condition de choc de tempér&fute réle de cette
protéine dans les cancers a été montré, car elle permet la stabilisation de nombreux oncogenes, et ALK
en fait partie®®?% Wope] pEes Sp e+ }vS u}vSE «pu of]vZ] ]8]}v §§ % E}S
geldanamycine ou par le ganetespib permet de diminuer la viabilité cellulaire dans des LAGC NPM-
ALK#% et permet également de supprimer la résistance au crizotinib de cellules de NSCLC EML4-
ALK#5L, Quelques essais cliniques incluant des patients atteints de LAGC et proposast]jo]s $]}v U

17-AAG 17-(Allylamino)geldanamycirsont actuellement en cours de réalisation.

d. Combinaisons thérapeutiques

Le probléme de résistance au traitement est un des enjeux majeurs actuels en cancérologie. Malgré la
présence de thérapies tres efficaces et trés ciblées, on constate encore des échecs thérapeutiques
dans diverses pathologies. Etudier la cause de la résistance au traitement nous permet de designer de
nouvelles molécules plus efficaces et plus ciblées, mais ces molécules permettent également de
sélectionner des clones résistants supplémentaires, peut-étre méme plus agressifs que ceux observés
initialement. De plus en plus de cliniciens se tournent vers les options de combinaisons thérapeutiques
pour le traitement des patients atteints de LAGC ALK} % E + pv E Ap poil@st& o u vU
probable que dans cing ans, la premiére ligne de traitement des LAGC ALK+ combine des
chimiothérapies comme le CHOP, et des thérapies ciblées comme le crizotinib, ou le brentuximab-
vedotin?? X e oe} ] 8§]}ve SZ E % US]<H * % Eu SSE}IVS [uv % ES
chimiothérapies, entrainant une amélioration de la qualité de vie pour le patient, et une diminution

e (( S+ }v JE& * 0] * SE ]S u vS-e Xaispnde @fféent€r moléaules} u |
permettrait de diminuer le nombre de rechutes aprés premiere ligne de traitement, en éradiquant le

pool de cellules restantes apres traitement.

De nombreux essais cliniques proposant diverses combinaisons sont actuellement en cours. Ces
combinaisons comprennent des chimiothérapies (CHOP, ALCL-99, Vintfastine ] pee] .

inhibiteurs de ALK (crizotinib, ceritinib, brigatinib), et des thérapies ciblant le CD30 comme le
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brentuximab-vedotin. Ces combinaisons sont testées soit en premiére ligne de traitement, soit sont

administrées en seconde intention, chez des patients réfractaires ou ayant rechuté.

[ USE ¢ SCE S P] « § 00« <py 0o SE]JSuUuvVS o 13 ]Jv U lpo A ]Jv
3 [ *« ] o]v]<p U u Je *» u 0 VS % E}u 88 HE*> %o}U&E& o[ u 0]}E S§]}v
actuels. La recherche de nouvelles molécules potentiellement combinables avec des thérapies ciblant

ALK, estdoncundonjv  [uv JvS E!S % &S] po] EX

102



Figurel8: > ¢« ]J(( & vS* SC% ¢ [ US}% Z P]
~ [ % E e«etd 20133
(A) La macroautophagie *§ E S E]* % E 0 % E]*s v Z EPviafipyvvésitmibesa CS5}% 0 o
double membranes appelées autophagosomes. Ceux-ci pourront fusionner avec le lysosome, ce qui antraine |
dégradation de leur contenuB) >[ us}%Z P] u ] % E 0 * % E}S Jv perdetdla E}vv » ~
reconnaissance de protéines spécifiques portant un motif « KFERQ ». Ces protéines sont prises en charge par la
protéine chaperonne Hsp70 et adressées au lysosome. Elles sont alors reconnues par la protéine LAMP2A,

% 0] U % pule SE ve( & - o[]vS E] HE M oC-e}e+)Q)LEd micregquitophagi@st o pu&E P (
une invagination de la membrane de lysosome, permettant la séquestration et la dégradation de portions
cytoplasmiques.
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CHAPITRE 3 . AUTOPHAGIE: MECANISME ET

REGULATION
(Jv [ **upE& & <}v Jv8 PE]S (}v S]}vv oo U 8}us oopgo }]8 'S %o

ses conditions internes grace a un processus appelé homéostasie. Celle-ci dépend des voies
métaboliques permettant la néosynthese et la dégradation de macromolécules et organites cellulaires.

o /AE]-S MAE U Vv]eu o % E]V % UAE % E&u 5§55 vS o PE S§]}tv &
cellulairesW o[puv ( ]38 JVEEMNS vPFEI A 3 o[ uSE (]85 Jvd EA V]E o « A p}
terme « autophagie », du greauto (Soi-mémg et phagos(manger) a été employé pour la premiére

fois en 1966 par le professeur Christian de Dt#é% et désigne précisément les mécanismes qui

% Eu S$S v§ o] OOMO PE €& *}v % E}% E CS}%0 eu Vv (] VS
un processus physiologique qui intervient dans toutes les cellules eucaryotes, et qui permet la prise en
charge des macromolécules a durée de vie plutét longue ainsi que des organites cellulaires

endommageés.

/o § Uu}lvSE <«<u O US}%Z P] %o ES] ] %o SAtelE «québs @B} e e
développement, le métabolisme énergétique (notamment en cas de carence nutritive), la réponse
Juupv]s JE U o oJu]v §]}v % SZ}P v e Jve] <u O 1(( & v§] §]}vU
cellulairegt3266.267 De nombreuses études montrent que le processus autophagique est impliqué dans

de nombreuses pathologies, comme par exemple les maladies neurodégénératives, infectieuses,
cardiaques, métaboliques, pulmonaires, mais également dans le vieillissement et dans 1é&¢&cer

> (E€o o[ ust% zZ P] Ve O v E « E %E& + vS Ve 0 Z %]SE& 0

1 DIFFERENTS TYPES BUTOPHAGIE

i JLUEU EE}]* §C% * [ HE}%AVPY INSEF UEI%EZ(P] U o[ udl%Z P] u

protéines chaperonnes (CMA) et la macroautophagie (Fig8re

1.1 La microautophagie

> § Eu u] &} usSt%zZ P] (18 & ( € v HV %o E} eepe Ju%oO]cpu VS
membrane lysosomale en un « tube autophagique », qui va se développer, puis se fermer, formant

Jvel] uv A ¢] po % @Eu 35 v3 o[]v ope]}v %0 } Ecaidov», alCsejr Hed <t c U %
lysosomes. Le cargo cytosolique est alors dégradé par des hydrolases lysosomales, puis des perméases
permettent le relargage des nutriments dans le cytosol, ou ils seront recyClésa preuve de

o[ ]S v 0 u] E} udt% zZ P] Ve O ¢ OOMO * uuul]( & - S %o
o[} « EA §]}v 0 U}E%Z}0}P] e 0Ce}elu ¢ % & u] E}* }%] o0 SE}V
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quantification de protéines a durée de vie longlieCependant, le mécanisme exact de ce processus

reste tres peu élucidé: la majorité des indications mécanistiques dont nous disposons actuellement

% E}A] vv vE [ Sy ¢ Z1 o o ApuE § v[}vs %ezelesvmpdnifergs. LAv(]Eu -
]((] o8 %oE]V 1% 0 E ] ve 0 (]85 <u[]Jo v[ &£]-S M UV § Zv]cu

microautophagié’

1.2 -|-f__"éf%o(:t foo‘___(i:lj e Tfe ""'_+coto ---éf’i”

>[ uS}%Z P] u ] % E < %E}S Jv ¢+ Z % EAutophagy dbu%eM@Blest D ] S

1(( & vs e HAE MPSE ° (}EuU ¢ }vvp e [ US}%Z P] U ve 0 e ve }T
SE (] A*Jpuo ]E X [*3 Pouv3 o * o 3C% [ ud}%zZ P] E]S ip
les mammifére§32’4 La CMA permet la dégradation sélective de protéines portant un motif
pentapeptidique particulier, qui, par interaction avec des protéines chaperonnes, sont amenées au
0Ce}e}u (]lv ['SCE PE eX > U}S]( }ve Vepe %}ES % E 0 * % E}S
le motif KFERQ (Lysine-Phénylalanine-Acide glutamique-Arginine-Glutamine). Cependant, des études
montrent que ce sont les propriétés physiques des résidus qui importent pour leur reconnaissance par

0 Z % E}vv U § Vv}v 0 = <u Vv £ S U [ S %luE«PKFERQ% Eo
like »#7>. Ces motifs sont reconnus spécifiquement par la protéine HSC70 (heat shock cognate protein
70), une chaperonne exprimée constitutivement dans les cellules de mammiféres. Ce complexe
protéigue va ensuite se fixer a la partie cytosolique de la protéine LAMP-2A (lysosome-associated
membrane protein type 2A), au niveau de la membrane lysosofffalea protéine a dégrader va alors
étre dépliée puis transloquée dans la lumiére du lysosome, pour y étre dégradée. La CMA est présente

MV VIA B ¢ 0 Ve §}uS « 0 OOHO * uuu]( E «U § Jo S ujvs

en nutriments, elle pouvait étre fortement activ&é Cette observation laisse penser que la CMA joue
un rble prépondérant dans le recyclage des acides aminés en condition de stress nutritionnel. De par
sa capacité a éliminer sélectivement certaines protéines, la CMA prend part au « contrble gualité

% E}S J<p U Vv % Eu §5 vS o[ oJu]v S]kes ou #adarhfapées, coromeéEpako O |
exemple apres un stress oxyda&fitX ¢ Su o %ope E vS e }vs P o u vs u}vsSE
de la CMA dans des pathologies auto-immunes, comme le lupus erythérffdféux [ p rdvaeix
récents E]JA v8 o[Ju%eo] 3]}v o D ve 0 :ilA &@d %Netemment®té uu}E o
ujvS@E& <«<p o D 3§ pPu vs ve J(( & vS8e SC %o v E-U § «uf[ o

cellules malignes en permettant le maintien de leur métabolfSh¥és.
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Figurel9: La macroautophagie

Le processus de macroautophagie se déroule en cing étapes principaleso:[{}) 1 Spy&s un stress

métabolique ou thérapeutique est médiée par le complexe comprenant la protéine ULK1 (Unc51 like kinase 1)

~Te >[ § bdcléation, yE vS 0 <p 00 0 (}EuU S]}v U %Z P}%Z}E ~}puu Ev []}
principalement permise par le complexe comprenant la PI3Kinase de classe lll, VPS34 (vacuolar protein sorting

34). (3) >[ o}vP duphagophore fait intervenir deux systéemes de conjugaison « ubiquitin like », ayant pour

but la conversion de la protéine LC3-1en UG % E}S Jv v ¢ |JE o (}E&u S8]}v O[] U8} %0 Z |
(}]* (}EuUu U o] u8}%Z P}le}u }Jvd v v8 pv  E P JusiGniipr hodc le lysosom@e quiE A

entraine (5) ladégradationde son contenu et le relargage des constituants primaires dans le cytoplasme pour
recyclage.

107



1.3 La macro-autophagie

a. Description générale
La macro-autophagie, appelée plus communément « autophag& un processus qui permet la

dégradation de constituants cytoplasmiques, en surplus, non-fonctionnels ou toxiques, par le

¢

lysosome. ve 0 *u]S M U VvVHde E]JSU vige v Viue Jvs E ¢ E}Ce U]
processus est caractérisé par la foré]}v  [pv A <] po I oWuoll iE}96Z P}e}lu U
découvert pour la premiére fois par le professeur Christian de Duve erf®1966s éléments cellulaires
dégradés par autophagie sont principalement les protéines a durée de vie longue, les agrégats
protéigues, les organites cellulaires endommagés ou encore certains micro-organismes

intracellulairegst-284

>[ S}t % zZ P *§ pvel#iv@ent rgptde, qui se met en place quelques heures aprés un
stimulus, et dynamique, ce qui améne la notion de « flux autophagiéfiX»>[ s} %ezérlle
en plusieurs étapes (Figui®), qui seront détaillées dans la partie 2 de ce chapitre. Elle est initiée par
o (}&u S]}v [pv }H o uuEyv %0 %0 O %oZ P}%Z}E X SS }n o
[ co}vP E %}pE vPo} & * %o} ES]}ve CS}% 0 eu U S pv (}] ( E
Celui-ci peut alors fusionner avec le lysosome pour former un autolysosome ou autophagolysosome.

[ S ve o[ uStoCe}lelu <«<u 0[ZC E}oCe uepariesenzymesS §ibésamalad a
alors lieu. Les constituants cellulaires ainsi dégradés, sont relargués dans le cytoplasme grace aux
% EU ¢ *» 0Ce}e}u 0 X E}S}ve P 0 u vsS <pu[]o AAudphagic lysosamalu %o %o ¢
reformation », permettanto (}@E&u S]}v VIMA H/E 0Ce}elu o % ES]E [ us
existants, ce qui permet a la cellule de toujours disposer de lysosomes « libres » pour le contrble de
0[Z}u }e§ ] &ho |E

b. Sélectivité du processus

>[ 81 % Z P O}vPS u%e § E]S }tuu S VS puv % E} eepe V}iv e 0 8
o[ U3}%Z P}e}u VPO} pHuV %}ES]}V C3}%o0 sujJ<p & o 3]A u v3 o0 3
(appeléecargo) S o[ u v W 0Ce}e}u % }uCE PE S]J}vX % v vSU ]Jo 8§
mécanisme joue également un role de contrdle qualité du cytoplasme, ce qui requiert une capacité a
hydrolyser spécifiguement et sélectivement certains types deefu@E S X >[ U8} % Z P] 8 ]88 o

e 0}E* <u[ 00 %o M8 PE & *% ]J(]J<p uvs &S Jve EP}eU % E o
% EuUu 8§38 vS§ (] o o] ]*}v VvSCE e &P} C8}%0 cu]l<p ¢ S o u8}

>[ £ u% 0 0 %oolaprotine p62¢/SQSTML1 (sequestosome 1), premiére protéine adaptatrice
Zpu Jv 1 vsI(] luu S vS Ju%eo]<p Ve O P E es pdtautophadgie P 3¢ %o
(aggréphagi€f®X WoiT % uS [uv % ES e (]AubHuitipyEeSpmasa paitie €- % } o C
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Figure20: > « ]J(( & vSe 5C% * [ U3}%Z P] « o S]A
~[ %E « PE}E dE} }o]U T1i1U Kl u}d} <X 3§ B¥HU 7iioU A vv]vP & oXU Tiii
>[ uS}% Z P] S Ju%oo]<u Ve agrégat® [Eotéigues(aggféphagie), demitochondries
(mitophagie), deperoxisomes(pexophagie), dportions de noyau(nucléophagie), dgouttelettes lipidiques
(lipophagie), deportions de réticulum endoplasmiqugréticulophagie), deribosomes (ribophagie), et de
pathogénes~/E Vv}%Z P] «X d}ue ¢ 8C% * [ U3}%Z P] < 0 S]JA « «}Jvi u ] « % &
particulieres pouvant se fixer a la fois a la protéine LC3 et au cargo a dégrader. Les principales protéines

%S SE] * }vvu e iIJUE Z 10 e uuu]( E *» %}IUE 0+ J(( E vEe 5C% * [ |

Figure2l:LafoEu §]}v o[}u P «}u 8§ o[ U8}%Z P}e}u
~ [ % @& « Z} €S8 oXU Tiiie
vV eV VUSE]Ju vSeU 0 }u%o A [Tv]S] §]1}v h><i-AtglBvEP200-Atgl0d) % E}S ]v
S (E o} o] U VIA p P ]38 (}&u 3]}v odmagak®aiés. R g -Camplexe%dU€lo h
% Eu 5 o] 3]A 8]}v u }u%o VL 0 S]}v }uRtEAAVAMBRAL+V&IEYEsIA o]vi
qui est nécessaire a la production ghosphatidylinositol 3-phosphatgPI3P). Ce PI3P est incorporé dans le
%oZ P}% Z}E § % Eu $ o E EPS u vs [ uSE PFBPE ([douple FYME ddén@ih- « }uu
containing protein 1) ou des protéines de la famiWIPl (WD-repeat protein interacting with
phosphoinositides). Celles-ci permettent le recrutement dg€g«S u ¢ [ o} v®ullidyitin like » et ainsi la
(}J&u §]}v o[ uS}%lEstRhetar gde degésicules lipidiques contenant AtgJiarticipent également
alaformationd o[ us}% Z Rhfaisant office de source lipidique.
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§ Gul]v o }vsvvs puv }u]v h ~HU <u]S]v e} ] S }u JveU § [ USE
MAP1LC3 (Microtubule associated protein 1 light chain 3, appelée LC3 par la suite), présente a la
suface des autophagosomesa son domaine LIR (LC3 interacting regi®dj®% permettant ainsi

o[ & e« P i EP} O US}% Z Plelu X [ USE ¢ % E}S ]V * % S S E]
comme NBR1, NDP52, et OPTN ont depuis été mises en évidence, et permettent également

o[ oJu]v 8]}v * % Gbi§uitmykesodar Qutophagie. On peut notammenidtc E o[ £ u %0
o[}v }P v Abl, dgui peut étre poly-ubiquitinylé sous certaines conditions et adressé a

o[ u8}%2Z P}e}u % E pv Jvd E 3]}v JE 3§ A0 %E}S v %S SE

En plus des protéines poly- ] <1 ]5]v C otophdgie gélective a été décrite comme impliquée dans
la dégradation de nombreux autres cargos tels que les mitochondries (mitophagie), des portions de
noyau (nucléophagie), les peroxisomes (pexophagie), les ribosomes (ribophagie), des portions de
réticulum endoplasmique (réticulophagie), les lipides (lipophagie), ainsi que certains pathogéenes
(xénophagie°X /o A]*S P o uvS [ USE ¢ SC% * [ US}%Z Pl % ](]<u
parmi lesquels on trouve la cilliophagie, mécanisme permettant a chaque cellule de réguler la longueur
de son cil primair&®, ou la lysophagie qui permet de dégrader des lysosomes endomaiagess

1(( E v8e % E} esepe E <pu] E v3 ]JA Ee ¢ % E}S v » %S goE] U %o
* %0 J(]<H * O[ U8}%Z P}e}u X > ¢ J(( €& vS8e SC% * [ US}%Z P] =+ o

adaptatrices impliqguées sont présentées en figure 20.

2 LA MACHINERIE DE IAUTOPHAGIE

Le processus autophagique étant trés conservé au sein des eucaryotes, de nombreuses études
mécanistiques ont été effectuées chez la levBaccharomyces Cerevisiam modéle couramment

utilisé %o }pE (( SHP E ¢ Vv O0Ce ¢« P v SJ<pu X [ 8 ve § }EP v]eu <«
génes impliqués dans la machinerie autophagique et ayant des orthologues chez les mammiféres : les
genesATG(AuTophaGy relatecont été découvert¥® Ces protéines Atg sont recrutées au niveau du

°]18 (}E&u §]}v O[ U8}% Z P}elu U S % ES] ]% vS pAE ]J(( & vS§ -

complexes fonctionnels ont été décrits, jouant chacun un réle bien défini.

2.1 Origine de la membrane autophagosomale

> % E&} eepue HUS}%Z P]l<p uEE % & o (}&u 38]}v [Hv }Ip 0 U U
[]*}o S]}vU }lu %Z P}%Z}E X >[}E]P]V §S§ uu & v ébaliuepi}pE [Zp
o[Z uE Su oo U Jo 5 u]e <pg 0 ¢ %Z P}%Z}E » % pPA vd ISE (

% E /]S Vs e Ve 0 oopo U p Vv]JA pu [pv 1}v  %AEEE po] E

mécanismes permettant sa formation sont décrits en Fi@irX >[}u P <}u § ]Jv]8] o u vs
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Figure22: > }lu%o £ []Jv]S] S]}v h><i

(A) Enprésence de nutrimentsmTORC1, en phosphorylant ULK1 8tRAiTU u JvS8] vS§ o0 }u%o A [Iv]s]
sousforme inactive.>[ us}%2Z P] <35 }.(B)BnzZés dmrence nutritionnelle mTORC1 se dissocie de

h><iU vSE ]Jv v§ o %oZ}le%oZ}ECO S]}v h><i § SPiiX h><ér,etS o0}Ee 3§
phosphoryler Atgl3 et FIP200v3@E Jv v§ o[ 3§]A 3lke deunudlédon et ainso[]v p $]}v

O[] US}%e.Z P]
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identifi¢ au niveau du réticulum endoplasmique, comme étant une zone riche en
phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), unemgléo v ¢« | &E o (}&u S]}v § o o}VvF
vésicules autophagiques. Ce PI3P permet le recrutement de hombreuses protéines effectrices telles

gue DFCP1 (double FYVE domain-containing protein 1) ou les protéines de la famille WIPI (WD-repeat
prote]v . v8§ & 3]vP A]83Z %Z}*%Z}]v}e]8] e+ n v]A-cippermetteffuaP <}u X
transduction du signal du PI3P ainsi que des réarrangements membranaires nécessaires a la formation

de la vésicul®®®L || a également été démontré que les zones de contact entre le réticulum
endoplasu]<p 8§ 0 ¢ u]8} Z}v ] * S ] VS Ju%oo]c<u e ve 0 ¥{HEU S]}v
apparait dés}EuU J* <u [ USCE ¢ *}JuE * Uuu EV]E ¢ (}JuEV]*s vS P o u
% Z P}%Z}E X [ *3 v}3 uu vs o e e J}ve }T o (}EU VS 0+ A ]
endoplasmique (les kRexit sites»)*%, de la zone intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et

O[ % % E ]o -gdRj} inkefmedidte compartment, ERGREY o[ %% E *tpdela'}oP]
membrane plasmiqu¥® et des endosomes en cours de recyctgeDe récentes études de
microscopie €électronigp }vS % Eu]e Alep 0]s E + I}v « }Jvd 8U § }vd %o

le phagophore pouvait entrer en contact simultané avec plusieurs de ces orgénites

2.2 Initiation : Le complexe Unc51-Like (ULK1)

Le complexe ULK1 (UBd-like autophagy activating kinase 1) est le premier complexe intervenant

ve o & Ppo 3]}v o[ U e tomplgdPde BLKL, une serine/théronine kinase,
orthologue de Atgl chez la levure, ainsi que tiglA, Ag101 et FIP200 (FAK family kinase-interacting
protein of 200 kDa). Dans certains cas, ULK1 peut étre remplacé par ULK2, un homologue
fonctionnellement redondant de cette kinas& Au sein de ce complexe, ULK1, FIP200 et Atg101 sont
liées directement a la protéine Atgl3. Atg101 jouerait un role stabilisateur de Atg13, alors que FIP200

ME ]85 pv E£€o *U%0 %} ES % EU $5 VS E EPS E [ USE *» % E}S
o[ U3}%Z P}elu Vv (JEuU 3]}v % E « 35]A §]}v n }u%o /[E

Chez les mammiféres, le complexe ULK1 est placé sous le contréle de la voie mTOR (mammalian
target of rapamycin). Cette régulation sera développée plus en détail dans la partie 4.1 de ce chapitre
Brievement, comme décrit sur la Figure 22, le complexe mTORC1 maintient le complexe ULK1 sous
forme phosphorylée dans des conditions nutritionnelles normales. En cas de carence, la
%oZ}e%Z}YECO S]}V h><i ¢85 oA U & o[ ud}%2zZ P] *§ Jv u]s X h
%oZ}*% Z}ECO ]E 3§ u (Adef@siGe MdndphMisphate activated Protein Kinase) sur

[ uSE » @&2%) Qes étapes de phosphorylations/déphosphorylations ont pour conséquence
o[ 3]A 38]})v 8 o @& o} o]* 8]}v M }Ju%o £ h><i p V]IA p u

o[ u8}% Z PH.«Gelui-ci permet ainsi le recrutement de protéines nécessaires a la formation de
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Figure23 :Les complexes de nucléation (complexes PI3K de classe IlI)

~ [ % @& « &uv E p@EH § oXU Tiiie
> % E}S Jv sWATOU pv W/i<]v -« 0 * ///U %}ES o] 3]A]S § oCS]«p
& Puo % E J(( & vSe %o ES V |JE ¢ % E}S J<hu X ~ o > Ju%o £ i % Eu

o[ uS}% zZ P}e}u U niefaction aved Jes protéineBARKOR et AMBRAIB) Le complexe 2a induit

o[ U8} %o ale]recrutement deUVRAG et de Bif-ll % &u § o (}EuU S]}v O U8}%Z P}e}u €
o[ 3]A]8 Hu3}%Z Plcu X ~viaw[]Vi&I%o FHYVRAG et RUBICANbque la maturation de

o[ uS}% 2z P}2lidpy pv €0 []vZ] ]S HE&E o[ uS}% 2z P] X

'N¢
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o[ u8}% Z P}e}u § oo ¢ <u D \dtivating mDleZulé ir Beclinrggulated autophagy
ainsi que le complexetgl2-Atg5-Atgi 0 > % E o SHAWEKWIX »[ S]A 3]}v p lu%o A
ULK1 permet également le recrutement et la phosphorylation de la protéine Beam qui entraine
o[ 3]A 3]}v u }u% o A |Mtbmplexe permettahnt la nucléation), et donc la formation
o[ u}% zZ BYe«}lu

2.3 Nucléation : Le complexe PI3K de classe IlI

Il existe plusieurs complexes qui participent & la régulation de la nucléation du phagophore chez les
mammiféres (Figure 23). Trois protéines sont communes a ces différents complexes : PI3KC3
(Phosphatidylinositol 3 kinase de classe lll, également appelée Vps34), Beclin 1 et PIK3R4
(phosphoinositide-3t]v ¢« & Ppo S}EC ey pv]s U P o u v8 %% 0 S%oeifieX >
% EU S 0 % E} pu $]}v W/TWU E «u]- %dqs@néd et(¢stprot&inesy Beclia[ pus} %o Z
1 et Vpsl5 servent de régulateurs de cette activité. Ces trois protéines peuvent étre retrouvées
associées a différents partenaires, et chaque association joue un réle différent dans la régulation de

o[ § %o VUL 0o S§]}v o[ us}%z P] X

La protéine Atgl4L (Atgl4 like, aussi appelée BARKOR pour Beclin 1 associated autophagy related key
regulator) peut se lier a Beclin 1 et ainsi former le premier complexe PI3K de classe [lI2Figure
Complexe ), dont le rble est de réguler positivermes o[]v]S8] S]}v o] (}JE&u S]}v
o[ M8}%Z P¥X}u Z<KZ % @Eu § o[ S8]A 3]}v 0 I]Jv e s%eidU § ]Jve] 0O
vIA u o[}u P«}u

La protéine UVRAG (UV radiation resistance associated), peut elle aussi se lier a Beclin 1. Elle entre en
compétition avec BARKOR, puisque leur liaison sur Beclin 1 est mutuellement eX€lu$RAG peut
elle-méme se lier a deux protéines différentes, ce qui donne lieu a la formation de deux sous-

complexes distincts

- Son association a la protéine Bif-1 (Bax-interacting factor 1) (Figuce2plexe 2a)permet
<H VS oo U o[ 3]A &]}v o (}E&u $Bv o[ U8}% Z P}e}u
- Son association avec la protéine Rubicon (RUN domain and cystein-rich domain containing
Beclin 1-interacting protein) pour former un complexe (Figurec@®&plexe 2, va entrainer
o E Ppo 38]}v v P 3]A o[ u8}%Z P] U v JvZ] vs 8% u SuE 3§]}v
>[]vs & S}u ojJvi 8 8E « Sp] U 8§ viu €& pe ¢ USE ¢ % E}S ]
transitoire®?2. On peut citer la protéine AMBRAL (activating molecule in Beclin 1-regulated autophagy),
un régulateur positif 4 Ju% o £ % Eu 35 v3 « & o} o] 3]}v u Vv]IA u o[}u

interaction avec ULRZ, ou la protéine anti-apoptotique Bcl-2, un régulateur négatif du processus qui
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Figure24 :Les systémes de conjugaison Atg5-Atg12-Atgl6 et LC3-PE

(A) Le systéme de conjugaison Atg5-Atg12-Atgl6 X >[ viCu 1 (AtBG % § o[ viCu (AHCHe 1T
permettent la fixation covalente de la protéine Atg5 sur Atgl2. La protéine Atgl6 est alors incorporée sur le
complexe Atgl2-Atg5. (Re systeme de conjugaison LEE&- La protéine LC3 est clivée en LC3-I par Atg4B.

>[ viCu 8 C %o i~ 3P6eU & of viCu SC% 1 ~ 8Pie % Eu 33 v3 o
phosphatidyléthanolamine (PE) sur LC3-l, en partenariat avec le complexe Atg12-Atg5-Atgl16, pour former LC3-
[TU <] <8 v ¢ JE o[ o}vP S§]}v O[ uS}%Z P}e}u X
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se lie a Beclin 1 via son domaine BfiJ ous ces partenaires additionnels permettent une modulation
o[ 3]A]S S} % Z P WO [%AD % pvBel-2askra détaillé dans le chapitre 4, partie
3.2.

2.4 Elongation : Les systemes de conjugaison « ubiquitin like »

hv  (}]e o[ u8}%Z P] ]Jv]8] U 0 %Z P}%Z}E <[ oo}vP % }uCE
O u8}%Z P}elu X W}p&E o U U AE  CulBquitire like » bongnBcdagdairel (Figure
24).

a. Le systeme de conjugaison Atg12/Atg5/Atgl6L

La fixation covalente de la protéine Atgl2 a la protéine Atg5 nécessite deux enzymes : Atg7, une
enzyme de type Ex viCu §]1A §E] , et AtglLopdr¥e] enayme de type E2 (enzyme de
conjugaison de [[u ]<u]$§]pareanalogie a celles présentes dans la dégradation de protéines
Ju%o]<pu v8 o[p J<u]8]v X hv (}]* (}EuU U o }lu%o £ SPIiTl SPA o[ e} ]
like?%. Le complexe Atgl2-Atg5§ Pio> ¢S5 o} Ee (& - o uu Ev o] u8} % Z
permet le recrutemente la protéine MAP1LC3 (microtubule associated protein 1 light chain 3, aussi

appelée Atg8 ou LC3), ce qui facilite sa lipiddtftopcomme détaillé ci-dessous.

b. Le systeme de conjugaison LC3-Phosphatidyléthanolamine
> u} 1(] S81}v 0 % E}S Jv >1 8§ v e ]CE o (}Eu S1}v o[

modification se traduit par la conjugaiso [UV %0 Z}*%Z}0]%] U 0 %Z}*%Z 5] Co $Z v
protéine LC3. Apres synthése, la protéine pro-LC3, précurseur de LC3, est clivée au niveau C-terminal
par Atg4B, pour donner la forme cytosolique LE3BXM  >[ «+} ] §]}v ol eWV ensuite i

§ 0Ce % & o[ 3]}v §P6 ~ viCu §C% e & SPi ~fom&u 5C%
LC3H3?". Contrairement au complexe Atgl2-Atg5-Atgl6, LC3-1l reste associée a la membrane de
O u8}%Z P}e}u ulu % E edeocellfi-BuVWUE S %o}y E wtiligée commes §

marqueur caractéristique des autophagosorté€®

2.5 Maturation, Fusion et dégradation

hv (}]* (JEuU U 0 ¢ p3}%Z P}e}ju » }]A v3 ISE Z ulv e ipecu[ u&E og¢
vont fusionner. Pour cela, ils se déplacent le long des y&igr po *U % }uE EE]A E ipe<p]
organisateur des microtubules (MTOC, MicroTubule Organization Center), une zone riche en

lysosomes. Ce déplacement se fait grace a une protéine motrice, la difiéine

Les autophagosomes peuvent alors soit fusionner avec des endosomes, pour former des amphisomes,

soit fusionner directement avec le lysosome pour former des autophagolysosomes (ou
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autolysosomes). Ces fusions font intervenir de nombreuses protéines comprenant en particulier les
protéines de la famille SNARE (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachement protein
REceptor), Rab, ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required forTransport), et LAMP (Lysosome-
associated membrane proteid®) 834 Les hydrolases lysosomales permettent ensuite la dégradation
du matériel séquestré ainsi que de la membrane interne des autophagolysosomes, ce qui permet le
&E o EP P [ T ¢ ulv e ve 0 C3}%oollsitueé sur la embrang\nternd de
o[ US}% Z Ple}lu & 00 pee] PE U o}E&e <p 0o (E S]}v ¢ ]38
sera recyclée en LQ34a un clivage de la PE par At4% LC3-I pourra ainsi a nouveau servir a la
(JEu 3]}v [uV VIMA 0 p3}%Z P}eju X HE v§ % E} e*pnueU 0 %}}oO
}Jved uu v8 ¢« E V}IpA 0 EU (]v <p[pv dbres Eshit toujourd digganible hCe
renouvellement est médié par un processus appelé « autophagic lysosomal reformation ». Ce
mécanisme implique la formation de structures tubulaires portant la protéine LAMP1, émanant des
lysosomes et au bout desquelles on peut observer un bourgeonnement et la formation de nouvelles
vésicules. Ces vésicules passent ensuite par des étapes de maturation et permettent la formation de

nouveaux lysosomes fonctionnels. Ce processus est placé sous le controle de la vofé’ffTOR.

2.6 Autophagie non canonique

> % &} ecpue viv]cu (}JE&u S]}v o[ u8}t%2Z P}e}u § []v u 8]}v
intervenir les trois complexes majeurs présentés ci-dessus : le complexe ULK1, le complexe Beclin-
Vps34BARKOR ainsi que les systémes de conjugaison Atgl2-Atg5 et LC3-PE. Il est maintenant connu
gue des processus non-canoniques, indépendants de certains de ces complexes pouvaient étre mis en
place sous certaines circonstances, et entrainer la dégradation de substrats par autéphagie

>[ ]S v %o E} eopde US}%Z PJl<p ¢ ]v UkKlyouuds da puoténeBeclive

ont notamment été reportég1338x SC% [ US}%Z P] viv v}v]<p @E <8 % V V

3 TECHNIQUES DE MESURE DEAUTOPHAGIE

viu & pAE }tusjo- u ncE o] u3}%Z P] }v3d & rubllemceY%skiesU u ] W
mise dans le choix des techniques a utiliser, a cause de la complexité du processus et des divers
u Vv]eu ¢« u]e v i uX /o *8 v}S uu vs }ve Joo [ %38 E o0 u SZ} +« v
effectuer et du modéele utilisé. La combinaison de plusieurs techniques de mesures (morphologiques,
génétiques, chimiques) est indispensable pour arriver a une conclusion finale quant au réle ou a la
& Ppo 8]}v O[] US}% Z P] Ve UV ¢Ce3 u X Su o0 u vsU }v % psS (

techniques permettant la visualisation de marqueurs autophagiques a un temps t, et celles permettant
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Figure25 :La mesure du flux autophagique par western blotting contre la protéine LC3 (LC3 turnover assay)

(adapté de Mizushima et al., 20%¢

La conversion de la protéine LC3-1 en UC3-v %o E * Vv [IvZ] 18 pEe [ u8}%Z P] ~SCE ]S u vs
est utilisée pour mesurer le flux autophagique. La différence du niveau de LC3-1l en présence (puits 2 et 4) ou en
absence (puits 1 et 3) de chloroquine est plus importante en condition de carence (puits 3ef4y }v ]S]}ve
normales (puits 1 et 2) ce qui indique que le flux autophagique est activé en condition de carence.
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la mesure et la quantification du flux autophagique. Toutes les techniques citées ci-dessous sont tirées

des « guidelines for the use and interpretation of assays for monitoring autopR&gy »

3.1 La microscopie électronique

La microscopie électronigue est la premiére technique ayant été employée pour la visualisation de

o[ us} %2 Blp permet de voir, et de quantifier les autophagosomes (vésicules autophagiques

précoces appelées ici Avi) ainsi que les autolysosomes (vésicules autophagiques de dégradation,

appeléesici A +X ~}v pslo]e 8]}v. uvVv HuV % P [ £% E] Vv E o0« A ] pi

sont difficiles a localiser et a distinguer des autres organites cellulaires. Cette technique peut étre

couplée a une détection de la protéine MAP1%3 E pv u EE<p P Juupv}iP}o ~@& }vv Jee
VS] }E % % EJu |]E *% ](]<p D Wi>1T % & pv VvS] }E%-+ « }v ]G

facilement détectable en microscopie électronique) pour identifier les vésicules avec plus de

fiabilité®*°. Pour mesurer le flux autophagique, certaines équipes utilisent le calcul de ratios entre Avi

et AvdL

3.2 La mesure du taux de dégradation des protéines a duree de
vie longue

>[ U8}%Z P] 8 pv % E} eepue E *%}ve O o] PE S]}v % E}S ]V
pourquoi la mesure de leur taux de dégradation est une des techniques classiques de mesure du flux
autophagiqué**X 00 8§ ¢ eUE O[]V }E%}IE S]}v [ ] e+-1dpbuM-3E ]} S](
valine C-14 ou méthionine S-35) dans les protéines en cours de synthése. Ce marquage doit étre
effectué pendant une durée suffisante pour que les protéines a durée de vie longues soient marquées.
>[ /£ v$ E ]} 8]A18 8 veuld @pedsuctessis dhda gécrojssEnrceodlA
signal radioactif est alors mesurf@&X /o ( WS %o Vv VS V}S E <U[HUV %o E} %} ES]}IV VI
PE 3]}V % E}S J<pu } » EA % E 33 & Zv]<p v o E % * *% ](]<}
nécessaire de valider ces mesures dans des conditions utilisant un inf@biteu o[ u8}%2Z P] ~iD U
Chloroquine, siRNA ciblant les protéines Atg), afin de soustraire les valeurs obtenues dans ces
conditions a la totalité du niveau de dégradation obsé®% ] v <p SE « Jv(}EuU 3]A U o[us]c

cette technigue diminue dans les laboratoires en raison des contraintes liées a la radioactivité.

3.3 Le Western Blotting

> MAE] U 8§ Zv]<ph 0 %ope pus]o]e 3 0 Al]ep o] 3]}v u E<y PpE-
blottingU }uu % & /A& u%o o[ pupo S]dvmaiscausks dE piotgwmesxldfs de la

machinerie autophagigue comme Beclin 1. Ces marqueurs ne nous donnent cependant pas
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Figure26 :Sonde tandem RFP-GFP-LC3 utilisée en cytométrie en flux

(adapté de Gump et al., 2088

hd]o]e 3]}v [UVv A & HE % Eu 33 v3 o[ A % E e« GFP-LC3poutsdamiesuier du flufpe]}v Z &
autophagique. (A) En conditions normales (présence de nutriments), la protéine de fusion LC3 est cytoplasmique,

et u 3 o0 (Op}E « v EIuP ~Z&W-s+ 3§ o0 (OpP}E « v A ESE ~'&WeX v -«
~ EvVv VUSE]S]}vv 00 *U > 7T 35 0]%0] S Jv }JE%}E ve @ivaalors<E v of
fusionner avec un lysosome, ce qwSE& Jv o ] ]1(] S8]1}v *}v }vs vuX §8 1 1(] S]tv -
la disparition de la fluorescence verte émise par la protéine de fusion. (B) Le ratio RFP/GFP est mesuré par
cytométrie en flux pour chaque cellule. Les résultats sont présentés sous formes de pics de fluorescence :

o[]v u 8]}v Y (OME u8}%Z PJ<p  VSE ]v pv  Julvus]}v o (op}E « v A G
ratio de fluorescence RFP/GFP ce qui est visible par un décalage du pic de fluorescence vers la droite.
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[JV(}Eu S]}v }v Ev vS 0o (OpAE YS}%Z P]l<p U <pu] S pv %o E} eepe C
autophagique, la technigue la plus répandue est la mesure de la conversion de LC3-1 en LC3-Il par
western blotting v % & ¢ Vv § v eV [JvZ] 18 pE- 0 (Hue]}v o[ us}%
lysosome, appelée le « LC3 turnover as$&y présenté en Figure 25. Les différents inhibiteurs de
O u8}%Z P] « E}VS % E& » vS o ve ol eszédal¢sant pdddibbs.d€Edesurérid X

PE S3]}v U ¢SE S O[] u8}%Z P] U }luu % E A u%o0 %0TU

Pouvs o[ Aop 3]}v p (offBnemasyéiethRidue moins utilisée, est basée sur la
visualisation de la protéine de fusion GFP-LC3 par western blotting} & » o[]Jv 1 S]}v n (o
autophagique, la protéine LC3 va étre dégradée plus vite que la GFP, on pourra donc voir apparaitre
un signal a la taille de la GFP (27kDa) par western blottihge ¢ o[]v H 81}v M (OHE u3}%Z

3.4 Les sondes fluorescentes

> S§E}]*]u (u]oo § Zv]<hu ¢ ps]o]e %o}U@E U *HE E O] US}% Z P]
fluorescentes. Elle impliqud | %0 %0 } & S dé&soRdes GFP-LC3, ou RFP-GFP-LC3 (par transfection ou
expression lentivirale) S o8 o  epuE 0 % E]V ] %o o[ £S]v 8]}v o (op}E
%, ] U <] » % &} pl]sS o}lE&- o (pe]}v vSE o u8}%Z P}etu S o o
du flux autophagique). Ces sondes peuvent étre utilisées pour des analyses de cytométrie en flux, car
00 ¢« % Eu $3 vS o 0 Mo [uv E S]}I*3X (BUIREE]VV]%Z& W' [faB]0]s S]}V

sondes par cytométrie en flux est présenté en Figure 26.

>[us]o]e S]}v e olv ¢ 5§ P o uvs (E <pvsS v u] E}e }%e] (op}c
LC3 sont utilisées pour visualiser la relocalisation de la protéine LC3 a la membrane de

O[] US}% Z P}e}lu o0} E- o[]v M:é&4dise tfaguit Jadorma&ipn de « punctall «<pu o[}v

peut quantifief®®. Les sondes RFP-GFP-LC3 sont également utilisées pow MsUE o[]v p $]}v u (o}
autophagique : le marquage passe du jaune (RFP + GFP), au rouge (perte de la GFP), dans des
v 1S]ive [lv u S]}v p (OuAE HS}%Z Plcp X

1.1 Les colorants acides

>[u8]o]e §]}v }JO}E v3e % Eu 33 v 0o Alsaciddsds |3 eellule, tdla fpeE S]u v
la monodansylcadavérid®U o[ & ]v¥* dEleviysoTracker réf est aussi proposée dans les

§ Zv]<p e [V OCe o[ U3} %o ZtsPspnK utiles pgur }a¥irvune information sur la

guantité de veésicules acides au sein de la cellule, mais ne permettent pas de faire la différence entre

les autophagosomes, les autophagolysosomes, et les lysosomes. Cette méthode doit étre utilisée en

compl u v8 [ USE « § Zv]cu » %}UE % }IHA}]E }vv E + E +pos S Jvs E
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Tableau8:d 0 YW & % & * vS§ v3§ 0 « ( S nuE- SE ve E]%S]}V %o E]V (% pAE E Py
(adapté de Fullgrabe et al., 20%%)

>[ U8}%Z P] 3 UV % E} eepe (Jvu vd & Ppuo U v}3 uu vd P VIA u SE ve E]S
de transcription impliqgués dans la régulatio o[ US} % Z P] Jve] <p 0 HWE+ J] o+ § 0 uE- (
autophagique sont présentés dans ce tableau.
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1.2 Analyse du flux autophagique in vivo

>[ U81% Z P] § v§ %oO e V %oOe E]S }uu Ju%eo]cp ve J(( &
duflux autophagique chez les patients est envisagée en tant que biomarqueur permettant par exemple

% E J]E o PE A3 [ ] VvSeRU Juo |@oE AB]EEfA(] 18 u 3E ]
o[Ju §]v] OOHO 0 U u] ¢ ucCldhktechnicquéHg pliispratigue permettant

§S U sUyE *UE S]eepue % S] vSe ¢S o[]Juupv}Z]eS8} ZJu] ~/, X > u G
IHC, notamment dans différents cancéfsu J¢ o[]vS E % E S§ S]}v 0 Alep o] 8]}v -
seuls reste assez délicdteX /o 85 Su oo u vS <y *8]}v lulJv @ o u Ep P >
marquages comme par exemple Beclin 1 ou p62 pour renforcer le diagnostic, comme cela a été fait
dans les NSC¥€ La combinaison de ces marquages@u 33E |8 [ A}JE uv % E p

[ $]A 3]1}v }u viv o] U8}% Z P] ve ¢ }Z}ES - % S§] vSeX

Récemment, grace a une étude du sécrétome tumoral dans le sérum de patients atteints de
mélanomes, il a été démontré que les cellules tumorales ne sécrétent pas la méme quantité de
certaines cytokines ou chimiokines en fonction de leur statut autophagique. Ces protéines pourraient

donc représenter de bons biomarqueurs pour la mesure du flux autophagique chez les pdtients

4 REGULATION DE IAUTOPHAGIE

>[ U8}% Z P] 8 pv % E} eephe e v3] 0 Vve 0 E %o}vVve OOHO JEE [ -
JA E+ «3Jupo]U & o <u o E v V VUSE]u v3e }pu Vv ( 8 puE E
oxyd $](U o[ pupo S]}v [ PE P 8¢ % E}S J<u *U }u VIPEEX %] & pv P v3§
processus complexe, multi-étapes, faisant intervenir de nombreux partenaires moléculaires, et dont

le contrble est assuré a différents niveaux.

- >[ u8}%Z P] % ps !SE E Ppo U VIA p SE ve E]%3]}vv oU
SE ve E]%S]}v § o <u E&f U &KyK¥® qoid Pipduv Sv ¢[ELE %b&E <]}V
génes de la machinerie autophagique. Les principaux facteurs de transcription régulant
o[ uS}%sbnPgrésentés dans le Tableau 8

- >[ U8}%Z P] %o US Pouvs ISE E fanscriptiopnelyyid dps %o}e3
mécanismes contrdlant la dégradation et de la stabilité des ARN messagers produits, ou la
régulation de la traduction de ces messagers. Les principaux acteurs de ces mécanismes sont
les microARNS® § 0 ¢ % E}S v - ocPRiv o ZE

Enfin, on peut également mentionner la régulation post-traductionnelle, qui regroupe toutes les
modifications chimiques pouvant affecter une protéine, comme par exemple la phosphorylation ou

ofp J<u]S]vGo S]}vX
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Figure27 :Les deux complexes mMTORC1 et mTORC2 intervenant dans la voie de signalisation(adapte

de Laplante et al., 201%}

La kinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) peut faire partie de deux complexes de signalisation :

MTORC1 et mTORC2, qui impliquent différents partenaires protéiques. (A) mMTORCL1 est contrélé par différents

*SE ¢+ Jvopvs o S puy&E [}EACP VU O v vSE& S§]}v v ] ¢ u]veU o V]A
E}]eev X [*S PouvsS o e« po }u%o A H perinat notamme@ d¥.ragQei Va X

*Cv3Z ¢« % E}S J<p U 0o % E}o]( & S]}v oopo JEU o u S }o]eu § o[ M

principalement & la signalisation médiée par les facteurs de croissance et permet la modulation du métabolisme,

mais aussi de la survie cellulaire ainsi que le réarrangement du cytosquelette.

125



/o *8 Ju%e}ES VS %o@E& ] E]] <y O[] u8}%Z P] %o ud 'SE & PpuO %o
au niveau du complexe mTOR. Cette protéine agit en effet comme véritable geE O[Z}u }eS «]
cellulaire. Les régulations transcriptionnelles, post-transcriptionnelles et post-traductionnelles de

o[ U8}%Z P] U ofue) % HA V3 v [}% E E v A o o A}] udKzX
nous intéresserons particulierement a cette voie de signalisation dans la suite de ce manuscript. Nous
décrirons également plus en détail la régulation p8dE ve E]%S]}vVv 00 o[ uS}t% Z P]
u] E} ZE+U <u] (18 o[} i & 0 HAE] U % ES] use+sEAppE §7

4.1 Lavoie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)

> A}] udKZ ~uuuo]l]vdE@P3&K(Z % uC Jve i}p upv E€o VSE o

cellulairesW [ 8 pv E Ppo S pE u i HE P u § }o]eu u ] Hee] o &E}]-

et de la sur ] e O0OHO *X [*8 Pouvd o A}l ui}E]s E E Ppo 3]
S]A 8]1}v  }v uls o[]vZ] ]8]}¥*%*% nUlOR kit R u}o pO L&,

intégrant de nombreux signaux et permettant une réponse cellulaire appropriée. Dans ce paragraphe

Vide 00}ve Ve uv % @E u] E 3 uU%e A 0}% % E o0 J(( E v « A}] « }v

puis nous verrons tous les mécanismes cellulaires induits en aval et contribuant a la régulation de

o[ us}%z P] X

a. Les complexes mTORC1 et mTORC2

La protéine centrale de cette voie est mTOR, une sérine thréonine kinase appartenant a la famille des
PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase). Chez les mammiféres, elle intervient dans deux complexes cellulaires
distincts : mMTORC1 et mTOREZ es deux complexes difféerent de par leur sensibilité a la rapamycine,

<u]l v[ [ (( 8 muORGHEainsi que de par leurs activateurs et leurs cibles. Ces complexes sont
présentés en Figure 27. Le complexe mTORCL1 est composé de six protéines, alors que mTORC2 est

Ju%o}e * %S % E}S Jv eX > ukE lu%o £ ¢ }vsS Vv }luupv udKzZU <pu]
de ces complexes, mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) dont la fonction est encore
inconnue, Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein) un régulateur négatif de mTOR,
ainsi que le complexe Ttil/Tel2 servant de support et de stabilisateur a la formation des deux
complexes. Les protéines Raptor (regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin),
et pRAS40 (proline-rich Akt substrate 40kDa) font partie de mTORCL, alors que rictor (rapamycin-
insensitive companion of mMTOR), mSinl (mammalian stress-activated map-kinase interacting protein
1), et protorl/2 (protein observed with rictor 1 and 2) ne font partie que de mT&RE2 Pour la
*u]$ U vipe vipe (} o] &}ve pv]cp u vs *pE o }lu%eo] Ap wdKZ i3 E |
o & Ppo §]}v o[ u8}% 2z P] X
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Figure28: Signaux principaux modulant la voie mTORC1
(adapté de RnDSystems.com)

> A}] udKZ i % Eu § o[]vd PE 3]}v
( S uE- E}]ee v % Eu $S vs o]

o[ 3]Ad&mMTORCliao[]vZ] ]8]}v S 0o u ]JvS]-Rheb.@les}pue (}EU
Juu P e o] EU 0[ZC%}A] S0 *3E ¢+ v EP §]<u VvSE ]Jv v o[ 3]A 3§]}v

d™ ilT 8§ ]Jve] o[ 3]A §]}Wne cardk& ehXoxygéne peut également activer mTORCA

%o E}S Jv Z iX ~Te > % @E ¢ v [ T ¢« ulve vS8E ]Jv 0o SE&E wnlegs S]}v ud
GTPases Rag. Cette relocalisation de mTORCL1 au niveau du complexe Ragulator permet son activation. En cas de
carences en acides aminés, la translocation de mTORCL1 au niveau du lysosome ne se fait plus, et mMTORCL1 est
alors inactivé.

]JPV UAE % E}A v v3 %oOpe] HE* A}] «

§]A 3ABtvet RasRal-MEKWERI ] gntrainant
UM }u%o £ d™ ilITU §
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b. Signalisation cellulaire en amont de mTORC1
> }u%o0 A udKZ i % Eu § o[]vS PE 3]dvenantli®quatrébvoies diffecerftds « %o, E
. les voies énergétiques, la teneur en facteurs de croissance, en acides aminés, et en’é3§dene
En réponse a ces signaux, mTORC1 permet la régulation de processus cellulaires anaboliques (synthése
protéique, lipidique) et cataboliques (autophagie) en fonction des besoins cellulaires. Les signaux
% Eu $3 vS 0o u} po S]}v o[ 3]A]S u dhidgle sbint @résémeés en digures } %o
28.

Le complexe régulateur majeur de mTORCL1 est le complexe TSC1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2).
Celui-ci fonctionne comme une protéine activatrice de GTPase (GTPase-activating-protein, GAP) pour
Rheb (Ras homolog enriched in bréify)La forme GTP-Rheb peut se lier directement a mTORC1, ce
qui stimule fortement son activité kina¥é®2 Lorsque le complexe TSC1/2 est activé (non-
phosphorylé), il stimule la conversion de GTP-Rheb (forme active) en GDP-Rheb (forme inactive),
JvZ] v& Jve] of S]AI®¥ udKzZ i
X Intégration des signaux relatifs a la teneur en facteurs de croissance
(Figure 28)

Les( S uE- E}]eev U }uu % E A& u%o o[/'&i ~/vepo]v PE}ASZ (
des voies PI3K-Akt et Ras-Raf-MEK-ERK, et vont conduire a la phosphorylation du complexe TSC1/2.

88 %0Z}*%Z}ECo 8]}v JvZ] of 3]A]3 }u%o £ U <p] v % HS
mTORClia Rhelf™®%76 Akt peut également provoquer la phosphorylation et la dissociation de
PRAS40, un inhibiteur de mTORC1.a voie mTOR sera donc activée en réponse a la signalisation
]Jv u]8 % & o ¢ ( 8§ UE- E}]ee v U <u] vSE& Jv & o[]vZ] 18]}v

X Intégration des signaux provenant de stress énergétiques (Figure

28)
> v]A pu v EP 3]<p [upv 0 o @ au ratio WMR/AEP (Adnosine monophosphate/
Viel]v SE]%Z}*%Z S X >[ DW< ~ v}e]lv U}V}%Z}*e%Z § |]v ¢« » ¢35 0

permettant la transmission des signaux provenant de stress énergéti§uestte enzyme est activée
en cas de déplétion énergétique et permet la phosphorylation soit du complexe TSC1/2, soit de

MTORC1 lui-méme, et inhibe ainsi son actiAt&°U <u] v plsd8 o[ 3]A 3]}v of us} %oz

X Intégration de signaux provenant de stress oxydatifs (Figure 28)
d}ud }uu o0 *3E ¢+ v EP 3]<p U 0o *]PVv 0o %E}A v vd [uv VIA p [}A
Pouvs S8E veul]s % E o[ DW<X Vv « [ZC%}ZA] U o] DW< A VS3E ]
phosphorylation de TSC1/2 ou de mTORC1 lui-méme. Une carence en oxygéne va également pouvoir

VSEE Jv E o[ A % & -erahseriptioznal regulation of DNA damage 1), qui permet elle aussi
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Figure29 :mTORC1 : un régulateur clef de la réponse autophagique

> }lu%o £ udKZ i % Eu § pv E Ppo S]}tv o[ W3} % Z oR basaléibperhept E+ V]A |

o u]vs] v e }u%o £ ¢ []v]8] 8]}v ~h><ije § VU 0 S]}v ~W/<i 7o Ve

phosphorylation de ULK1, Atg13 et Barkor. En cas de stress nutritionnel, la phosphorylation de ces complexes est

levée et le processus autophagique est initié. Dans les situations de carences, mTORCL1 est relocalisé au niveau

du lysosome, ou il pourra étre activé par le complexe Ragulator. Cette activation va entrainer la phosphorylation

et la translocation dans le noyau de TFEB, un fadteu S& ve E]%S]}v & *%}ve O o[ A& % &
} vSe %}lUE * % E}S ]Jv ¢ Ju%eo]<n ¢ 0 (}]* ve o[ u8}%zZz P] S ve o ]}P
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o[ 3]A 3]}v 3%k~ $[vZ] 18]}V udKZ i Jv ]S % E 0 <*SE ¢ }AEC ¢
o[]v 4 8]}v M (OpAE U8}%Z Plcu X

X Intégration de signaux provenat des acides aminés (Figure 28)

> % EJA 3]}v v ] e u]ve 3 uv HUSE <*]JPvo [0 Eu <pu] % Eu 3 «
MTORC1, mais contrairement aux mécanismes précédents, celui-ci est indépendant du complexe
TSC1/21382 Certaines études ont montré que la signalisation induite par les acides aminés permet

HE 'dW ¢« ¢« ZP ~Z P U U & o =+ 0] E 0 %E}S ]V Z %3}E p }
e« SCE veo} 3]}v p oCe}e}u U pu v]A iproféigue nécssairEa som adiyation,

appelé Ragulaté®X >[ 3]A §]}v UdKZ i % @E « « @& o} o]* §]}v » &E ]S u ]
avec la protéine Rheb, localisée dans la membrane du lysd8bra condition de carence en acides

ul]v U o (}&u S]}v 4 }u%o £ Z Ppo S}IE v + (]85 % U S udKzZ i

induit le flux autophagique.

Kv % u8 P o u vsS v}S B <p 0o }u%o A d™ ill % usS 'SE E Ppo % E
que 0 *3E e+ ]V u]8 % E o+ }uu P o[ E ~A] 0o 38E ve E]%S3]}v
o[ 3]A §]}v o A} tvdU }p Vv 3IE o <+]Pv o] 3]}v Jv uld %o

inflammatoireg®2%X ¢ ¢3Jupo] ¢}vs }v P o u vS ¢ %}S v8] o E Puo § ua@

% E 0 HE % ]38 u} uo €& o[ 38]A]S% udkKz iX

c. Signalisation cellulaire en aval de mTORC1
X +*%—Zf—<'e tt Zif——"Sf% <%
d}pus « o« }v ]8]}ve }v p]e v§ o[]lvZ] 18]}v udKZ i § oo ¢« <p o %
E}eev }p v ] ¢ ulveUlp v3IE uvv]A p ¢ [ v EP] }u [}EC
dansle% @& PE %Z % E viU VSE Jv v % E A}] Jve <p v o[ §]
S uE- o & Ppo S]}tv o[ u8}%Z P] <]8pu e+ v Ao WOKtZ i «}vs %

décrits ci-dessous.

Comme mentionné dans la partie 2.2 de ce chapitresdKZ i % pS P]JE *pE o[ US}% Z P]
tu%o &£ []v]S] §]}v h><iX v }v ]8]}ve VUSE]S]}vv 00 * V}IEU 0 *U 0}!
§]A 8 «u o] DW< 3§ ]Jv 3]A U ud&lZ protéineo Raptdfi.>Cefte liaison va
VEE Jv E 0 %Z}*%Z}ECO0 S]}v [ SPiiring 757 (Sekb7y pt@insi, pEEmeftrqs

le maintien du complexe ULK1 sous forme inaéthi¢ >} @&+ [HVv & v vVvusSE]S]}vv oo U
§]JA U 3§ VvSE ]Jv o[]v 3]A 3]dise détaché Flois(du complexe ULK1, provoquant

ainsi la déphosphorylation de Atgl3 et de ULK1 (Ser757). Ces déphosphorylations permettent

ol 3]A 38]}v Hn }Ju%o &£ hauwtdihosphdryter (8&r46[), et phosphoryler Atgl3 et

FIP208237X Jve] 8]A U h><i % p3 !SE E o} o] p v]ikopv]3d[3U}P <}u
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Figure30: (( S % E]V 1% WA

of
>[ $]A §]}v udKz i

§ ] éadaptevde RnDSKsTenns.com)
% E®u S of[]v u S]}v %oOpue] WE* u vVv]eu U ~ie udKZ
o[ uS}% Z P] X >mes gondwi$ant a cette inhibition sont développés en figure 29. (2) mMTORC1 permet
o[ 3]A §]}v 0 *CVvSZ » % E}S Jcp % E 0 %Z}*%Z}ECO S]}v
la protéine 4EBP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4&- [vP % E&}S Jv ieX ~T¢ >]

P ouvsS o *Cv38Z - [ T « PE « 8§

udKZ i }v puld8 pee] o 3S]A 3]}v
la biogenése des lysosomes.

0 %06i"N0<
§]A §]}v  udK
S]JA 8]}v p (8
00 uda@e XTOREL stifjud) o[ 3]A

H Z}o ¢S E}loU % E o]
M us }o]eu

131



o[ uS}% Z P] ~&RQREL pedt Bgalement agir sur le complexe de nucléation de
o[ u8}%Z P] X >}Ees<u[]o <8 S]A U ]Jo %Z}*%Z}ECO0 0 % E}S ]v 4
kinase Vps34, et empéche la nucléation du phagopfid(Eigure 29). Le complexe mTORC1 peut
Pouv3d @ Ppo & o[ us}%z P] u v]A p § @Eale facelitdashnscription v % E 3]
EB (TFEB). mTORCL1 phosphoryle TFEB sur le résidu sérine 211, ce qui entraine la rétention du facteur
de transcription dans le cytoplasife Quand mTOR est inactivé, TFEB est déphosphorylé et relocalisé
ve 0 Vv}C pU }9 ]Jo }vSE€0 o A% E -]}V P Vv e Ju%o]c<u » o (}]
biogenese du lysoson®&3!(Figure 29). Certaines études montrent que mTORC est réactivé aprés une
longue période de déprivation en acides aminés, probablement a cause de la dégradation du contenu
o[ uS}%Z P}e}u U § }v o E o &P P cytppldsme. Céite réactivation de
MTORCL1 est une étape nécessaire a la reformation des lysosomes, comme mentionné dans la partie
2.5 de ce chapitr&” 392

X Reégulation de la traduction

[ USCE < u v]eulares soatpconnus pour étre placés sous le contrdle de mTORCL, ils sont
listés en Figure 38 > sCVv3Z ¢ % E}S J<p Vv (]S % ES] X >}Ee<u[]o *§
phosphorylation de 4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1), qui va se
dissocier du facteur de transcription EIF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E), et induire la
traduction cap-dépendanf®®X >[ &§]A 3]}ORC1 peimet également la phosphorylation de
p70S6K1 (p70 ribosomal S6 Kinasel), ce qui conduit & une augmentation de la biogenése des
ribosomesU u Je pee] o[]v]S] §]}v o SE& p 8]}v S via dwgro}vP S]}v

effecteurs’s,

X Autres voies régulées par nMTORC1
V %Ol 0 *CvSZ e+ % @E}S J<p U udKZ i % Eu § o[ pPu vs §]}v (
notamment en contrdlant SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1), ou JPPAR
(peroxysome proliferator activated receptod, deux facteurs de transcription impliqués dans la

biogenése des lipides et du cholesté?bl

>}Ee+<p[ oo 5 3]A U o A}] udKZ VvSE ]Jv pv (}ES }veluu 3]}v |

o0 &E}]ee v oopOo JEE X v e velU ]Jo § u}vSE <«p o[ 3]A 3]}v

O uSs }o]eu oopo JE S 0 %E&} M S]}v [ dWX v (( SU udKZ ]v pu]s8
J&ir ~,C%}E] Jviu]l]o ( S]E I 0%Z U pv ( § pE SE ve E]%S

nombreux génes de la glycolyse. Il a également été montré que mTORC1 pouvait jouer un role dans la

biogenése des mitochondries et leur métabolisfié®®

132



Figure3l: Z Pupo §]}v O[ US}%Z P] % & o * u] E} ZE-

~ [ % @& « &E vl 0*88 oXU Tiife

Les microAEe E Ppo vS§ o u Z]v E] M8}% Z PlJ<p U v }VvSE€0 vS o[ A% E <]}V
O °* S % ¢ U %@E]} eepueX ~ie o[ § %B853p régule les piatdines UuKZ et 2. (2) Lors de la
nucléation, le complexe Beclin 1 est directement régulé par miR-30ajdiR- S u]ZfAié X [ USE ¢ % E}S ]
régulatrices de ce complexe sont elles aussi réguléedes microARNS, telles que la protéine RAB5A par miR-

101, ou la protéine UVRAG par miR-630 et miR-374a. (3) Toutes les protéines<ipp * ve o[ o}vP 8]}v
phagophores sont elles aussi soumises a un contrble post-transcriptionnel. Les microARNs impliqués dans ce
processus sont entre autres miR-30a, miR-204, miR-181a, miR-374a, miR-376b, miR-375, miR-630, miR-101, miR-
885-3p et MIRAI® X ~de > ¢ % E}S Jve SPOd § SPIU Ju%o]<u - ve 0 SE ve( E:
peuvent étre régulées par miR-34a et miRt X ~fAes o S %o & Pupo S]}v ]S]}vv o0 - o[ M
impliguées dans la machinerie canonique, peuventtall 'SE <}pu]e » p }VvSEE€O u] E} ZE-
notamment le cas de la protéine p62 (sequestosome 1 ou SQSTM1), une protéine adaptatrice nécessaire a la
dégradation de substrats ubiquitinylés.
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En conclusion de cette partie, il apparait clairement que le complexe mTORC1 agit donc comme un
& Ppo S pE vV PSJ(ui p&U JE S }Ip]lv]IE S8 o[ u8}1%Z P] X v (( ¢
en amont et en aval de ce complexe peuvent intervenir dans la régulation du flux autophagique.
Comme démontré ci- eepeU of[]vZ] 18]}V 0 A}] udKZ % Eu § o[]v u 3]}v ]G
0}E+ <pu o 3]A §]}v UdKZ % Eu § o *sCv3Z - % E}S Jv ¢ }u o]

de la formation des lysosomes, qui participent indirectement a la régulation du flux autophagique.

42 % —Tf—<'o tt Zife——"S %ot f7 Zhe ec Tt

>[ US}% Z P] S pv E %o}ve oopo JE Ju%eo]c<p VS SE « viu E pA&
niveau de sa machinerie que de sa régulation. Tous les acteurs protéiques de ce processus sont des
candidats potentiels a une régulation post-transcriptionnelle par les microARNs (Figure 31). Le
u v]eu [ 3]}v e U] &} ZEe +% % @E * V3 Ve 0 Z %]|5E iU % E:?
a. Exgmples de r[\icroARNs impliqués dans la régulation de
Zif—-="Sf% <t
X Le miR30a:
> % E& u] E u] &} ZE C vS § E]S }uu ] o v pv % E}S ]v o[
2009W Jo [ P}§i ]2t} po of A% E <]}V 0*Y. %a GLjexplession de]ee |
miR induit la sousexpression de Beclin 1, et ainsi le blocage du flux autophagigtieé par la
rapamycine dans des lignées issues de divers cancers. Des études plus récentes ont ensuite étudié
o[]vs CE!S (}v S]}vv-3DaW o [uqiZ] %o *}p S oX UIVSE <u[ Vv * M %o %
autophagique dans des lignées cellulaires cancéreuses3@aipermettait de les sensibiliser a la
cisplatine, un agent alkylant antinéoplasigtfX hv  uUSE S % EHM v TiiT o[ «§ Jv$§
réle de miR30a dans les leucémiesmggb <« ZE}v]<u « #@&inj& ureinhiloifeur spécifique
de latyrosinekiaseBar oX > SE JSwS¥] ¢y/u]S o Julvps]tv Of30R %o E ]}V
§ }v of[]v 1 8]}v M (opZAE hicchye duHlbxppaX réexpression du miR permet une
%}S vS] o] §]}v o[ (( 8§ Cs}S¥PAIiR30a peroretégalenient laessibilisation
des cellules audsafenib (un inhibiteur multkinase) dans le carcinome réffd & [ uS@E  Spu o
démontrent son réle dans les cardiomyocyfes) ve 0[]* Z u] %2 @u dfcove dans

o[]v( S8]}v + o0O0OHO * % EXwiac}\JooS]}v<juE ojJv i 8§ o[ u$t}%z P] X

X Le miR101:
%opu]e 88 JMA ES U viu E pZ&Z u] €} ZE+« € Ppo vS BFUsS}% Z P]
Nous pouvons notamment mentionner le mlR1, qui inhibe le flux autophagique induit par
o[ §}%}*] IH 0o & % uC ]Jv vvimo []WZ ]S hve ]vd D & iATGaesill
% Eu $§ P o uvsS [ uPu vS E o[ %o spladihe dadns lgg Sarcirones bépatigties
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MiR-101 peut également agir sur le flux autophagique par la modulation de la voie HiTOR est

intéressant v}3$ & <gu udKZ (]85 % ES] e A}] - *]Pv 0]e 8§]}v Jv u]s -

NPM ><U 8§ <gu O] A%oEHid4]4¥ ( JudZ ve o ¢ >' ><=X > €& 5 uE& 38]}v
u] &} ZE ve ¢« 0CU%Z}u « VvSE ]vlifGodtlanZcklpE]rEtr 197 ed indiitE }

une inhibition de la croissance tumorale dans des modéles murins de xénogreffes. Les conséquences

de son expressionsurleop A U3} % Z P]<u Ve u} o oopgo JE& v[}vS %o V

étudiées a ce jour.

X Le miR34a:
Le miR34a, quant a lui, a pour cible directe ATG9A et ATBAB et permet ainsi une inhibition de
O[] US}% Z P] X /o 5§ JvS (E <+ VS v}is§ E «u ulZz <3 o % CE u] E

thérapeutiques chez des patients atteints de divers cancers, notamment pulmonaires ou

hématologiques pour sveffet inhibiteur de la protéine B&. En effet, une compagnie américaine,

mMiRNA Therapeutid$itp://www.mirnarx.com/), a annoncé en 2013 le début de tests cliniques pour
A op & o ((] 18 0 HE % E} u]3U o DZyidX /o <[ P]§ [pV %o E ¢

lipides ionisés contenant le miR-34a et pouvant étre injectés directement par voie intraveineuse chez

le patient!4X i JHEU 0 ¢ ¢ Je 0]V]<u » }VS % Eu]e [ Sp] E o E %}ve
% S] vSeU § § Gulj]v E o }* u A£ZJuo S}o E X hv wu]e iIJuE o
en cours (NCT018299,Mitps://clinicaltrials.gov) est attendue pour mi-2016. Les effets de ce miRNA

*uE o hgge}dhez les patients ne sont toutefois pas connus a ce jour.

X Le miR-7
Tous les exemples précédents décrivent des microARNs permettant la répression du flux
autophagique. Lecasdumi® ¢35  0[} %o %o} e /E u%o X Vv (( SARNM[ A% E -
% Eu S o[]v u 8]}v U (OouAE HUS}% Z Plcu Ve e u} o0 ¢ ¥ E U %o}

MIR6 ] o JE 8 uvs o] '&Z ~ %] u]l]o 'E}ASZ & 3}E Z MMB}E-U §
>[ 'Z2 ¢85 pv E Ppo § p&E v P S]( }upeutse bdr qire¢tdsnentyd Beclin 1, altérant

lve] «}v Jvs & S}u U <u] 1vzZ]  oflv p X > (@AA-SUSY*E P¥sf L E
facteurs de croissance gt donc situé en amont des voies de signalisatiorFR&MAPK et PI31Akt,

<u] S}us - HE JVvSEE€0o vd o[“&]A suféxpressianddeZmiRconduit donc a

o[]v u &4 Hwx autophagique.

b. Base de données ARN (Autophagy Regulation Network)
Actuellement, il y a 1881 séquences de microARNs humains, référencées sur fifRBase
(http://mirbase.org/). On saitégo u v3 <u[]Jo A]*S %oope [uv SE vSsS |v P v ]
u Zlv &] Viv]<u O[] U8}%Z P] U ¢ ve lu%S (E 0 ¢ S % ¢ % EuU 3§35 \
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ces protéines peut potentiellement étre régulée par un ou plusieurs des microARNSs, ce qui représente

un nombre de possibilités considérables qui ne pourront pas toutes étre détaillées dans ce manuscript

> Alopu Jvv e P v E ¢ 535 0U <u[]Jo 8 v e« JHBEormatiqueso } %o % E
% Eu $3 v§ ol E ZIA P 380 SE] =+ Vv}uA 00 ¢ JV(}EuU §]}ve E n Joo] ¢
}vv ¢ e% ] O] S A 0}% % Autophagy RegulatGey Network

(ARN; http://autophagy-regulation.org¥°. Cet outil porte sur 38 protéines clefs de la machinerie
autophagique, et permet de les relier avec leurs régulateurs protéiques, transcriptionnels et post-
SE ve E]%S]}vv 0X /0 % Eu § iRtecconn&dons| edtreodifferentes voies de
signalisation et la voi O[] uS8}%Z P] X 8Spu oo u vSU S8 . }vv « E Ve
o[ U8}% Z P] U S}tue SC%o & Ppo S]}ve }v(}v p U }vsS 160 u] €} Z
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CHAPITRE 4 :ROLE DE LAUTOPHAGIE DANS LE CANCER

1 ROLE DE LAUTOPHAGIE DANS LA TUMORIGENESE

>[ U8}%Z P] 3 UV % E} eepe %E * v3 pv VIA p e 0 ve S}uS e 0 -
qualité du cytoplasm®l. Comme décrit précédemment, ce mécanisme peut étre fortement activé en

E %o}ve viu E PAE *SE ¢+ o00HO JE * S 0 <yu O E v v VUSE]L
de protéger la cellule et de permettre sa suffeX Jve]U o[ us}%Z P] }veS]Su v (
protection contre ces divers stress, et la transformation de cellules saines en cellules malignes en fait

% ES] X > EE€o o[ us}% 2z P] Ve 0 SUUl@NPol pS}%6Z Plu% |ISSE R/
tant que suppresseur ou promoteur de tumétfr Dans ce chapitre, nous allons détailler les

U Vv]eu * % Eu $5 vS o A]*SUVE (}v S]}ve }%o%o}e o[ us}%Z P] U
] us E}ve O[Ju%}ES Vv [VERCRS SHU}E o0 ]Jve] <«u p }vs £S P v §

réle du processus autophagique.

1.1 Fonctions anti-——e‘"fZfe T3 Zif——"Sf % <%

Dans la littérature, plie] pE+ 3Sp ¢ E 0] v o[ ud}%Z PW Zol o[E}Iu}R V}v
retrouve des délétions monoalléliques des protéines Beclin 1, UVRAG ou Bif-1 (protéines partenaires

L e Jv p }u%o £ WI/i< 0 e [//eU Ve ES Jve, etvde Be ¢ v
prostate®?423424 § o[]lv ] v o[ %% E]S]}V SHU HE-* *%}vS v e« 5 puPu
transgéniques Beclin145X [ u8@E « S ¢ ve o u} 0 e UME]Ve }VSE % Eu]le
(}v S]Ive cUu%o%o E ¢ PE SHU HE - JA EeW %{E3F3v}$ uu Vi 3} % 2Pl
Atg5 et Atg7, dont la délétion entraine la formation de carcinomes hépattéfes Atg4c dont la
délétion augmente la susceptibilité de souris traitées par des agents chimiques a développer des
fiorosarcome&’X > E€o o[JvA 0] 8]}v e P ve } VS %}uE 3PO }u holi
de syndromes myélodysplasiques a également été méfitrBe plus, une étude récente a mis en
évidence<p o0 ups S]}v [pv ( S ME [ U FmalPNucidai RNAJAuxiliary Factor 1)

VEE Jv pv 0o]A P Je§ o 0 %E&}S Jv SPOU <u] v pls8 of]vZ] 18
promotion de la croissance tumorale dans les syndromes myélodysplasiques ainsi que les leucémies
aiglies myéloidé®.

Il est également intéressant de constater que la majorité des voies de signalisation permettant le

}IVSEE€o0 o[ U8}%Z P] *}vS P 0 u vS Ju% o]« : lasurexpessigivdeE€0 |
nombreux oncogénes entraine une diminution o[ U3}%Z P] o0} E « deprdsst@ination «
oncogénigqe. [ *3 o s % E /E u%o o A}] W/i<l <dU <p] *u]s }v &
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Figure32: Fonctions antiS yu} @& o - o[ uS}t% Z P]

(adapté de Kroemer et aRp15)%°

S[ U8}%Z Pl % pd £ E ESpulEvSkive @3%oope] HWEe u  v]eu « W o[ 3]A 3§]]
ant-SHU}E o U 0 % E « EA 3]}v 0 *3 ]o]S P viu]«p U o[]edpihBdidu % E} -
métabolisme cellulaire, la dégradation de protéines oncogéniquéso[]v n $]}v o u}E&sS oopo |E ]
sénescence.
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conduit o[ 3]A §]}v udKz iU § }v o[IvVZTIR1PpM}Iv }®P[ R &G Z P]
également fréquemment surexprimé dans de nombreux cancers et entraine la diminution du flux
autophagique en se liant a la protéine Beclitf21Ces observations semblent indiquer un réle
*U% %o E ¢ WE Suu p&E o[ u8}1%Z P] X Wopue] HEe+ udblev]eu * %o
v }eu% % E ¢+ oBagie,dl$ o8t présentés en Figure 32, et détaillés ci-dessous.

a. Prévention de la transformation de cellules normales
X te—c'e tE Zf "t7'eet o Ziceo—f «Z<—t Y%ote'ect—1

>[Jved ]Jo]3 P v}u]l<p 3 PV %Z viuv (}JES u v }EEenmeffdd, 0 %o %o
elle constitue un territoire favorable a la transformation oncogénique des cefitil@ertaines études

}vs Uulvs@®&® <«u o u8}%zZ P] % EuU S8 ]S oJu]l]8 E o }uu P -
chromosomique et | v p% 04X JKv % pusS P o u v8 }ved § (E <u[pVv (118 v |
oo} ] o[ pupo 3]}v [ *% + E S]A 5 Ces [BROCISBNY des- dBrivés
hautement génotoxiques qui peuvent altérer de nombreuses macromolécules cellulaires (acides
nucléiques, protéines, lipides) et qui sont fréquemment produits lors de dysfonctions
mitochondriale4®*X >[ u$}%Z P] U % €& o % E&]s v Z EP uls} zZ}v €] « v
% Eu 3 % @E A VIE o[ pupo 3]}v e u]8} Z}v &l + (] ] vs e 8
YEC S](X >[ veu o0 e U  VvV]eu * ]V J<u <4 O] US}%Z P] % EuUu §
JVEE o[]ves ]Jo]8 P viul<p U & % Eu & Jve] [ A]S8 & o[ %% E]S]}v

x Diminution de la réponse inflammatoire

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence le réle du microenvironnement
inflammatoire dans la croissance tumordle Le processus autophagique permet de limiter cette
réponse inflammatoire, ce qui empéche le développement tunfétdl a notamment été démontré
<u of]vZ] 18]}v o[ u8}1% 2z P] Ve . OOMO ¢ ]V }Ju% S vS ¢ % }uCE

OOHO |]EE % E v E}+ U § pPuvs o S puAE []Jv(o uu $Fivda]ve] <p
nécrose est une forme de mort cellulaire connue pour stimuler une forte réponse inflamnfatoire

e E *H0S S suPP & v3 <pu o[ U8} % Z Hdn dehadumdéupen linoitart ledeanst@E o

cellulaire par nécrose et le développement du microenvironnement inflammatoire.

>[ U8}%Z P] % uS P o u vsS Ju]lvp & of[]Jv(o uu §]}v v Plee v§ [ K
notamment de dégrader les protéines compas& o[]Jv(0o uu ¢}u U pv %0 S (}EU *u% E L
responsable de la sécrétion de cytokines inflammatoires ainsi que les mitochondries endommagées,

E *%}ve 0 o[ u]ee]}v -inflarhPatoje®!%s @ne étude a notamment montré que

0 o} P M & %S pE o[]JvS o ul]v i Ve . OOMNEROs (] ] vS§
% EuUu 8§85 ]85 pv  Ju]lvus]tv o[ 3]A]S o[]Jv(o uu <}u U e3us ] pv  E
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autophagiqué®X [ USE ¢ Su e+ }vS ulv8SE «gu o[ Hupo §]}v e % E}S v
déficience en autophagie, active des facteurs de transcription impliqués dans la réponse au stress, tels
<p E&f U }u EZ&IU § ( A}®4%+ o[]v(o uu 3]}v

x Dégradation de pathogénes carcinogenes
luu E]S v JvSE} U S]}vU o US}%Z P] % Eu § ofetilaites S]}v %
(xénophagie, chapitre 3 partie 1.3). Or, certains de ces pathogenes sont connus pour leur propriétés
}v }P v]<u ¢X hv Su v}8 uu vS8 ujvsE& o E&EE€o 0 A Vv}%Z P]
% S$ZI}P v e § 0c <u 0 A]J]Epes [ %3 ]v HelEdEacter Rpdidgux mathogedesE ]

responsables de cancers gastrigtfes

b. fco—<fe T4 ZiStex e_foct ox—f *‘Zc¢"—%t
En conditions normalesp[ ¢+ v8] o[ v ®P] uS]o]e % E PV OOHO <+ ]V % E}A
du pyruvate dans les mitochondries (processus aérobie). Lors de la transformation maligne, on assiste
pMv Z vP u vS u § }o]J<p U S 0 %E]V ]% o0 <}uCE [ v EP] unS]o]-

o ( Eu vs S]}v o[ ] o0 S8]<yu ~MWE]F eSepe<[IEIRI% 000 (( §t E
Dans ce cas, la consommation de glucose est nettement augmentée, et la respiration mitochondriale
V[ 8 %o o oo 1 ((] %ot HE %o E} PM]E S}uS o[ v EP] v ¢ |E o] C
acides aminés comme la sérine et la glutamine deviennent indispensables a la cellule, pour faire face
a son activité métabolique augmentgé*8X > (E€o o[ @rs}é® ZasPdst de rétablir un
métabolisme « traditionnel », en permettant la dégradation des mitochondries non fonctionnelles, et
en augmentant la quantité de nutriments disponibles pour la cellule grace, en particulier, au recyclage

[ 1 ¢ ul¥® Elletend donc la aussi a jouer un réle de suppresseur de tumeur en permettant la

normalisation du métabolisme tumoral.

c. Participation a des mécanismes oncosuppresseurs

X Mort cellulaire par autophagie

] v <u of] u8}%zZ P] +}]5 Po} ouvd % E 4 }uu Hdv U V]eu % Eu §

elle peut, dans certains contextes, avoir une action cytotoxXitjuglle est considérée comme un type
U}ES O0O0MO JE % E}PE uu ~SC% [//*U pulu S]SE <pu O %o} %oS]

lacatasS E}% Z u]S} Z}v ] 0 ~8SC% /seX >[ <ul% p EX W SE] } P
permettent de définir une mort cellulaire par autophafjfe (1) la mort cellulaire observée est

]Jv % v VvS§ O[ %0}% S} U ~Te 0 Uu}ES oopo J&E XS }u% Pv [

M} % Z Plcp U ~ie 0o[]vZ] ]8]}v %Z Eu }0}Pl<cpu }u P v Sl o[ us
cellulaire. Ces trois criteres, et en particulier le dernier sont essentiels pour distinguer la mort cellulaire

% E US}%Z P] 0 U}ES oopo JE *2 Dpadexdmples de mért %elldre
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par autophagie ont été essentiellement observés en réponse aux traitements par des agents anti-
cancéreux, et seront décrits dans la partie 2.2 de ce chajitt® oPE& o v}u & E}]ee vS |
décrivantceSC % [ uU8}% Z P] U <u o] (agie «cyrdtoxiqueds§ da ort cellulaire par

autophagie reste encore trés discutée, et son existence est fréquemment remise en gté4tion

x Contrdle de la prolifération cellulaire : impact sur la sénescence
induite par des oncogenes

Le groupe du Dr Levine a été un des premieda}vSE E o E€o v P §]( o[ U8} %oz
prolifération cellulairé®. Depuis, plusieurs études ont confirmé cette observation en décrivant
notamment la dégradation par autophagie de protéines impliquées dans la division cellulaire comme

RHOA (ras homolog family membef°Adu la laminine B*#®,

§§ } » EA §]}v 5 ]Jvd E ++ v3 U E o] EE!'S 0 % E}o]( & S]}v ¢
<u o[ £ US]}Vv [HUV %oE]} e ul@Es oopo ]E % E}PE uu U J
SUU}E 0 Y JIUEe* [HUV %o E} eeopue SE ve(}EuU S]}v }v }P v]cu X >[ GE
GO0/G1 peut se faire de maniére permanente, ce qui est caractéristique du processus de sénescence.
Celle-ci peut étre induite par différents oncogénes (OIS, oncogene induced senescence), dont
o[}v }P RA'U § %ope] HEes Su < }vS u}vs Etait« pécesdaires p%san P |
inductiorf®84%°X /o v}S uu vs § UulvSE <<u of]vZ] ]8]}v %Z Eu }o}P]«u
protéines Atg5, Atg7 ou Beclin 1, empéche la mise en place de la sénest&icEependant, des

SU ¢ %oOpne E VvS e euPP E vS <u O] U8}%Z P] % S P o u vs ilp
processu¥42U [ <3 qbei} fe& investigations supplémentaires sont encore nécessaires pour

comprendre cette controverse.

/lo ( uS$ P ouvsS v} E «<p o EE!S 0 % E&}o]( & S]}tv oopo ]J&E
oncogénigue peut dans certains cas étre réversible. Dans ces conditions, on dit que les cellules entrent
en dormance, et servent de « réservoir » a la pathologie. Ce processus, sera détaillé dans le paragraphe

1.2.b de ce chapitre

x Dégradation de protéines oncogéniques

La protéine p62, une protéine adaptatrice img«<u ve o[ u3}%Z P] + o S3]A 5

MUMO Ve O OOHO * O0}E* [MV ( U8 [ MS8}%Z P] U E oo *3
Wopue] HEes S - ul}v8@E& vs§ v e¢} 1 8]}v VvSE o] pMpupo 8]}v
transformation ou la progression tumordf“®uU v % &S] po] E ve 0 ¢ O0OOHO o A% E’
RAZ® X ES ]Jve Sgu ¢ euPP & vS <p o[ HMupo S]}v %0 0 T Ve 0
H31%Z P] VvSE ]v domhTGRAINS]Jue de certains facteurs de transcription corBrigf
Ju EZ&TU E *%}ve 0 ° o[]v u 8]}v % E} eope ( AYEDexS o A 0} %o
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observations indiquenk . o[ S} % Z P] % Eu S oJul]S E 0 %E&} eepe [}v }P
o[ pupo SIgEprotéine adaptatrice p62

Kv % puS P o u vs v}s & «p Ve ES Jve U o[ U8}%Z P] % Eu 3 ¢
comme par exemple BCR-ABL dans la leucémie myéloide chréhijueWD>1Z Zr ve 0 0 H U]
aigiie promyélocytait€’X >[ us}%Z P] % US ve ¢ o VvSE Jv & Jv ]JE § u v

E 0 %OHU% ES + o0o0pHO * VvV E He ¢ ¢}vS elpu]e o p ¥Z viuv |
v(JvU [ USE ¢« Su ¢ }vS % Eu]- Ulvd@®& & <u[pv (11 v V. U8}
o[ HMUMO S]HMEU * upsS - % ATU JvZ] Ndmoodle 8é}ha protine p53

sauvageb®470

d. ...—<"f—<'e TF Ziceotumorate fe—<

Malgré un environnement inhospitalier (hypoxique), de nombreuses cellules immunitaires sont

% 0 e [VA Z]JE 8§ [o]Ju]l]v & o0+ 3pu pE* Vv (}EuU 3]}vX >[ ud}%z
O[ %S S]}v ¢ o0OMdO * JUUMV]S JE ¢« pAE 1}V ]S]}ve u § }o]J<n » % ES]
du microenvironnement tumord*X Wopue] pEe Sp ¢ }vS Uu}vSE <<y o US}% Z P
seulement de fournirlesnEJu vSe v e JE ¢ HUAE OOHO * % E « vS SE] =+ [ v§]

oopo ¢ v E]S]J<p *YeU u ] P o u vs % EIUIUAIE 0 % E  vS S]}v
H Ju%o £ ui WE [Z]*S} }u% S] ]o]8 *2HX > %oEee VS S§1¥¥ [ vS]P v
tumorauxvia o D, 0 *s / % @Eu 3§ o] 3]A 3]}v « oC(CbZH), 6tZelled C3}5}
Al o D, 0 *o [/ % Eu § o[ 3]A 3]}v (CAG\ te Qi ¥orisedairi 0 %o E o
o[ oJu]v §]}v o0 Spu PE Vv (}JE&uU SJ}vX [ USE » Sy = }vs ul}vsE& o]
pour la survie des cellules T matures, ayant migré en périph&tieo[ 3]A §]}v o[ ust%zZ P] %
la survie des lymphocytes T périphériques en dégradant des protéines apoptotiques ou en régulant
0[Z}u }eS »] 0 HEe+ }EP XEX >[0p§)o%h]ZEP] % Eu § P o u vsS uk
tumoralesd E Ppuo E o P& $ pA JvSE oopo JE [ dWU § o u ]Jvs v]E
mort des cellules tumorales, le relargage de cet ATP permet non seulement de recruter directement

. OOHO * % @E » v3 SE] + [ VS]P v -, epagpdanticomme urs signajl &ind-
me », mais également de sécréter des chimiokines immunostimulatfié€s Toutes ces informations
ulv8@E& vs8 <pu o[ u8}%Z P] ( Jo]l]5 o ule VvV %o0 %o E} edae [Juupv

prolifération de cellules tumorales.

1.2 Fonctions pro-——se*"fZte t+1 Zif——""Sf%<%

viu E pe o Sy e+ UIVSE vS <tu O U3}%Z P] % p3 P eumovads E A!S]E
Il a notamment été montrén vivo <u 0 o §]}ve [ d'A § [ dtda %oEsahdevyv v
SHUUY}E o0 v U]S % E O Ppe lahéme mahiere la délétion monoalléliqgue de Beclin 1
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Figure33: Fonctions proS uu} & o - O[] u8}1% Z P]

(adapté de Kroemer et aRp15)°

>[ uS}% Z Pprofseuud la tumorigenése par plusieurs mécanismes incluant : la résistance a la carence en

VUSE]Ju vSeU 0 €& ]S v o[ vibl]eU 0o <uEA] . OOHO ¢ * Vv-¢« VS «U o0
v E pe e S0 E °]*S v 0[ZC%}AE] X
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inhibe totalement la formation de tumeurs dans des souris'TBC [asdire des souris dans
lesquelles la voie mTOR est constitutivement inactivée, et qui présentent donc un fort taux
[ 1S} % Z°RQette fonction pro-tumorale peut étre médiée par différents mécanismes, qui sont
présentés en Figure 33 et détaillés ci-dessous.
a. Résistance aux stress (stress métabolique, hypoxie et carence en
nutriments)

>[ US}% Z P] %o ES] ] %o o[}v }P v e« U v}S uu vS % E o % 18 [
JV(E WA 00O *» SPHUIE 0 *X >[ VA]J]E}IVV u vE ¢ Spuu pEe 3 «}pA

nutriments, ce qui entraine un changement métabolique au sein des cellules cancéreuses. Dans ces

}v 181}veU o[ u8}%Z P] % Eu § pk OOHO * SUUIE O * E ]S CE
VUSE]S]}vv o°U Vv (}JuEV]ee v8 pv <«u vs8]S en@EgmandevURE RBfude p &£ oou
v}S uu v8 u}vSE <<y o[ U8} % Z P] §15 (JES uvs 3]A Ve O v E
A vs «u o[ VP]}P v e v ¢}]8 u]e V %00 § <«u[ 00  Y%op]ee %o

o[ %% E}A]e]}vv u v « ooser tdlcrosarjoes junforBEK >[ us} %z P] 3§

également essentielle au shift métaboliqgue observé dans les cellules tumorales (effet Warburg, voir

partie 1.1.b¥81482 et certaines tumeurs présententune « ] $]1}v o[ uS$}%aZelR]permetle

uJvsl] v [uv u § }o]U®BX%}USUSE « SHU e UIVSE vS <u O U8}%Z P] %o |

en parallele dans les fibroblastes associés a la tumeur (CAFs, cancer associated fibroblasts), ce qui

% EU S 0 %E} MU S]}v [ v &P] Qv ]*% ve o 0 &E}]*e VW [eeS00HUO
<[}V %% 00 of (( & t{EEN@P dvshesE «oxydatif, dans un environnement

ZC%}E]<p U o] uS}t%Z P] % Eu 8 ch&ge desvEBROs, &m@Edhant ainsi divers

dommages cellulairé® X > % ]S o[ us}1%Z P] % E}S P E 0+ OOHO *

se mettre au service de la croissance tumorale, une fois le processus de transformation amorcé.

b. Réle dans la survie de cellules dormantes

Comme décrit dans la partie 1.1.c de ce chagitreo[ u$}%2Z P] i}nu pv E€o0 ve 0[]VvZ]
prolifération cellulaire. Ce processus peut étre définitif (sénescence voir partie 1.1.c), mais également
S U%}E JE X Kv % Eo ad@ancdi vS3<E oopdrc SHUIE 0 X >[ U8} % Z P]
%0 CE } %o} ® }uu pv u  v]eu % Eu $S vS pAE  otdequiesdencB®n&E  ve ¢
Su %op 0] % E 0 PE}U% u E u E A ] wule v Al v «<«p of]v ¢

e u} 0 UNE]Ve v Ee te]v § o[}A JE uPu v3 ]38 o[ VSE
tumorales® X /o Pouvs § U}VSE «<gu O US}%Z P] § 185 Ju%eo]<p \
tpZee v E e e~ N eU Vv E "S u 00°°U <u] %ofenouveleinent et %o ]S -
sont responsables de la résurgence de la maladie. Ceci a été montré dans un modele murin

[ v} & ]Jviu % v E S]J<p A% E]Ju v3§ o ups v8 <Z Mit U ve 0 <p O
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Figure34:Z€o o[ uS}% Z P] ve o[ VSCE v }EuU v e OOMO * SHU}E O -
(adapté de Mathew et al., 2014}

V % E * Vv [UV ¢SE ¢+ ~v}S uu v8 §Z E % pS]<p *U 0 ¢« o0O0OpO « SPHU}E O * U |
O[ u8}%Z P] %o pS % Eu SSE o[ VSE v }EuU Vv [uv (E S38]}v e OOHO
>}l E- of EE!S pn *3SE **U 0 % E}o]( & S]}v SpHU}E 0 % US E % E v E U
observées apres une thérapie anti-cancéreuse.

Figure35: Z€o0 o[ u8}% Z P] ve 0 (}E&u §]}v U § 5 o o

(Adapté de Kenific et al., 201%)

>[ uS}%zZ P] i}y pv @daksola forpation de métastases en fonction du stade de colonisation

US 8 S]J<cu X 00 % Eu S []Jv MIE o (}Eu S]}v U S e85 e v %E}A}<p VS pv
de mort cellulaire (apoptose, anoikis), en favorisant la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) et la

transition Mésenchymato-%0]3Z 0] o ~dD ¢«X 00 % &S] ]%o P ouvs o[ Vv§C&E v
métastatiques et permet leur adaptation & un nouvel environnement. De fagon oppasget$}%2Z P] ]JvZ] o
(}&u §]}v UusS e3¢ v oOJul]S vsS o v E}- § o[]v(o uu 3]}v u V]A u o}

entrainant la libération de HMGBL1 (highobility group box 1), en inhibant la TEM et en permettant le maintien
des cellules métastatiques dans un état de dormance.
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o[}v }P v VSE Jv o0 u]je v }Eu v . OOMO * SHUU}E 0 ¢ % E |
o[ u8}%'2XPJo ( uS P o u vs8 v}S & «<pu of]vZ] ]8]}v o[ us}% Z P] U %
phénotype de CSCs dans de nombreux types de cdfittts

% Z v}u entrde en dormance des cellules cancéreuses est également observé en réponse a
un stress cellulaire (notamment un stress thérapeutiqg®) Jo % Eu 3§ 0 *uEA] [UV %}}O
tumorales qui entrent en dormance, et dont la prolifération peut reprendre apres arrét du traitement

(Figure34). Ce mécanisme de dormance est donc associé a la résurgence de la maladie dans ce

Ca§58,492,49?

C. @72 t—tZ 1+ Zif——="Sf%<t Tfee Zf "*"of—c'e t1 ox—,
>[ %% E]S]}vV U S o5 o ¢ o E } 1 o(1) extéhsign 1gcalekle la gurbieus primaire,
(2) migration et intravasation de cellules tumorales dans les vaisseaur wigcanisme de transition
épithélio-u » v ZCu & pe ~d DeU ~ie [ESE A « 3]}v . oopo * SUHUlE o
secondaire et (4) colonisation de ce site secondaire via la transition mésenchymato-épithéliale
(TME}**X > (E€o o [ daris} Botode$sus de dissémination métastatique est complexe et

peut varier & chaque étape (Figuss).

(1) uVv]A pu p ]38 %E]Ju ]E SPHU}E oU o ud}%Z P] % Eu 3 o P
e u]s8} Z}v E]+ Vv }luu P U <u] o]ups airsi Ja formatios Jdev
métastase$% IlaéP o u v8 § U}VSE <«<u O US}% Z P] % EuU § o +« E
(High-u} ]10]5C PE}u% }AE % E}S Jv iU pv % E}S Jv &E *%}ve O
anti-tumoralé®*X v €& A v Z U VIA pU pnféderdie REpistahceud
o[ %0}%S}e v pulsS %o -@elatkd Apoptosi€ &nducing Ligalid)) ce qui est
positivement corrélé a une augmentation des métastases dans le cancer &.sein
(2) Afin de passer dans la circulation, les cellules tumorales doivent se détacher de la tumeur
primaire (phénoméne de TEM). ba U o[ u8}%zZ P] % E&u S pA OOMO *
E ]S & o[ v}]I]*U pv (}Eu Uu}&s oopo |E ovZ o}E-
0 u SE] AESE OOUOPE ><UIEEPp VSIUEH HS}% Z P] ve 0 d
ambivalent, et des études proposant un role gfd®°ou anti-d D % }uE o[ U8} % Z P] }vs$§
publiées. >[ U8}%Z P] % Eu § Vv % &S] po] @&eux factbuls deCE v}u
transcription impliqués dans la TEM tels que SNAIL ou *¥tGlimitant ainsi la
dissémination métastatique.
(3) >[ u8}%Z P] U % E *}v E€0 ve 0[]v paricEreuseseif doidEnce 00 MC

(Partie 1.2b), permettrait de faciliter la survie de cellules colonisant un site secofidihee
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Figure36: A}ops]}v o[ u8}%Z P] p JHEe+* pu A 0}%% u vs SHul}E o

~ [ % & - <dbd)., 201H P

Les celopo ¢ ¢ Jv o ¢}vS % E}S P ¢ U %oE&} eope SE ve(}E&u S]}v Spuul&E o
(}v 8]}vv oX hv (uUS [ uS}1% Z P] MV 8§ u%e }vv U E *%}ve 0 [V ( pus
expliquer la transformation de cellules saines en cellules tumorales. Les mécanismes permettant la restauration
[MVv  uS8}%Z P] (}v S]}vv o0 % E * SCE ve(}E&uU S]}v Vv ¢}vS % » v }E oun] -

9
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(4) étude a également montré qued [ WS} % Z P] % ES] ]% 15 U %o E} eeope 0
hépatocytes® ce qui peut également favoriser le développement métastatique.
B) v(lvU pv (}]* o <18 e« }v JE& }o}v]e U o[ U5}%Z P] % EuU S

pool de cellules tumorale 0} E&e*<u[ 00 ¢ *}vs8 v § § }EuU v ~ EE!S §
prolifération cellulaire¥®®’ X O[JVA E+ U o[ u8}%Z P] % uS % Eu $SE
U s 5 SJcu [ %S E H *SE& ¢ (( & vSs o ME Uu]PE §]}vL

proliférationf®’,

1.3 Importance du stade de développement tumoral

Les rbles pro et ants pu} & pAE O[] U8}% Z P] <}vs u ] ¢ % & e U  V]eu -
£ u%o U o (]85 <p o[ U8}%Z P] % Eu 53 ss etteEYrS peuid lafois oopo

« EA]JE o[]vZ] ]8I}V M A 0}% % u V$§ o (}Eu 38]}v Suu HE-U u ]

la croissance tumorale une fois la tumeur dévelop&s >[ZC % }SZ « <u] % Eu § & }v ]o
e} ¢« EA 3]}ve 8] V8 Ju%e$ o[Ju%e}ES v ntpumdral, et est ppésentdo %o U

en Figure 36. Une cellule « saihe }]lv O[ US}% Z P] % }uE E ]S & JA E-. o

autophagie dans une cellule normdie® ps ( ]Jo]S E ¢« SE& ve(}EuU S]}v % & uv }v }P

génétique et le stress métabolique 8}vS % & A u%o u}]Jve ] v P E X WuJeU o

nouveau requise lors de la progression tumorale et de la formation de métastases, notamment pour

résister au stress dii au microenvironnement inhospit&itér?

EE€o Cv ul<p 8§ % E }A o o[ u8}t% Z P] genese doit BereEgeéfinie P e Su
plus précisément (]v % Eu SSE U § CEu U o[uS]o]* S]}v }v ¢ ] vs u}

dans les thérapies anti-cancéreuses.

2 ROLE DE LAUTOPHAGIE EN REPONSE AUX TRAITEMENTSTAN
CANCEREUX

> ¢« (E€0 apje dang%e Aéveloppement tumoral sont multiples, et peuvent notamment varier

en fonction du stade tumoral. La grande question actuellement est de savoir si des drogues permettant

O u} po S8]}v O[ US}%Z P] %o}pEE ] vS !SE i-camgéieuses afinedeSZ E %o]
%}S v8] 0] E 0 HE* (( S+ CS}S}AE]J<H X WIpE o0 U ]Jo 8 v =« |E
processus autophagique dans la réponse aux traitements anti-cancéreux tels que la chimiothérapie, la
radiothérapie ou encore les thérapies ciblées. Il a été décrit que selon le contexte tumoral et le

SE ]5 u v UJV]*3E U o ud}%Z P] %}unA 13 E AIS]E p u}]ve <p 8
détaillerons ci- ee}pueX > E S E] S]}v 4 E€oO O[] uSt%oZp&Jle v E %o}vVve
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crizotinib dans les LAGC ALK+ a été un des objectifs de mon travail de thése.

2.1 ROle cytoprotecteur

fo v[ AE]-8 SH 00 U VS H MUV UIC V UYE%RZ}Oo}P]<u U ]} ZJu]l<pu }u
[ 8SCE] 4 & pv E€o0 o[ uS Jeienieht Yadser pau $led tedHhiques empiriques
% Eu 33 v8 «}v ]Jv S8]A 3]}vU o] ] [IVvZ] 18 MEe* % Z Eu }o}P]<u U }

Kv ]85 <p o u8}t% Z P] uv  (}v S]}v C8}% E&}S SE] o}Ee*<u <}v JvZ]
des cellules tumorales au stress thérapeutitfieEn général, cette sensibilisation se fait par

MPu vs§ §]}v O[ %}%S}e v ]S 9% & SCHBLE B wSy%zZ P] U  pee]
autophagie cytoprotectrice, peut entrainer la résistance des cellules cancéreuses aux traif€ments
Kv % psS 18 E o £ u%o0 e O M U] e« erimpbt la tyioshéviinpse U
oncogénique BcAbl traitées par une thérapie ciblé®/imatinib. Ce traitement induit un flux
autophagique concomitantalamortd o0oOpO © SUU}E O ¢ % E %o}%S}e X >[]vZ] ]15]

i}]vs uH SE ]85 u vs o[/u 8]v] % Eu § %}S vS] o] E o ¢« (( S C

ainsi de contrecarrer des résistances naissafté6 Kv E SE}pA viu & pAE &£ u%o o |
cytoprotectrice induite en réponse a divers agents antvr @& PAEX [ ¢S 0 e Ve [ USE -
hématologiques tels que les leucémies aigues myéléiganais également dans des cancers solides
tels que le cancer du séifi, du pancréa¥?, de la prostaté'?, des ovaired®, du poumor4 et aussi

des glioblastomed®51et les cancers gastro-intestinatk

2.2 Role cytotoxique

>[ uS}%Z P] % pusS P o u vs ilpuy E pvad®€ < €S PE}peLtgntraifies & mort
cellulaire une fois induifé®. Dans ce cas, elle agit en synergie avec le traitement anti-cancéreux pour
indul] E o u}®s oopo JE <*}]8S % €E pv pPPu vs S]}v O] %F%0S}e U *}]
/o v}$ uu vs § Uul}vSE «pu of]v widpbiMvZ]IuB%MZ P] o0-2 par interférence a
o[ ZE %0}$ vS] o] o u}@E&S odoparubidne pang leScatber@ 28X [ uSE «

[ uS1% Z P] C3$}s}édéaits dars leancer du s&fmais également dans le cancer du

poumorr?°%22 dans les glioblastom&g®2° ainsi que dans des cancers hématologi§eiese,

2.3 ROle cytostatique

> (E£€o0 CS8}e8 8]« o[ u8}% Z P] *S u}]ve E]s ve 0 0]88 & §|
>[ us1% 2z P] CS8 } XS S](p. % Eu S oumeuval tfaittmé&tyy oo [ vSE v %o
o[]v u $]}v u}E OOHO JE u ]* % Eu S v E Av Z o] BE!S % E}o}
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> (E€o S C %o [ US}%0Z P] epu&E O[]V M S]}V M %oE} ecpe oV e
dans quelque <p]% X >[ <u]% P EX ' A]JES] *53 0 %E u] E A} E
dans les NSCLC ALK- apres traitement par la vitamine D et par des analogues de la vita@ietteD

U} % Z P CS8}e8 8J<u % ®Uu § [ MPuvs E o < ve] ]JO]S . 00|
E ]}SZ €& %] X > PE}U% p E ,u VvP OM] Hee] & uu vs Uu}vsSE
cytostatique dans le cancer du sein aprés traitement maf/A GEu 3]v U pv P v3 Vv3]% o

possédant des propriétés anticancéreuseés

2.4 ROle non-protecteur

§§ (}Eu [ US8}%Z P] 8§ o wu}]ve E]S ve 0 0]88 & SuE X o
viu E pAE <*SE U u ] o] 1(( & v . MSE ¢ (}E&u U <}v Jv
sensibilisatioP?5%2 ni résistance au traitemettf. Des études supplémentaires sont nécessaires afin
de déterminer la fonction de cette autophagie et sa potentielle utilisation dans un contexte

thérapeutique.

3 « SNVITCH » DU ROLE FONCTIONNEL DEAUTOPHAGIE

Dét Eul]v E o EE€o o[ U8}1% Z P] Ve uv }vs AS Spuupdadicdieto E ] S
esttrescomplexe. viu E pAE A u%o0 ¢ Vve 0o 0]5S & SUE }vSs E]S <u o |
la nature des traitements, changer de role fonctionngl ¢« Jv [puv ulu u} o A% E]Ju vS o
parle alors de «switch ve o (}v §]}v O[ US}%Z P] X Wope] HE*- /£ U%O *

eelpueU S vipge A%} E}ve veu]s o e % ES] po] & o & Puo 8]}

sur le plan moléculaire par le couple Beclin 1/BCL-

3.1 De la cytoprotection a la cytotoxicité

Plusieurs études @E]A v3 pv *A]s Z o[ u8}%Z P] C3}% E}S SE] A E- o]
été publiées. La premiére, dans le cancer du sein, a montré que le traitement de cellules de carcinomes
uuu JE e % E E ]}SZ & %] ]v pls o[ u8}%Z P] C3S}% E}S SE]
Ju Jv A upuv SE ]S u vs e [V O}PH « o A]J3ul]v Uo u}j}E&s o
les cellules meurent en partie par autophagfé*>*x >[ ]8]}v Al3 u]v Ve *Ce3 u ]
}Jv pv *A]8 Z VEE pv E€0 C3}% E}S S PE 3§ pv E€o C3}3}A]«p
dans le cancer du célon semble indiquer que la protéine p53 jouerait un r6le dans le switch de fonction
o[ u8}%Z P] X v (( SU o[ u®}&adprétécteyren epor@e€an topotecan, un
]Jv p0 § pE Juu P e ol E ve ¢ 0OOHO ° v & }o}E S 0 A%C

sauvage, alors que dans les cellules exprimant une mutation de p53,
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Figure37: > « A}] » % @Eu 33 vS o[]v p 3]}v O %0}%cS}e

([ % E « z}puo PB¥ oXU Tiiod

>[ %0} %S}te %o US !SE v U]S % &E MAE A}] e ui pE X ~ie > A}] Jv3E]ve <pu
OOHO |E » ~P Vv}S}AE]<H *U u § }o]<ph * }u SE ve E]%S]IVV 0°eX o ¢SE - o]

a domaine BH3-seulement,u] & *posd v o[]v 3$]A §]}v-apomotiGsedBEIs2.|@ette wiattivation

o A o[]vZ] ]8]}v £ S | <u] % les@uBiyeat dé & mitaEhondri&e} @duire le relargage

du cytochrome C. Certaines protéines a domaine Bé&Bement, peuvent activer Bax et Bak directement. (2) La

voie extrinséque implique des récepteurs de surface cellulaire tels que FAS ou TNFR1, qui vont activer la caspase

60U «u] elv S}UE % Eu $33E o 3]A 3]}v o} * %s deuxWoies apoptatifides o[ %o} %

sont interconnectéesiala protéineBID}vd o 0]A P % E o *% * 06 % Eu S o[]v U S]}v (
intrinseque.
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o] U8}%Z P] v ul8 Vv E %o}ve Y SE ]S UHX {SUSEC%SU CSP3PP]EH \
<up o EE€o O[] U8}1%Z P] *« E ]S % v VS | 8 SUS ¢ ve] 0 U E ]!
SE ]S uvd8X [ *85 v}S uu vs o . Ve . OOHO * [}*S }2l&E }u & -
camptothécine (un inhibiteur de la topoisomérasé®f))et dans des cellules myéloides, résistantes ou
non au vorinostat~puv JvZ] 1§ HWE [Z]+S$}Vv > ¥ Dans &£€sadeux études, les traitements
]v u]e vs§ o[ u8}% Z PJuné fopdtiodEcyididxique dans les cellules normales, et

cytoprotectrice dans les cellules résistantes au traitement.

3.2 Le cas du couple Beclin 1/BCL-2

Dans ce contexte de switch autophagique, nous allons nous intéresser plus particulierement a la
protéine BCl-2, connue pour moduler a la fois la réponse apoptotique, mais également la réponse

autophagique de la cellule, notamment en liant la protéine Beclin 1.

a. Généralités sur la protéine BCL-2

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) est une protéine qui a initialement été identifiée dans le lymphome B
folliculaire®® & «<u] €& % E » v38 0 % E}S$}SC %o [uv (u]oo %o E}S [V o
plusieurs domaines BH (Bcl-2 homology). Ces protéines sont séparées en deux groupes: celles
possédant une fonction anti-apoptotique comme Bcl-2, Bcl-XL oulMtlcelles possédant des
propriétés pro-apoptotiques comme Bax et B8kCette famille de protéines prend part a de
nombreuses interactions protéiques, afin de réguter B %o}ve %0} % 3}S]<u  [UV oOouo
Laréguo §]}v O %}%S}e % E o0 ( u]awodomdaaBHEs])présdntéces Figiire
37. Elle se déroule principalement au niveau mitochondvial [ <3 <U[IV %% 00 o0 A}] %o}
intrinséque‘©°®2 En temps normal, les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, BatXMcl-1 sont
localisées a la surface de la mitochondrie ou elles forment des hétérodiméres avec Bax et Bak et

U%! Z v8 0 % &u ]Jo]e §]}v 0O uuEv uls} Z}v ]l o X Vv %0
apoptotique, Bax et Bak vont se détacher de ces protéines, et former des pores a la surface de la
mitochondrie, entrainant le relargage du cytochrome C dans le cytoplasme. Ceci activera ensuite les

caspases, et aboutira a la mort de la cellule par apoptose.

b.RéledeBcl-2 & T+ Zif'''—‘et o Zif——"Sf% <t
La protéine Beclin 1 a été initialement identifiée comme une protéine pouvant se lier &Bta3on

domaine BH3", et a été la premiéere protéine humaine décrite comme indispensable pour
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Figure38: /vs €& }vv A]}v VSE o[ US}%Z P] S o[ %0} %S}
(Adapté de Maiuri et al., 200°%}

De nombreux stress peuw S Jv H]J]E <}]8 O %0} %S} <*}]8 o[ u8}%zZ P] U v (}v §]}v
(adéterminer X >[]v p $]}v /£ ope]A o[uv }u o[ us@E © %o E} eope %o U3 o £ %
§ o[ u8}%Z P] <[]vZ] v8 updp oo u vd ~v}S uu vd u Vv]A u QJvs & S]]}
>[]v p 8]}v % & 00 O o UAE % E} eepe % v vS8 P o uvs § ulvsE® >
o[ %0}% 5} }v puld8 upuv u}ES oopo JE u **]A S ]JEE A E+] o U 0}E- p

oopo * 30 UE ~puEA] ( pv ¢SE ¢+X E vu}]veU pv E€0 CS}AtJeE]p of
dans plusieurs modéles.

(0
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o[ uS} %2 P] JUA ES o[]vs & S8]}v VSE e MUAE %E}S Jv e % E

une des interconnexions entre les processus apoptotiques et autophagigeele de la protéine

oJv i ve o0[]v putbphagie adfé décrit dans le chapitre 3, partie. LZtte protéine fait
% ES] UM }u%o A VL 0 38]}v Ea[3udf%Z]PB]}% % S%eidU pv W/il
0 e ///U e¢¢ v3] 00 %}uE&E o (}EuU S]}v o pBaBeLlirP}epécheda o] Je}v
(}JE&uU S§]}v Ju% o A S JvZ] Jve] o[]v U S]}Vv U %o E} eepe ps}t%
stimulus apptotique, Bcl4 ¢35 0] £ S | (Jv [ u%! Z & o % EuUu ]Jo]e §]}v
ul]s} Z}v E&] o X oJv i <8 }v o] E []v H]CE O[ US}%Z P] X v
apoptotique, Beli  *8  ve o[]v % 13 « 0] & Albre pdhr sé lier & Beclim 1.

Ve v ES U of]v U S1}V [ %}%S}te A& op ¥ Loorelatign éntder [ puS} %o
O %0}% S0t U} % Z P] 8 %o Gure 38 Bcl2 peutdpnc étre considéré comme un levier
ul}o HO JE % }PA v3 Vv OV Z E O] %}%S}e }HU o u3}%Z P] %o E °*}
Beclin 1.

Il est cependant important de noter que la protéine Bclv[ ¢S % ¢ 0 « po %ot@&it& v % Eu
(}]* o & Pupo 3]}v o[ uS}1% 2z P] 1S O[ %0} %08} X viu E pe ¢« USCE

ces deux processus ont été décrites et sont présentés en Figure 39.

c.Beclin1/BCL2 & —e ""f«<e o Zif...—<"f—=<'o Tif—="Sf%<F ..>

>[]vsS @ B&dlin 1/Bclt % Eu § o u} po 3]}v (]v o[]v MU S]}v MU %E} eep

ES ]Jv * ZC%}SZ » » &E 0] vS 0o[]vS ve]S W (OPAE WUS}%Z Pl lv EE£
O}Ee<u o uslt% 2z P] S Jv u]s pHv v]des fonationsdperthettant la gufFe] $
cellulaire, en permettant le recyclage des nutriments ou des macromolécules afin de fournir de
ol v EP] puAE o00pHO *X >}Ee*<y 0 (OUAE HUS}%Z P]J<cpg  pPu vS U 0 %o
a la digestion massive des composants intracellul¥fresboutissant a la mort par autophagie. Le role
de la protéine Bclk ¢85 SE& ¢ JvS (E e+« vS ¢] o[}v }ve] & §§ ZQWeISZ « X v
dans le paragraphe précédent, Bicl% Eu $§ u} po & of]vs ve]s o[ US}% Z P] v

o]v iX > PE}u% P EX > A]v U})v8E <«<p Oo[]JvEE} p 3]}v [mv u
de Beclin 1 (empéchant la liaison de Beclin 1cB2B induit une augmentation massive du flux
autophagique associée a une mort cellulaire importdfiteCe phénoméne de mort cellulaire a été
ul}vsE }uu S VS Jv % v vS o «% ¢ «Utophagi¢]pernie] 54 yéversiom[
hv Jv g 8]}v u ¢¢]A [ ud8}%Z P] u ] % & o[ < vV [JvR jdBe 3]}v V3§
donc un rdle cytotoxique. Une deuxiéme étude confirme le role deiBcl-v ¢ }vS S X >[ <u]%o
Dr. Zehng-Hong a démontrép [ %o @Bescarence en nutriments, une forte augmentation du flux
autophagique, et en parallele une forte augmentation @ef A %0 E < +]32/ sont obeervées.
>[ u]v]eSE S]}v [pv ]v-2]tdl$ a6 [-73F au le HA 14), en en combinaison a une
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Figure39W 8§ pE-+ u}lo po JE - o[]JvSs & }vv S8]}v VSE o U8}% Z P] S o[ %o}%

(Adapté de Marino et al., 2014, Thorburn et al., 285}’

>[]vSs & }vv A£]}v VvVSE o U8}%Z P] S O %}%08}e %o pusS 'SE u ] % E

communs aux deux processus (panel A). Les protéines implig ve 0o u Z]v E] O[ U8}%Z P] %o

ISE E %}V einfbition (pmpel B) ou de[l $]A 3]}v ~% Vv o O[ %0}% S8} X > ¢ % E}S ]
ve 0 u Z]v E] % }%35}8]<n % A v3 P o uvs VSE ]v ED)OENIZPEsS]}v o[

(}v 8]}ve 0 SZ 0 ¢ * %E}S Jve SP viv o] * o u8}%z P] }vs § E]S « ~%

FIP200, focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD ; MOMP, Mitochondrial outer membrane

permeabilization; DRAM1, DNA Damage Regulated Autophagy Modulator 1 ; AMPK, AMP-activated protein

kinase ; Bax, BcltAssociated X ; Bcl-2, B-cell ymphoma 2 ; BIM, Bcl-2 interacting mediator ; INK, Jun N-terminal

kinase ; DAPK1, Death Associated Protein Kinase 1 ; PP2A, Protein phosphatase 2A ; AKT, AKT8 virus oncogene

cellular homolog ; c-Mydvian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolIB& MA,p53 upregulated

modulator of apoptosisAMBRA1Autophagy And Beclin 1 RegulatarBADDEFasAssociated protein with Death

Domain; FAP1Familid Amyloidotic Polyneuropathy Type Wck1, Induced myeloid leukemia cell differentiation

protein
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% E]JA §]}v v VUSE]JuU vEe VSE |Jv puv (OpUAE u3}%Z Plcp v }E %op
mort cellulaire massive, qui peut étre contrecarrée pardgvZ] 18 pE -+ [ *1fEfinzdand une
SE}]*] u Su Uo[ ¢<u]% yu & "8 p 8§ UlvVSE «p Ve @nt@aiieo}u U pOS
le clivage de BCLAF1 (BCL2 Associated Transcription Factor 1) une protéine pouvant se fitfr a Bcl-2
Lorsque BCLAF1 est clivée, Bcko ps ¢ o] & o]Jv iU <u] 1vZ] o us8}%zZ P] X
bien o [] u #ian]de Bcl-2 dans la régulation o[ u S} %0 Zedtiois études indiquent que la protéine
Bel-i P]JE& ]85 }uu pv (E Jv ulo po ]JE % Eu 55 v§ E SEJvE o
oopo (Jv [ A]8 & pv (op&E 3E}% ]Jvs ve «pu] op] « E 18 o0 8 E X
}HE- [ S ve v}S@ (Torosstan,Srentzet al., manuscrit en préparation), et sera

également évoquée dans la partie résultats de ce manuscrit.

d. Les microARNs dans le « switch » autophagique
> e U] E} ZE* % HA vE JvZ] E o[ A% E *+]}v viu E pE P v e }
[ U} %oZ P[] %03 %°EPPX [ «8 v}S uu vsS o  es protéine$ amti-apoptotiques
(Bcl-tU D >iU >i>jeU <pu] & % E * vS vS8 pv %}]vs vVSE o o[]vS E-
signalisation, et qui peuvent étre régulés par plusieurs de ces petitsS"ARB&pendant, actuellement
VRN TRY . ul] E} ZE % E&u $S vswitdh autopkEgiquer W[ S & %%} ES Ve (

littérature.

4 MODULATION DE LAUTOPHAGIE DANS LES CANCERS

> JHA ES o[Ju% o] S]}v s lepéudldppeindni tumoral a généré beaucoup

[ v8Z}pue] eu s viu & PAE °¢° ] oO]JVv]<p o }u ]Jv vs e U} po § uE-
traitements anti-cancéreux sont actuellement en cours (Tableau 9). Néanmoins, plusieurs problemes

se posent encore qua v o[us8]o]e 8]}v v E}uS]v u} po 8§ pE- OF us}% 2z P
cancéreuseW ~ie ]Jo 8§ o[Z & SH 00 Ju%o}ee] O % E J]E ] pv E
déclenchée systématiquement aprés un traitement chez un patient. (2) Si une réponse autophagique

S vovZ U Jo v[ £]*S % -° u}C v § EBul]v E <}ve@Eo (}v §]
traitement (cytoprotecteur ou C3}S}AEJ<u U ] v <p o U8}% Z P] CS}% E}S SCE
(JEuU o %ope E % v W actuellement pds Ad «Barqueurs fiables de mesure de

o[ U8}%Z P] % }uA vs ISE u3P¥]Pe namipreEx efforts sdntldohit encore a fournir

A vs <p o u} po 3]}v o[ U3}%Z P] %op]ee !SE %o}ee] 0 Vv o0]v]<p )
important de pouvoir déterminer le role de la réponse autophagique induite par différents

traitements, pour savoir de quelle maniére la moduler.
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Tableau9 d o0 W % E * v3 vS 0 » u}o HO ¢ % Euadtdphegieo[]vZ] 18]}V of
~ [ % @& « W ecu] 28 oXU fiioe
JA e o 0 oo o ulo MO ¢ % Eu $5 vS o[]vZ] 151}V o[ uS}% Z P] X Kv E SCE
pan-PI3K, des inhibiteurs de la PI3K de classe 1l Vps34, des inhibiteurs de la kinase ULK1 mais aussi des inhibiteurs
o[ t&]lyspsomale.
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>[ U3}%Z P] % }pA v3 i}p GH apte3 G E MWEo 3 v e |E ]*%}e G
% EU §3 vS e}v S]A 8]}v }u *}v JvZ] ]3]}V %} @E %}3 v3] o] & of ((

cancéreux.

4.1 Outils pharmacologiqgues permettant la modulation de

Zif——=""Sf% <t
a. *Sc «—ft—"e T'I'f——"éf%o<i
Ve 0 % O0H% ES <+ U Jo S E]S <p o[ U8}t % zZ P] MHE ]85 pv E£€

traitementanti-Spu}@® oX > (} pue }lv. § u]e uE o A 0}% % u vs []vZ] ]
pouvant potentiellement étre utilisés en clinique par la suite. Les composés utilisés pour inhiber

o[ uS}% ZorPprésentés dans le Tableau 9

X Agents lysomotropiques
>[]vZ] 1S HE 0 **]J<p 0 %oOpes }VVU o[ uS}% Z P] *S 0 Zo}E}<cu]v
empéchevs o ] 1(] S]}v | eb @réyiehnent donc la dégradation du contenu de
O U8}% Z P}e}u U o}cp v8 Jve] 0%5(OattEmolésyleocst Bt]lisge en premiere
intention pour son activité anti-paludiqu/ 00 [ HUMO ve 0 A PRlesmoditme3]A u
}1 oo  (]E& 0 ((EE]% E}S}%IE%ZCE]v /yU § u%! Z <}v olu
ferriprotoporphyrine 1X entraine la mort du parasit® De nombreux essais cliniques combinant la

chloroquine a des traitements anti cancéreux ont déja été menés et sont également en cours.

Malgré son utilisation précoce en thérapie, la chloroquine présente plusieurs problémes majeurs,
freinant son utilisation en cliniqu&V ~ie *}v  3]A]8 V[ *8 e}opu V3 %o ¢ *% ](]cp
o[ u8}% zZ P] : certaines études démontrent que la chloroquine peut avoir des effets sur
o[ %o} %3%¥¥+0u sur la vascularisation tumoréié Elle possede également des propriétés
immunosuppressivés’>°8 |a rendant difficile a attribuer a des patients subissant un traitement lourd.
(2) La dose a laquelle elle est administrée dans les essais cliniques (10mg/kg/jour) ne permet
e}opu v8 % ¢ of[]vZ] 18]}V o[ US}1% Z P] Z1l 09 % 5] vieX W}nC
apus$}%Z Pl<p U Jo ((p E ]85 u}vs & e e o [ M u}]vEORIuPKFI MU Z
% * S$}o E o0 % E o[Z}ité Xinkiber fe}fluxZautbphagique est trés réduite dans un
environnement hypoxique et/ou acide. Or, dans le cas des cancers solides, le centre de la tumeur est
pauvre en oxygeéene et trés acid®/ o % 18 o] Zo}E}cu]v JvZ]td@co[ PSS} % Z
fortement limitée®®®. (4) La chloroquine présente des propriétés immunosuppressiVe [ i}v §]}v
de cette drogue avec des traitements lourds, comme de la chimiothérapie par exemple engendreraient

une fragilisation supplémentaire du patiét>
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Tableaul0: T 0 W % & * v3 vS 0 » u}o HO ¢ }UCE uu vS pusSlole * % Eu 885 vs o[]v |
~ [ % @E « > Alv 8 oXU 1iifis

§ 0 U %E ¢« vS pupuv s+ o0 S]}v ulo MO ¢ % E&u SS vS of]v M S]}v [ US}%o.
molécules en trois groupes : (1) les molécules approuvées par la Food and Drug Administration (FDA), (2) les

ulo po ¢« v }JuEe [ A% E]Ju v8 §]}v 8§ ~Te 0 ¢ }u%o0 u v8e o0o]Ju vS8 JE X
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(Jv. [ uPu vd8 E o] 35]A]S 0[ZC E}AEC Zo}E}<«u]v U o <U]%o
A 0}% % u vsS [V Oo}Pu s W [}B%}wve] <p o0 >Ceiff®2 Les tests v3](]

préclinigues de ce composé semblent donner des résultats prometteurs, et des études plus

%o%o E}Y(}V ] ¢ *}vS Vv JUEX [ USE ¢« P v3e 0Ce}luls@lthdnty « }vs

présentés sur le Tableau 9). Il faut cependant i@e<u[ o puv [ vSE dAE V[ *8 o0[Z pE :

en clinique.

X Inhibiteurs de PI3Kinases

ES Jve JvZ] 1S HWE* %o vV W/i<]v o ¢ ¢}vE pnsJo]e * %}uE& o[]vZ] 18]}V 0
citer la 3 methyladenine (3-MA), la wortmannin, et le LY294002, qui inhibent les PI3kinases de classe |
et Ill. Ces inhibiteurs ne sont pas envisageables pour une utilisation clinique di a leur manque de
spécificité, mais aussip ( ]38 o HE (] o ((1 185 ~v ]88 [ ulede@iE S]}v
augmente également leurs effets non spécifiqd®&s)De nouveaux inhibiteurs pan PI3Kinases ont
depuis été développésV ]Jo [ P]1S pn W d2126458%1% s leurs effSe s u@E o[]vZ] 18]}V
o[ U8} %id vRJrestent encore a démontrentWope] HEe+ SHu ¢ }vS % Eule o[] vS](] §

Juu pv  Jvv ] 0 8Z & % HUS]<H % }UE (VA 0] & o ud}%zZ P] X

spécifiques de cette PI3K de classe Ill ont alors été développés. La spautin-1 (specific and potent
JvZ] 13} E }( H8}%Z PC ie v[]Jv(opu v % + o[ 3]A]S3 S 0CS]«p S %o o |
des complexes formés par cette protéifie Des études pré-cliniques ont montré que cette molécule
% Eu 53 ]85 0 %}S v3] o] $]}v Sedar({les feucém[gamygdluifes chronigues. Deux
(uloo e« []vZ] ]S UE:" o[ 3]A]13 ont égaldhent été de%eloppées : les
pyrimidinones comprenant Sar405 et le composé 31, ainsi que les bisaminopyrimidines telles que

Vps34-IN1 et PIK-III (Tableau 9).

X Inhibiteurs de ULK1

La protéine ULK1 fait également partie des protéines a cibler préférentiellement pour inhiber le flux
MS}% Z Pl<p X o[Z2 pE&E SHu 00 U SE}]* }tu%o}le o o}vS Je%o}Vv] O * %o}l

Le SBI-0206965 empéche la phosphorylation de Vps34 par®¥LKgtte molécule présente

cependant de nombreux effets non spécifiques, et reste encore a ajuster avant une potentielle
usJo]e 8]}v v o]v]<p X > DZdod67i § o DZdoobiioU «}vs WAE JvZ] ]
% E&u $$ vS o[]vZ] 18]}v o[ 3]A]s3 h><i u ] P°8 LerdEdecesv Z}u}o}l
inhibiteurs dans la réponse aux traitements anti-cancéreux doit encore étre étudié plus en détail dans

des modéles animaux puis en essais cliniques.
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b. .=« f—-t—"¢ FTif—="Sf% <t
] v<gu o }vevepue Pv E o E S o[]vZ] ]S]}v o[ uS}% Z P] Ve 0 ¢
PE& E v uul}ll]E <« Ve ES Jve *U 0 % E}%E] S« CS}SIAE]U
dessus. Il est donc nécessaire de disposer de molécules pem@tto [Jv p S]}v o[llpgleho 2z P
ulvsE «p e u}o MO * ]Jv p]* vS O] US8}%Z P] U u ] o Uu}ES OoOMO ]
SE ]S uvsS % E <« }u%l}e o V[ *ROn retrouveurijotantent des inhibiteurs de la
voie mTOR comme la %o uC Jv U e JvZ] ]S HE-" § C &} hatinib] eteaussi}uu o]
[ USE ¢ u}o pdO ¢ }uu e 1 ouwldesEdryléniknts alimentaires comme la caféine,
le resvératrol ou la vitamine D (Tableau 08X + S]A § pE- sqntyEdseniEskians le
tableau 11./0 3 [ ]Joo HE* JvS E ¢+ VvS§ v }est @hethérapie @avikagéedans le
traitement des LAGC ALK+, car elle exerce une trés forte action antiproliférative sur les cellules
SHUIE 0 » %}ES vS 8P}v }P v ><
En conclusion, il faut noter quée } uE pv  pnS]o]e S]}v v o]v]cu u} po § pE- (
viu E pe » }vv o elvs v }E U V<h VS X /O (USSP E E o *%E]S «p

ont été associés a des pathologies humaines sévéres et notamment neurodégénératiees. Un

uJoo HE Iu%E Z vel}lv p EE€o0 o[ uS}% Z P] HE J(( & vS « S %o
et de la réponse au traitement est absolument nécessaire, tout comme le perfectionnement du
A 0}%% u vS []JvZ] ]85 UE* *% [(]<u * %o EE} sepeX
42 OutilsmoZ+t..—Zf<"te "t ed——fo— Zf o't—Zf—c'e 1

Les microARNs (miRs) sont des outils envisagés dans des stratégies thérapeutiques et notamment dans
la détection et le traitement du cancer. Leur expression tissu-spécifique (rble oncogénique ou tumeur
suppresseur) ainsi que leur présence dans différents fluides corporels (urine, salive, sérum) les place
comme des candidats idéaux en tant que biomarqueurs du c&icen peut notamment citer une

Ly C V3 A 0}%% MV § 5 ¢ VPU]v ¢ euE 0 % E * Vv [Uv *]PvV :

sérum (« miR-test »), et permettant le diagnostic du cancer du poumon avec une fiabilité dé’74.9%

Lee u]Zes % HA v3 P o u vs }vv E =« JV(}EU B} VE % (E[]\O)e Focu AU/ S [! X
utilisés dans la prévision de la réponse a un traitement. De nombreuses études vont dans ce sens, mais

leur validation reste encore nécéssa&ife On peut néanmoins citer le cas de miR-224, un marqueur de
mauvais pronostique dans le cancer colore¥amiR-200a qui au contraire est de bon pronostic dans

ce méme cancéf, ou encore miR-155 qui a été associé a une mauvaise réponse au traitement R-

CHOP dans des lymphomes B diffus a grandes ceftules
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Figure40: Applications thérapeutiques et cliniques des microARNs

(adapté de Hydbring et al., 20£3)

Les quatre principales entreprises impliquées dans le développement de thérapies & base de microARNs sont

présentées sur cette figure. Les microARNs en rouge représentent une thérapie de remplacement, ou une

molécule mimant le microARN est administrée au patient. Les microARNs en vert représentent les thérapies
[IJvZ] 181}vU }1  eciblamt lquoiceoARN endogéne sont administrées.
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Comme évoqué dans la partie 4.2 du chapittd 30 » u] E} ZEs % HA v3 E Ppo & o[ pus}¥%
0 8§ % * M %E} eepueX '0} 0o u v3U ]Joe % HA vE A} E pv (}v §]}v |
flux 8} % Z Pl<cp S %}pE&E ] vS }v I8CE e u}lo po e [AV]IE ve 0o |
du flux autophagique. Enfin certaines études démontrent que les microARNs possédent un potentiel
thérapeutique certain. La thérapie la plus avancée utilisant un miR est le MRX34, un mimétique du

MiR-Td <u] % Eu § E S PE E o] A% E <]}V ulz Ve O 0C

Therapeutic$http://www.mirnarx.com/[¢ X [ WSE ¢ VSE % E]e » }uu Z Pemues dzZz E %

Therapeutics ou Santaris pharma sont intéressées dans le développement de thérapies a base de
micoARNSs, elles sont présentées en Figure 40. Les microARNs sont connus pour avoir des cibles
multiples, participant en général aux mémes voies de signaisatiette propriété permettrait & une

§Z E %o] . u] €} ZEU [I8E %oope ((] <M[HV 8Z E %] o©
% E}% E] 8§ E v(IE Pouvsd o -%pe-J(Jo3U [[((F%MWEpn}] o Z)

microARNSs a cibler reste crucial.
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Les données de la littérature indiquent que les Lymphomes Anaplasiques a Grandes Cellules exprimant
la tyrosine kinase oncogénique ALK (LAGC ALK+) sont des cancers de bon pronostic, par rapport aux
autres lymphomes T périphériques. Cependant, prés de 30% des patients rechutent précocement
aprés la premiére ligne de traitement, et ces rechutes sont agressives. Il faut également noter que
cette pathologie touche une population pédiatrique, et que le traitement par chimiothérapie entraine
de nombreux effets secondaires a long term@t o[}v Z & Z Als EX >[uns8]o]e §]}v
% Eu 3§85 vs of[]vZ] 18]}v o[ 3]AMK, £ lpvcrizdtinib, commence a se
développer en clinique, et permettrait une amélioration certaine des conditions de vie des patients
O}E+ P SE ]S uvsSX % v vSU Jo ((uS P E E o *%E]S:on « SE ]
constate notamment une reprise de la croissance tumorale dg&[ EE!S o0 &ZDé&plus] ] o
de nombreux mécanismes de résistance a ces inhibiteurs sont apparus, ce qui a conduit au
A 0}% % u vs [$wEIALK deGouvelle génératdn WInE o[ A v]EU o0 « o]v] ] ve

donc vers des thérapies combinant deux ou plusieurs agents, afin de cibler la pathologie sur plusieurs
fronts et de réduire les doses des différents agents utilisés. Plusieurs essais cliniques sont actuellement

Vv }JuE-+ 3 Ale v$§ § Gulv & o ((] 18 Ju Jv Jelve JUu%E v VS e
vinblastine), des thérapies ciblant ALK (crizotinib, ceritidib}y [ uUS®& « u}o po ¢ }uu of v§]

anti-CD30 (brentuximab-vedotin).

Vv % (E oo o U %oOUe V %oOphe [ SP ¢ }vS % Eu]e ulvs@® €& <<y o]
impliqué dans la tumorigenése, ainsi que dans la réponse au traitement. Dans la littérature, il a été mis
en évidence que son réle pouvait étre double car en fonction des conditions dans lesquelles elle est
$]A U o[ u$edfavdrider ou freiner la croissance tumlereCertaines études ont également
%o E}%}e <«<u 0 ] o P paodes dgpechel pbharmacologies ou moléculaires pourrait
permettre de contrer les résistances aux inhibiteurs de tyrosine kiRdsé&3ependant, le role de
o[ u3}%Z P] aleri, et pedthasculer de la cytoprotection vers la cytotoxicité : on parle alors

de « switch autophagique.

[ 8 ve Jvd S <pu o[]ve E]JA vE u « SE A A& §Z o <u] }vd M %o}
- § Eu]v E ] o ud}% Z dans les LASC AL KA en réponse a divers traitements
(Inhibiteurs de ALK de premiére et de seconde génération et chimiothérapies)
- § EBu]v E o EE€o o[ U8} % Z R réponse@ux traitements.=
- [ 8u] & o0+ A}] *» % CEu 35 v3 o E Ppupo 3]}v o[ u}%Z P] ‘
(} o]* v8 [pV rlaova@deSmtQRS [ USE % ES *pE of Spdontlee u] E} Z

microARN miR-7, dans le contréle du « switch autophagique » sous traitement par le crizotinib.
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PARTIE| : ARTICLEI

>[]vZ] ]S]}v O[] US}% Z P] %o}S -wiloralpeduo|[ S]}v
crizotinib dans les LAGC ALK+

1 INTRODUCTION

>[us8]o]e S]}v v «ikofikipU v Jvz] 15 p&E 0 SC@E}e]vécdiment ><U o]
développée et fait désormais partie de la premiére ligne de traitements des NSCLC ALK+. En Europe,
les premiers patients de LAGC ALK+ ont également bénéficié du traitement par cet inhibiteur.
Cependant, cette thérapie pose toujours probléme, car son arrét induit une régénération systématique

de la croissance tumorale, ce qui entraine la rechute des patients ayant bénéficié de ce traitement.

M utu vs }T i[ ] U u 3Z o U o u3}%Z P] A 18 i & % E}%}e }
résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase Al 1§ v}$ uu v§ § u}vsSE® «u of]vZ] 18]}v
A}] % }HA 13 %}3 v3] olemdal ae diveérs txedtgments comprenant aussi bien des
thérapies ciblées que des chimiothérapies o[JvA E+ U étjdgsdBntraient également que
o[ U3}%Z P] %}uA ]38 }JVEE] M E o0 Uu}ES + o00HO * SHU}E 0 U }v
processus qui peut étre soit bénéfique, soit néfaste pour les tumeurs
Ces données de la littérature nous ont conduits a mener une premiére étude, dont les objectifs
étaient:

1. E S5 E]* & o[ ust%zZ P] v E %o Hans les bARCZNPMSALK+ ><

2. De déterminer le rdle de cette réponse autophagique dans les LAGC NPM-ALK+

2 RESULTATS DE [ETUDE

21 <o Fe +7ctte.t Ti—ef "+ 00t f—— S f%“—1
Arihibition de ALK
Le premier objectifd u}v SE A ]o §Z o #porisdauieph@gioue suite o[JvZ] ]8]}v
de ALK dans des cellules de LAGC NPM-ALK+ (Karpas-299 et SU-DHL-1), notamment aprés traitement

de ces cellules par le crizotinib, gvZ] ]S p&E o[ 3]A18 SCE}elv I]v » >< ~/d<

WIHE o U vipe A}ve 3}pud [ }E } « EA ](( E éans lesEelluleg E » of
traittes ounonparcet ITK E}pe A}ve ]Jve] %P Uu}vSE E o[ puPu v3 3]}v p viu E

en réponse au traitement au crizotinib dans les Karpas-16 6 U o ulu ( }v «<u[ A pv 3E
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a la rapamycine (inhibiteur de mTORwt [v p § HE 0 < o(Figusg %aZ1lk [le

Article DX /o 8§ JvS & ¢+ Vv§ v } JortEnalgduylaire de ZQK]&IRNA dirigé contre ALK)

dans la méme lignée cellulaire provoque également une augmentation du nombre de ces vésicules
acides, «<u] V[ *8 % ¢ O e Ve 0 0]Pv & -PD, uickigEéueLdCe » 0 % E}S ]
(LAGC ALK-)

Afin de vérifier la nature de ces vésicules, nous avons ensuite effectué des observations par
microscopie électronique. Celles-ci nous ont permis de visualiser une augmentation du nombre de
vésicules autophagiques a la fois initiales (Avi), qui correspondent a des autophagosomes, et de
dégradation (Avd) correspondant a des autophagolysosofiegire 1d, le, Article. ICes vésicules

sont caractérisées pame double membrane ainsi que par la présence de la protéine LC3-1l a leur
surface. Un marquage par immunohistochimie (IHC) de cette protéine sur des cellules Karpas-299 nous
apermis [} « EA E pv ]« paadiups}lde LIC3 (« LC3-puncta ») en réponse au traitement

au crizotinib(Figure 1f, Article I)Ce marquage est caractéristique de la relocalisation de LC3 au niveau
de la membrane des autophagosomes lors de leur formation. Une analyse quantitative a permis de
us$SE v A] v VRY; MPu vs S]}v o[]vsS ve]S e U E<u P - Ve O
crizotinib par rapport aux cellules non traitéeglFigure S1, Article I)Enfin, une analyse
transcriptomique sur des Karpdssd v}pue % Eul]e [}augeAtaddndeo| /E %o dee]}v
nombreux génes impliqués dans les différentes étapes de la machinerie autophagique, tels que ULK1,
Vps34, WIPI1 ou encore L{Bigure 1g, Article .)Tous ces résultats montrent une augmentation

Ju%}ES vS§ JA Ee u Ecpy pE- O u8}1% Z RALKo} E- o[]vZ] 18]}V

E}de vige e}uu ¢ vepu]s §§ Z o o[ v oC- M (OpAE nédlUles, P]cu Y
notamment par la visualisation de la protéine LC3 par western blotting (« LC3 turnover assay »). Ces
westerns blots montr¢$ o[ pupo $]}W/  }we i p§Jidhibitioo [de NPM-ALK. Celle-ci est
encore plus importante lorsque le flux autophagique est bloqué par de la chloroquine, ce qui démontre

}v o[]lv i S]}v M (OpAE HuS}%Z P]cp o (}]* v dizo¥aipvet lorudSE ]S u v
o[]vZ] 18]}v u}lo uOoALEFigureRRy 2, 2e, Article 1)

Nous avons également montré que le double traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par le
crizotinib et par un inhibiteur des p ¢ ¢ % E& } - o[ MS}pparmicplogigye(3-
méthyladénine) ou moléculaire (SiARN dirigé contre Beclinl) induisait une diminution du nombre de

Vési Ho ¢ ] ¢ Vve O ooOpo X >F]wZ&]]§gvU <(EWD 00 U Jv p]sS o[ pPu
nombre de ces vésiculdBigure2a, Articlel) @& o (OMAE HUS}%Z PJ<pu V[ *8 % * o0}<p
conditionX >[ ve u o o &rete pepOdit dans une seconde lignée de LAGC NPM-ALK+,

les SU-DHIL{FigureS2 Article )X d}us « « } « GEA 5]}ve vIpge }v3 % Eu]e }v op&E
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de NPM-><U «pu[ oo <}]8 ($iARN didgé @ntre ALK) ou pharmacologique (traitement par le
crizotinib) vS& ]Jv ]85 o[]v u §]}v (oA uS}% ZelRlaings de LAGC NPM- o0
ALK+.

2.2 t—F"ecof—cte T— "@7Zt Tt Z'I'f——”éf%o<i <ot —«
2'|'<°S<,,<—<‘0-13\¢K

Une fois ces résultats obtenus nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire (tests MTS) en
%o E * V § v un\vvZzZ][]sS pE o[ u8}% Z Pdu 3méthylgei¢ring)y Ces
expériencesv}ipe }v8 % Eule [ Sp] & o EE€o0 o[ u8}% 2z P] Jv nls v &
crizotinib. Dans les Karpas-299, 1} us [uv JvZ] 1S p@&E o[ U8}1% Z P] }u v n SE
crizotinib (500nM, 24h), entraine une forte diminution de la viabilité cellulaire. Am§i,vZ] ]3]}V

o[ MS}%opoténtialise les effets cytotoxiques du crizotinill [ ¢85 %o} E<pu}] }v <pu o](] o[ US
de « cytoprotectrice %Figure 3, Article I). Cesrésultdts s 3§ A 0] e % €& o[]vZ] ]8]}v u}o
NPM-ALK (par un siARN ciblant ALKy ¢] <u o[ MHpéboun SARN ciblant Atg7) et ont été
confirmées par des tests de clonogénicité (croissance en agar mou), qui permettent de visualiser
o[Ju% § u SC& ]S u vsU Shsrolqu capacitd® dés Gelluldg a former des colonies et a
proliférer (Figure 4, Article )

[ USE % ESU vipe Al}ve u]e mindipn de laoabilité cellulaire induite par le
double traitement crizotinib (500nM, 48két chloroquine (30uM, 48h), était corrélée a une forte
apPu vs s]}tv O[ %0}%S}e ~3 8§ % & u (EigurePS7, Artcle v@rade]a las »
méthode de calcul développée par les Drs Chou et Talélast au logiciel Compusyn
(http://iwww.combosyn.com/)U v}pe A}ve P o u v3 u]e v A] v ««u o[]vd E 3§]}v
traitements est de type synergique dans notre modeleodr (( § }u ]v . MAE SE ]S u vse
Su% E&] HME of ]1S8]tv <+ (( 8- Z(KgureSBEArigled) vS « po

Tous ces résultats ont été confirmés dans un modele de xénogreffe de cellules Karpas-299 dans des

souris immunodéprimées (NOD-SCt)le double traitement par le crizotinib et par un inhibiteur de

o[ u8}% zZ P] (la chlorpyuipgd pv (}ES ]JvzZ] ]8]}v o] E}]ee Vv SHUlE c
HPu vs S]}v o[ %o} %o S} ela détepti@n, erfdmi@inohistochimie, de la caspase 3 clivée

(Figure 5, Article )

Ainsinous A}ve %ou U}VSE E <pu 0[] VAZK par]lgvraiteriewit Bu crizotinib ainsi que
par inhibition moléculaire de ALK, permef]v p] & o[ U8} % Zagie dans nos lignées cellulaires c
LAGC NPM-ALK®[ us8}%zZ P] i}lp v UV e@e€iQ car 8} %ltdbijién permet de

potentialiser les effets cytotoxiques du crizotinb}§ uu v8 % & pv  HPu vs §]}v o[ %o}%
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induite par la thérapie ciblée. Ces résultats ont été publiés dans un article paru en ao(t 2015 dans le

journal Oncotarget (inclusi-dessous).
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Figuredl: /v pu 8]}v [ U8}%Z P] % @E « SE ]3 u vdongKaRjLpPsRFP-GFR4.GB

(A)D spE o[]lv p S]1}v M (ouAés tréilehent Bd callule%d@pa99 au crizotinib (500nM, pendar, 24

ou 48h) et/ou par la chloroquine (38 pendant 24h) par western blotting ~ ¢« D *uE of[lv u 81}v [ u8}%Z P]
cytométrie en flux dans le clone cellulaire Karp89-RFP-GFP-LC3 aprés 24h de traitement par des doses croissantes de
crizotinib (62.5, 125, 250, 500 et 1000nKl) ~ « D <& o[]v u S]}v [ us}een fuk apfes@Eaitepriehtt S

du clone cellulaire Karpa@89-RFP-GFP-LC3 par 500nMridmtinib pendant 12h, 24h, 48h et 72rigure représentative de

3 expériences)

Figured2: /v n S]}v [ US}% Z P] %o E éculaizdd ALKV sIARN) dans le clone cellulaire Karpas-

299 RFP-GFP-LC3

D -uE o[]v 1 S]}v [ uSdbacHiereh fl%e afEes Wadisfection du clone cellulaire Ka2@@-RFP-GFP-LC3 par

un siARN contréle (siSCR, 100nM) et uRKigiblanto[ ZEu > <, 300nhM)pendant 10h, 24h, 34h, 48h, 59h et 72h.

Le tableau présente le pourcentage de cellules qus A v3 o[ p$}%Z PJ U § o u ] v M %o] (Op}E -
RFP/GFRFigure représentative de 3 expériences)
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PARTIE Il : SUITE DE LARTICLElI TRAVAUX EN COURS

>} E- o[ Su ntép @BUS avons été confrontés a des difficultés lors de la mesure du flux
autophagiquevia la détection de la protéine LC3 par western-blottirg.C3 turnover assay »). En
effet, cette technique est connue pour étre relativement difficile, en particulier en ce qui concerne la
E % E} u 8] ]o]s des sidrjauk désdciés.

Afin de pallier & ces problémes, nous avons développé une nouvelle méthode de mesure du flux
autophagique au sein du laboratoire. Cette technique a initialement été mise au point par le groupe

du Dr Thorburéf3et est basée suo[pus§]o]e S]}v [HV %o E }S-GFP-LC3 poulla néuive

du flux autophagique par cytométrie en flux. Pour cela, nous avons transfecté une lignée cellulaire de
LAGC-NPM-ALKH+, les cellules Karpas-299, avec un plasmide codant pour cette protéine de fusion. Nous
avons ensuite sélectionné (tri-cellulaire), puis amplifié un clone exprimant les fluorescences rouges
(RFP) et vertes (GFP) ( }v 8§ o X >[{u flux&lUtephagiqgue dans ce modéle peut étre
mesurée par le ratio de fluorescence RFP/GFP, car la fluorescence verte (GFP) est « quenchée » lors de

ol 11(1 8I}v o[ us}%Z P}ooQudiohuChapitid 8Epanié 3)

Au cours de ma thése, je me suis attachée dans un premier temps a vérifier le comportement du clone
cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LZ3%. E + Vv *SJupo] S]A § pE-+ 3§ ]vZ] ]88 HE-
afin de valider son utilisation comme outil de mesure du flux autophagiqgaes Dn second temps,

i [ 8tudié la réponse autophagique de clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 suite a différents traitements

anti-cancéreux administrés actuellement en clinique.

1 VALIDATION D UN NOUVEL OUTIL DE MESURE DU FLUX
AUTOPHAGIQUE PAR CYTOMETRIE EN FLUX

1.1 ""f—e t1 ZiceS«,«-ALK suttle clone Karpas-299
RFP-GFP-LC3

Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer la réponse autophagique du clone Karpas-299-RFP-
GFP-LC3 induite aprés traitement par le crizotinipu@ u vsS]}vv Vv ¢ eofjulikes dans
Oncotarget,0[ u8}%Z P] 8 (}E&S u vS Jv ul]s8 v E % }VFK. Enueffe§@ ]S u vSs
peut observer une accumulation plus importante de la protéine ILIB8que les cellules sont traitées
a la fois par le crizotinib et par la chloroquine en comparaison avec les cellules traitées par la
chloroquine seule, et ce méme a différents temps de traitement (Figurg. Alwsi, le traitement du
clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 par différentes doses de crizotinib4ERyyermet de visualiser
une augmentation graduelle du pourcentage de cellules activant un fort flux autophagique qui passe
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Figure43: (( S- JA &« JvZ] 158 pE- o[ U8}% Z P] e« @Eone] ¢ellalpifesSKanpasy (o p &£ \
299 RFRGAP-LC3

D uE o[]lv M S]}v [ US}%Z P] % E eddne celulpire Ka(p39gRFRYP-LAC3 traité par le
crizotinib (500nM, 24h) avecousa ]J]vZ] ]88 pE- OF pSh% Z1 ZIE J]E]P }vSE o[ ZEu h><i ~e¢]h>«
ou (B) un inhibiteur de la PI3K de classe Il VPS3BV(1R4h). NT : cellules non traitéedzigure représentative de 3

expériences)

Figure44: /v p 31}V [ U8}%Z P] % @& « SE |3 u v3 -DHLERPBEGFP-LC3/» 0 « ~h

Mesp E o[]v u S]}v [ U8}%Z P] % E CS}u SE] v (o0p/AESUBRHE-l-tradsduitesp&E uhS u vs§
lentivecteur exprimant la protéine de fusion RFP-GFP-$@EBKL-1-RFP-GFP-LC3) par le crizotinib (300nM). NT : cellules non
traitées.(Figure représentative de 3 expériences)

215



de 22.5% pour des cellules non traitées a 82.7% pour des cellules traitées avec 1000nM de crizotinib

(24h) (Figure 4B). Nous avons également effectué une cinétique de traitement au crizotinib (500nM)

sur une péride de 12h a 72h (Figure €} Cette expérience a également montré une augmentation

progressive du flux autophagique (18.3% pour les cellules non traté& pour les cellules ayant

subi 72h de traitement) (Figure €} Ces observations ont par la suite été confirmées par une cinétique
[IvZ] 15]}v u}oéculaire de NPMFALK dHIRNA JE]P }IvEE o ZsiALK) (Figure

42). Nous avons pu observer une activation progressive du flux autophagique en fonction du temps
[IvZ] 18]}v od fde YB%va 97.8% pour des cellules transfectées de 10h a 72h par un siALK)

(Figure 42). Cependant, il faut noter que dans ce cas, a 72h de traitement, on observe la réapparition
[Lv %o} %o Lcellddiferqui se superpose avec le contrble (exprimant un flux autophagique basal),

et qui pourrait émerger suite pv Jee [ ((1 18 (Figure]4d2E

12 “"i-e tF T Fe—e oS¢, —F—"e T} Zif—-"S8f
Karpas-299 RFP-GFRC3

Aprés avoir validé la possibilité de visualiser une induction du flux autophagique par cytométrie en flux

o[ ] 1 cellutaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3, nous avons réalisé les mémes expériences en
utilisant des inhibiteurs de flux autophagique (Figure 43). Les cellules ont été transfectées ou non avec
un siARN inhibanb [ Z E u ULK1, une protéine clef de la machinerie autophagique (siULK1, Figure
43A), ou traitées avec un inhibiteur de la protéine Vps34 (iVps34, 10uM, donné par le Pr M.P.Tschan)
(Figure 43B), puis traitées avec 500nM de crizotinib pendant 24h. Globalement, nous avons observé
gue le traitement au crizotinib induisait entre 80 et 97% de flux autophagique (moyenne sur 6
expériences), par rapport a 20% dans les cellules non traitées (Figuike #3) i}v S]1}v []vZ] ]S pE-
I[ uS}%Z P] d#orédiirg fortement ce flux. En effet, le siULK1 comme le traitement par
0[]S %034, ramémes O0OHO * MUV VIA g ¢ 0 [ ud}%Z P] ~ vVA]JE}v Ti9-U
cellules non traitées par le crizotinib (Figure 43). Ces deux dernieres stratégmst flonc avérées

trés efficaces pour inhiber le flux autophagique.

La protéine de fusion RFP-GFP-LC3 a également été introduite dans une deuxiéme lignée cellulaire de
LAGC NPM-ALK+, les SU-DHL-1, par transduction lentivirale (vecteur aimablement donné par le Pr M.
P. Tschan). Le crizotinib induit également le flux autophagique dans cette lignée cellulaire & hauteur
de 63% (Figure 44). Ainsi cette lignée pourra également étre utilisée pour des mesures du flux

autophagique.

Tous ces résultats confirment que le clone Karpas-299-RFP-GFP-LC3 ainsi que les cellulds SU-DHL-

transduites par un lentivecteur exprimant la protéine de fusion RFP-GFP-LC3 sont de bons outils
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Figured5: (( S- JA E« JvZ] 18 pE- o [ K 30144 8ux ldutophagique-dans les lignées cellulaires de LAGC-NPM-ALK+

(A)Mesure du flux autophagique dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP% (E « 66Z SE ]S u vs§ ]J(( E v8 ¢ }e o« ~0iU 06ille brigaBnibi(APDle NYPd< ] o vS§

d Uo E]8]v] ~> <e }p o[ 0 8]v] ~ ,ideX > & 0 U E %E * vS 0 % }pdiianeg uRic de fluareseence dugiio REP/GFRI §8)%kestsRde Wabiktéo
cellulaire effectués dans la lignée cellulaire de LAGC NPM-ALK Karpas-299 par ces différents ITK ciblant ALK (40nM, 48h) associé ou non a un traitement par la chloroquine (CQ, 15uM 48h). NT
non traité. (Figure représentative de 3 expériences)
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permettant le criblage, par cytométrie en flux, de nombreuses molécules, 4fih}]E pv % E p E %o]

de leur effet sur le flux autophagique dans les cellules de LAGC NPM-ALK+.

2 AUTRES TRAITEMENTS DELAGCALK+ : IMPACT SUR LE FLUX
AUTOPHAGIQUE

Notre premiére étude a permis de montrer que le crizotinib induisaito[ us}%2Z P] CS8}% E}3S S&E]
les LAGC NPM-ALK+.®Bv] € u v3U pv Vv}pA oichibRews @oJ]}§]1A]1S (IMK) ciblant

ALK a été déveloge afin de pallier aux résistances naissantes au crizotinib. Les effets de ces ITK de
seconde génératior HE o[ US} % Z Routefois pas &ncore connus. |l faut également garder en

mémoire que le traitement classique de premiére intention des LAGC NPM-ALK+ est la chimiothérapie

(CHOP cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisdde) S <gu 0o[]Ju%. S S C %o
SCE ]S u vsS *uE o[ pEdrelules]lde LAGC NPM-AM+ ¢ § iIJUE %o * }vvpuX
Ve v £ U o <« }v } i 8]( ulv 3E A Jo §Z o § [Spu] & o

traitements sur le flux autophagique dans les LAGC NPM-ALK+.

- Dans un premier temps, je me suis attachég a3 p 0 /d<ALKdews8&conde génération
(le brigatinib, le NVRd U o E&]S8]v] ,%fiodecdétdimiher si, comme le crizotinib, ils
% Eu S$SS ] vS o[]v L S]}v [UV MUS}%Z P] CS}% E}S SE] X
- Dans un second temps, je me suis intéressée aux traitements chimiothérapeutiques (doxorubicine
et vinblastine), afin de déterminer si une réponse autophagique leur était également associée.
- Enfin, les résultats obtepe u[}vS }v u]s U[Jvd E e« E uA&E A}] - *]Pv 0]

aval de ces traitements, et en particulier a la voie mTOR un régulateur y E o[ us}t%z P] X
2.1 Inhibiteursde Zif ...—<"<—+ ALK fle $edohde génération

AucoursdemathésU i[ ] SE A Joo <pE «plakiEasd Al dphoueElke génératidh Jo [ P13

du brigatinib, du ceritinidd  alexfinib ainsi que du NVP-TAE (molécule précurseur du ceritinib). Leur
efficacité étant plus importante que celle du crizotinito SIus [ }E (oop S O] o } %
Hv - Ju]vus]}v 0 E}]ee v oopo JE [ VA]E}v fc8zetiniud B0mM;3 p SE
utilisé dans notre premiére étude). Ainsi, nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire (tests MTS)

qui nous ont indiqué que ces doses sont de 40nM, soit 12 inférieures a la dose de crizotinib utilisée pour
obtenir le méme effet (données non présentées dans ce mariysquel que soito[/d < e }v
génération considéré [ *5 }v cahidentration que nous nous sommes placés dans les études de

combinaison thérapeutique impliquant ces ITKs.
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Figure46 : Dose réponse du traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par la doxorubicine et la vinblastine
Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules K299dmitées pendant 48h par des doses croissantes (A) de
doxorubicine (31.25, 62.5, 125, 250 et 500 nM) et (B) de vinblastine (0.75, 1.5, 3.125, 6.25, 12.5 etf2guid)ieprésentative
de 3 expériences)

Figured7: =« v [Jv p S]}v (o pggues8ySdrditement par la doxorubicine et la vinblastine dans

les cellules de LAGC NPM-ALK+.

Mesure du flux autophagique par cytométrie en flux dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 traité 48h par
(A) 1,5nM de vinblastine (VLB) pendant 48h et (B) par 200nM de doxorubicine (Doxo) pendant 48h. (NT : non traité)
(Figure représentative de 3 expériences)
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o[ ] o § daweyjtométrie en flux utilisant le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3, nous
avons ensuite montré que leE]P S]v] U o[ o §]v] U o-TAEG@GJdugerit tous um fol Hv
autophagique. En effet, le traitement du clone cellulaire Kag8&RFP-GFP-LC3 par 300nM de chacun
de ces ITK pendant 48h, induit un flux autophagique maximal proche de 100% (Figure 45A). La
confirmation de [Jv n S]}v 4 (opuAE WS} % Z dietules wendriite été effectuée par des
expériences de western blotting permettant la détection de la protéine LC3. Ainsi, nous avons pu observer
o[ Mupo S]}v 0 %bl@n}&onditior-dé traitement combiné (ITK ciblant ALK + inhibiteurs de
o[ u38} % Zddnhées xon présentées dans ce manuscrit). Par la suite, des tests de viabilité cellulaire
combinant ces différents ITK ciblant ALK avec un inhibiteur du flux autophagique (la chloroguine) nous
ont % Eu]e § Gu]j]v &E o EE€o o[ u8}% zZ P] ]vitgniénts. EnEffeed} v e .
double traitement chloroquine (18M) +ITK ciblat ALK (40nM) induit systématiqguement une perte de
viabilité cellulaire plus importante que le traitement par ITK seul (Figure 26B>[ us}%zZ P] Jv p]s§
réponse aux différents ITK ciblant ALK testés semble donc jouer un rdle cytoprotecteur car son inhibition
permet de potentialisero[ (( 3ITK de seconde génération, tout commég pe o[ A}ve pour(E A

crizotinib

2.2 Chimiothérapies

viu E pge ¢ Su ¢ }vsS u}vSE <«est unmé&driierde pgrmettant aux cellules de faire
face a différents stress, et en particulier aux stress thérapeutiques. Les ITK ciblant ALK font partie de ces
eSE e* $Z & %o MS]<H U 3}pus Yuu o0 ¢ ZJul}SZ & %] *X >[} dor&]( *u]A v3
été de déterminer si tous les stress thérapeutiques permgttvs  []Jv H]E Hv E %o}ve US} %o Z
dans les LAGC NPM-ALK+.

Aprés les ITK ciblant ALK, de premiére et de seconde génération, nous nous sommes donc intéressés aux
chimiothérapies. Nous avons choisi la doxorubicine (présente dans le cocktail CHOP), ainsi que la
vinblastine (une molécule présentant des effets prometteurs en cliniquex [ (( $ e WA u}o po
sur la viabilité cellulaire est trés puissant : en effet dans les Karpas299, un traitement de 48h avec 250nM

de doxorubicine (doxo) permet ungvZ] 13]}v o A] ]o]s 080 pai Epport & depE } v
cellules non traitées (Figure Ap Les effets de la vinblastine (VLB) sont encore plus prononcés : il suffit

de 48h de traitement avec 12.5nM de cette drogue pour atteindre les mémes effets sur la viabilité

cellulaire (Figure 46B

Nous avons ensuite mesuré la capacité de ces traitements a induire le flux autophagique par cytométrie
enflux of ] KM cellwaire Karpas-299-RFP-GFP-NO8 (E *u0S S u}v3@E vS <u[ v }u% G
avec des cellules non traitées (NT), le traitement a la vinblastine WLB) 1] W pv pPu vs S]}iv u
flux autophagique (Figure 42U o0} &+ <u[ o u'!noM), i} mpadtX & viabilité cellulaire
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Figure48: Activation de la voie mTOR en réponse au traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par différents ITK

ciblant ALK, par la doxorubicineu la vinblastine:

(A) Mesure duv]A u [ £ % E <]}V > <-Mekide 2K YdTBIGALKileVd protéine ribosomale S6 phosphorylée

(P-S6)de la protéine ribosomale S6 totale (S#9,ULK1 phosphorylé (P-ULd@LK1 total (ULK) ainsi gde la GAPDH (contréle

de charge) par western blotting dans les cellules Karpas-299 traitées par des doses croissantes de crizotinib (200, 500 et 1000

nM) pendant 24h. (B) Mesure de |[ A% E *<]}Vv 0 % E}S Jv 0 Wi §}3 o0-4EPB1)Wnsi que éellE He%. Z} E C o
o[ S§]v ~ }vSEE€o par westefd Blotting dans les cellules Kar@&8-traitées par le crizotinib (500nM, 24h, Crizo),

o[ o §]v] ~iiivDU i6ZU ,id+U o E&]P §]v] ~iiivDU 10ZU WPFAE (00nMEZ4h,\NVP);TdivDU 18 Z1|
vinblastine (3.125nM, 24h, VLB) et la doxorubicine (400nM, 24h, D@&ig@)re représentative de 3 expériences)
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(Figure 48). Le traitement & la doxorubicine quant a lui induit toujours en moyenne 10% de flux
autophagique (Figure 8)U § (op&E v[ pPu v8 %o * lle a)a déeetifilsed @ESrées

non présentées dans ce manuscrit). Ces résultats sont totalement différents de ceux obtenus avec tous
lesITK] 0 v3 ><U % }UE 0 *<pg 0* }V % us } « EA & pv (}ES v u 31}v [ |
des doses croissantes de ces inhibiteurs (Figuyedilpie 0 ¢ *SE ¢ $Z & %o pSlepcpay|[ VSE v
systématiquement o[]v W $]}wautophadie dans les LAGC NPM-ALK+. Nous nous sommes alors

JVE E o+ O[}E]P]V 88 J(( E v X

2.3 Implication de la voie mTOR

E}ue A}ve u]e 0[ZC%}SZ « «u o0 st@ss ifErapeutiques®@TK S« chimiothérapies)
a induire ou non une réponse autophagique pouvait étre due aux voies de signalisation activées en aval

* §Z € %] *X KEU Jo 8§ ¢}Eu ]J* u]e <p o }VvSEEO o[ us}% 2z
par la voie mTOR au niveauoopo JE X >[ 3]A 38]}v ](( & vs] oo §3 A}]
traitement par ITK ciblant >< }p % & Z]Jul}SZ & %] %}lpEE ]S A %o]«<u & o
[ u}%zZ P] } « EA V E %}ve HE 8Z E %] * Sp ] X

Nous avons donc cherché a caractériser la voie mTOR dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299
aprés traitement par des ITK (de premiére et de seconde génération) ou des chimiothérapies
(doxorubicine, doxo et vinblastine, VLB). Nous avons ainsi observé que le traitement par des ITK ciblant
ALK (représentés ici par le crizotinib, crizo), entraingif 3]A u v o[]vZ] 18]}V o A}] udKz
48AU }luu of]v J<p o Ju]lvusS]}v 0 %oZ}e*% Z}E Cate Sq IR-S6rildNousc E}S v |
avons également observé la phosphorylation de ULK1 sur le résidu Serine 555, résidu caractéristique de

son activation, ce qui confirme []Jv u S§]}v o[ ust%zZ P] v E %o}verizotiniEE ]85 u vs %

En revanche, les traitements par chimiothérapie (doxorubicine ou vinblastifey SCE ]Jv vS % « o[]vZ] ]8
de la voie mTOR (FigureBJ8En effet, nous avons observé que contrairement au traitement par le
crizotinibU }u % E ITK piBlaat ALK, les traitements a la doxorubicine ou a la vinblasfihe p]e v$§

pas de diminution de &0 Z}* % Z}ECo0 $]}v 0 % E}S Jv 0 WiU v ey «SE § v ]«
mTOR.

> J(( & v VEE 0 ¢ §Z (E %] * ] o vVvS >< § 0+ Z]Jul}SZ & %] * *uE
pourrait donc étre expliquée par leurs effets sur la voie mTEDReffet, les chimiothérapies semblent ne

% « A} E [ (( § g @ors §ue leA )TK ciblant ALK semblent entrainer son inhibition. Ces
résultats d}JA v8 v }JE 1SE }JV(]EuU U 3§ }Ju%o 5 e« % E o[ S o[ 3]

caractéristiques de la voie mTOR.
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PARTIEIIl : AUTRES VOIES DE REGULATION DE
L AUTOPHAGIE DANS LEGAGCNPM-ALK+-TRAVAUX
EN COURS

i%o_zl:_(s. _'_:l: lelf_—”éf%0<i ’f” Z:t. .<“.n£
1 INTRODUCTION

11 E+f..—< et Zix——+11

Le troisieme aspect de mon travail de thése a consisté en la recherche de voies de régulation de

o[ u8}%Z P] 038 Ev S]A - 0 A}] udKZU  veAL&+ Notoeo jaloratoire > ' EW
]*%0}e v§ [uv A% ES]e % }UE o Su ]1(( Eew partis@iébopour e E viv }
u] &} ZE« S o WE }vSE] HS]}vje mesusdandPS v 2 o[ Su régulatewrs

post-transcriptionnelsEn effet, ces petits ARNs sont connus pour réguler négativement leurs génes cibles

au niveau post-transcriptionnel® o pE& E€o0 ve o0 & Puo §]}v o [ PluSietesz P *3

études ont également montré la dérégulation de ces microARNs dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ et

leur implication dans la lymphomagenese de ces hémopathies.

>[} i S]( ]v]®ésdravaux a donc S [ Sp ] & ] o[]v U 8]}V o[ US}% Z P] Y
traitement par le crizotinib dans les LAGC NPM-ALK+ pouvait étre due a la dérégulation de un ou plusieurs
microARNs. Dans un second temps nous avons entrepris la caractérisation des cibles des microARNs
candidats afin [] vS$](] C unnouveau mécanisme de régulation poteftigl®l} % Z P ] Ve 0 ¢ OO
de LAGC NPM-ALK+

1.2 Dérégulationde ZiF & "teec ectf’ o Z'"e t1 ZiceSc <«
de NPM-ALK par le crizotinib

ve o] leEpsiblié dans le journal Oncotarget, nous avons réalisé une analyse transcriptomique des
cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299. Cette étude a permis de mettre en évidence la surexpression de
nombreux génes de la machinerie autophagique sous traitement au crizotinib (24h, 500nM). Afin

[ A op E ] 35 pPu vs 3]}v %}pA 13 ISE E o] o Julvus]}v o[ £
nous avons réalisée v . % € 00 o0 U suE o0 ¢ u'lu - OOHO *U pv % EUo [ A %ol
« miRnome ». Pour cela, nousavojau % E o[ A% E <+]}v dansdes|ceije karpa®9
traitées (500nM, 24h) ou non
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Figure49: Volcano plot présentant les microARNs dérégulés en réponse au traitement de cellules de LAGC NPM-
ALK+ par le crizotinib

Analysedunivep [ A% E <¢]}v <« u] E} ZE+ v<29traitéesoouaom par Bd%aMede crizotinib pendant 24h

L[ ] €& % @& « vS 0 >}P1 u S pu&E [ £ % GlluleklKarpas-200AMmRitées par leocrizotinib par rapport

aux cellules non traitées (Log2 FC)}E }vv & % E * vS o >}Pii o-Lo41m pivakie}.d es]pdintsinoirs,

verts et rouges représentent respectivemert ¢« u] €&} ZEe+ }vS o[ £% E <]}V, esf sdus-¥xpriméd dy ]
surexprimée en réponse au traitement. Les poiatsdessus de la ligne bleue correspondent aux mesures ayant une valeur
statistique inférieure a 0.05 (p<0,05). Le miR-7 est sous exprimé apres traitement par le crizotinib et présente une trés bonne p-
valeur (p=0,006)
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avec du crizotinib. Nous avons ainsi observé la sous-expression de 10 microARNSs en réponse au traitement
par le crizotinib en comparaison avec des cellules non traitées (Figure 49). Parmi eux, le miR-7 présente
la meilleure valeur statistique (p=0.0006), ce qui suggere que cette diminution sous traitement au
crizotinib est trés reproductible. Nous nous sommes donc intéressés au role de ce microARN dans la

réponse autophagique des LAGC NPM-ALK+ sous traitement par le crizotinib.

1.3 Le miR-7 : description et fonctions connues

a. Localisation et expression

Le miR-7 est un microARN trés conservé entre les différentes espéces anitiXldsest exprimé de la

E}e}% Z]o0 m&id Bgalement chez la souris et le raZ 1 o[ Z } u an Bxpression provient de
trois loci différents MIR7-10} o]e <suCE o0 ZE}lu}elu 66U g e ]v [uv JVIBE}V u P
géne HNRNPK(Heterogeneous Nuclear RiboNucleoProtein KJIR7-2 localisé dans une région
intergénigue du chromosome 5, BtIR7-3 localisé sur le chromosome 19, dans un intron du géne codant
pour PGSF1&Pituitary Gland Specific Factor 1a). Chacun de ces génes est transcrit en un transcrit primaire
(pri-miR-7-1, pri-miR-7-2 et pri-miR-7-3). Ces pri-miR sont ensuite maturés en trois précurseurs, (pre-miR-
7-1, pre-miR-7-2 et pre-miR3j-respectivement, qui & terme, donneront tous naissance au méme
microARN mature, miR%. MiR-7 est exprimé dans de nombreux tissus, mais son expression y est
généralement faible. 1l est cependant décrit pour étre fortement exprimé dans le cerveau et le
pancréas®?®®, Sa régulation transcriptionnelle peut étre médiée par de nombreux facteurs de
transcription comme c-Myé, et il est également soumis a de nombreuses régulations post-
transcriptionnelles impliquant la protéindguR(Human Antigen R), une protéine de liaison aux ARNS
Ces deux protéines sont connues pour étre impliquées dans la lymphomagenése liée a NPM-ALK dans les
LAGES8:589

b. ROle de miR-7 dans le cancer

De nombreuses publications rapportent les fonctions de miR-7 Ainsi, il est a la fois impliqué dans des
processus de développement normaux, et dans de nombreuses pathologies, comme le cancer. Le plus
souvent mMiR®  *§ E]S luu PV *Pp%o%o E ¢ PE Spu HEU v}S uu v8 % E -
(Epidermal Growth Factor Receptor), ainsi que de nombreuses protéines participant aux voies de
signalisation en aval de ce récept&tif®®X ~}v E€o v § vS§ «u[}v }P v Pouvs §
particulier car son expression est augmentée dans divers cancers tels que le cancer cfooectas
NSCLC AL Son utilisation potentielle en tant que biomarqueur a été montrée dans différentes études.
En effet, miR-7 ¢S A& % E]u ve ]JA Ee« (0] ¢ }E%}E o« 5°9¥etipermete EpuU o

% E |E o %cHaceEs]cblgrectad®. Différentes thérapies impliquant la modulation de
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Figure50: d pZA& [ A % E e «T}dans pludidurs lignées de LAGC NPM-ALK+

Mesureduv]A p [ &£ % E «+7Hans lesiddules Karpas-299 (A) et dans les ceHUIB$IL-1 (B) (deux lignées cellulaires

de LAGC NPM-ALKH+, ) ainsi que dans les ceafiBReB (C) (lignée cellulaire de LAGC ALK-) sans traitement (Ctrl), apres traitement

% E o (E]I}8]v] ~18ZU fAiivDeU }u % E « SE ve( 35]}v [uv ¢]ZE }IVvEE€0 ~<]" ZU iiivl
(SiAL<U f{iivDe }n o[ ZEu ANd di ~e<]"d diU iiivDe % v vS pv [dd@est; ns GionXignificat, «S S]eS]«p
*: p<0,05, ** : p<0,01)Figure représentative de 3 expériences)
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Of A% E <]}V u] &} ZEtehviSagédsu (th)ne thévapie de remplacement de miR-7,

durant laquelle ce microARN est administré de maniére systémique,vibitles nanoparticules
biodégradable¥®, soitvia une préparation liposomat® }u ~17e ofiors]Ao[ /E %o @u midrpARN

par de petites molécules comme la trichostatine A (TSA), une histone déacétylase qui permettrait

o[ uPu vs §]}v 0 SE ve E]%¥]La combinaidor@grapeutique de modulateurs de

o[ &£ % & «miR-V avec des inhibiteurs de tyrosine kinase a également déja été proposée, car elle

% EU SSE ]S [ uPu vs8 & o ((] 18 .AinsiplusSi@ursBEra¥%alixontmontré que miR-

7% Eu 8§ v}S uu v38 0 %}S vS] o] S]}v ¢ (( S- aotjra&melidriask EGFR)v JvZ] ]
danslescancersdelatéteetduel o %0}S$ vS] o]e S]}v O %}%S}e Jv U]S % E 0
des microtubules) dans les NSCLC ®Rl4insi que la potentialisation des effets cytotoxiques du gefinitib

(un inhibiteur de la tyrosine kinase EGFR) dans les NSCEC ALK-

c. Cibles potentielles de miR-7
Les cibles de ce miR-7 sont trés nombreuses et ont des fonctions trés diverses. Parmi elles, certaines sont
Ju%eo]<u o ve o u Z]v E&] urolp pasekdZ ddhn&es”« Autophagy Regulation
Network iU ¢]/& % E}S Jv ¢ % ES] ]% vS of[]v u 8]}v O[] u8}1%Z P] *}v8 %o

de mROX /o <[ P]S8 o[ '&ZU ,ht i ~ligase), depCPQbLS(lm régulateur du cycle
cellulaire), de CIRH1A (impliquée dans la biogenése des ribosomes), de CDC1 (une cycline) et de la
% E}S ]Jv DN ~puv *% Eul]v *CVSZ ¢ Ju%o]<p Ve 0 ]J}eCVvSZ %0 } C

déja été validées dans la littérature telles que les protéines Bcl-2, RAF1 (ou c-Raf, une sérine thréonine
kinase), PAK1 (ou p21, impliquée dans la reconnaissance du cytosquelette et dans la signalisation
nucléaire), ABCC1 (une protéine impliquée dans la multi-résistance aux drogues), ou IRS1/2 (de la famille
des récepteurs o[]Jvepo]v ¢ ~ }vv « % (a}/Adagevde données miRTarBase

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/).

Ces divers éléments de la littérature font de miRk¥ v ] § ] 0 %}uE Vv}ISE Su U [ 8
nous avons décidé de nous intéresser a son roéle dans le phénotype cellulaire des LAGC NPM-ALK+ en

réponse au crizotinib.

2 RESULTATS OBTENUS

2.1 Quel réle pour le miR-7 dans le phénotype cellulaire@

a. Dérégulation du miR-7 sous traitement au crizotinib
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Figure51: Effet du traitement par le crizotinib combiné a la réexpression ectopique de miR-7 sur la viabilité de
cellules de LAGC NPM-ALK+

Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules Karpas-299 (A) et SU-DHL-1 (B) transfectées pendant 72h par un
microARN contr6le (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM), et traitées pendant 48h par des doses croissantes de crizotinib
(respectivement 125, 250 500 et 1000nM pour les Karpas-299, et 100, 200 et 400nM pour les SU-DHL-1). (Test statistique : T-
test ; ns : non significatif, * : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0.0(Higure représentative de 3 expériences).

Figure52 : Effet du traitement par le crizotinib combiné a la réexpression ectopique de MIR-LE O %o} %o S}
sur le cycle de cellules de LAGC NPM-ALK+

D suCE O[ %}% S} ~ i § 1« § parctamétrimeniilox,]d& cebules Karg2@9 transfectées pendant 72h
par un microARN contrdle (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM) et traitées ou non (Ctrl) par du crizotinib (500nM, 24h00,
Crizo). (B) (Test statistique : T-test ; ns : non signifi¢etgure représentative de 3 expériences)
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La diminution de miR-7 aprés inhibition de ALK a la fois pharmacologique (traitement par le criebtinib)
moléculaire (SiARN ciblarm [ Z E u ALK) a été confirmée par qRT-PCR, dans deux lignées cellulaires
différentes de LAGC NPM-ALKgs Karpas-299 (Figub®A) et les SU-DHL-1 (Fig&@B). Le traitement

de la lignée de LAGC ALK- WE=-U v[ «<«p v§ mirg peddiminution demiR-7 (Figur&0Q.

( }v Jvs & ¢« v8 U of[]vZ] 18]}v ulo uo J&E M ( 8§ puE SE ve E]%S]
de STAT3) induit également la sous-expression du miR-7 dans la lignée cellulaire Karpas-299 (Figure 50A).
Lavoierd di 3 pv e A}l s ui pE « 3]A -+ v AAIK, et ddstsitesRievixaEow D
pour ce facteur de transcription sur le promoteur du géne codant pour miR-7 ont été décrits
(https://genome.ucsc.edu/). Ces éléments indiquent que la sous-expression de miR-7 dans les LAGC NPM-
ALK+ pourrait étre dépendante o[]v Z] disfagteur de transcription STAT3. En effet, il est clairement
établi que lors du traitement par le crizotinih o[ 3]A]3 I]v >< o8 JvZ]raitld <p] U
phosphorylation de STA¥32

b. Effets de la réexpression ectopique du miR-7 dans les LAGC NPM-
ALK+ :
Nous avons ensuite voulu évaluer les effets de la réexpression ectopique du miR-7 sur la viabilité des
lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+. Les tests de viabilité cellulaire que nous avons réalisé ont montré
gue la réexpression de miR-7 dans des cellules Karpas-299 et SUtRlt#tes par le crizotinib (48h,
doses croissantes), permet de potentialiser les effets cytotoxiques de cet ITK (Figure 51). Ces résultats
indiquent que le miR-7 joue un réle suppresseur de tumeur dans les LAGC NPM-ALK+ en combinaison

avec le traitement au crizotinib.

(1v § Gul]v E o u Vv]eu O[}E]P]V nous&avo¥s & da suiteAesiiE] S U
O[Ju%e UEE O %0} %S}e S U de lar€expressiorogctopjdie de milRn combinaison ou
non avec un traitement au crizotinib (500nM, 48h) (Figure 52). Par comparaison avec les cellules Karpas-
299 transfectées par un miR-contrdle, nous avons observé quedmmiR4 0 v[]v H]S % ¢ [ uPu vs §]}
O[ %0} %S} ~}v %o oe i6 1069 0O0HO * %duridebAelul¥s JradEfeotfes ou/E v S
non par miR-7) (Figure 52 A1, et AR)v] [ EE!S nu C o oopgo JE ~u E«p P o[]}
(Figure 51B). Ces résultats sont semblables a ceux obtenus dans les conditions ou la transfection de miR-
7 est combinée a un traitement par le crizotinib. En effet, la réexpression ectopique de miR-7 ne
potentialise pas les effets du crizotinie] s E o[ %o} %S} *28%ide dell@esppositives pour
o[ vv A pourdes cellules transfectées ou non par le miR-7) (Figure 52 Al et A2), ni sur le blocage du

cycle cellulaire (Figure 82

>[ %} %S}t }pu o] EE!'S p C o ooOpO J]E VvV % Eu S5 vS %o ¢ [ AE%O0]<p
Al ]o]s OOMO JCE U v}ige VIde sJuu ¢ 0}E-* JvE E - - [ MSE * u Vv]eu
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Figure53 : Effet de la réexpression ectopique de miR- A }p ¢ ve SE ]S u vd p E]I}8]v] *uE o
[ L3} % Zddh les cellules de LAGC NPM-ALK+

Mesure du flux autophagique par cytométrie en flax e § ~ ¢ % E A 3 Ev 0}53]vP o[ ] [uv VvS8] }E %o
contrelap@®}s ]Jv >1 § }vSE o 'W , ~ }vSEE€o Z EP U VvV %E «Vv }u ViV Zo}E}<«u
(B) dans le clone cellulaire Karp289-RFP-GFP-LC3 transfecté par un microARN contrle (miR-Neg, 100nM) ou @gar miR-

(100nM) durant 72h et traité ou non (Ctrl) par le crizotinib (24h, 500nM, Crizo). (Test statistique : T-Test ; ** : (F4QuO4)

représentative de 3 expériences).
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0 U}ES oo0opo J]E U }luu o US}%Z P] X J2091RFP-GHP-LC3, poudwonspuE %o
mesureE pv Jv g S]}v [ US}%Z P] [ vA]Epw3)i tans lesuckulesy Karpas-299
transfectées avec le miR-7 et traitées au crizotinib par rapport a celles traitées et transfectées par un
microARN contréle (miR-Neg) (FigureAp3Cette augmentation du flux autophagique est également
observée dans les cellules transfectées avec le miRt7p[ « v S1us S@&guré 53AY.Les
observations ont été vérifiées par la détection de la protéine LC3 par western blotting, qui montre
effectivement une induction du flux autophagique apres transfection de miR-7 dans les cellules Karpas-
299 traitées ou non par le crizotinib (500nM, 24h00) (accumulation de la protéine LC3-1l en condition de

blocage du flux autophagique et de transfection de miR-7) (EBRB).

c. Role potentiel de miR-7 dans le switch autophagique

La réexpression ectopique de miR-7 sous traitement au crizotinib permet donc une potentialisation du
(OpUAE US}%Z Pl<pu U e} ] MV  %0}S vS8] o] S]}VTK eiblaptABe Ce&L8}S} A<
*uPP & oO[]V[uVE]}IMS}%Z P] 8 C %o CS}S}A]«<p U }vs o[ £]*S v [
nombreux modéles tumoraux. Or, la premiére étude que nous avons menée indifuait o[JvA Ee+ U
o[]v 4 8]}v [upv US}t% Z P] S CetorépdD e} 8id @Eajtementpar le crizotinib. Nous

A}ve }v ule 0[ZC% pJZA]+S [wmv shitchi (}v §]}v o[ us}% 2z P] U
cytoprotection a la cytotoxicité, résultant de la réexpression du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-
ALK+. Nous avons alors orient& § (E S *UE o &E ZibEs de miRZ Foe qui pourrait

% Eu SSCE [ o ]J]E ]JE o * u V]eu swikEh»%}ve 0 h

2.2 Recherche de cibles pour miR-Bp

a.Le cas de Bcl-2:
La protéine Bcl-2 est décrite comme étant une cible directe du miR-7 dans différents modeles tumoraux
}uu u vs8]}vyv ve 0[]vS &2 peusdé lidd a Beclinviason domaine BH3, et ainsi inhiber
o[]v 4 8]}v o[ u8}%2Z P] X &S Jv « Su freinndolaguaree» degv BE% Z Ph U

E S35 %E&}S ]v % Eu § oJul]S & o[]vS ve]S W (OpHAE ]V H]S VvV E %o}V
de Beclin 1.
Des travaux antérieurs de notre équipe ont montré que dans les LAGC NRM=U o[ A& %o (E-2+]}V C

était trés faible comparée a des LAGC AbFigure 54AX 83 } « EA 3]}v 3 [ ]Joo HE* *puC

car Bcl-2 représente un oncogéne majeur dans de nombreux types de cancers.

Nous avons également observé que le traitement des cellules de LAGC NPM-ALK+ par des doses
croissantes de crizotinib (125, 250, 500, 1000 et 2000 nM) pendant 24h induisait la réexpressibd de B
dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 et S{Fiblitk-54B),
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Figure54 : Bcl-2 cible potentielle de miR5p

~ D euyE p Vv]A u [ Adetdne BELE2 dansles lignées cellulaires de LAGC ALK+ (Karpas-299, SU-DHL-1 et COST)
etALK-(FBAA S D 1T ¢X ~ ¢« D suyE oy S pk£E [ 4 %o & parWEstern lwottitig @ahsS dpg cellubes de LAGC
NPM-ALK+ Karpas-299 traitées par le crizotinib (a 125, 250, 500, 1000 et 2000nM) pendant 24h (C-1) Mesure du flux autophagique
dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 transfecté durant 72h par un contréle (siSCR, 100nM) ou par un siRNA ciblant
o[ ZEu -2 (siBcl2, 100nM) puis traitées ou non (NT) par des doses croissantes de crizotinib (62.5, 125, 250 ou 500 nM)

% v vSs T0ZX ~ ((] 18 [1vZ] 152)} (Dyav&sure de la viabilité cellulaire par test MTS de cellules K298as-
transfectées ou non par un controle (siBC iiivDe }u pv ¢] ZE ] o v& @GBAX100nM) durant 72h, et traitées

L viv % E fiiivD E]1}8]v] % v VS 8O0ZX ~ + D «uyE p 3 uUE [ £%® patRT- o[ ZEu
gPCR (E-1) et de la protéine Bcl-2 par marquage intracellulaire par cytométrie en flux (E-2) de cellules Karpas-299 transfectées
par un contr6le (miR-Neg, 100nM) ou par miR-7 (100nM) pendant 72h puis traitées par le crizotinib (500nM, 24h). (F) Mesure de

;
p

la viabilité cellulaire par test MTS de cellules Karpass SE ve( S * % E pv }vSE€0 ~<]* ZU iiivDeU % E -

h><i ~e¢]h><iU iiivDeU % E ] ZE-2]siBckz IOPnKIE ou par les deux (siULK1 + siBcl2) durant 72h et
traitées ou non (NT) par le crizotinib (125 ou 250nM, 48h). (Test statistique : T-Test ; * : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : Pk@&001)
panels A, B, C, D et E sont représentatifs de 3 expériences, le panel F est un résultat préliminaire).
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accompagnée of[]Jv p S]}v [ puS}%Z P] CS}% E}S SE] E]s ve o[ ES] «
Cette réexpression de Bél-% }JuEE 13 « EA]E EZ }*S SU S u%! Z E o[]v H S]]}
par séquestration de la protéine Beclin 1(] v § 3 E 85 ZC%}SZ » U viue Alve JvZ]
de Bcl-2 dans le clone cellulaire Karpas-299-RFP-GFP-LC3 traité ou non par des doses croissantes de
crizotinib (62.5, 125, 250, 500 et 1000 nM) pendant 24h, et nous avons mesuré le flux autophagique par
cytométrie en flux. Nous avons ainsi observg  o[]vZ] ]8]}v u}lo RoseuE (SiARN oiblant

o[ ZE uBcl-2), entrainait une induction du flux autophagiqu&, e u[ v }u Jv ]Je}v A pv SE ]3 u
au crizotinib, elle permettaituv  Jv 4 8]}v 4 (OMAE HUS}%Z Pl<u %oope (JES <u o]\
(Figure 54C). Bcl-2 permettrai} v (E Jv & o[]vS ve]s induiwfenugpXZz Pp[lvZ] 18]}V

de NPM-ALK (par traitement au crizotinib). Cette régulation se ferait vraisemblablement par la régulation

négative de la protéine Beclin 1 (données non présentées dans ce manuscrit)

(1v A E](] & ] o[]lvZ] 15]}& permettaiteel€Erhndrvle phénotype obtenu apres
réexpression ectopique de miR-7 dans les cellules de LAGC NM-ALK+ Karpas-299, nous avons effectué des
tests de viabilité cellulaire (test MTS) combinanf]vZ] ]15]}v u}o pdpaEn siARNaiblant son
ARNmM (siBcl2), a un traitement par le crizotinib (500nM, 48h). Nous avons ainsi observé que2le siBcl-
entraine la potentialisation des effets cytotoxiques du crizotinib. En effet, la viabilité cellulaire passe de
50% apres traitement au crizotind10% apres traitement au crizotinib}u ]v  inkiljition de BcR
(Figure 54D). Les résultats obtenus avec €t ]JE]P }vSE Belp Zemblent parfaitement
superposables avec ceux obtenus aprés réexpression ectopique de miR-7 (FRjuMob$ avons donc

u]e ydathése que miR-7 était un régulateur négatif dé /A %. E 8c]-Rwdans les cellules de LAGC
NPM-ALKX (]v A E](] E 385 ZC%}SZ « U vipe A}ve ulapr@@in@Bck]A u [ £
2 avant et aprés transfection de miR-7. Nous avons ainsi observé Ju]vus]}v O Al E o]}V

protéine Bcl-2 lors de la transfection du miR-7 couplée a un traitement au crizotinib (Figyre 54E

Cependant, ces observations ne traduisent que des relations indirectes entre le miR-7 et Bcl-2. Pour
montrer o[JvS E S]}v ]E - SDODEZHUZ } VvS % }uE -2 ndas@ahs]effecuté

des expériences Hluupv}% E ][% ]S S]}v  biotin-pliidgwn asday ») utilisant un mmR-
biotinylé (miR-7-Bt). Nous avons ainsi transfecté des cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 soit par une
forme biotinylée de miR-7 humain, soit par une forme biotinylée de miR-39 de c.elegans (cel-miR-39,
contrdle négatif non exprimé dans des lignées cellulaires humaines). Ces microARNs ont ensuite été
précipités via la biotine sur des billes de streptavidine environ 18h aprés transfection. Les ARNm co-
purifiés ont ensuite été extraits et analysés par RT-gPCR avec des amorces spécifiques pour la GAPDH
(contrdle négatif) ou pour Bcl-2. Ces expériences ont révélé guBimn codant pour Bck- \ept pasco-

purifié en présence de miR-78U S}usS }luu o[ ZEu } VS %}uE o ' W , ~ }lvv e« v}
dans le manuscrit).
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Figure55 : c-Raf est une cible directe de miR-7 dans les LAGC NPM-ALK+

(A)Quantification par RT-gPCR des ARNm codants pour les protéines GAPDH et cdpdiffaes par précipitation avec un

miR-7 biotinylé (miR-7-Bt) ou avec un miR-39 de c.elegans biotinylé (cel-iR-v[ C vS %o ]o ve 0 ¢« 0]PV ¢ o
humaines). Les cellules Karpas-299 ont été transfectées par un microARN contrdle biotinylé @%|40iR) ou par le miR-

biotinylé (miR-7, 40nM) pendant 18(B) D «pu & U V]IA U [ A% E ««]IRaf etGRPEH cdnirdte de charge) par

western blotting dans les cellules Karpas-299 et SU-DHL-1 transfectées par un microARN contréle (miR-Neg, 100nM) ou par le
miR-7 (100nM) pendant 72h et traitées ou non par le crizotinib (PF, 500nYL,(BAD *uE P V]IA u [ £ % E +<]}v o[ Z
codant pour la protéine c-Raf par RT-gPCR dans des cellules Karpas-299 transfectées par un controle (miR-Neg, 100nM) ou par
miR-7 (100M) pendant 72h(D-1) Mesure de la viabilité cellulaire par test MTS dans les cellules Karpas-299 transfectées a deux
reprisesU 18Z []v$afiA conirdle (siSCR, 100nM)%6 E pv <] ZE ] o vé&Raf (ERaf, 100nM) pour une

durée totale de 72h de transfection, et traitées ou non par des doses croissantes de crizotinib (125, 250, 500, 1000 et 2000nM
pendant 86Z<X >[ ((] 18§ S$E ve( 3$]}westerd bloking ainsi fe @ar RT-qPCR (D-2). (Test statistique : T-

Test ; *: p<0.05 ; ** : p<0.0LFigure représentative de 3 expériences).
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Nos résultatsv [ } vdNC %o ¢ %0 EuU]* usSE v Al v puv ]Jvs E 3]Bu- |E 3 v
2 et miR-7.

>[} « EA 3§])switch »hentre une autophagie de survie et une autophagie de mort dans les LAGC
NPM- ><= 5 puv %Z viu v JvSE]Pu Wdéit pgs explifwenparstnglisteraction directe
entre miR-7 et Bcl-2. Afin de confirmer qod pus} % Z P] CS}S}A]J<n 8 ] vo u v]eu C
de la perte de viabilité des cellules, nous avons effectué des tests de viabilité cellulaire dans lesquels nous
avons coupléo[JvZ] |E8BERR~+«] ZE ] o vS o[ 2Faveco[]oZ] ]5]dV uS} %(ZTARN

] o v8 o[ ZEu etdvecunr traitement par le crizotinib (125 ou 250nM, 48h). Les résultats de ces
tests révélent que dans la lignée de LAGC NPM-ALK+ Karpas-PP9Z] ]5]}v o[ u8}t% zZ P] -
V[Ju% $§ subtdawiabilit oopgo JE& U o[]JVA E- -2 (sipRNZdbl&b)vZ E uBol2)
qui entraine une diminution de la viabilité cellulaire, plus importante encore en condition de traitement
au crizotinib (Figure 34 Nous avons également observé qug] Vv &tipn conjointe de Bcl-2 et de
o[ U3} %ogermpt [JVA E+ & o0 « (( & B[] e&l]e] &f ke en présence ou non du
traitement par le crizotinib (Figure 54F). Nos résultats préliminaires laissentdofcP E & <p o[]vZ] 18]
de Bcl-2 combinée au traitement par le crizotinbSE Jv o[]v u S§]}v [uv  uS}%Z P] CS§}S§}
le blocage permet de préserver la viabilité cellulaird. v+ u o0s travaux impliquant la protéine Bcl-2
a été réalisé en collaboration avec Avédis Torossian et Estelle Espinos au sein de notrecéguoipte,

o[} i § [uv uterucoud He rédaction.

b. Le cas de RAF1:
Afin de déterminer quelles pourraient étre les cibles directes de miR-7, nous a\dns & [ USE -
% E] v e [Juupv}rutsait¥uhé eldion biotinylée de miR-7 (miR-7-Bt). Pour cela,
comme décrit précédemment, les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299 ont été transfectées soit par
une forme humaine biotinylée de miR-7, soit par un microARN biotinylé de c.elegans (&9 miR-
contrdle négatif non exprimé dans les lignées cellulaires humaines). Nous avons ensuite analysé les ARNm
co-précipités RT-gPCR, par des amorces spécifiques de la GAPDH (contréle négatif) et de c-Raf. Nous avons
} o A «<«u o[ ZEu } V3 % }uRaAf était%sigrifcatiement co-purifié avec le miR-7-Bt
(p<0.01), mais pas avec le cel-BRBt (Figure 55+ X 0[}% % }e U v}pe V[ A}ve %o o+ }
[ VE] Z]** u v3 o[ ZEu 0 "W, Ve 0o %E ]% ]{5BEpavrapport &apu A
celle (( Spu o[ ] -miRe39 (Eigure 55A). Nous avons confirmé ces résultats par des expériences
de réexpression ectopiques du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ Karpas-299. En effet, nous
avons observé la sous/E %o (E ]}V 0 (}]-de laodroEele c-Raf dans aprés transfection du

miR-7 par rapport aux cellules transfectées par le microARN contréle (Figure 55B et 55C).
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Nous avons ensuitéh}puop A E]J(] & «<u oRhlZar U8 BJARN permettait de reproduire les

résultats obtenus aprés réexpression ectopique du miR-7. Pour cela, nous avons effectué des tests de

Al Jo]3 oopgo JCE tu Jv v8 o[]vZ] JRf} par udno siARN J(@eux transfections

successives, 72h[dvZ] 15]}v Jalstfditeorent par le crizotinib a plusieurs doses (125, 250, 500,

1000 et 2000nM) pendant 48h. Nous avons observé une tres faible potentialisation des effets
C3}3}AE]«n » p E]I1}8]v] %R4EE: |a fifiéhckdaximale en termes de viabilité cellulaire

entre ces deux conditions est seulement de 10% (Figure 55D). Ces résultats pourraient néanmoins étre
%Ol » % E o[]vZ] ]8]}v u}o -2 ]E-JV]Iu%io WA p % E}S Jcp <u[ pv

o[ ZEu +eSBbP ppanels de droite), et ce méme aprés deux transfections successives du siARN ciblant

o[ ZEu -Raf, dans le but de maximiser son inhibition. Ce résultat doit bien slr étre reproduit et

confirmé, notamment avec une meilleure inhibition de c-Raf (inhibiteur pharmacologique, sh-ARN).
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>[ Spp E€o o[ uS}% Z P] Ve O[}v }P v ¢« Jve] <p ve 0 E ]S v
a divers traitements est en plein essor, comme en témoignent le nombre grandissant de publications
portantsurcesujet 8 [ <u]% ¢ SE& ]S vS§ §8 8§Z u S]<u X >[ u8}t% Z P] §
comme un processus de dégradation cellulaire. Cependant, par la suite, son implication dans de
nombreux processus cellulaires clefs ainsi que dans plusieurs pathologies (dont le cancer) a été

démontrée, ce qui en fait une bonne cible thérapeutique potentielle.

>[]vs E!S VISE <H]%0 %o}UE O ¢ >CU%Z}U ¢ V %0 *]J<p e 'GE V o
ALK (LAGC ALK+) est historique, car notre groupe associe depuis toujours des chercheurs et des

hospitalo-universitaires impliqués dans le diagnostic des hémopathies.

Les LAGC représentent environ 1 8 26%@Cu% Z}u * viv Z} Pl]v] ve Z 120%deso3 & fi

0oCuU%Z}u - o[ v( vs <p] v (]S 0 oCu%Z}u %estiindy@phemeae %o pe (C

type T, rare et agressif et fréquemment associé a la translocation réciproque t(2;5)(p23;g35) (70 a 80%

des cas). Cette anomalie chromosomique implique le géne de la nucléophoBthivd) situé en 5935

et le geneALK(Anaplastic Lymphoma Kingseen 2p23 qui code un récepteur a activité tyrosine

kinasé®X 88 S@& veo} S]}v }v plS o A% E <+]}v [tALK, Bosthaédy Z]u C

du domaine de dimérisation de NPM et de la partie intracellulaire de ALK contenant son domaine

SCE}e]v I]ve X veos>"Uo[ 3]A 38]}v }ve3]SusPMK(LAGC BRKE}S vV
><=e¢ E % @& * v3 pv A vuvduipE ve o[}v ]IP v e X

Le traitement de premiéere intention de cette pathologie repose sur une polychimiothérapie de type

CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) permettant la rémigsioA ] E } v

OR9 o % 3] V3eX 0[}%o%o}e U 0« E Zus$ « 0 %oOpe *}JpA v3 SE « PE
uneJu%o ¢ SZ & %o US]<H X [ 8§ v }vs £S <u o] S H EE€o0 o[
aux drogues nous a donc semloluvrir de nouvelles pistes thérapeutiques dans le but de diminuer

o[]v] vV e E ZpusS ¢ }u lespatieBtsS{ ]S (E }uE- Uu 8Z « i[ ] %ol u}v

que:

1. Le traitement de cellules de LAGC NPM-ALK+ par le crizotinib, un inhibiteur ciblant la tyrosine
[Jv » ~/d<e ><U VvSE ]Jv O[]v U 8]}V [ US}%Z P] CS}% E}S SCE]
2. Cette autophagie cytoprotectrice est également induite en réponse a des traitements par des
ITK de ALK de seconde génération (brigatinib, alectinib, ceritinib, NVP-TAE)
3. 0[}% %} U o VEYEU ] v § o Alvo +3]lv ~ uZE u}o puo
Zlul]}8Z & %o] ** V[ VSE ]Jv VS %o ¢ []v M S]}Vv [ UE}%Z P] X

Ces observations nous ont ensuite poussées a nous intéresser aux meécanismes moléculaires de

régulation du flux autophagique dans les cellules de LAGC NPM-ALK+. Notre laboratoire disposant
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[Hv A %ddBESD[* S | 1(( E vSe 8dD%edantd, ehparticulier pour les microARNS,
nous avons porté notre attention sur ces nouveaux régulateurs négatifs[deE %. e gehgs cibles,

trés souvent dérégulés dans de nombreux cancers. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que

4. Le microARN iR-7 est sous-exprimé apres inhibition de ALK par traitement au crizotinib dans
des lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+

5. La réexpression ectopique de miR-7 induit la transition entre une autophagie de type
cytoprotectrice vers une autophagie de type cytotoxique, phénoméne appelé « switch
autophagique »

6. Ce switch autophagique dans les LAGC NPM-ALK+ peut étre médié par la régulation de deux
cibles principales qui sont les protéines Bcl-pv €& Ppo § pE u i p&E O[ %o} %oS

o[ uS} % Z PRak(urie protéine impliquée dans la voie des MAPK).
Traitements des LAGC NPM><= S Jv p S]}v [ US}% Z P]

> E€0 C38}%E}S § HE o U3}%Z P] Vv & %}ve o[]vZ] 18]}v >
autres modéles de tumeurs solides comprenant soit des translocations impliquant le géne ALK, soit la
protéine ALK pleine taille (mutée ou surexprimée dans les neuroblastomes). On peut notamment citer
of SH uvVv % €& o PE}I® n E Z v u] ul}vsE& «g of]v pn S]}v
résistance de cellules de NSCLC EML4-ALK+ au cri?bt@déipendant, dans cette étude, on constate
que les cellules traitées par de tres fortes doses de crizotinib (PB8 v[ £ % E]Ju vS %opue o[}V }
EML4-ALK. Cecisous-3 v <pu o[ (( 8 p @E]I}8]v] *uE o p3}%Z P] Ve u}
o[]vZ] ]8]}v- >Dex g+ puv S]}v *uE [ USE - lgsque eE(Hepdtampes S 0
Growth Factor Receptor), une kinase fortement exprimée dans les cellules de NSCLC. Deux autres

Su ¢ }vs P o u vs &E]S o[]v M 8]}v o[ u8}% Z P] V E %o}ve o]

>< %0 ]v § ]Joo % & o[ VSE $§]vde spporule génératidn cibladE APHELE

% V V3 e po o[ §u  p3]o]e v8 o[ VEE 3]v] ule v A] v o E 3

autophage § 0 %}S v8] o Vv (] S8Z E % pS]<M o[usS]o]e 8S1}v [IvZ] 18 |

neuroblastomes.

Contrairement aux ITK ciblant ALK, nous avons montré que les traitements par chimiothérapies ne
* U0 VS % *]v U]E [ US}% Z P]-ALKre. Nous rous sBrivhies plus particulierement
intéressés a la doxorubicine (incluse dans le traitement CHOP) et a la vinblastine (une molécule

prometteuse dans le traitement des LAGC NPM-ALK+).

ve 0 0]88 &G SPE U o EE€o o] }VEITEU ] Jv *UE o US}% Z P] 3

molécule est connue pour présenter de forts effets cytotoxiques sur les cardiomyocytes notamment
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% E o[]v u S]}v [ poHxiguZ dBrs ce€cellu¥s De nombreuses autres études décrivent

P ouvs o[]v u $]}v (OMAE HUS}%Z Plcu SPECHpendant, les tlad@ufsS u v$S
du groupe du Dr Yokochi montte<p o }AEIEWP ] ]Jv V][]V U]S %o ¢ [ u8}% Z P] Ve
de HodgjvU u!u <] o u 8§27} u -uE o[ US}% Z P] ve 8§ 3Su & -

E 00 VvV }ve]ed <«u[ v o4 punc@EsA G33par microscopie de fluoresc&ficbans
les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+, nous avons montré que le traitement a la doxorubicine
induit environ 10% de flux autophagique quels que soient les doses utilisées ou le temps de traitement,

<] v[ S v g UV ¢ Ju% E o0 W (OUAE WS} %ant R)Ksurdesméde%o E o0 -

cellules et qui correspondrait a cette derniére étude. Ce résultat reste toutefois a confirmer par

[ USCE * S Zv]cpu - u *puE& p (OpAE MPS}WZ Plcp X

La vinblastine est un poison du fuseau mitotique et empéche la polymérisation de la tubuline en
microtubules. Une des fonctions principale de ces derniers est de faciliter le trafic vésiculaire au sein

des cellulesW ]Joe i}pu vS Jve] pv E€0 Ju%}@ES vs §% AinsidelaEsiquement, [ S} %o Z
o AJv o <3]v *3 E]S % }uE Jv M]E o HUupo S}V [ US}%Z Ple}t
microtubules empéche la fusion entre ces vésicules et les lysoSthf@X [ USE « Sp -«
contradictoires ont cependant montré que le traitement o A]v 0 *38]v V[ u%! Z 18 %o
hydrolasesd VSE E ve 0 ¢ US}%o]r PopetRIUSSS ]S | 0 E ElepwE (}JEU §]
de la vinblastine sur larégulation o[ us}%2Z P] Ve O © Z U}%0 SZ] » v[ 8§ i}UE 9
nos résultats ne peuvent donc pas étre comparés a des résultats préexistantsjdanS§E ¢« oCu% Z}u -«

ou leucémies et restent encore a confirmer par des technigues complémentaires permettant la mesure

du flux autophagique.

> Ju% E Je}v o[ (( S e /d< ] 0o VvsS >< ~ % E u] E S e }v
chimiothérapies sur le flux autophagique est intéressante car elle permet de mettre en évidence que

0 & %o}ve M8} % Z PB3s penclefic& de la méme maniere pour tous les stress
thérapeutiques. Ces résultats ont été obtenus sur des égreellulaires de LAGC NPKet il serait

intéressant de les reproduire dans le modédke lymphomemurin conditionnel exprimant NPMLK

dont nous disposons au laboratoifeAu niveau de la signalisation cellulaire, la grande différenae ent

ces deux typs de traitement *3U }uu v}pe o[ A}ve u}vS8E U <p o0 + /d< ] o v§
o[]vZ] 18]}v o A}] udKzZU pv & Ppo § uE v P 3]( o[ u8}% 2z P] U
~v}S uuv3 o }AEIEWP] ]V U V[}vE u puv (( 8 @uEo[ 3%eBus/o ( us P
cancéreuses développent un métabolisme particugérsont la plupart du temps gensiblesaux

PV nAE E}]ee v ESE oopo JE X v (( U o[ 8]A 8]}v }ved]s
% Eu § o[ 3]A §]3de crospRncejintiséques (voies de signalisation<p] u]Ju v§ o[ vEE

de facteurs de croissance dans les celfife€e phéju v ¢S % ope }vvp e}pe o viu [ ]
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oncogéniqué'. Dans les LAGC NPMK+, la tyrosine kinase NPMK est constitutivement activést
représente un oncogene fort, activant de nombreuses voies de signalisation permettant la croissance
cellulaire (voir introduction, chapitre 1, partie 4.3)]Jve]U o[]v §]A §]}v § v }IP Vv %
thérapies ciblées spécifiques, mime une déprivaties cellules en énergie, qui est un signal connu
% }UE S]A E o[ U3} % ZViRd[]VvZ% |3V nod A Dhttethgpothese permettrait

[ A%o]<p & 0o ]J(( & v (opAE U8} %Z PJ<p Jv H]sS v EHdds}ve PAE |
les cellules de LAGC NPMK+X 00 8 }JVv(}ES % €& o (]38 <pu of]v u 8]}v [ us

o[]vZ] ]18]1}v [}ortsRest retrouvée dans plusieurs types de cancers, tels que dans les

leucémies myéloides chroniques exprimaattyrosine kinase oncogéniqugcrAbF® ou dans les
NSCLC ALK/ % EJu v3§ o[MetfP v

JvelU o[]vE velS8 Ht (OHAE HuE}%Z Plcuy % us A €] E v (}v 8]}v U *3CE
Suu}CE o 3 JV(E}vVS U A E] 38]}v C v3 %}pE p3 pod3Ju o[ %3 §
>gutophagie est donc un phénomene dynamique et trés sensible, ce qui la rend difficile a évaluer avec
% E ]Je]}vX > A 0}% % u v3 [}u3]oe % Eu 35 v puv v oCe (] o
autophagique dans les cellules de LAGC MK+ étaitdonc un& e EEJ}E]S X [ 8 v nus <p
Vidge c}uu ¢ S8 Z o o[ %S S]}v [uv }uS]o u ucE U (OpAE P8} % Z
flux développé par le groupe du Dr Thorbtffdans les lignées cellulaires de LAGC MK+ (le clone
Karpas299-RFPGFR> e X > E 5§ &E]- S]}v § }us]o E A o <<u[]lo % G
reproductible et quantitative du flux autophagique ainsi que la réduction des biaisedere dus a la
technique du western blotting (kC3 turnover assay). De plus, cet outil egtarticulierement adapté
aux modeéles cellulaires de LAGEMALK+ qui sont des lympbytes T cultivés en suspensigtirdonc
faciles a analyser par cytométrie eluxf'® Cependant, malgré son utilit¢ au laboratoire, cette
§ Zv]«pu u -ucE U (OUAE u8}%Z Pl<p V[ *3 % < ar%loimplique Z | o
O[ %% }ES A}P v [uVv % E}S ]v (Hel}vX
La mise au point de techniques permettant la détection et la quantification du flux autophagique chez
0 ¢ % 8] vSe ( v (] o § E % E} u 8] o *3 SUu oo dansde uv %o}]V S

Ju Jv X > A 0}% % u V$§ § 00 ¢ 8 Zv]cu o o[]Jve E]S [ ]oo uEe ve
projet européen COSE(ropean Cooperation in Science and Technolagpglé TRANSAUTOPHAGY
<u] Jv opusS ¢ %o S] vSe 88 JvSe [Z%u}WUFZ]| pUEOIPB SZ}0}P]

Su 00 u V33U 0 ¢ %o}ee] ]0]S = § 3]}v o[ U8}%Z P] Z 1 0 ¢ % 3]
microscopique et/ou biochimique de biopsies provenant de tissus tumoraux (principalement sous
forme de blocs fixés au formol etincles % €& ((]Jv ~&&W ++U }u o0}Ee+ o[ v OoCe e

de ces patients (ces deux types de prélevements étant majoritairement disponibles dans les collections
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descentres @E e*}UE =+ ]}O}PJcp seX > § Zv]cpu E ( E v Alep o] &
la microscopie électronique, qui permet la visualisation et la quantification des autophagosomes.
Cependant, cette technig  v[ *8 % ¢ % % 0] o v E}us]e, peu@Epided mettde }.,5 e
enplace § <pu[ oo Vv % EuUu § % * [ Vv 0Ce @OGX >[Z«us¥erolspharad W

E uu vsS u]*e VvV %0 pMv 8§ Zv]cpu [Juupv}Z]e8} ZJu]l ~/, U }u ]Jv v&
protéines LC3 et p62 sur coupe FPPEette méthode standardisée permet une quantification

E % E} p 3] o 38 (] o o[ US}1% Z P] U %% 0] o o EP « }loo0 3§]
donc étre utilisée en clinique et en particulier pour les LAGC ALK+, pour lesquels nous disposons de
prélévements ganglionnaires FFPE au diagnostic. Une autre étude a montré que la présence de
cytokines ou chimiokines sécrétées dans le sang périphérique telleodue it ~/vS Eo pl]v i teU
CXCLS8 (chemokine (C-X-C motif) ligand 8, ou interleukine 8), le LIF (leukemia inhibitory factor), le DKK3
(dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3) et la FAM3C (family with sequence similarity 3, member
C)pouvait varier en fonction du statut autophagique chez les patients atteints de mélaftiméise

étude de notre groupe publiée en 2012 a montré que les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+
sécrétent la protéine HMGBL1 (high-mobility-group Box-1), une protéine, qui entraine a son tour la

e E 3]}v [1vd Eo pllv 06 % E -« | @253visQee VAPE) @] v [ Joo u
associé a une dissémination leucémique du lymphste> [ S O E%o @[/>P}V Ve .
échantillons sanguins de patients atteints de LAGC NPM-ALK+ pourrait donc également permettre de
proposer cette interleukine comme biomarqueur potentieho CEu 33 v3 [ A ou & of[]v p 8]

o[ U8} % Z Plés LAGEC NPM-ALK+.

Z€O0 utoghagie en réponse a differents traitements

> u suCE o[]vS ve]S U (OUE Hn8}%Z Plcp  Z 1 0 ¢ % 3] vie V[ %o %o)
JV(}EuU 38]}ve pd3Jo« A 0}% % U V3 §Z E %] * % Ee<}vv 0] * ] O

plus duniv g []vS ve]§ M (OMAE HUS}%Z PJ<p U Jo 58 v e JE S @
H31%Z P] Z 1 0+ % 8] videU (]v % }UA}JE S 0]E pv *3E § P]
C3}% E}S 8 pE-« }p p IvEE JE [ 8)A 8]}v ~+[]Jo +8 C8}8}AE]p

> e U V]eu ¢ % Eu SSuesla fonditia aytoprotectrice o[ US} % Z P Ve 0 o >

NPM-ALK+ sont encore inconnus. Dans la littérature, il est proposé que ce mécanisme passe

majoritairement par une diminution de la sensitéildes cellules o[ %o} %3 8%.

ES ]Jve Sy ¢ U}VSE vS <pu O US}%0Z P] % Eu S []JvZ] @& o %o}%oS}e
protéines pro- %o} % S}S]<p o Ve 0 CS}e}oX W E A u%o U Ve 0 v &
Z Jv}A] z u}vsSE <«ugieoipduite} & Zéponse a TRAIL (tumor-necrosis-factor related
apoptosis inducing ligand), un récepteur de morfvS§®E o v  O[ %0}%S}e ]Jv p]S <Jupos
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car elle entraine la séquestration de la caspase 8 dans les autophagosomes, empéchant ainsi son effet
pro-apoptotiqué?’ X /o ¢S JvS E e+ VvS§ v}$ E «<jaf |e\groupeudu Déo\itate]en 2604
démontre que les cellules NK et les lymphocytes T CD8+ activés prélevés sur des donneurs sains,
expriment TRAIL et son récepteur, mais que celui-ci ne présente aucune activité cytotoxique dans ces
cellule$®. 1l pourrait donc étre intéressant de déterminer si la caspase 8 est présente dans les

autophagosomes dans les lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+.

Une autre * (}v S]}ve ui pE - o[ US}t% Z P] «§ graddionPdeodigdrsv o]
organites cellulaires et en particulier des mitochondries (mitophagie, voir introduction chapitre 3
% ES] iXiX «X /o v}iS uu vsS S Uu}vSE <«<u Of]v M S]}v [ US}HZ P]
rapamycine permettait de réduire la masse mitochondriale cellulaire de prés dé&%0%irectement,
ce phénomeéne entraine la diminution de molécules pro-apoptotiques contenues dans ces organites,
telles que le cytochrome®& Jve] <p o & pu §]}v o (JEuU S]}v [ *% <« Z 3]A
(EROSY?X hv (}ES pPu vs 3]}v eimptiadi%ddndde rieux évacuer de potentiels
]Jv H S pE- O %}%cS}s S ]Jve] %% E}S P E o0 OOHUO *X % v VvSU
cellules de LAGC NPM><= % E 0 & % uC Jv U VvSE ]Jv pv EE!S p C o
inducti}v [ %o}% 5} 5t et gldle ciblage de la voie mTOR par cette thérapie est sérieusement
envisagé en cliniqé. Cet effet cytotoxique de la rapamycine sur les lignées cellulaires de LAGC NPM-

><= % US !1SE A %O0]<h % E o (]38 <p o A}] udKz +%gede « (JES u
ALK, ce qui en fait une voie essentielle au développement et a la croissance tumorale. Son inhibition

*§ &S ]Jv u vs o § & Ve . e M %Z viuv [ ] 8]}v }v }IP
%0 E uu v8X > E€o o[ M8} % @Aiterhent de @elltdelvde LAGCSNPM-ALK+ par

la rapamycine reste donc encore a déterminer.

Enfin, il est intéressant de mentionner une nouvelle fonction émergente attribuée aux
autophagosomes, qui ont été décrits comme constituant une véritable plateforme de signalisation
cellulaire dans plusieurs étud®g5337 | es travaux du groupe du Dr Singh publiés en 2013 décrivent
o E€o o[ U3}%Z P] ve o[ 3]A 3]}v o A}l Z<U pv A}] P v
promotion de la croissance cellulaire, et activée en aval de nombreux oncogénes, dont NPM-ALK (voir
introduction, chapitre 1, partie 4.3). Ce groupe a notamment démontré que les protéines MEK et ERK
participant a cette cascade de signalisation pouvaient interagir avec les protéines Atg au niveau des

ME}%Z P}e}lu «U § «p §§ JvS E S]}v S ]S v e JE %IuE o0 pE
formation de ces structures autophagiques entrainerait donc la diminution de la phosphorylation de
ERR®X >[]v n §]}v 0 (}EuU S1}v [ US}%Z P}elu ¢ %}uEE ]S ]ve]
o[ 3]A 3]}v A}] - *]Pv 0]* 8]}v VEE Jv vi§ 0 % E}u}s]}v 0 E}]ee
contribuer p¢ E€0 CS}% E}S S pdAfin de fegier c¥& hppthese, il serait intéressant
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de visualiser la colocalisation de protéines de la ¥h#avec celles impliquées dans la formation de
o[ US}% Z P}le}u Ve 0 ¢ OOWALK+. > ' EWD

Une autre étude indépendante a décrit ce méme rdle de plateforme de signalisation pour

O[] US}% Z Ple}lu X > PE}U% p E t vP Jve] U}v3E «u o 3]A &
traitement de fibroblastes embryonnaires murins par un inhibiteur pan-sphingosine kinase nécessitait

0 % E * Vv [V us}t%2zZ P] (}v 8]}vv oo U § <u of]vZ] 18]}v uto wuo
autophagosomes rés@l 1§ v UV  eU% %o E ]}V o[ 3]A]8 %0 }%3}SPpn u ] %
Les auteurs ont également pu mettre en avant la colocalisation de la caspase 8 ainsi que de sa protéine

adaptatrice FADD au niveau des autophagosomes (colocalisation de la caspase 8 avec DC3 et p62

> A% 0}E S]}v §8 Vv}uA oo (}v §]}v o[ US}%Z P] v S vS <pg %o
SH 00 U VS V %0 Jv **}E S ]Jo e+ E ]S SE * ]Jvs E »» VS [ Sp ] E v}

dans les LAGC ALK+. En effet, nous avons pu mettre en évidence une poteftialisatio[ %o} %035}

Jv ul8 % E o E1i}8]v] V % E Vv [uv o}«p pE PE S]}v

chloroquine. Il faut également noter que le traitement des lignées cellulaires de LAGC NPM-ALK+ par

la vinblastine (qui permet de bloquer la fusiov8 E 0] US}%Z P}e}u S 0 0Ce}e}u ol
P ouvsS puv (}ES %}uE VS P [ %}%S}e ~ }vv ¢ % Ee+}vv 00 ¢ V}V %o
Ve }vs £5 U Jo ¢S %}ee] O [ VA]e P E o] §p u E€o e us}

plateforme de signalisation cellulaire par des techniques permettant de visualiser la colocalisation de

0 *% * 0 A e % E}S Jv e u Ecpu pE- o[ u8}%Z P}+*}u U }uu o %
U Vv]eu Vv}ge % Eu SSE ]S ]Jve] [ A% o0]«p EAUWaghadgitup Eht@ineo} P v

0 %}S v8] o] pbpiose dang les LAGC NPM-ALK+.

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires responsables du rdle cytoprotecteur de

o[ u3}%Z P] Jv u]8 Vv E %}tve M 3E ]35 u v3 %PMEAIK+ GEMStrit ] Ve O
§ (Eu itentifier des biomarqueurs pouvant potentiellement étre utilisés en clinique. La

u Jv Je}v u E<p HWEe* % Eu $5 vs§ § Bu]v & o[]vsS ve]S§ o0 E %o

son réle pourrait servir a orienter les thérapies administrées aux patients atteints de LAGC ALK+.
Z Puo S]}tv O[ US}%Z P] % E o0 « u] E}-ZE-
ALK+
[ *S§ P o u vs Ve 0[}%S]<H ul] WAE Iu%E v E o0 * u V]eu * E *%
[ US}% Z P] CS8}% E}S sesditfraitementpatig orizotinib dans les LAGC NPM-ALK+ que

nous nous sommes intéressés aux microARNs. Le point de départ de ce projetod étéo C ¢
O A% E <]}V ]JA E+ u] E} ZE+ -299 traitées cumpro par ke CEA6NKD (mric
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commerciale Qiagen, voir résultats partie 1l1-2). Parmi les dix microARNs sous-exprimées en réponse

au traitement par le crizotinib, trois ont attiré notre attention (miR-363-5p, miR-106a-3p et miR-7-5p)

car tous trois ont pour cible prédite la séritteréonine kinase ULK1 (base de données MEDIANTE
http:/www.genomique.info:8080/merge/index?action=MITAP). Cette protéine est impliquée dans
o[]v]3] 81}V W %o @E} eopes UE}%Z Plcy ~A}|E /) gst §d0sidéréeZ %o | S E
comme une bonne cible thérapeutique, en particulier dans les caffeSependant, seuls les
résultats obtenus avec miRv} e }vs % @Eu]e & o] E o & Ppo 3§]}v o[ M8} %oZ
viabilité cellulaire dans les lignées de LAGC NPM-ALK+. Il serait toutefois intéressant de poursuivre la
caractérisation de la fonction des deux autres microARNS, qui semblent jouer un réle important dans

la lymphomagenése liece a NPM><U [ uS v8 %oope <pu[]oe (}VvS %l7BE] H oM

fréquemment dérégulé dans les LAGC NPM-ALK+ (voir introduction chapitre 1, partie 5.2.a)

Nos résultats montrent que la réintroduction du miR-7 dans les cellules de LAGC NPM-ALK+ traitées
% E o E11}5]v] v § E alitophadiievder typeaytotpxique, ce qui est en accord avec la
littérature. En effet, une étude du groupe du Dr Fujiwara parue en 2005 montre que la sur-expression

de miR-7 induita mort par autophagie dans un modéle de cellules de NSCLC A4t ALKyia

o[]vZ] 18]}V o[ '&Z ~ %] Eu o 'EPALlBielrs &YUdEs Ant alisEJaEit le role
demiR6 ve o & Ppo 3]}v o[ A %o.-@Eéme] nais aus$i d&ns celle] des protéines

AKT, ERK1/2, c-Raf, p21, PI3K, p70S6K ou encoré¥fromutes impliqguées dans la voie de ce

E %S PE p&E ( S pE- E}]ee v X /0o ¢85 JuB}ESG[VRZ vISSAE ep
réduite dans les LAGC NPM-ALK+ (données personnelles, non présentées dans ce manuscrit). Nous
Vide ctuu ¢ }v Jvs E ¢ o 0 E 3§ E]° 5]}, qui pouBient gxmiquer u]Z

les effets phénotypiques observés apres réexpression ectopique de ce microARN.

En premier lieu, nous nous sommes intéressés a la protéingBcpv E Ppo § p&E u i pE o[ %
S o[ us}% % Pri2011, le groupe du Dr Chu a montré que cette protéine était la cible directe

de miR-7, grace a une technique de géne rapporteur luciférase dans les NSCHCDH_Kraniére

générale, Bcl-2 est une protéine anti-apoptotique, ce qui en fait un oncogene majeur dans de

nombreux cancefé® X V[ *§ % Vv VS % °* O e -v>»<xl6 371" OEVEDR E *°]}V

protéine est trés faible en conditions normales. Le traitement des lignées cellulaires de LAGC NPM-

ALK+ par le crizotinib induit toutefois la réexpression de Bcl-2 dans ce modele. Ce phénomene pourrait

étre expliqué par des mécanismes de régulation post-transcriptionnels, faisant intervenir miR-7 en

particulier. Ainsi nous avons supposé gue la sous-expression de ce miR sous traitement au crizotinib

% }UEE ]S % EuUu SSE [ A % 0]« p2 @ans lesdénmEIwdRditiend.vCependant bien

(V514
™~

que laquantited ZEu § % E}S ]V of Julvp *CeS u S]<p u vS *p]8 o]

7 dans les cellules de LAGC NP¥<=U v}e (E epoS S ujvsSE& vsS <p of[]Jvs E S8]}v

<
(N¢
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o[ ZEleBcl-i V[ *3 % ¢« ]JE & X /o 3 %}es] 0 <p o (] -@danpAesp [ A& %o
lignées de LAGC NPM><= (E v 0 § S]}v 0[]V S t&ces figux ppEenadres tves

]((] Jo X /o « E ]88 JvS E e+ VvS§ JV(E}VvS E v}e E +pos 3« A WA

% Eu 835 vS [] VvS8](] & o ¢ JvSs CE S]}ve u] &} ZEI ZEuU }uu % & A
rapporteur luciférase, ow [uS] o] §]hargéuSitehBlocker <] vipge % EuU SSE ]S [ u%! Z
fixation de miR-7 spécifiguement sur sa séquence cible (seed region) présendd séESE u]sS iT[hdZ

deo[ ZEu } v3 %2}at @ coraparer les résultats obtenus avec ces différentes techniques.

D!u <] vipe V[ A}ve % * %l U}IVEE E-detmROU]Es SEVAGAE J]vs E -
au role de Bcl-2 dans le « switch autophagique}vs Sp oo u vS v }Ju@Ee Vve O <u]%o -
basés sur plusieurs études déja publiées dans la littérature qui démontrent cette fonction de Bcl-
2323518646647 En effet, le r6le de Bcl-2 dans le « switch autophagique » a été avancé pour la premiére
fois en 2005 par le groupe du Dr Leving] %o &} %o} <yu O] US}%Z P] e« E ]S v ¢ ]C
+ oopo s v E pso o JA Ees ¢SE s¢X % v v3U ] o[]v H 8]}v [ u8}9
alors contribuer a la mort cellulaire. La protéine Bcl-2, de par sa capacité a interagir avec Beclin 1
servirait ainsi de « rhéostat »§ % @Eu SSE ]$§ ulvd vVIE o V]IA u [ ud}%Z P] (
physiologigue, empéchant ainsi la mort par autoph&ieDeux études ont depuis démontré ce rble
deBcl-2. ve pv u} o V UE} 0 *S}u U o PE}IY% H E Y]léculailevSE «<u
de Bcl-2 en condition de déprivation en sérum induisait une mort cellulaire massive, accompagnée
[V MPu vS S]}v [ usS}t%Z P] X >[ itus []pedhetdqudEmnudr [aSrhéidZ P ]
oopo JE ]v plS % E o E v %8 Gewnrgpulfals phi $1é confirrnés par une étude
récente qui montre que le fait de promou}]E o[]vs E2/B&¢fv 1 dans un modeéle de
neuroblastomevia ¢ JvZ] ]85 HE-* [ ISU % &u § (E Jv &E o us8}% Z P] 1v Ml
conditionnement ischémique, ce qui induit dans ce cas la mort cellulaire par dommages

mitochondriauf?’.

Dans les LAGC NPM-ALK+, nous avons pu montrer que le traitement par le crizotinib combiné a
o[]vZ] ]18]}v u}lo @ iddHisait un fort flux aut@e Z Pl<pu U Jve] <pu[puv SE « (}ES ]
de la viabilité cellulaire. Nos résultats préliminaires indiquent que lorsque ce flux autophagique est
inhibé (siULK1), on observe une diminution de la viabilité cellulaire moins importante, ce qui semble
confru E o E€0 CS}S}A]«M o[ u8}% 2z P] ]v2udés expio®Ences sahl 5]} v
actuellement en cours et le réle de « rhéostat » de la protéine Bcl-2 dans les LAGC NPM-ALK+ reste

encore a confirmer.

Afin de pouvoir caractériser la fonction de miR-7 dans les LAGC NPM-ALK+, nous avons poursuivi nos

investigations afin de caractériser une cible directe de ce microARN. Nous avons ainsi testé une
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}ul Jv [ Zdbles possibles de miR-7 (par précipitation avec une version biotinylée de miR-7).
Parmi eux, seul le messager codant pour la protéine RAF1 (c-RAF) semble pouvoir se lier directement
amiR7.
La protéine c-Raf fait partie de la voie ERK1/2, ou elle joue le rble de MAP3K, en aval de la famille des
protéines Ras et de récepteurs aux facteur @E}]ee v 8§ 0o <p o[ '&ZX /o ( uS8 %o Vv
dans les LAGC NPM-ALK+, c-Raf ne semble pas étre responsable de la phosphorylation et donc de
o[ 3]A 3]}v « D W<U E °<}v JvZ] 18]}V ~%Z YEW[ U%BIPE<U %o} @}O |
phosphorylation de MEK1/2 et de ERK472La fonction de c-Raf dans les LAGC NPM-ALK+ est donc
encore a ce jour peu caractérisée. La poursuite de la caractérisation du réle de c-Raf dans les cellules
de LAGC NPM-ALK+ pourrait montrer que cette protéine participe au « switch autophagique » et que
*lv ]vZ] ]8]}v % CEu SSE ]S ( 1E ucotéepot@xiqup.uS} % Z P]

Dans la littérature, lerélede @ ( ve o[]v M S]}v [ US}% Z P] i § Ainyv uu v§
Ve UV U} O v E+ p €o}vU o[]vZ] ]-Rhfpar leondcidsd AmEgsentraine

Hv  Julvus]}v  hagi€tsQne autre étude a montré que le traitement de cellules HelLa a

o[}&] }v]v ~pv ulo po ]JvZ] ]SE] um( 8§ pE SE ve E]%S]}v E&f -

O[ US}% Z P] U *u%o % E]uU IRafE Qeffaire$ ¢&itps ont méme proposé une

relationentrecZ ( § o[]v U S]}v [ U8} % Z P] CS}S}AE]J«u X [ S 0 e U P
ulvSE «u of]d&g-Rafldans un modéle de fibroblastes humains traités au paclitaxel (u

stabilisateur des microtubules), permet de prévenir la mort cellulaige o[ p8}%2Z P] ]Jv u]S * %o Q

traitement®2X % v vSU o[]vZ] ]8]}v o[ u8}% Z P] < acucdur}effet sar[ %o} %o S}

0O U}ES oopOo J]E U epuPP & vS <gu O0}Ee<Hw O] %0} %S}e S JvZ] U

responsable de la mort cellulaire. Cette observation a été confirmée par le groupe du Dr Rapp, qui a

ul}vSE& «u o A SJRafiddns un modéle murin de NSCLC ALK- entraine la mort des cellules

tumorales par autophagfé®,

Afin de vérifier cette hypotheése, nous avons effectué des inhibitions directes de c-Raf, par interférence

ol ZEU (]v Ju% E E o0 ¢ E *po0oS Se«7}su la vabilifeAelluldire aingique Z
sur le flux autophagique. Nos résultats préliminaires montrent une tres faible potentialisation des

(( 8« p E]I}8]v] *uE o A] ]o]8 oopo JE X /o ( pRafd&msvesvs v} @
v 18]}ve V[ *8 %o ~tRDuelpE& vS P [JvZ] ]185]}v % & ¢ pAE SE ve( §
un sSiARN ] o v8 o[ ZERaf). Il serait donc intéressant de construire des vecteurs lentiviraux
% Eu $S vS8 pv  AES]v S]}v 8§18 o §§ % E}S ]Jv X >[usS]o]e §]}v []v.
également envisagée. Comme décrit précédemment, le miR-7 peut potentiellement cibler de

Viu E e » % E}S Jv e ve 0 A}] *]Pv 0]+ &]Raffait partie. llesiflonrZU }v$
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%0}ee] 0 <«pu  o0[]vZR34fRSg8ule ne soit pas suffisante, et ne permette pas de reproduire les

effets observés suite a la transfection du miR-7 dans les cellules de LAGC-NPM-ALK+. Il faut également

noter que la protéine c-Raf possede deux isoformes chez les mammiféres : a-Raf et b-Raf. Ces

]*}(}JEU © % E » v3 v§ Viu E e » *SEU SUE « }ve EA U <u] *uPP
[ VEE 00 %}UEE ]38 !SE Ju% ve %X oo uS]A}S]E <p[B)V SSEE A |

potentiel de fixation de miR-7 surle[ £ASE u]3 7i[hd e b-R4f. & &mble donc nécessaire

de réaliser des inhibitions conjointes de b- et d&c{U (]v A} E ¥ viabilité céllulpiE

serait plus important.

lo ( uS He*] u v8]}vv E <p[pv  SPu % EP v Ti1iiU u}vSE ««pu 0 % E}
prédite de miR6é %o pus v U] E oViaa vésieZc-Raft ERK. La protéine BNIP3 (Bcl-
2/adenovirus E1B9-kDa-interacting protein 3) participerait a ce proces$suette protéine a une
fonction pro-apoptotique, et peut se lier & Bcl-2. Il serait donc trés intéressant de quantifier cette
protéine aprés transfection du miR-7 ou du siRNA ciblanf ZEu c-Raf. Ceci pourrait
éventuellement nous permettre de caractériser plus en détail la voie moléculaire responsable de
o[]v 4 8]}v [ us}% EskRgllulesvde LAGC NPM-ALK+ et peut-étre également de relier nos
résultats obtenus pour la protéine Bcl-2 avec ceux obtenus pour la protéine c-Raf et pourde miR-
v(Iv Jo S Ju%}ES vS uvslivy E <p o (o$nEE JpA A< H U ZE |
U Vv]eu o < V}pe V[ A}ve % * § ¢ ¢+ ] ]JU S 0 <p 0 *«ve v Uo v E)
] v <p o[Ju%eo] §7pans les pibcesp v E}e }u V E}%S}e V[ ]S ipgecy]
pas été décrite dans la littérature, il apparait comme nécessaire de réaliser des tests complémentaires
(Jv [ &S €& S}usS %o}ee] ]10]S o[Ju%oo] S]}v [ USE « WGoEEF oop-
de LAGC NPM-ALK+ aprés réexpression ectopique du miR-7 combinée au traitement par le crizotinib.

Plusieurs points restent donc encore a éclaircir avant de pouvoir conclure sur cette étude.

W E+% S]A ¢ [ %% 0] 3]}ve 3Z E %s aitdiegt » Z |
de LAGC NPM-ALK+

> u} po 8]1}v o[ u8}1% Z P] v o]v]<p V[ S Vv }IE <u[ e o pseX D
£ U% 0 ° Ve 0 0]88 E SUE E %% }ES vS o[]v M 8]}V [ US}% Z P]
traitements anti-cancéreux, cerfav ¢« Sp e E]A vS P ouvs of[]lv i 8]lv [uv

CS}S}AE]<H <H] %}S v8] o] ol (( 8 M SE& ]85 u v8X >[ u]v]eSE S]}tv [

clinigue ne doit donc pas étre systématique, et requiert

- >[] vs8]1(] S8]1}tv 1} per@ettanpdE eéterminer le rdle précis (cytoportecteur ou
cytotoxique) o[ US}%Z P] Vv E %o}ve Z <p SE ]S uUuvs e >"'" ><=

252



- > A 0}% % u V3§ u} po 8§ PE- o[ U3}%Z P] @Shmpe o0 + v
mentionné précédemment, la chloroquine présente de nombreux effets indésirables (voir

introduction chapitre 4, partie 4.1.a).

> ] oP o[ uS}1% Z P] vALK+eest partielliéiement intéressant dans le cadre de
o[ud]o]e 8]}v v o]v]ley p E]JI}8]v] X vepqré EUradgemantiEes premip(E § |
patients atteints de LAGC ALK+, en rechute et/ou réfractaires a tout traitement par cet ITK, ce qui a
permis pour la premiére fois de démontrer son efficacité dans le traitement de patients atteints de
lymphomes associés A AKC % v vS 0 ¢ % @& u] E » }vv ¢} § vy * u}vsE v
du traitement engendre systématiquement une rechute chez ces patients. Le crizotinib ne semble donc
pas totalement éradiquer les cellules cancéreuses, mais bel et bien les mettre « en pause ». Ce
phénoméne correspond au processus de dormance cellulaire décrit précédemment (Introduction,
chapitre 4 partie 1.2.b) et obserwé vitro X uv] E JvS & *« vS U o] US}t%Z P] S
itp vs pv E€o ee vS] O ve o[ vSsEcellules cdr@veuses (voir Introduction,
Chapitre 4, partie 1.2.b). LE o $]}v vEE o &]I}5]v] U o[ u8}%Z P] 3§ o }Eu
0] E |]E %}uE u] pAE Ju% E v E o Alops]}v 0 % SZ}o}P] % E
la croissance tumorale aprés arrét du traitement au crizotinib (régression tumorale confirmée par
palpation) a également été observée par notre équipe dans le modéle murin conditionnel de
lymphomes exprimant NPM-ALK dont nous disposons au laboratoire. Ces souris pourraient donc étre
Hv u} o <U § V}ue % EuU S5 vS o[ Su o[Ju%co] &diue de @[ S} % Z |

maladie aprés arrét du traitement.

E}ue A}ve u]e p i}uEU ve v}le u} 0o+ o0pO JE -« >' >parU o E P
miR-7. Ce microARN est considéré comme un bon outil thérapeutique et de nombreuses études ont
UlVSE <u[]o %o}pE&CE ]S 'SE HS]o]e }tuu pv Jlu EB<p PE ve viu &
est diminuée dans des tissus tumoraux par rapport a des tissus sains, par exemple dans les NSCLC ALK-
656 ou dans les cancers colorectalixCe microARN pourrait également étre un bon outil de prédiction

des rechutes tumorales. En effet, son expression est plus faible chez des patients atteints de cancers
dupoumonaC v8 G Zps <<pu Z 1 » % 3] v3e WX C %5 Yo WSEO0 X% %0 E ]3
comme différentiellement exprimé entre des patients de LAGC ALK+ ayant rechuté ou non (données

Viv %ol 0] - o[ <u]%o X

Actuell u v8 o[pnS]o]e S]}v e« u] E} ZE+ v S vS «p SZ (aisedt encareo % E}u
trés limitée. Quelques entreprises ont développé des microARNs « médicaments » (voir introduction,

chapitre 4, partie 4.2) permettant de cibler des oncogénes notamment dans le cancer du pancréas ou

de la prostaté€’®. Comme la majorité des études décrivent le rdle oncosuppresseur du miR-7, des
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« thérapies de remplacement » sont envisagées afin de restaurer un niveau suffisant de ce microARN.
Deux méthodes permettant de délivrer miRn vivo ont été décrites soivia encapsulation dans des
liposomes cationiqué®’U +}]S % & o[usS]o]e S]}v vV V}%n @hagdsig de peptides ]S o
RGD (Arg-Gly-ASff Ces particules sont biodégradables et leur application en clinique est
potentiellement envisageable. Le principal défi est de permettre une distribution spécifique du
microARN au niveau des cellules tumorales, car les LAGC NPM-ALK+ sont une pathologie systémique

et une injection intrafuu } E o e A ] po ¢ V[ 8 % * VA]* P o0 X

/o ¢« & ]33 JvE & ¢ v3 [ VA]+e P E7amvedp Bsentiximab, un ajtorps humanisé

JE]P }vSE of vS]P v ITU % E&u §8 v8 pv E ¢ P % ]J(]¢<H
cancéreuses (voir introduction, Chapitre 2, partie 3.3.b). Une étude récente, publiée ena2015

E % %}ES PV }U% 0 P e<Ju]lJo |]E VvSE pv vs] }E%EIP]E]WPS E}VvE[EZ oy
de KRAS, ouvrant la porte a une nouvelle catégorie potentielle de thérapies anti-canc&fetses

v(]JvU o] vsS](] S]}v VILHA 00+ ] 0 ¢ %}5 v3] 00 ¢« % Eu 35 v§ 0
crizotinib telles que c-Raf (qui reste a ce jowr } E IWW(]JEU E+*U % E&u SSE ]S []v opC
ulo pHo ¢ Vve O] E* v o SZ (E % US]<Hu HUS]o]*NPWALK+ ef dins] 8e aibleg ¢ >
0O % $Z}0}P] euUE %ooOpe] pE*s (E}vSeU vVve 0 Uds. Jul]vp & of[]v] Vv
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CONCLUSION



Figure56 W D} 0 % & + v§ v§ o E€o0 O[ U8}%2Z P] Vv E %o}ve M SE-AXKHY vS % E o
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Aucoursdeu}v SE A Jo ori mohtrer[qle le traitement des cellules de LAGC NPM-
ALK+ par différents inhibiteurs de[ $]A]8 3§ C &} ALK Hevpremiére (crizotinib) ou de
deuxieme génération (alectinib, ceritinib, brigatinib, NYP-+ U vVSE ]Jv ] v8 of]v u §]
[ US}% Z P] C S} %F\Yre 56)&E effet, [1vZ] ]8]}v o[ us}%2Z P] X
traitements permet la potentialisation de la mort cellulaire par apoptose. De facon intéressante,
le traitement de ces mémes cellules par des chimiothérapies ne semble pas induire une réponse
autophagique identigue. Ces résultats suggerent qu [en fonction des thérapies utiti§daesZ] 15]}v
O[] US}% Z P] Z1 0o+ % 3] v3NPMALKASpourrait-étre une bonne cible
8Z € %o US]l<p X % v v3U o A 0}% % U V$§ uddaptEssa juae « o[ u
uslo]e S]}v v o]v]<«u rdeill¢ure]lcamgnghension des facteurs déterminant le réle de
cette autophagie en réponse aux traitements sont encore nécessaifes § <p 0[] VvSE % E]
dans la deuxiéme partie de ma thése.
En effet, nous avons pu déterminer que la régulation de cette autophagie induite en réponse a
o[]lvZ] ]8]}v >< %}pA 13 ISE u ] % E =+ E Ppo S |eEs SE v
microARNS, et en particulier par le miR-7-5p. Ce microARN est sous-exprimé en réponse au
traitement par le crizotinib, et sa réexpression ectopique permet de potentialiser les effets
CS}S}AE]Ju e g SE ]S uUuvVvS % E of[]v p S])wgure |56)} ausPgvons u}ES
Pouvs %pus3SE v Al v o] £]*8 v [uv hswitch autophagique » dans
ALK+, médiée principalement par la protéine Bcl-TU pv (€ Ppo § uE u i pE o[ %o]
o[ u}%zZ P] X *Al8 Z p3}%Z Pl<p % }pEE |5 FRaf, dontda]u%eo]<p
fonction dans les LAGC[ «3§ i}uE %ksée av@&c prEcision.
Nos travaux ont donc permis[ %o %o E}(}v JE& Vv}SE bvwu]eevyeS]«uE []Jv 1 S]}vV
o[ u8}% Z P] v e NeM-ABK+, et ont souligné [Ju %} ES v %0 (EQs el Ve
thérapies proposées aux patients atteints par cette pathologie. Ces résultats permettent
O[}uA ESWEIA 00 ¢ % Ee% S]A o <uv3 0 u} po 3]}v 8Z E % M3]<|
e U} MO § ME* %Z EU }Oo}P]J<n ¢ }u ulo poO ]JE o ~ ZEe viv } vSe
traitements actuels des LAGC NPM-ALK+.
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RESUME
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cancers, tels que les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (LAGC), ou certains carcinomes bronchiques
SUU HE* *}vE SE ]S ¢ % E Z]Jul]}SZ E %] U <] v[ *8 % * pv SCE ]5 u vs }
qualité de vie). Dans ce contexte, de nombreux inhibiteurs spécifiques de la tyrosine kinase ALK tels que le Crizot
ont été développés et ont prouvé leur efficacité a la fois dans des moaeléso, in vivoainsi que chez les patients.
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un processus catabolique intracellulaire de dégradation lysosomale, a été proposée comme nouvelle cibl
thérapeutique dans le traitement des cancers résistants aux inhibiteurs de tyrosine kinase. Le premier objectif de mc
projet de thése a été de caractériser ce processus autophagique dans les LAGC ALK+, en réponse a différ
SE ]35 u v8eX E}ue A}ve u}vSE <«p ~ie o[ ud}%zZ P] § 15 S3]A ve o 0]F
de ALK, (2) que cette autophagie jouait un rble cytoprotecteur dans ce modéle et (3) que les traitements pe
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microARNSs, dont le miR-7, étaient sous-exprimés en réponse au traitement par le Crizotinib et que la réexpressi
ectopiguedecemiRy % EuUu 355 ]S puv % }S vsS] o]e S]}v ol (( 8 p EJI}E]v] U % &E
ve V}ISE u} o X E}pue A v }ve P 0 u v$ swtZi>%téghagiquaide da cytoprotection a la
cytotoxicité, que nous observons pgE E 5 ¢[ A% 0]J<p & % & o & Ppo S]}v Of £% E -
miR-7 telles que Bcl-2 ouZ- (X ]Jve]U o[ ve u o Ve E *u0S S vige % EU S5 vS§ u
&E Ppo S]}v o[ uS}% Z P] ]v |hijdtionde@&LKedane les LAGI/ALK+, et pourrait a terme contribuer

o[ u 0]}E& 38]}v + 8Z & %] * Su 00 JA Es v Ee % Vv Ve o[}v }I
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résistances au traitement

ABSTRACT:

The ALK oncogene (Anaplastic Lymphoma Kinase) is a constitutively activated tyrosine kinase implied in various can
including Anaplastic Large Cell Lymphomas (ALCL), or some lung adenocarcinomas. The current operative treatme
standard chemotherapy, which is not optimal (30% of relapses, low quality of life). In this context, new specific AL
inhibitors such as Crizotinib have been developed, and have showed their effigievity, in vivoand in patients.
However, the emergence of resistant mutations has been described. Thus, the identification of alternative therapie
targeting new pathways appears as mandatory to counteract those resistances. In this context, autophagy, &
intracellular catabolic lysosomal process, has been described as a new therapeutic target in the treatment of cance
resistant to tyrosine kinase inhibitors. The first aim of my project was to characterize the autophagic process in ALl
ALCL, upon different treatments. We showed that (1) autophagy was activated in ALK+ ALCL cell lines in respons
ALK inhibition (2) that this autophagy played a cytoprotective role in our model and (3) that treatment with
chemotherapies did not trigger an autophagic response. In a second part of the project, we focused on the potenti
regulation of autophagy by microRNAs. We showed that several microRNAs including miR-7 were down-regulat
upon Crizotinib treatment and that ectopic re-expression of this miR-7 potentiates the effects of Crizotinib by inductiot
of cytotoxic autophagy in our model. We hypothesized that this switch in the role of autophagy from cytoprotection
to cytotoxicity observed in our model, could be explained by the regulation of several protein targets of miR-7 such «
Bcl-2 or c-Raf. Altogether, these results enable a better understanding of the role and regulation of autophagy induce
upon ALK inhibition in ALCL, and could in the longer term, contribute to improvement of current therapies of cancel
involving the ALK oncogene.

KEYWORDSknaplastic Large Cell Lymphoma ; ALK ; Autophagy ; microRNAs ; targeted therapies ; resistance
treatment
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