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RESUME

Le cancer de I’ovaire (COv) est le cancer gynécologique le plus 1étal chez la femme et les
traitements existants, chirurgie et chimiothérapie, ont peu évolué¢ au cours des derniéres
décennies. Nous proposons que la compréhension des différents destins cellulaires tels
que la sénescence que peuvent choisir les cellules du cancer de I’ovaire en réponse a la
chimiothérapie pourrait conduire a de nouvelles opportunités thérapeutiques. La
sénescence cellulaire a été largement associée a I’activité de la protéine TP53, qui est
mutée dans plus de 90% des cas de cancer de 1’ovaire séreux de haut grade (COv-SHQG),
la forme la plus commune de la maladie. Dans nos travaux, a partir d’échantillons dérivés
de patientes, nous montrons que les cultures primaires du cancer de I’ovaire séreux de
haut grade exposées au stress ou a des drogues utilisées en chimiothérapie entrent en
senescence grace a l’activité d’un isoforme du géne CDKN2A (p16INK4A). Dans ces
cellules, nous avons évalué les caractéristiques fondamentales de la sénescence cellulaire
tels que les altérations morphologiques, l’activité béta galactosidase associée a la
sénescence, les dommages a I’ADN, I’arrét du cycle cellulaire et le phénotype sécrétoire
associ¢ a la sénescence. En utilisant des micromatrices tissulaires construites a partir
d’échantillons humains de COv-SHG pré- et post-chimiothérapie, accompagnées de leurs
données cliniques, nous avons quantifi¢ des marqueurs de sénescence incluant une
diminution de la prolifération cellulaire quelques semaines apres chimiothérapie. De
fagon intéressante, 1’expression de pl6INK4A dans les échantillons de COv-SHG
prétraitement corréle avec une survie prolongée des patientes suite au traitement. Ceci
suggere ainsi pour la premiere fois un impact biologique bénéfique pour la présence de
cellules cancéreuses qui sont capable d’activer la sénescence, particulierement pour le
traitement du cancer de I’ovaire. Dans le but de complémenter les thérapies actuelles avec
des approches de manipulation pharmacologique de la sénescence, nos résultats
suggerent qu’il serait important de déterminer I’impact positif ou négatif de la sénescence
induite par la thérapie sur la progression de la maladie et la survie, pour chaque type de

cancer de fagon indépendante.



ABSTRACT

Human ovarian cancer (OvCa) is the deadliest gynecologic malignancy and existing
surgical/chemotherapeutic treatment options have been relatively static for decades. We
propose that understanding OvCa cell fate decisions taken in response to chemotherapy
could guide new therapeutic opportunities. Damage-induced cellular senescence is often
associated with TP53 activity, which is heavily mutated in high grade serous (HGS)
OvCa (>90%), the most common form of this disease. Here, using patient derived tissues,
we show that primary HGS-OvCa cultures predominantly trigger CDKN2A- associated
(p16INK4A isoform) senescence following exposure to stress or chemotherapy. Key
senescence hallmarks including altered morphology, senescence-associated-Beta-
galactosidase, DNA damage, cell cycle arrest and the senescence-associated secretory
phenotype were evaluated and detected in damaged cells. Using tissue microarrays built
from pre- and post-treatment human HGS-OvC tissue samples with accompanying
clinical data, we quantified post-treatment hallmarks of senescence including reduced cell
proliferation weeks after chemotherapy. Importantly, pl6INK4A expression in pre-
treatment HGS-OvC samples correlated with increased patients survival, suggesting for
the first time that senescence-competence in human cancer cells may have a beneficial
impact on treatment outcomes for patients. In order to guide the potential improvement of
existing human therapies via pharmacological senescence manipulation, our results
suggests that it is important to determine for many types of human cancer whether
treatment-induced senescence positively or negatively impacts disease progression and

patient survival.
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Chapitre | : Introduction

I. Le cancer de l’ovaire

1.1 Cancer de I'ovaire

Le cancer de l’ovaire est le cinquiéme cancer le plus commun au monde et le cancer
gynécologique le plus létal causant la mort de plus de 100 000 femmes chaque année [1]. Au
Canada le cancer est la premiére cause de mort chez la femme (Statistique Canada) et les
cancers touchant des organes reproducteurs féminins comptent pour 9,2% de ces déces
(Statistiques Canada Tanya Navaneelan). Le plus diagnostiqué au Canada dans cette catégorie
est le cancer de [Il'utérus avec une incidence de 30,3 nouveaux cas par
100 000 femmes, suivi du cancer de 1’ovaire avec 14,4 nouveaux cas par 100 000 femmes; en
troisiéme position on trouve le cancer du col de ’'utérus avec une incidence de 8,1 nouveau
cas par 100 000 femmes (tableau 1). Parmi ces trois cancers, celui dont la mortalité est la plus
basse est le cancer du col de I’utérus (2,2 déces par
100 000 femmes), cela grace a une amelioration des méthodes de détection au cours des
années. Cependant, incidence et mortalité ne sont pas toujours directement proportionelles. Un
bon example est le cancer de 1’ovaire, moins incident que le cancer de I'utérus mais bien plus
mortel (9,5 versus 5,4 déces par 100 000 femmes) (figure 1). Cette différence est largement
attribuée a la détection tardive des cancers de I’ovaire. Le risque d’étre affecté par un cancer
de I’ovaire augmente avec 1’age : il est 20 fois plus élevé pour une femme de plus de 85 ans
que pour une femme de moins de 30 ans. L’age moyen de diagnostic au Canada est de 62 ans.
En clinique les cancers de 1’ovaire se présentent souvent comme des masses cystiques dans le
pelvis. Plus de 80% des patientes souffrant d’un cancer de I’ovaire vont avoir des symptomes,
méme quand la maladie est encore confinée aux ovaires (premiers stades). Cependant ces
symptomes ne sont pas spécifiques au cancer de 1’ovaire, mais communs avec plusieurs autres
maladies tels que des troubles gastro-intestinaux, génito-urinaires et gynécologiques ce qui
complique la détection précoce de cette maladie. De nos jours, les méthodes de détection

permettent de diagnostiquer de maniere efficace seulement 20% des cancers de ’ovaire,



lorsqu’ils sont encore restreints aux ovaires (stade I). Par conséquent, 80% des patientes sont
diagnostiquées seulement aux stades métastatiques (II-IV) de la maladie, expliquant le

mauvais pronostic de ces cancers [2].

Tableau 1. Incidence et mortalité des cancers gynécologiques au Canada en 2010.Reprinted from
Navaneelan, Tanya. 2015. “Trends in the incidence and mortality of female reproductive system
cancers.” Health at a Glance. Statistics Canada catalogue no. 82-624-X, with permission from Statistics
Canada Open Licence Agreement

Incidence and mortality summary statistics, Canada, 2010
Incidence
Type of cancer New cases Rate per 100,000 women Median age at diagnosis
Uterus 5,191 303 62
Ovary 2,465 144 62
Cervix 1,390 8.1 47
Mortality
Type of cancer Deaths Rate per 100,000 women Median age at death
Uterus 919 54 72
Qvary 1,637 95 72
Cervix 372 2.2 59
Source: Canadian Cancer Registry, Statistics Canada; Vital Statistics - Death Database, Statistics Canada.

Mortality rate, by type of cancer and year, age-standardized, Canada, 1974 to 2010
mortality per 100,000 women
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Figure 1. Taux de mortalité des cancers gynécologiques au Canada en 2010.
Reprinted from Navaneelan, Tanya. 2015. “Trends in the incidence and mortality of female reproductive
system cancers” Health at a Glance. Statistics Canada catalogue no. 82-624-X, with permission from
Statistics Canada Open Licence Agreement




1.2 Classification des cancers de I’ovaire

a) Classification histopathologique

Les cancers de I’ovaire ont de multiples classifications, parmi les plus importantes nous
trouvons la classification histopathologique élaborée par 1’Organisation Mondiale de la santé
(OMS). Cette classification est basée sur des principes histogénétiques et classifie les tumeurs
ovariennes en fonction de leur type cellulaire d’origine [3]. Il existe trois classifications
majeures des cancers de 1’ovaire (figure 2) :
1. Les tumeurs germinales : Représentent 10-15% des cancers de 1’ovaire et sont dérivées
des cellules germinales primordiales des ovaires [4], [5].
ii.  Les tumeurs stromales : Cas rares, représentent 8% de toutes les tumeurs malignes de
I’ovaire. Proviennent des cellules stromales dérivées de la granulosa [5].
iii. Les tumeurs épithéliales : Représentent 60% de toutes les tumeurs de 1’ovaire et 90%

des tumeurs malignes de I’ovaire. Elles sont classifiées en 5 sous-types majeurs (figure

2) [5], [6], [71, [3].

* Tumeurs stromales (8 %)

* Tumeurs germinales (10-15%) | ¢ Tumeurs séreuses

’ - — -
Cancer de I'ovaire o _ * Tumeurs muscineuses
* Tumeurs épitheliales (60%) w=s Tumeurs 3 cellules claires

e Carcinome de Brenner

* Autres (17%)

Figure 2. Classification histopathologique des cancers de I'ovaire élaborée par 'OMS.



b) Classification selon le stade (FIGO)

Les cancers de I’ovaire sont aussi classifiés en fonction de leur stade, c’est a dire, le niveau de
propagation du cancer dans I’ovaire et dans les autres organes. Le stade est déterminé suite a
la chirurgie par le gynéco-oncologue. La classification actuelle utilisée a été ¢laborée par la
Fédération Internationale des Gynécologistes et Obstétriciens (FIGO) (stades 1 a IV)

(tableau 3). L’actuel systeme FIGO a été révisé en janvier 2014.

Tableau 2. Stadification du cancer de I'ovaire selon FIGO (2014)
https://www.sgo.org/wp-content/uploads/2012/09/FIGO-Ovarian-Cancer-Staging_1.10.14.pdf

~ Classification FIGO des cancers de Povaire

Stade Description

Stade 1 La tumeur est limitée aux ovaires

Stade I  On trouve la tumeur dans un ou les deux ovaires / trompes de Fallope avec
extension dans la région pelvienne, soit 1’utérus, vessie, colon ou au

rectum

Stade III  On trouve la tumeur dans un ou deux ovaires/trompes de Fallope, et elle
s’est propagée au-deld du pelvis avec des métastases confirmées a
I’extérieur de la région pelvienne jusqu’a 1I’abdomen et aux ganglions

lymphatiques proximaux

Stade IV M¢étastases a distance au-dela de la cavité péritonéale. Le cancer a atteint

d’autres organes tels que le foie, les poumons ou la rate

c) Classification selon le grade

Le gynéco-oncologue détermine également le grade de la tumeur. Pour cela il compare du
tissu normal versus du tissu tumorale au microscope. Le tissu normal est composé de
différents types cellulaires différentiés avec des noyaux réguliers. Lorsque le tissu tumorale
rassemble a du tissu normal, peu des mitoses et noyaux avec morphologie normale, la tumeur
est classifiée comme différentié ou de bas grade. Par contre, si la tumeur a une allure tres

différente du tissu sain avec des noyaux amorphes et beaucoup des mitoses elle est classifiée



comme tumeur peu différentiée ou de haut grade. Cette classification permet de prédire le
comportement du cancer et ses chances de propagation. Plus le grade est bas, moins la tumeur
pousse et moins sont ces chances de propagation. Le systéme graduel est divisé en 4 catégories

[8] (tableau 3).

Tableau 3. Classification graduel du cancer de I'ovaire

Systeme de classification graduel du cancer de ’ovaire ‘

Grade Description

Grade 0 Tumeur borderline c’est a dire propagation trés improbable

Grade1 Tumeurs de bas grade Tumeurs bien différenciées, potentiel de propagation

trés bas

Grade 2 Tumeurs modérément différentiées Tumeurs dans un stade intermédiaire

entre tumeur de bas grade et tumeur de haut grade

Grade3 Tumeurs de haut grade Ce sont des tumeurs trés peu différenciées avec

tendance a croitre et a se propager plus rapidement

d) Classification selon le type

Kurman et al. ont proposé un modele dualistique pour classifier les cancers de 1’ovaire en deux
groupes désignés comme carcinomes de type I et carcinomes de type II.

Tableau 4. Classification dualistique proposée par Kurman et Shih, 2010. Reprinted from
Ayako Kim et al.,, Therapeutic strategies in epithelial ovarian cancer, with permission
from BioMed Central

Type | Type |l
Clinical features indolent aggressive
Histological low-grade serous high-grade serous
features

low-grade high-grade

endometrioid endometrioid

clear cell undifferentiated

mucinous carcinosarcoma
Molecular features  K-Ras TP53CCNE1

BRAF

ERBB2

PTEN

CTNNB1

PIK3CA 5




Les tumeurs de type I sont cliniquement indolentes et de bas grade, tandis que les tumeurs de
type Il ont des structures plus complexes, plus agressives et se trouvent a des stades plus
avancés de la maladie. Les tumeurs de type I et II sont trés différentes aux niveaux génétique,
moléculaire et cellulaire. En effet, lorsqu’on parle de cancer de 1’ovaire on ne se référe pas a
une maladie, mais a plusieurs maladies différentes qui attaquent un méme organe :“l’ovaire”
[1], [9]. Les tumeurs de type I sont génétiquement plus stables : les mutations les plus
fréquentes sont retrouvées au niveau de KRAS, BRAF et ERBB2. En revanche les mutations
au niveau TP53 sont rares. Parmi les tumeurs du groupe II on trouve les tumeurs séreuses de
haut grade qui représentent 75% de toutes les tumeurs épithéliales diagnostiquées [1]. Ces
tumeurs se caractérisent par un taux élevé de mutation en TP53 (plus de 95%) [10]. Le géne
CCNE1 (codant pour la cycline El) est aussi une autre cible d’altération génétique : on
retrouve notamment des amplifications qui conférent aux cellules cancéreuses un avantage
prolifératif. En conclusion, les tumeurs de type II sont génétiquement instables et fortement

mutées en TP53 [1], [9].

1.3 L’origine des cancers épithéliaux de I'ovaire (CEO)

Concernant 1’étude présentée ici, nous nous intéresserons aux cancers de type épithéliaux,
particulierement a ceux de type séreux de haut grade (COv-SHQG). L’origine des CEO ou les
mécanismes initiant leur tumorigénése sont peu connus. L’hypothése traditionnelle postule
que les CEO prennent leur origine des cellules de surface de 1’épithélium ovarien
(mésothélium) et que des changements métaplastiques subséquents meénent au développement
de différents types cellulaires de cancer (cellules claires, endométriales, mucineuses).
Cependant ces types cellulaires sont tres différents des types cellulaires que I’on rencontre
dans I’ovaire normal, par conséquent, une hypothése alternative fut émise postulant leur
origine au niveau extra-ovarien a partir des tissus Miillériens notamment au niveau des
trompes de Fallope [1], [9], [11]. Cette hypothése se base sur des ressemblances
morphologiques : les carcinomes ovariens ressemblent morphologiquement a 1’épithélium des
trompes de Fallope. De plus, les tissus de type Miillérien ont une organisation cylindrique et

souvent ciliée, plus en accord avec la structure des cellules tumorales citées [1], [9].



1.4 Le cancer de I'ovaire séreux de haut grade (COv-SHG)

Le cancer de I’ovaire séreux de haut grade est le CEO le plus diagnostiqué au monde et, de ce
fait, également le plus étudié. Lorsque 1’on dit que le cancer de I’ovaire est la 5¢me cause de
mortalité pour les cancers chez les femmes il est important de noter que 70% de ces déces sont
dus a des COv-SHG [12]. Les patientes canadiennes atteintes d’un
COv-SHG subissent une résection chirurgicale invasive des masses tumorales suivie par des
sessions de chimiothérapie utilisant des composés a bases de platinium et de taxane. Apres la
chimiothérapie, 25% des patientes auront une récurrence dans les 6 mois qui suivent,
I’espérance de survie au-dela de 5 ans n’excédant pas 31% [13]. Parmi les événements
précoces initiant le COv-SHG le plus caractérisé est la mutation de TP53, présente dans plus
de 90% des cas [10], [12]. Pres de 13% des COv-SHG sont dus a des mutations germinales
dans les génes BRCA1 et BRCA2 [14]. Lorsque une femme nait avec 1’'un de ces deux genes
mutés (cancer de type familial), ses risques de développer un CEO (notamment un COv-SHG)
oscillent entre 30% et 70% [15]. BRCA1 et BRCA2 sont des acteurs majeurs de la machinerie
de recombinaison homologue qui répare les cassures double brin de ’ADN. BRCAI et
BRCAZ2 peuvent aussi étre la cible de mutations somatiques [16], [17] ou encore d’inactivation
par méthylation dans le cas de BRCAI1 [15]. En conclusion, lorsque 1’on combine des
analyses différents: analyse des mutations somatiques ou germinales et de diminution de
I’expression génique soit par méthylation ou par amplification des facteurs trans-activateurs, il
apparait que 50% des COv-SHG ont une dysfonction en BRCA [15], [18]-[23].

Une autre caractéristique des COv-SHG est la variabilité du nombre des copies, c’est a dire un
polymorphisme dans lequel le nombre des copies d’un geéne ou d'un segment chromosomique
dans le génome est altéré, généralement suite a des événements de duplication. On trouve en
effet de nombreuses amplifications et délétions dans le génome. Cette instabilit¢ génomique
peut étre le résultat de la perte de TP53, qui est associée au contrdle de la stabilité¢ du génome.
Cette instabilité génomique accrue pourrait étre la troisiéme étape de la série d’événements

conduisant a la tumorigenése du COv-SHG [15] (Figure 3).
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Figure 3. Série d’événements contribuant au développement des COV-SHG.
Adapted from David D. L. Bowtell, The genesis and evolution of high-grade serous ovarian cancer,
with permission from Nature Publishing Group.

En 2011, le Cancer Genome Atlas Consortium (TCGA) a réalis¢é une étude génomique
comparative sur 489 échantillons de carcinomes séreux, permettant de confirmer le haut taux
de mutation de TP53 (96%) mais aussi d’identifier de nouvelles mutations caractéristiques des
cancers séreux telles que NF1, CDK12 et RB1 [24], [25].
Toutefois, la force de cette ¢tude ne réside pas dans la découverte de nouvelles mutations
somatiques classiques, mais sur la mise en lumi¢re de nombreuses régulations au niveau
génomique. Les altérations communément connues (mutations) ne représentent qu’une
fraction infime de celles identifiées dans la tumeur. En revanche, on y retrouve principalement
des modifications épigénétiques, des changements dans le nombre de copies, et des
dérégulations de 1’expression génique. Tous ces changements jouent un rdle crucial dans la
transformation néoplasique [10], [12].

Etant donné notre mauvaise compréhension de la trés grande variété des éveénements



moléculaires permettant le développement de cette maladie, peu de thérapies ciblées ont pu
étre développées ces dernieéres années pour le CEO. Ainsi, il est primordial de mieux
comprendre comment les thérapies actuellement utilisées pour traiter le CEO agissent afin de

les rendre plus performantes.

1.5 Statistiques et historique des traitements contre le cancer de I'ovaire

a) Statistique

De nos jours, seulement 20-30% des cas du cancer de 1’ovaire sont découverts lorsque le
cancer est encore limité aux ovaires (stade I) ce scénario est le plus favorable puisqu’il permet
de sauver entre 70% et 90% des femmes via une chirurgie cytoréductive suivie de la
chimiothérapie [2], [26]. Toutefois, la plupart des femmes, environ 70-80%, seront
diagnostiquées lorsque le cancer est disséminé (métastatique) [2], [26] et auront des taux de
survie n’excédant pas 50% [27]. Ces femmes regoivent similairement une chirurgie
cytoréductive (toutefois plus invasive) ainsi que la chimiothérapie.
Plus récemment une nouvelle étude fut publiée montrant que méme 15 ans apres le diagnostic
initial d’un cancer de I’ovaire de haut grade, le cancer lui-méme reste la cause de mort la plus

commune chez ces femmes [27].

b) Historique des traitements

A la fin des années 1970 Wiltshaw et Kroner ont rapporté I’efficacité de la cisplatine comme
agent chimiothérapeutique [28]. Cette découverte permit 1’utilisation de ce composé dans de
nombreuses thérapies qui commencerent aussi a se complexifier jusqu’a I’arrivée des thérapies
combinées. Les premiers agents utilisés en combinaison avec la cisplatine furent Ia
cyclophosphamide et le doxorubicine [9], [29], [30]. Dans les années 90, une autre drogue fut
introduite : la carboplatine. La carboplatine est un analogue de la cisplatine avec les mémes
propriétés, la méme efficacité, mais avec une moindre toxicité, réduisant donc les effets
secondaires. Durant la méme période (années 90), le taxol (paclitaxel), isolé a partir de I’If de

I’ouest (taxus brevifolia) un conifére de I’Amérique du Nord [31], est introduit dans les



traitements combinés et de nombreuses études cliniques permettent de conclure que la
meilleure combinaison contient du carboplatine et du paclitaxel [9], [29], [30]. Durant ces
deux dernieres décennies (années 1990-2010), les études cliniques se consacrérent a améliorer
les méthodes d’administration de ces drogues chimiothérapeutiques : la méthode intraveineuse
(IV) versus la méthode intrapéritonéale (IP). Lorsque des comparaisons furent menées, la
méthode IP améliorait la survie, mais était accompagnée de problémes de toxicité
hématologique. Présentement, dans la plupart des pays la méthode intraveineuse (IV) est

préférée a la méthode intrapéritonéale (IP) [9].

1.6 Mode d’action des traitements communément utilisés en chimiothérapie :

paclitaxel, cisplatine/carboplatine et irradiation

a) Le paclitaxel

En 1979 le mécanisme d’action du paclitaxel fut élucidé par le groupe de Susan B. Horwitz et
en 1994 le paclitaxel fut produit de maniére synthétique par Robert A. Holton et son équipe
[32], [33]. Le paclitaxel est un composé qui se lie fortement aux extrémités N-terminale des
sous-unités B des microtubules permettant la polymérisation de la tubuline en absence de GTP,
rendant les microtubules résistants a la dépolymérisation. Les microtubules jouant un rdle
crucial dans la phase de mitose du cycle cellulaire, le taxol empéche la division cellulaire en
arrétant le cycle cellulaire en phase M [33]-[35]. Plus précisément, lorsque les cellules entrent
en métaphase les chromosomes sont alignés a I’équateur du fuseau mitotique. Les
chromosomes (chromatides sceurs) alignés a 1’équateur sont attachés par les microtubules
kinétochotoriens au niveau du kinétochore. La métaphase est suivie de 1’anaphase, ou les
chromatides sceurs se séparent et se dirigent vers les pdles, grice a plusieurs mécanismes
moléculaires, notamment des jeux de dépolymérisation et répolymérisation des microtubules
kinétochoriens. La ploidie des cellules filles dépend du bon déroulement de 1’anaphase et de la
bonne ségrégation des chromatides sceurs. Par conséquent, si les microtubules, acteurs majeurs
dans la ségrégation des chromosomes, ne sont pas capables de raccourcir, le cycle cellulaire
est bloqué en métaphase (figure 4). En plus d’inhiber le cycle cellulaire, le taxol peut aussi

moduler plusieurs voies moléculaires de signalisation dans la cellule. En effet, puisque
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plusieurs protéines clefs de la signalisation cellulaire se localisent aux microtubules, le taxol
peut jouer sur leur activation [36].

Les kinases ERK1/2 et p38MAPK sont des exemples bien documentés
[37]. Leurs activités peuvent étre augmentées suite a des traitements déstabilisant la
dynamique des microtubules, telle que la présence de taxol. Ces deux cascades de
signalisation une fois activées menent a ’entrée en apoptose des cellules traitées [37]. Un
autre mécanisme d’induction de I’apoptose par le paclitaxel serait via I’induction d’un stress
au réticulum endoplasmique (RE) qui déclenche le relargage de Ca” dans le cytoplasme. Le
Ca”" cytoplasmique active ensuite la m-calpain qui & son tour active la voie apoptotique

caspase-dépendante [35].

Metaphase Anaphase

Paclitaxel

L

mitotic spindle

chromosomes align mitotic spindle pulls sister
at center of cell chromatids to opposite poles

Figure 4. Arrét du cycle cellulaire en phase métaphase du cycle cellulaire induit
par paclitaxel

b) Cisplatine / carboplatine

La cisplatine est la drogue la plus couramment utilisée pour traiter le cancer de 1’ovaire. De
nos jours, on utilise un de ses analogues : la carboplatine. Lorsque la drogue est administrée
aux patientes, elle entre dans la cellule via des transporteurs membranaires tel que le CTR1
[38] . Une fois dans le cytoplasme, la cisplatine devient active via un processus chimique
appelé aquation : les atomes de chlore de la molécule sont remplacés par des molécules d’eau.

Aprées I’activation, le produit interagit avec les sites N7 des purines pour former des liaisons
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covalentes intra-brin ADN-ADN [39]-[41]. De fagon directe, les lésions des bases de I’ADN
telles que celles induites par la cisplatine provoquent une distorsion physique de la chaine
d’ADN qui est reconnue comme un dommage par des protéines senseurs, tels que hMSH2 ou
hMutSa composantes du complexe de réparation des mésappariements (RMM) ou encore par
les protéines HMG1 et HMG2. Le rdle des protéines reconnaissant le dommage est de signaler
le probléme aux protéines effectrices en amont. Lorsque la machinerie cellulaire détecte la
cisplatine, la premiére mesure prise est I’arrét du cycle cellulaire en phase G1/S, qui va étre
facilité par la protéine p21“""VA" (induite via p53). Afin de maintenir le checkpoint, d’autres
protéines seront aussi induites notamment CDKi pl16™"** [41], [42]. Alternativement, la
cisplatine induit la voie moléculaire ATR/Chk1,Chk2, cette voie cause la diminution de la
phosphatase cdc25 ce qui inhibe ’activit¢é de Cdkl et provoquera un arrét en G2/M [43].
L’activation de ces divers points d’arrét du cycle cellulaire donne a la cellule le temps
nécessaire a la réparation. Il existe plusieurs possibilités pour réparer ce type de dommage soit
par excision des nucléotides (REN), qui permet de remplacer les bases endommagées, ou
encore la réparation par recombinaison homologue (RH) en phase S/G2 du cycle cellulaire ou
la réparation par recombinaison non homologue (RNH) en phase G1 du cycle cellulaire [44].
Lorsque les dommages a I’ADN sont excessifs et que la réparation est impossible, les cellules

doivent activer des destins cellulaires telles que 1’apoptose ou la sénescence [41].

Il existe aussi d’autres protéines qui vont étre activées lorsque la cellule détecte la cisplatine,
tel est le cas de la kinase ATR, c-Abl, CHK2, p73 et aussi Fas/FasL. Par exemple, 1’activation
d’ATR déclenche la phosphorylation et donc 1’activation de p53 qu’elle active des protéines
impliquées dans I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN et 1’apoptose tels que

CIPVWARL S 5add45a et bax [41], [45]. La protéine bax activée transloque du cytosol & la

p2
mitochondrie, conduisant au relargage du cytochrome C et a la formation de I’apoptosome
dans le cytoplasme et a la subséquente activation des caspases [41], [46]. L’apoptose induite
par la cisplatine peut aussi impliquer d’autres voies moléculaires telles que la voie
Fas/FasL[41], [47] [41], [47], [48]. En outre, ATR peut aussi avoir des effets indépendants de
p53, comme ’activation de la cascade des MAPK. Parmi les membres de cette famille qui
sont activés on trouve p38MAPK, JNK et ERK qui sont impliqués dans la régulation de la

prolifération cellulaire, la différenciation, la survie et I’apoptose [41], [48], [49]. Une autre
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voie moléculaire indépendante de p53 fut reportée par Gong et al. (1999). IIs ont démontré que
p73, une protéine similaire a p53, pouvait aussi étre induite par la cisplatine et était capable

d’induire ’apoptose [41], [48], [50], [51] (figure 5).

S

Protéines reconnaisant domage a ’ADN

| | > |

Apoptose | Apoptose

>

| |
p21, Gadd45a, bax p38MAPK, JNK, ERK

Arret de croissance, réparation Prolifération cellulaire, différenciation,
et apoptose survie et apoptose

Figure 5. Mécanisme d’action de la cisplatine menant aux differents destins
cellulaires. Adapted from Siddik., Cisplatin: mode of cytotoxic action and
molecular basis of resistance, with permission from Nature Publishing Group.

En outre, la cisplatine, comme d¢ja dit, est trés toxique pour les cellules puisqu’elle provoque
des liaisons intra-brin dans I’ADN. Ces liaisons intra brin d’ADN sont réparées via différentes
voies de signalisation dans la cellule (cités plus haut). Lorsque la réparation par excision de
nucléotides commence des nucléases tels que XPG 3' et XPF-ERCCI1 5' sont recrutés au site
de dommage pour enlever les distorsions en faisant des incisions a ’ADN [52]. Chez les
cellules en dehors de la phase S du cycle cellulaire le dommage est réparé sans probléme.
Cependant, chez les cellules en phase S du cycle cellulaire ces incisions, cassures simple brins
(CSB), sont converties en cassures double brin (CDB) [53]-[55]. En effet, pendant la
réplication de I’ADN, lorsqu’une fourche de réplication avance sur I’ADN et qu’elle rencontre

une cassure simple brin, cela provoque I’effondrement de la fourche et la subséquente
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formation de la CDB. Lorsque I’ADN se trouve avec une cassure double brin, cela peut étre
réparé via la recombinaison homologue (RH) ou encore la recombinaison non homologue
(RNH) [44]. En plus ce type de cassure déclenche I’activation de la RDA [53]-[55].

Dans le contexte du COv-SHG , une étude démontre spécifiquement que les traitements
prolongés a la cisplatine et a la carboplatine induisent la conversions des lésions primaires
causées par les drogues en cassures doubles brins a ’ADN et donc I’activation de la RDA

[56].

1.7 Réponse aux dommages a I’ADN (RDA)

La carboplatine, telle que décrite plus haut, permet la conversion des CSB en CDB. Les
dommages a I’ADN de ce type sont des 1ésions 1étales pour les cellules, il est donc primordial
que les cellules détectent et réparent ce type de dommages et mettent en place des systémes de
réparation telle que la Réponse aux Dommages a I’ADN (RDA) [57], [58] (figure 6).

Lorsqu’une cellule normale détecte une cassure double brin a I’ADN, plusieurs protéines dites
senseurs reconnaissent le dommage et se fixent au site de cassure. Chez les humains, les
premicres protéines a arriver au site de dommage sont MRE-11, RADS50 et NSB1 qui forment
le complexe MRN. Un autre complexe, le 9-1-1 est compos¢ des protéines RAD9-RADI-
HUSI et va aussi se rendre au site de cassure. Les complexes senseurs permettent le
recrutement des kinases apicales ATM et ATR qui, une fois rendues au niveau du dommage,
déclenchent des cascades de phosphorylations. Parmi les cibles d’ATM on trouve le variant
d’histone H2AX qui une fois phosphorylé participe au maintien, et a la
propagation/amplification de la RDA. BRCA1 et 53BP1 sont aussi des cibles d’ATM qui sont
recrutées au site de dommage et qui sont respectivement impliquées dans la réparation de
I’ADN et dans la maintenance de la RDA, YH2AX et 53BP1 peuvent étre détectés par
immunofluorescence sous forme de foyers au niveau des cassures doubles brins (CDB). Par la
suite la cellule essayera de réparer le dommage soit par RH ou par RNH en fonction de la
phase du cycle cellulaire ou elle se trouve. Si le dommage ne peut pas étre réparé, la cellule
optera pour la sénescence ou I’entrée en apoptose. Les voies pouvant mener a I’apoptose ou a

I’arrét du cycle cellulaire via 1’activation de la RDA sont trés redondantes, ce qui peut limiter
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I’efficacité des traitements anti-cancéreux en permettant 1’apparition de multiples mécanismes

de résistance par les cellules cancéreuses [56].
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Figure 6. Réponse aux domages a 'ADN. Adapted from Yoshiyama, DNA Damage Response
in Plants: Conserved and Variable Response Compared to Animals, with permission from
open acces article under the terms of Creative Commons Attribution license.

Cependant, tels que 1’on au auparavant les cancers de ’ovaire sont fortement mutés en
BRCA1 et BRCA 2 (plus de 50% au total), et ces deux protéines sont nécessaires a la
réparation par recombinaison homologue par conséquent des nouvelles thérapies exploitent

cette propriété et utilisent des inhibiteurs des PARP.

1.8 Les inhibiteurs de PARP et la létalité synthétique

La 1étalité synthétique a lieu lorsqu’on combine différents mutations que toutes seules sont
viables pour la cellule mais que ensembles ont un effet 1étal [59]. Tel est le cas lorsque dans
une cellule on trouve PARP et BRCA1/2 simultanément mutés. Pour expliquer comment la
1étalité synthétique marche il faut nous situer dans le contexte d’une cellule qui regoit des
dommages endogeénes a I’ADN chaque jour, environ 10 000, étant les DSiB majoritaires. En
dépendance du type de dommage la cellule active des systémes de réparation différents; par

exemple les dommages simple brin (DSiB) sont répares via différents voies dont la réparation
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par excision de base (REB). PARP, une ADN glycosylase, est I’enzyme clé de la voie de REB
[59]. Par conséquent lorsque nous utilisions des inhibiteurs de PARPs cela bloque la
réparation par excision de base et des DSiB s’accumulent. Lors de la réplication de I’ADN,
quand la polymerase rencontre des DSiB elle pause, ce qui provoque le collapsement de la
fourche de réplication et les DSiB évoluent en DDB qui tel que vu auparavant sont réparés par
la RH, ce qui engage la protéine BRCA. Par conséquent, plusieurs thérapies profitent de ce
mécanisme et traitent les patients avec des mutations en BRCA avec des inhibiteurs des
PARPs afin de provoquer une accumulation des DSiB qu’évoluent en DDB qui ne peuvent pas
étre réparés et cela provoque la mort des cellules cancéreuses. Il faut noter qu’en autre des
dommages endogenes la radiation ionisante et les agents alkylants peuvent aussi provoquer un

dommage qui doit étre réparés par le REB [59], [60].

1.9 Destin cellulaire

Eventuellement la RDA se répand sur I’ADN au-dela du site initial du dommage, menant a
I’activation de p53 et CDC25A (figure 6). Ces deux derniers interviennent dans I’arrét

temporaire du cycle cellulaire (p53 via le CDKi p21“FVWA

), et le déclenchement de
I’apoptose. Il est aussi possible que la cellule répare le dommage et ré-entre dans le cycle
cellulaire [61]. Comme on peut I’apprécier suite a 1’activation de la RDA les cellules ont
plusieurs choix : la mort cellulaire programmée (apoptose via BAX, PUMA, NOXA), la mort
cellulaire par nécrose, la mort cellulaire associée a 1’autophagie, la catastrophe mitotique [62],
la réparation et la reprise de la croissance ou encore 1’arrét permanent du cycle cellulaire, aussi
connu comme sénescence [63] (figure 7). Parmi ces différents destins qui ont tous des modes

de régulation moléculaire complexes, celui auquel notre laboratoire s’intéresse

particulierement est la sénescence cellulaire.
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Figure 7. Destin cellulaires induits lors des traitements anti-cancéreux

II. Lasénescence cellulaire

1.1 Historique

La sénescence cellulaire fut décrite pour la premicre fois en 1961 par Hayflick et Moorhead
qui ont observé que les fibroblastes primaires humains maintenus en culture cessent de
proliférer aprés un nombre fini de divisions et entrent dans un état d’arrét de croissance
irréversible, baptisé sénescence cellulaire. Ils ont aussi observé que cet arrét de croissance était
accompagné d’importants changements morphologiques et physiologiques. Deux notions
importantes ont émergé de cette étude : la sénescence cellulaire comme arrét permanent de la
prolifération et le lien entre la sénescence, le cancer et le vieillissement. Hayflick et Moorhead
ont propos¢ que seules les cellules immortalisées (cancéreuses) peuvent échapper a la
sénescence. De plus, ils ont aussi émis [’hypothése que la sénescence contribuait au

vieillissement global de I’organisme. De maniére surprenante, ces deux postulats étaient justes
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méme si les mécanismes moléculaires faisant le lien entre sénescence, cancer et vieillissement
¢taient encore inconnus a I’époque [64].

Aujourd’hui, la sénescence cellulaire est associée a plusieurs autres processus physiologiques,
tels que I’embryogenése et la réparation tissulaire ainsi qu’a diverses pathologies comme par

exemple I’obésité, le diabéte, la fibrose et la fibrose cystique [65].

1.2 Mécanismes induisant I’entrée en sénescence

a) Sénescence réplicative

De multiples stress activent les voies moléculaires menant a I’entrée en sénescence des
cellules. La sénescence observée par Hayflick et Moorhead n’est qu’une diminution de la
longueur des séquences télomériques causée par des passages cellulaires répétés in vitro [66],
[67]. Les téloméres sont des séquences répétitives (TTAGGG) que 1’on trouve aux extrémités
de chaque chromosome, protégées par un complexe protéique appelé le télosome. Le rdle des
télomeres est de préserver I’intégrité du génome en empéchant la fusion entre chromosomes,
mais aussi d’empécher que les extrémités télomériques soient reconnues comme un dommage
a I’ADN. Pour cela, le télosome, qui est composé de six protéines: TRF1, TRF2, TIN2, POT1,
Rapl et TPP1 va former une T-loop avec les extrémités répétitives de I’ADN et va donc
empécher la reconnaissance des extrémités télomériques libres par les systémes de détection et
de réparation des dommages de I’ADN [68], [69].

Le raccourcissement télomérique s’explique par les mécanismes de réplication de ’ADN, qui
est composé de deux brins complémentaires antiparalléles : un brin en direction 5’23’ et
I’autre en direction 3’25°. Au cours de la réplication, ’ADN polymérase ajoute des
nucléotides au brin en cours d’élongation en utilisant une amorce ARN. L’ADN polymérase
ne sait répliquer I’ADN que dans la direction 5°>3’. Au moment de la réplication, les deux
brins d’ADN se séparent : au niveau du brin orienté en 5’=2>3’, I’amorce ARN se fixe au début
en 5’ et la réplication se fait sans interruption (réplication continue). Par contre, au niveau du
brin orienté en 3°>5’, la polymérase doit ajouter plusieurs amorces (fragments d’Okazaki)
pour pouvoir répliquer des petits fragments d’ADN en direction 5’23’ (réplication

discontinue). Toutes les amorces vont ensuite étre enlevées et remplacées par de ’ADN
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néosynthétisé a 1’exception de la premiére amorce d’ARN en 3’. Cette extrémité sera donc
plus courte et cela a chaque division. Ce phénomeéne est connu comme The end replication
problem [70]. Eventuellement les téloméres vont atteindre une longueur critique qui
déstabilise le télosome et déclenche une perte de son organisation. Le télomére sera donc
décoiffé dans le noyau [71] et les extrémités télomériques nues seront reconnues comme une
cassure a I’ADN et déclencheront la RDA. Les dommages aux télomeres ne peuvent pas étre
réparés par les cellules, cela va donc enclencher la mort cellulaire ou I’entrée en sénescence
[72]. Généralement, I’entrée en sénescence réplicative va engager des protéines suppresseurs
de tumeurs associées a la RDA telles que p53, Rb et p16™<** [73], [74].

Afin d’échapper a la sénescence réplicative qui semble condamner les cellules somatiques, les
cellules ont développé certains mécanismes. Par exemple, les cellules souches vont activer une
enzyme, “la télomérase”, une polymérase rétrotranscriptase qui synthétise les répétitions
télomériques [75]. De la méme facon, 90% des cancers [76], [77] vont réactiver cette enzyme
pour pouvoir s’immortaliser, une des étapes nécessaires a la carcinogenese [78]. 10-15% des
cancers vont utiliser un autre mécanisme pour atteindre I’immortalisation, connu comme
Alternative Lengthening of Telomeres (ALT). Ce mécanisme consiste a une maintenance de la

longueur des télomeéres via la recombinaison homologue [79]-[81].

b) Sénescence prématurée induite par le stress (SIPS)

Lorsque les cellules sont exposées a des dommages génotoxiques tels que le stress oxydatif ou
la radiation ionisante, elles peuvent aussi entrer en sénescence. Ces agents endommageant
I’ADN déclenchent la RDA et provoquent un arrét du cycle cellulaire transitoire ou permanent
si les dommages sont trop séveres [72], [74], [82]. La sénescence induite par les dommages a
I’ ADN est fortement régulée par les suppresseurs de tumeurs p53 et p16™~** et est associée a
des structures nucléaires appelées DNA SCARS [83]. Trés souvent les stress qui causent des
dommages de ’ADN peuvent aussi causer des Iésions télomériques qui seront irréparables, tel

que décrit plus haut [84].
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i. Especes réactives de I'oxygene (ROS)

Les especes réactives de 1’oxygéne sont des molécules réactives chimiquement contenant des
atomes d’oxygene. Les ROS peuvent étre le résultat du métabolisme endogéne de la cellule,
ou encore provenir de substances externes telles que la fumée, les polluants ou encore la
radiation ionisante. Les ROS sont également des molécules importantes dans la signalisation
cellulaire et I’homéostasie des organismes [85]. Cependant lorsque les niveaux de ROS
augmentent de maniére dramatique dans une cellule, cela peut endommager I’ADN, les
protéines et les lipides cellulaires. De fagon endogéne, les producteurs majeurs de ROS sont
les NADPH oxydases (NOX) qui se trouvent dans les membranes biologiques, la
mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou encore les peroxysomes [86], [87]. Aujourd’hui,
des liens entre les ROS et plusieurs processus biologiques ont été établis. Par exemple, on sait
que les ROS sont étroitement liés au vieillissement : d’apres la “Théorie des radicaux libres*
proposée initialement par Denham Harman en 1956 et révisé¢ par lui-méme en 1973 pour
ajouter le role des mitochondries et des especes réactives d’oxygene [88], ce sont les
dommages oxydatifs initiés par les ROS qui contribuent au vieillissement. Des études menées
sur des modeles animaux invertébrés et chez la souris ont démontré que, chez des animaux
transgéniques n’exprimant pas d’enzymes antioxydantes (SOD), la durée de vie était
diminuée. De méme, lorsqu’on surexprimait chez ces animaux ces enzymes, leur durée de vie
était augmentée [89], [90]. Dans des conditions physiologiques normales, les cellules régulent
la balance entre la production des ROS et leur élimination. Lorsque cette régulation n’est pas
effective, les ROS s’accumulent en grand nombre et la cellule va s’en retrouver endommagée.
Les ROS, une fois dans la cellule, vont activer la protéine p38MAPK kinase qui régule de
nombreux processus dans la cellule, tels que I’inflammation, I’arrét du cycle cellulaire et

CP16™NEA egt

INK4A
6 e

I’apoptose. Une fois active, elle va notamment cibler la protéine p16™~** [91]
un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines (CDKi) CDK4/6. Lorsque pl st
exprimée, elle empéche CDK4/6 de se lier a la cycline D et donc d’aller phosphoryler Rb. La
phosphorylation de Rb par le complexe CDK4/6 et la cycline D est nécessaire pour que celui-
ci change sa conformation et libere E2F. E2F libre agit comme un facteur de transcription et
permet I’expression des geénes nécessaires a la progression du cycle cellulaire en phase S [92]

(figure 8).
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ii. La radiation ionisante

Depuis la découverte des rayons X en 1895 par I’allemand Wilhem Conrad Ronhgen et de
leurs propriétés cytotoxiques, la radiothérapie a été largement utilisée en oncologie. Avec la
chirurgie et la chimiothérapie, la radiothérapie reste aujourd’hui un des piliers fondamentaux
des traitements. En effet il est estimé qu’au moins 50% de tous les patients avec un cancer
vont étre soumis a des cycles de radiation ionisante. Lorsque ’on applique la radiation
ionisante aux cellules, celle-ci provoque des cassures doubles brins a I’ADN. Ces cassures
vont déclencher une réponse aux dommages a I’ADN (RDA) (décrite en détail auparavant) qui
active les protéines p53 et Rb, causant un arrét de la prolifération et I’entrée en apoptose,

nécrose, autophagie ou sénescence de la cellule.

Lors de notre projet de recherche, la radiation ionisante fut utilisée comme un analogue

fonctionnel de la carboplatine pour causer des dommages directs a I’ADN [93].
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Figure 8. Voie de signalisation de p16NK#A induisant un arrét de la prolifération en phase G1 du cycle
cellulaire. Adapted from Dorothy C Bennett,, Human melanocyte senescence and melanoma susceptibility
genes, with permission from Nature Publishing Group.
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c) Sénescence comme barriéere a la transformation : Sénescence induite par les
oncogenes

Le cancer est une maladie a progression lente, qui trouve a son origine une combinaison
d’événements importants : 1’accumulation de mutations et un microenvironnement permissif
qui supporte le développement de la tumeur. La carcinogenése, telle qu’on la connait
aujourd’hui, est un processus graduel ou une succession d’événements se produisent au cours
du temps [94], [95]. Durant cette succession d’événements, il a été proposé que la sénescence
induite lors de I’activation d’oncogeénes comme Ras ou b-Ras, ait un role de barricre en
bloquant la prolifération via I’induction de dommages a I’ADN durant la phase S [96], [97].
Dans la littérature, on trouve de nombreux exemples tels que les nevus mélanocytaires : des
Iésions pré-mélanocytaires, qui sont souvent mutées au niveau d’oncogeénes mais qui restent
stables, sans évoluer en mélanomes di a I’induction de la sénescence par b-Raf [98]. Les
adénomes du colon, sont des Iésions stables exprimant des marqueurs de la RDA et de
sénescence, jusqu’a qu’elles contournent (ou by-pass) la sénescence et deviennent des

néoplasies aux stades avancés [99].

1.3 Le phénotype sénescent

La sénescence cellulaire est un phénotype cellulaire complexe et il est difficile de
« diagnostiquer » cet état de fagon définitive dans une cellule sans mesurer plusieurs
paramétres associés a la sénescence. Par exemple, la principale caractéristique des cellules
sénescentes est I’arrét de croissance irréversible, cependant cette caractéristique n’est pas
suffisante a elle seule puisque des cellules différenciées sont normalement en arrét de
croissance sans toutefois étre sénescentes. De ce fait, pour déterminer qu’une cellule est
sénescente, nous nous servons d’une panoplie de caractéristiques et marqueurs qui, exprimeés

ensembles, nous permettent de décrire le “phénotype sénescent” [100] (figure 10).

a) Arrét de croissance

Lorsque les cellules sénescent, d’importants régulateurs négatifs du cycle cellulaire sont

activés, tels que p53, p21“""WVAFL Rb et p16™ 44 [100]. In vitro, I’arrét de croissance peut étre
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mesuré via différentes méthodes comme le comptage cellulaire, ou encore I’incorporation
d’EdU (5-ethynyl-2 deoxyuridine). L’EdU est un analogue de la thymidine qui s’incorpore a
I’ADN en cours de synthése lors de la phase S du cycle cellulaire. Cependant, 1’arrét de
synthése de I’ADN n’est pas spécifique a la sénescence, puisque les cellules quiescentes sont

aussi en arrét de croissance [101].

b) Changement de morphologie

Dans son étude décrivant ’arrét de prolifération permanent des fibroblastes en culture,
Hayflick observa certains changements morphologiques ayant lieu dans les cellules
sénescentes [64]. Effectivement les cellules sénescentes s’élargissent, s’aplatissent et
paraissent devenir multinuclées [72], [98]. Les mécanismes régulant ces changements
morphologiques restent méconnus, mais il semble qu’ils impliquent des protéines telles que
Rb et les fibres de stress d’actine ou encore la redistribution et synthése de novo des protéines

[103].

c¢) Marquage SA-8-Gal

Bien qu’ils soient des caractéristiques des cellules sénescentes, les marqueurs précédemment
décrits ne leur sont pas exclusifs. A ce jour, le marqueur le plus reconnu et couramment utilisé

est le SA-B -Gal (Senescence-Associated- B -Galactosidase) [104]. Ce marquage vise a
mesurer par coloration enzymatique in situ I’activité de ’enzyme B galactosidase lysosomiale

en pH acide (pH 6) [105]. Lorsque les cellules sont sénescentes, leurs tailles ainsi que leurs
masses lysosomiales augmentent, ce qui explique I’augmentation de 1’activité enzymatique
[106], [107]. Toutefois, il reste a noter que cette enzyme per se n’est pas impliquée dans

I’induction ou le maintien du phénotype sénescent [107].
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Figure 9. Voies moléculaires induisant I’entrée en sénescence. Reprinted from Daniel Mufioz-
Espin et Manuel Serrano., Cellular senescence: from physiology to pathology, with permission
from Nature Publishing Group.

d) Expression des génes suppresseurs de tumeurs

Tel que déja dit, de nombreux genes suppresseurs de tumeurs jouent des roles cruciaux dans le
développement du phénotype sénescent tels que p53, p21F"VAFL Rb et p16™ 4 [100]

(figure 9), c’est pourquoi nous les utilisons in vitro et in vivo comme des biomarqueurs. Des

INK4A
6

protéines telles que pl et Rb sous sa forme hypophosphorylée s’accumulent dans les

ICIPl/WAFI

cellules sénescentes. La protéine p2 est un autre inducteur de la sénescence, en

bloquant la progression du cycle cellulaire. D’autres inhibiteurs des CDK comme p15 ou p27

Kinl . . . . , . , .,
" seraient aussi des inducteurs potentiels de sénescence moins étudiés [65].

e¢) DNA SCARS (distinct nuclear structures that sustain damage
induced senescence growth arrest and inflammatory cytokine secretion)

Les DNA SCARS sont une autre marque couramment retrouvée dans les cellules sénescentes.
Suite a un dommage a I’ADN, la RDA se déclenche et ceci entraine la formation des foyers de

dommage a I’ADN. Lorsque le type de dommage est assez fort pour induire la sénescence,
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comme dans le cas de cassures complexes et du raccourcissement ou du bris des télomeres,
ceci se conclut par des dommages irréparables. Des foyers de 53BP1 et YH2AX vont
s’accumuler et persister. On parle alors de DNA SCARS. Contrairement aux foyers
transitoires, les DNA SCARS colocalisent avec les corps nucléaires PML et aussi avec la
protéine CHK?2 [83], [108].

Ces DNA SCARS auraient un role de support dans D’arrét de croissance et la sécrétion

inflammatoire [108].

f) Remodelage de la chromatine

Une autre caractéristique des cellules sénescentes est les foyers d’hétérochromatine.

L’activation de p16™***

empéche I’hyperphosphorylation de Rb et donc son activation et la
progression dans le cycle cellulaire. Rb hypophosphorylé entraine la formation des foyers
d’hétérochromatine : SAHF [109]. Ces SAHF vont contribuer a la répression
transcriptionnelle de plusieurs genes impliqués dans le cycle cellulaire, tels que la cible d’E2F

la cycline A, nécessaire a la progression en phase S du cycle -cellulaire.
A ce jour, de nombreuses protéines présentes dans les SAHF ont été identifiées, comme
HMGA qui participent a I’induction et au maintien du SAFH, la forme méthylée de 1’histone
H3 (H3K9Me2/3) et aussi la protéine HP1 [110]. Nous pouvons détecter les régions
condensées de la chromatine in vitro a 1’aide des marqueurs de ’ADN tels que le DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole). Le role du SAHF serait donc de contribuer au maintien de I’arrét

de croissance.

2) Le PSAS (phénotype sécrétoire associé a la senescence)

Les cellules sénescentes secrétent, généralement une panoplie de facteurs connus sous le nom
de PSAS. Le PSAS est associ¢ a la présence des dommages a ’ADN dans les cellules
sénescentes et a I’activation de NF-xB. La composition du PSAS est trés variable et inclue des
facteurs solubles, telles que les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 entre autres, des
facteurs insolubles comme la fibronectine [111] et des protéases telle que
MMP-1 et -3 [112] que I'on peut quantifier facilement par des expériences d’ELISA ou

d’essais V-PLEX. Cette technique permet d’évaluer la sécrétion de plusieurs cytokines de
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manicre simultanée dans un méme essaie.

C’est précisément le PSAS qui donne un co6té obscur a la sénescence, puisque la sécrétion de
ces facteurs entraine des changements dans le microenvironnement tissulaire pour le rendre
plus permissif au développement et a la prolifération des néoplasies [111].
La sénescence est donc loin d’étre un arrét de prolifération stérile mais plutot un éternel défi

entre la balance anti-tumorale et pro-tumorale.
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Figure 10. Résumé des marqueurs déterminants le phénotype sénescent. Reprinted from
Dominick G. A. Burton., Physiological and pathological consequences of cellular senescence.
With permission from Springer.

26



1.4 La sénescence induite par la thérapie contre le cancer (TIS)

La caractéristique la plus important des cellules cancéreuses est leur capacité de
s’immortaliser et de proliférer de maniére incontrolée. Cela suggere que pendant le processus
de carcinogénese, les cellules cancéreuses ont échappé a la sénescence. En accord avec cette
hypothése, on observe que les génes suppresseurs de tumeurs les plus importants pour
I’induction de la sénescence, tels que p53, p16™~** et Rb sont souvent mutés dans les cancers
[94]. On pourrait donc supposer que la sénescence ne serait pas fonctionnelle dans ces
cellules, mais ce n’est pas le cas. En effet, les cellules cancéreuses peuvent aussi entrer en
sénescence prématurée (en opposition a la senescence induite par des stress réplicatifs qui
survient a la fin du potentiel prolifératif de la cellule) suite a différents stress. Les voies
moléculaires permettant I’entrée en sénescence étant nombreuses, il est peu probable qu’une
cellule cancéreuse soit mutée pour la totalité de ces voies. La littérature regroupe de nombreux
exemples montrant comment les cellules cancéreuses sénescent suite a des traitements en
utilisant des voies dépendantes ou indépendantes de p53. Pour approfondir plus a fonds ce

sujet vous pouvez vous référer a I’annexe 1 [113].

1.5 Etat des connaissances : La sénescence dans le cancer de I’ovaire

Plusieurs évidences dans la littérature démontrent que la sénescence peut étre détectée dans
des cellules cancéreuses ovariennes. Toutefois, ces ¢tudes utilisent des lignées cellulaires
immortalisées et ne font aucune distinction entre les différents types histologiques/génétiques
des cancers ovariens.

Les voies moléculaires conduisant a la sénescence dans les cancers ovariens semblent
nombreuses, ce qui, en plus de démontrer la complexité du phénotype sénescent, ouvre la
porte vers la découverte de nouveaux acteurs impliqués dans le développement du phénotype.
Parmi les différents acteurs induisant I’entrée en sénescence des cellules du cancer de 1’ovaire
nous retrouvons FOXO1. En effet, lorsque 1’on traite avec la progestine des cellules
cancéreuses exprimant le récepteur de la progestérone, celles-ci entrent en sénescence et

surexpriment la protéine FOXO1. Pour induire I’entrée en sénescence, FOXO1 permet la

1 CIP1/WAFI 6INK4A Kipl

transcription de plusieurs CDKi tels que p2 , pl5, pl et p27"" qui induisent
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I’arrét du cycle cellulaire. Nous sommes siirs que la progestine est en train d’induire de la
senescence et non de la quiescence puisque suite au traitement nous observons dans la cellule
une augmentation du marqueur SA- B -gal qu’est spécifique aux cellules sénescents.
Curieusement, en clinique, lorsque la tumeur exprime les récepteurs a la progestérone (PR),
les femmes ont une survie plus longue sans progression de la maladie. Ces études ménent a la
conclusion que I’utilisation de thérapies combinées avec des agonistes de PR pourrait étre
bénéfique dans les thérapies anti-cancer de 1’ovaire, possiblement en induisant la sénescence
[114].

Une autre étude démontre que la cisplatine est capable d’induire I’entrée en sénescence des
cancers de ’ovaire. Dans cette étude, lorsque la protéine GRP78 ¢était absente ou trés peu
exprimée, les tumeurs des femmes étaient positives pour des marqueurs de sénescence. GRP78
est une chaperonne induite lors de stress cellulaires et qui se retrouve localisée dans le
réticulum endoplasmique. Lorsqu’on traite les cellules avec la cisplatine il se produit une
augmentation du calcium dans le cytoplasme chez les cellules du cancer de 1’ovaire; ce qui
conduit a une induction de la senescence [50]. GRP78 agirait & ce niveau, lorsque surexprimé,
en inhibant I’efflux du calcium du réticulum vers le cytoplasme et donc I’entrée en senescence
[115], [116]. De plus, ils montrent que, in vitro, les lignées cancéreuses A2780 traitées avec la
cisplatine entraient en sénescence. Ils ont proposé qu’une surexpression de GRP78 rendrait les
cellules résistantes a la cisplatine en les empéchant d’entrer en sénescence. Cette sénescence
post-traitement serait induite via la voie moléculaire de p21“"""V*F! et CDC2. En conclusion,
ils suggerent que GRP78 aurait un role anti-sénescent dans le cancer de I’ovaire, et que des
futures thérapies invalidant GRP78 pourraient aider a réduire la résistance a la cisplatine dans
le cancer de I’ovaire [116].

Une autre protéine impliquée dans la sénescence dans le cancer de 1’ovaire est Wnt-5. En
clinique, une faible expression de Wnt-5 correle avec une survie globale réduite. Lorsque
I’expression de Wnt-5 est restaurée cela inhibe la prolifération des cellules du cancer de
I’ovaire in vitro et in vivo. Cette étude propose que Wnt-5 est un antagoniste de la voie
canonique Wnt/B-catenine et induit la sénescence en activant la translocation de HIRA aux
PML bodies. Ici encore, la restauration de la sénescence chez ces cellules est proposée comme

une nouvelle thérapie dans le cancer de I’ovaire [117].
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D’autres études ont montré que le resveratrol administré en combinaison avec la cisplatine est
capable d’induire la sénescence dans les cellules du cancer de 1’ovaire in vitro [118].

Deux miR ont aussi été identifiés comme des acteurs de la sénescence : miR-433 [119] et
miR-506 [120]. Lorsque miR-433 est surexprimé, il cible CDK6 et empéche la
phosphorylation de Rb ce qui inhibe donc la progression en phase S du cycle cellulaire [119].
Mir-506 a son tour, lorsque qu’il est surexprimé in vitro cible la voie moléculaire CDK4/6-
FOXMI1 pour induire 1’arrét du cycle cellulaire et le phénotype sénescent [120].
En outre, les cancers de ’ovaire ont une dépendance “addicted” a la protéine c-MYC qui est
surexprimée dans 30-60% des cancers de ’ovaire et qui a été¢ récemment impliquée dans le
phénotype sénescent [121]. En effet, lorsque I’on inactive c-MYC, cela provoque 1’inhibition
de la prolifération des cellules cancéreuses en induisant I’entrée en sénescence via 1’induction

Kipl

de la protéine p27™" et la diminution de I’expression de la cycline A ainsi que de I’activité
CDK2. Ces évenements combinés empécheraient la progression de la cellule en phase S et G2
du cycle cellulaire [121].

En sommaire, ces travaux ont permis de suggérer fortement que les cellules cancéreuses de
I’ovaire maintiennent la capacité d’entrer en sénescence. Cependant, la limite de ces études
réside dans leurs modeles qui utilisent des méthodes d’invalidation génétique ou de
surexpression de certaines protéines, en excluant ainsi la capacité intrinséque des cellules du

cancer de l’ovaire a entrer en sénescence sans manipulations génétiques/moléculaires

préalables.

1.6 Bénéfique ou néfaste : impact des cellules cancéreuses sénescentes dans le
microenvironnement tumoral

Lorsque ’on regarde la caractéristique principale des cellules sénescentes qui est un “arrét
permanent de la prolifération”, on peut apercevoir 1’aspect positif de cette propriété et
I’avantage d’un tel arrét de croissance dans le cas des cancers. Cependant, lorsque I’on regarde
plus en détail les autres caractéristiques du phénotype sénescent, comme la sécrétion des
facteurs dans le microenvironnement (PSAS), I’impact positif ou négatif est plus ambigu. En

effet, le PSAS est composé de plusieurs facteurs avec des rdles souvent antagonistes. Cela
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souléve donc la question : le PSAS est-il bénéfique ou préjudiciable dans le contexte du cancer

?

a) Sécrétome suppresseur de tumeurs

Les cellules cancéreuses capables d’entrer en sénescence secretent des facteurs dans le PSAS
qui peuvent avoir des roles bénéfiques sur le résultat de la thérapie. Par exemple, ’effet pro-
inflammatoire du PSAS peut attirer des cellules immunitaires tels que les Natural Killers (NK)
[122], [123], les macrophages et les lymphocytes T qui aideraient a I’¢limination des cellules
sénescentes cancéreuses et des autres cellules cancéreuses [124]. Le PSAS est aussi composé
de maspin, un facteur anti-angiogénique [125]. D’autres facteurs tel que 'IGFBP7 secrété par
les mélanocytes induisent et renforcent le phénotype sénescent des cellules avoisinantes
[126]. IL-6 et IL-8, les deux facteurs les plus largement caractérisés dans le PSAS, ont aussi
¢été¢ impliqués dans le maintien de la sénescence de maniére autonome et non autonome dans

des cellules endommaggées [127].

b) Sécrétome promoteur de tumeurs

Certains facteurs du PSAS vont avoir des roles préjudiciables dans le microenvironnement
tumoral et sur les cellules avoisinantes, cancéreuses et normales. Les facteurs GROs (Growth
Related Oncogenes) [128] et ’amphiregulin vont stimuler la prolifération des cellules dans les
cancers du sein et de la prostate respectivement [129]. De plus, la sécrétion des
métalloprotéases telles que MMP-3 (matrix métalloprotéase 3) augmente la dégradation de la
matrice extracellulaire, promouvant ainsi la migration des cellules cancéreuses [130]. Les
deux facteurs les plus “populaires” du PSAS, IL-6 et IL-8, sont aussi connus comme des
promoteurs de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) ce qui stimule 1’invasion des
cellules malignes [131].

Pour I’instant il est donc clair que le réle du PSAS reste encore a étre ¢lucidé rendant ainsi
compte que le role méme de la sénescence reste encore lui aussi a étre dévoilé dans le contexte

du cancer. Pour approfondir plus a fonds ce sujet vous pouvez vous référer a I’annexe 1 [113].

30



Hypothese et Objectifs

I. Prémisse

Les traitements actuels contre le cancer de l’ovaire causent des dommages a 1’ADN,
déclenchant donc I’activation d’une pléthore de voies de signalisation cellulaire incluant la
RDA. Ces différentes voies moléculaires aboutissent a des destins cellulaires
différents : la mort de la cellule, sa survie grace a la réparation du dommage ou encore sa
sortie permanente du cycle cellulaire, connue sous le terme de sénescence. Généralement en
thérapie anticancéreuse, le but est d’éradiquer la masse tumorale en provoquant la mort des
cellules malignes. Malheureusement, cela est bien souvent impossible. Par conséquent, mieux
connaitre au niveau moléculaire comment les différents destins cellulaires vont impacter sur la
biologie des cancers suite au traitement pourrait nous permettre d’optimiser les effets

désirables.

Il. Hypothese

Nous postulons que la sénescence cellulaire est la réponse majeure suite aux traitements anti-
cancéreux du cancer de I’ovaire. Afin de mieux comprendre le role de la sénescence dans la
réponse aux traitements, nous voulons élucider les mécanismes moléculaires d’entrée en
sénescence des COv-SHG et essayer de traduire nos résultats in vivo pour déterminer le role
de la sénescence dans la survie et la progression de la maladie chez les patientes.

Notre but ultime est de répondre a cette question :

“Quel est ’impact de la sénescence induite par la thérapie dans le cas des traitements contre le

cancer de I’ovaire séreux de haut grade ?”

31



lll. Objectifs

Mon projet de recherche se divise en trois parties :

Partie 1. Dans un premier temps, je désire valider la capacité d’entrer en sénescence des
cultures primaires du cancer de I’ovaire séreux. Pour ce faire, je désire comparer 1’expression
de différents marqueurs de sénescence entre des cellules jeunes en prolifération exponentielle
(cultures précoces) et des cellules vielles (cultures tardives), en arrét de croissance. Ceci dans
le but de valider que I’arrét de croissance préalablement observé dans les cultures de cellules
primaires des COv-SHG était bien une entrée en sénescence et non un autre phénomene
d’arrét de croissance tel que la quiescence. Dans un second temps, je désire déterminer quels

sont les mécanismes moléculaires permettant cette entrée en sénescence.

Partie 2. Dans la partie translationnelle de mon projet, je désire utiliser des micromatrices

tissulaires (MMT) de la banque de tumeurs de I’ovaire du CHUM pour déterminer, si les COv-

SHG sont capables d’entrer en sénescence in vivo. Je dois donc réaliser des marquages pour

les principaux marqueurs de sénescence détectés in vitro (partie 1).

Partie 3. Finalement, pour déterminer si les cellules du COv-SHG sénescent en réponse a la
thérapie anti-cancéreuse, je dois traiter les cultures primaires de cellules cancéreuses en
croissance exponentielle (jeunes) avec des drogues utilisées en chimiothérapie (carboplatine
en combinaison avec le paclitaxel) et la radiation ionisante (10Gy). L’Objectif est de
déterminer si ces traitements peuvent induire une entrée en sénescence précoce et si cette
entrée en sénescence est comparable au phénotype sénescent observé dans la partie 1 de mon

projet de recherche.
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.  SUMMARY

Human ovarian cancer (OvCa) is the most lethal gynecologic malignancy, with the existing
surgical and chemotherapeutic treatment landscape remaining relatively static in the last few
decades. High-grade serous (HGS)-OvCa, the most common form of this disease, usually
responds to initial treatment, but recurrence is almost inevitable. Understanding cell fate
decisions taken by HGS-OvCa cells in response to chemotherapy could guide new therapeutic
opportunities. Here, we find that primary cultures of HGS-OvCa cells predominantly activate
therapy-induced senescence (TIS) following exposure to DNA damage or platinum/taxane
chemotherapy. HGS-OvCa TIS has been found to rely on the cyclin dependent kinase inhibitor
pl6™ 4/ CDKN2A, which is rarely mutated in HGS-OvCa cases (less than 10%). In addition,
TIS in HGS-OvCa cells displays most senescence hallmarks, including persistent DNA
damage and a senescence-associated secretome (SASP). While TIS is rapidly induced in
primary HGS-OvCa cells, surviving cells that emerge from therapy are mostly pl6™ -
negative. Accordingly, analysis of tissue microarrays built from pre- and post-treatment HGS-
OvCa tissues (n=139) reveals partially reduced p16™~** levels in damaged epithelial tumor
tissues weeks after chemotherapy, suggesting that current chemotherapies can enrich for
p16™**_negative cancer cells. Nevertheless, we find that epithelial p16™~<* levels in pre-
/post-treatment HGS-OvCa tissues predict increased patient survival (P<0.008), and that
pl6™** levels in pre-treatment HGS-OvCa epithelium also predict reduced disease
progression (P<0.005). Together, our data show for the first time that senescence competence
in human cancer cells may have a beneficial impact on treatment outcome for patients,
implying that senescence reinforcement strategies could synergize with current HGS-OvCa
treatments to benefit the 90% of patients with CDKN2A wild-type, senescence-competent
HGS-OvCa tumors.
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Il.  INTRODUCTION

Aggressive high-grade serous ovarian cancer (HGS-OvCa) is the most common form
of OvCa and the most lethal gynaecological cancer. Currently, advanced HGS-OvCa is de-
bulked surgically, coupled with adjuvant platinum/taxane-based chemotherapy to target any
disseminated cancer cells that have evaded surgical removal. Although primary response rates
are high, reduced quality of life associated with multiple rounds of chemotherapy and eventual
cancer cell drug resistance impede long-term survival, with a 5-year overall survival rate of
40%'. During the last thirty years, there have been few major improvements for HGS-OvCa
treatment or survival, and the high rates of recurrence and mortality (>80%) underscore the
need for the development of targeted therapies and/or the optimization of current therapies™”.
Of particular interest, the high response rate to primary treatment suggests that therapy can be
improved by achieving a greater understanding of the molecular basis of the cellular responses

involved.

Cellular responses to stress, like radiotherapy- or chemotherapy-induced DNA
damage, are termed “cell fate decisions,” and include repair or bypass of the damage, cell
death (programmed or catastrophic), and cellular senescence (permanent growth arrest)®.
Among cell fate decisions, cellular senescence is suggested to play an important role in tissue
repair/damage, since senescent cells can persist for extended periods of time and harbor a
highly bioactive senescence-associated secretory phenotype (SASP) comprised of growth
factors, pro-inflammatory cytokines, extracellular proteases, and extracellular matrix proteins™
?. At the biological level, senescence can be described by two major features: the senescence-
associated growth arrest (SAGA) and the SASP*'°. Two key tumor suppressor pathways,
p53/p21VAF! and p16™ **/Rb, have been described to largely mediate the SAGA. The
transcription factor p53, encoded by the gene 7P53, is activated by the DNA damage response
(DDR), with downstream targets such as bax or the cyclin dependent kinase inhibitor (CDKi)
p21VA*! mediating cell death or SAGA'"'?. The presence of persistent phosphatidylinositol 3-
kinase-related kinase (PIKK)-mediated DDR signaling in senescent cells is essential to
maintain a p53-dependent SAGA and to contribute to the regulation of the SASP".
Alternatively, p16™**, another CDKi encoded by the CDKN24 loci, mediates an irreversible
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SAGA via inhibition of CDK4/6 and Rb-mediated establishment of repressive
heterochromatin at E2F-responsive S phase—associated promoters'*. Interestingly, pl16™ "

appears to mostly regulate the SAGA and has no direct influence on the SASP".

In relationship to cancer, senescence is undoubtedly beneficial in its role as an early

11,12,16

tumor initiation barrier in pre-neoplastic lesions . Therapy-induced senescence (TIS) in

damaged cancer cells may also be advantageous by preventing tumor cell growth'”"’.
However, opposing functions of the modified tissue microenvironment created by the
accumulation of senescent cells suggest that the overall impact of TIS must be evaluated
contextually. For example, in a mouse model of liver cancer, the senescent microenvironment
was shown to help promote the immune clearance of damaged cancer cells, thereby enhancing
therapeutic responses™. In contrast, TIS was demonstrated to promote treatment resistance in a
mouse lymphoma model by creating survival niches for residual cancer cells”*'. Currently, the
molecular pathways underlying the effects of TIS during human cancer therapy are mostly

unknown. Most importantly, whether TIS is overall a beneficial or detrimental process

remains to be evaluated.

Investigation of the relationship between ovarian cancer and senescence has already
begun. For example, evidence of a DDR barrier often associated with senescence has been
reported in hyperplastic fallopian tubes, suggesting that senescence is acting as a tumor
suppressor mechanism in this context to restrict pre-neoplastic progression of OvCa*?*.
Alternatively, the induction of senescence by a variety of external or internal factors after
malignant transformation has been shown in immortalized cell lines derived from various
OvCa subtypes, demonstrating that OvCa cells can be forced into senescence via drug
exposure'’, growth factor overexpression™, steroids exposure’’, or select miRNA
overexpression”*°. However, recent studies suggest that immortalized OvCa cell lines might

not reflect the full spectrum of the human disease, in light of suspected clonal derivation and

low spontaneous immortalization rates” .

Here, using human HGS-OvCa tissues and their associated clinical data, we find that

culture stress and chemotherapy-induced damage trigger TIS in primary cancer cell cultures.
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Furthermore, HGS-OvCa TIS is found to be accompanied by persistent DDR signaling and
expression of the SASP. Importantly, this large cohort of HGS-OvCa tissues and associated

6INK4a

clinical data allows us to observe firsthand that pl -associated senescence in epithelial

cancer cells may benefit clinical outcome.

III. MATERIAL AND METHODS

Ethics statement

The CHUM institutional ethics committee approved this study. Informed consent from all

patients was obtained before sample collection.

Patients and tissue specimens

Tumor samples were obtained from patients who underwent surgery for ovarian cancer in the
Department of Gynecologic Oncology at the CHUM. Disease stages were defined following
the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO). Tumor histopathology and
grade of the patient were classified using world health organization (WHO) criteria. Tissue
selection criteria for this study were based on both chemotherapy-naive and -treated patients.
Samples were collected between 1993 and 2014. Patient survival and progression were both
calculated from the date of diagnosis, which corresponded to the day of surgery for pre-
chemotherapy samples, or 3 months prior to surgery for post-chemotherapy samples.

Overall patient survival was defined as the time from diagnosis to death or last follow-up.
Additionally, patients known to be alive at the time of analysis were censored at the time of
their last follow-up. Progression was defined as the time from diagnosis to the patient’s

relapse (disease progression).

In the clinic, progression is defined according to Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors (RECIST) version 1.1 (anatomical assessment of measurable lesions), as well as
serum Cancer Antigen 125 (CA125) levels. A CA125 response is defined as at least a 50%

reduction in CAI125 levels from a pre-treatment sample. Therefore, clinical data on

37



progression-free intervals were defined according to blood CA125 levels and tumor size, as

assessed by medical imaging.

Pre- and post-chemotherapy epithelial ovarian tumor tissue microarray (TMA)

A gynecologic pathologist reviewed all cases. The grade and type of ovarian carcinoma were
identified and areas of interest were marked on hematoxylin and eosin—stained slides. Two
cores of 0.6-mm diameter for each tissue sample were arrayed onto recipient paraffin blocks.
This tissue array was composed of 340 cores from 170 epithelial ovarian tumors (2 cores per
patient) and was built on two recipient paraffin blocks. Clinicopathological details of the

cohort are summarized in Table 1.

Immunofluorescence staining of TMA

The TMA was sectioned into 4-um thick slices that were processed and stained using the
BenchMark XT automated stainer (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA). Antigen
retrieval was carried out with Cell Conditioning 1 (Ventana Medical System Inc.; no. 950-
124) for 60 minutes. The prediluted mouse anti-p16™~** monoclonal antibody (JC18) (Santa
Cruz #sc56330) was automatically dispensed and incubated for 60 minutes at 37°C. The
following steps were manually done on the bench. After blocking with Protein Block serum-
free reagent (Dako #X0909), Alexa-Fluor 568 secondary antibody (#A10037 Life
technologies Inc., ON, Canada) was added for 45 minutes, followed by washing and blocking
overnight at 4°C with diluted Mouse-On-Mouse reagent (Vector #MKB-2213). This was
followed by an incubation of 60 minutes with an epithelial mask of 3 mouse monoclonal
antibodies (anti-K7 clone OV/TL 12-30 (Thermofisher #MS-1352-P), anti-K18 clone DC-10
(Santa Cruz #sc6259), and anti-K19 clone ab-1 (Thermofisher #MS-198-P). The Alexa-fluor
750 secondary antibody (#A21037 Life technologies Inc., ON, Canada) was incubated for 45
minutes, followed by DAPI staining for 5 minutes. Staining with sudan black 0.1% for 15
minutes to quench tissue autofluorescence was followed by coverslip mounting using
Fluoromount Aqueous Mounting Medium (#F4680, Sigma). The TMA was scanned using a
20X 0.75NA objective with a resolution of 0.325 pm (BX61VS, Olympus). Multicolor images
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were segmented and quantified using Visiopharm Integrator System version 4.6.1.630

(Visiopharm, Denmark).

Visiomorph analysis

Immunofluorescence scoring was done using the Visiopharm software. The software measures
the mean fluorescence intensity (MFI) of all the pixels in the original photo for a chosen
region of a tissue sample (punch). Then, the MFIs corresponding to multiple punches from the

same patient are used to calculate the mean MFI for this patient.

Statistical analysis for TMA

A total of 31 patients were excluded from the analysis because of poor quality cores (folded or
scratched cores) or lack of epithelial material in cores. Survival curves were plotted using
Kaplan-Meier analysis and the log-rank test was used to test for significance. All statistical
analyses were done using the Statistical Package for Social Sciences software version 21

(SPSS, Inc.), and statistical significance was set at p=0.05.

Primary cell culture

Associated clinical data were available for all HGS-OvCa primary cells (TOV) and primary
normal epithelial ovarian cells (NOV) used. The only inclusion criteria used to select primary
cells for the study was their stage as defined by the International Federation of Gynecology
and Obstetrics (FIGO) classification. All the primary cancer cells used were high-grade serous
ovarian carcinoma, with FIGO stage III and tumor grade ranging from 2 to 3.

Unless otherwise indicated, cells were cultured in OSE media supplemented with 15% fetal
bovine serum (FBS) and 5% streptomycin in a 7% O, incubator **. Proliferation was assessed
using population doubling (PD) according to the following formula: last PD + (Log (final cell
number) - Log (initial cell number plated) x 3.32).
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SA-B-gal staining

Senescence-associated (-galactosidase (SA-B-gal) was assessed as described in Dimri et al.,
1995. Pictures were taken with a Nikon Eclipse TE300 microscope (Nikon Instruments Inc.

Melville, NY, U.S.A).

Irradiation and chemotherapy

Cells were seeded in appropriate vessels. 48 hours after seeding, cells were treated with either
10 Gy of X-irradiation (IR) using a Cesium 137 irradiator, or a combination of carboplatin (10
uM) and paclitaxel (30 nM). Carboplatin and paclitaxel were removed after 12 hours.

Senescence hallmarks were tested 8 days later.

Immunofluorescence staining of primary cell cultures

Cells were cultured in 4- or 8-well chamber slides (Nunc, Penfield, NY, USA). After treatment
and incubation, cells were fixed in 10% formalin (Sigma) for 10 minutes and washed 3 times
in PBS for 5minutes at room temperature (RT). After fixation, cells were blocked for
30 minutes in blocking buffer (1% IgG-free BSA, 4% donkey serum [Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA] in PBS) and incubated with primary antibodies
diluted in blocking buffer overnight at 4 °C. Cells were then washed and incubated with
secondary antibodies and Hoechst for 1 hour at RT. Finally, slides were washed and mounted
with Vectashield (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) or ProLong® Gold Antifade reagent
with DAPI (Life Technologies, Willow Creek Road Eugene, OR, USA). Images were acquired
using a Carl Zeiss Axio Observer Z1 fluorescence microscope with Axio Vision software (45
Valley brook Drive Toronto, ON,Canada), and processed with Photoshop CS (Adobe, San
Jose, CA, USA).

DNA synthesis detection

Cells in chamber slides were pulsed with the modified thymidine analogue EdU for 48 hours

before fixation. Cells were processed as per the manufacturer's protocol to detect the
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incorporation of EdU into DNA using Click-iT chemistry (Invitrogen C10340) and Alexa
fluor® 488 azide (No. A10266) or Alexa fluor® 647 azide (No. A10277). Following washing
with PBS, immunofluorescence staining for pl6™ " was performed as described above.
Finally, cells were washed with PBS, mounted with Vectashield (Vector Labs) or ProLong®
Gold Antifade reagent with DAPI (Life Technologies, Willow Creek Road Eugene, OR,
USA), and analyzed as for IF above.

Real-time quantitative polymerase chain reaction (QRT-PCR)

RNA was extracted from cells or tissues using TRIzol reagent. Reverse transcription was
performed using Invitrogen Superscrit III (#11752). QRT-PCR using Sybr green (Invitrogen,
The SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix kits) was performed with the following protocol: 2
minutes at 50°C, 10 minutes at 95°C, 40 cycles of 15 seconds each at 95°C, 30 seconds at

72°C, and 1 minute at 60°C. The primers used are listed in the table below.
p21 Fw GGGACAGCAGAGGAAGAC

p21 Rev TGGAGTGGTAGAAATCTGTCA

TBP Fw GAGCCAAGAGTGAAGAACAG

TBPRev ~ ACCTTATAGGAAACTTCACATCAC

b-actin Fw =~ TTCCTTCCTGGGCATGGA

b-actin Rev CCAGACAGCACTGTGTTG

pl6™*** Fw  CTGCCCAACGCACCGAATA

pl6™ ** Rev GCGCTGCCCATCATCATGA

Antibodies and reagents

Antibody against 53BP1 (1:2000) is from Novus Biologicals Oakville, ON, Canada (No.
NB100-304). Antibodies against PML (N-19) (1:500) goat (No. sc-9862) and p16™** (JC8)
(1:100 or 1:300) mouse (No. sc-56330) are from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA,
United States). Antibody against YH2AX (ser 139) (1: 2000) mouse (No. 05-636-I) is from
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Millipore (Temecula, CA, USA). The secondary antibodies used are all Alexa Fluor from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Cy3 donkey anti-goat (1:800) from Jackson Immuno
Research Laboratories (Baltimore Pike, West Grove, PA, USA) (No. 705-165-147), Alexa
fluor 594 or 647 donkey anti-mouse for pl6™~* staining (1:800) (No. A1203 and No.
A31571), Alexa fluor 488 (1:800) donkey anti-mouse for YH2AX (1:800) ( No. A21202), and
Alexa fluor 647 anti-rabbit (1:800) for 53BP1 (No. A31573) are all from Life Technologies
(Life Technologies, Grand Island, USA).

SASP profiling

Cells were seeded and treated with paclitaxel/carboplatin as described above, followed by
incubation in OSE medium with 15% FBS for another 8 days (media was changed every 2
days). Sixteen hours before performing antibody array, the vessels were washed 3 times with
PBS, and the media was replaced with serum-free media to generate serum-free conditioned
media. Conditioned media were collected and stored on ice for immediate use on multiplex
ELISA, and cell numbers were counted. Multiplex secretome detection was performed
according to the protocol provided by Meso Scale Discovery V-PLEX Human Biomarker (40-
Plex Kit K15209D-2). In brief, 50-pul samples, diluted 1:2 or 1:4, were added to the wells.
Plates were sealed and incubated for 2 hours at RT. After incubation, plates were washed 3
times with 150 pl of wash buffer per well, and 25 pl of detection antibody solution were then
added to each well. The plates were incubated for another 2 hours at RT, followed by 3 times
washing with wash buffer. Before reading, 150 pl of 2X read buffer T were added to each
well. Finally, the plates were read on the MSD instrument, with signals normalized to cell

number.

IV.  RESULTS

Premature growth arrest in HGS-OvCa primary cultures
To define a human disease model with which to study HGS-OvCa therapy—induced cell fate

decisions, we first retrospectively revised data from a long-standing ovarian cancer tissue bank
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that was used to establish more than 30 new OvCa cell lines over a period of more than 15
years. Looking at primary culture data, we found that the vast majority of hundreds of cancer
cell primary cultures did not spontaneously immortalize into cancer cell lines. The primary
cancer cells almost all behaved in a similar manner: after first establishing in culture for at
least 2 passages, they slowed their growth, enlarged, and became flat and vacuolated.
Interestingly, there was no evidence of extensive cell death upon permanent growth arrest. For
example, in 86 cultures originating from HGS-OvCa solid tumors and ascites collected during
the year 2000, serial passaging data revealed that only one ascites-derived primary culture
spontaneously immortalized (OV866), while all other cultures permanently stopped
proliferating after an average passage number of 4.6 (immortalization rate below 2%) (Figure
1a-b). From 2006 to 2007, after cell culture conditions were further optimized, only 15 HGS-
OvCa cell lines were established out of 187 primary cultures (8.02% of the total). Thus,
despite the aggressiveness of this disease, the spontaneous establishment of cell lines in vitro
from HGS-OvCa primary cells is a relatively rare event, as is similarly reported for non-HGS

OvCa and many other types of cancers”*®

. To further examine why these primary cultures
failed to proliferate indefinitely, we obtained several very early—passage HGS-OvCa cultures
as well as a culture derived from NOV. These cells were serially passaged at 80% confluence,
and while both NOV and HGS-OvCa cultures proliferated exponentially during the first 20 to
30 days in culture, all cells eventually underwent a stable growth arrest (Figure 1c¢). Similar to
previous observations, when proliferation stopped, cell numbers remained stable with little
evidence of dying or floating cells, suggesting permanent growth arrest. Indeed, and in
contrast to early cultures, EAU staining indicative of DNA synthesis was markedly reduced or

absent in late-passage NOV and HGS-OvCa cultures, confirming stable cell cycle arrest

(Figure 1d-e).

Evaluating hallmarks of replicative senescence in HGS-OvCa primary cultures

Based on our observations and similar findings in the literature, we hypothesized that primary
HGS-OvCa cells undergo replicative senescence after the initial proliferation phase**®. To
validate this hypothesis, we analyzed a panel of primary HGS-OvCa cultures for key
hallmarks of senescence. First, we confirmed the appearance of enlarged and flattened

morphology in late-passage cells (Figure 1f). At the biochemical level, senescence associated
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SA-B-gal activity was strongly increased in late-passage cells, confirming the senescent state
of these cells (Figure 1f-g). Senescent cells also often harbor a variety of other molecular
hallmarks. In particular, they typically exhibit persistent DDR signaling emanating from
irreparable DNA double strand breaks (DSBs). These structures are visualized as nuclear
DNA damage foci, and are often termed DNA-SCARS®. Consistent with previous studies on
replicative senescence™, the primary HGS-OvCa cultures tested here contained elevated levels
of cells with more than 3 DNA damage foci (Figure 2). Taken together, these data
demonstrate that spontaneous immortalization is a rare event in HGS-OvCa cells (less than
10% of the cultures), because the overwhelming majority of these cells retain the ability to

undergo replication-associated cellular senescence.

HGS-OvCa replicative senescence is associated with p16™~**

The tumour suppressor gene 7P53 is activated during replicative senescence in response to
cellular stress and is often a major regulator of the SAGA. However, TP53 is the most highly
mutated gene in HGS-OvCa (greater than 85% of cases in multiple studies (Figure 3a)>®,
suggesting that the p53-p21 signaling pathway does not mediate the SAGA in primary HGS-
OvCa cultures. We thus screened two TCGA HGS-OvCa mutation datasets for senescence-
associated genes in the cBioportal, and discovered that less than 10% of patients have a
mutation in the locus CDKN2A, which encodes the pl 6INK4A protein. This CDKi is critical
in the Rb senescence pathway, and may be even more essential in the event of 7P53 mutation,
such as in HGS-OvCa. We thus tested whether p16™~<** expression could be detected in HGS-
OvCa cells in various stages of culture, and found that, as expected for a senescence mediator,

6™ A while late-passage cells undergoing cellular

early-passage cells did not express pl
senescence were highly positive (Figure 3b-c). To verify the state of growth arrest in p16-
positive cells, we combined a 48-hour EdU pulse with pl6™** staining and found mutual
exclusion for the 2 parameters, confirming that p16™~** expression in HGS-OvCa cells was
associated with SAGA (Figure 3b). In addition, we similarly assessed p16™ <" expression in
HGS-OvCa primary cultures that underwent a rapid senescence-like growth arrest after only

one passage. Not surprisingly, these cells exhibited strong p16™ " expression (Figure 3d-e),
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with the few cells lacking pl expression showing evidence of DNA synthesis (yellow

arrowhead in Figure 3d), again strongly suggesting a growth arrest in culture induced by p16.

6""K*A expression levels in pre-treatment HGS-OvCa tissues correlate with disease

pl
progression

Since primary cultures of HGS-OvCa cells seem to retain the ability to undergo pl6-
associated senescence, we hypothesized that senescence could also be an important cell fate
decision in HGS-OvCa tumors following exposure to genotoxic stress, such as chemotherapy.
To test this idea, we took advantage of the two most common clinical strategies for OvCa
treatment in Canada, immediate surgical resection for treatment-naive tumors (pre-treatment),
and neoadjuvant chemotherapy followed by surgical resection of the residual tumor mass
(post-chemotherapy)®, to build an HGS-OvCa tumor TMA containing 139 samples (75 pre-
treatment and 64 post-chemotherapy) (see Table 1 for a summary of the clinical data). We
then performed multicolour immunofluorescence to measure the expression levels of p16™<**
specifically in the cancerous epithelial compartment of the cancer tissues. While overall

. INK4
decreases in pl6

expression were not significant between pre- and post-treatment tissue
samples, we were able to distinguish two subpopulations of tissues with either high (above
2000 MFI) or low p16™*** levels (Figure 4a). We chose the 2000 MFI cut-off because this
was the most suitable MFI value to separate the two populations. To further validate this, we
repeated the calculations using the median (1983) instead of mean fluorescence intensity, with
similar results being observed (data not shown).

Comparing pre- and post-chemotherapy samples, the proportion of cases with high p16™~**
expression decreased from 69% to 48%, respectively (Figure 4c¢), indicating a profile shift
after treatment. To validate the protein levels observed with the HGS-OvCa TMA, we
performed pl16™*** RT-qPCR expression analysis using RNA directly extracted from the
parental tumors of 16 samples selected from the TMA as high and low p16™** expressers in
both the pre- and post-chemotherapy groups (Figure 4a). The correlation between pl16™~<*
protein levels from the TMA data and p16™~** RNA levels from the corresponding parental
tumor samples was significant (p=0.0186, R* value of 0.3358), confirming that the TMA-

measured pl6™<* levels reflected true pl6™~<** expression in the HGS-OvCa samples

(Figure 4b). To reveal any association between epithelial pl6™<** expression levels and
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clinical outcome, we performed a Kaplan-Meier analysis separating the p16™~* high and low
expression subgroups. When pooling together all patient samples (pre- and post-treatment), we

found that lower expression levels of pl16™"**

correlated with poorer survival. When we
analyzed the pre- and post-treatment groups separately, we found that low p16™~** expression
in pre-treatment samples correlated not only with poor survival, but also with disease
progression. However, in post-treatment samples, a significant correlation existed between
low pl6™** levels and poor survival, but not between pl6™~** levels and disease
progression (Figure 4d). These results suggest for the first time that senescence competence in

INK4A
6

human cancer cells, as measured via basal levels of pl expression, may have a

beneficial impact on treatment outcomes for patients with HGS-OvCa.

Primary HGS-OvCa cells undergo p16™***-associated therapy-induced senescence

The results presented above suggest that in pre-treatment HGS-OvCa tumors, a large subset of
the p53-mutated cells remain senescence competent because of their ability to modulate
pl6™** expression. During treatment, these cells would proceed to activate pl6™~* -

associated cellular senescence. However, our TMA results did not reveal significantly

INK4A INK4A
6 6

increased levels of pl in post-treatment samples. In fact, if anything, pl was
slightly reduced (Figure 4a, not significant). Because current HGS-OvCa chemotherapy is
never completely effective at killing all cancer cells, this could suggest that post-treatment
HGS-OvCa tumors, which are surgically debulked 6 to 8 weeks after the last chemotherapy
regimen, represent the subset of non-senescent cancer cells that are already replacing the
growth-arrested senescent cancer cell population. This mixed population of senescent and
emergent treatment-resistant cells is consistent with the significantly reduced proliferation
rates measured in post-treatment samples via Ki67 expression (Figure 4e-f). Moreover, the
lower p16 levels in the post-chemotherapy TMA samples may also be explained by this mixed
composition of senescent cells (activated pl6) and emergent senescence-escaping cells

(inactivated or never activated p16) in HGS-OvCa tumors after exposure to treatment.
Since ethical and clinical considerations preclude the collection of HGS-OvCa tumor tissue

earlier during the chemotherapy regimen, we thus set out to use our primary cell culture

system to validate the hypothesis that HGS-OvCa cells undergo rapid chemotherapy TIS. To
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mimic patient treatment conditions, early-passage primary HGS-OvCa cells were exposed to
ionizing IR (10 Gy) or chemotherapy (10 nM carboplatin and 30 uM paclitaxel) at levels

31-35 Basic senescence hallmarks

reflecting chemotherapeutic plasma concentration of patients
were then assessed 8 days after treatment. As suspected, IR-treated TOV primary cells became
enlarged, flattened, and stained positive for SA-B-gal, with very few cells detaching from the
culture plates (Figure 5a and b). Akin to our observations for stress-induced replicative
senescence, IR therapy—induced senescence was associated with the activation of p16™** and
the loss of active DNA synthesis, both of which confirmed stable SAGA (Figure Sc-e).
Similar results were obtained when cells were treated with carboplatin and paclitaxel, further

validating cellular senescence as the major response to therapy in primary HGS-OvCa cells

(Figure 5f).

Chemotherapy induces a persistent DDR and SASP in HGS-OvCa cells

To further characterize important functional hallmarks of TIS in HGS-OvCa cells, we
evaluated the DDR and the SASP in these cells. Early-passage primary HGS-OvCa cells were
treated with carboplatin/paclitaxel or IR, and immunofluorescence was used to evaluate the
presence of DNA damage and DDR activity. Using the recruitment of the protein 53BP1 into
nuclear foci as a marker of DNA double-strand breaks’’, we evaluated the number of cells
with three or more DNA damage foci, which was found to be significantly increased in treated
populations (Figure 6a-b). DNA double-strand breaks can be transient or can persist as
permanent structures termed DNA-SCARS, which can be distinguished from transient foci by
their association with the PML nuclear bodies (PML-NBs) involved in DNA repair’. Indeed,
most persistent S3BP1 foci detected in TIS HGS-OvCa cells were associated with PML-NBs,
possibly representing long-standing unrepaired DNA double-strand breaks that maintained
continual DDR signaling (Figure 6a). Notably, more cells with persistent DNA damage were
detected in irradiated cells compared to carboplatin/paclitaxel-treated cells due to direct DNA

damage in the former (Figure 6b).
The secretome of senescent cells, or SASP, is known to be associated with the presence of

persistent DDR signaling, and may have an important impact on the post-treatment tumor

microenvironment. We thus evaluated the SASP resulting from HGS-OvCa TIS using Meso
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Scale Discovery V-PLEX arrays. TIS-associated behaviours of select secreted factors were
evaluated by normalizing the treated/untreated secretion levels to the average value of all
samples. As shown in the heat map, carboplatin/paclitaxel treatment increased secretion of
SASP factors in all primary cultures tested (Figure 6¢). These included cytokines (GM-CSF,
1115, IL12), chemokines (MDC, MCP-1, ILS8), pro-inflammatory molecules (IL6, IFN-r, 1L4,
IL13), angiogenic factors (VCAM-1), and vascular regulators (bFGF), together confirming the
presence of a TIS-mediated SASP. Interestingly, the secretome of primary cells treated with
IR was different compared to that of the cells treated with carboplatin/paclitaxel, suggesting
that different SASPs can be induced in response to varying modes of senescence”. While both
carboplatin and IR promote pl6-associated senescence, it is possible that other tumor
suppressor genes may contribute to the establishment of senescence, thus influencing the
variable secretome phenotype. Moreover, IR is capable of promoting more DNA damage,
since carboplatin can only induce DSBs during the S-phase of the cell cycle, whereas IR-
induced damage is not cell cycle—dependent. Therefore, the two treatments cannot be directly

compared.

V. DISCUSSION

In the context of modern, personalized, and precision-focused medicine, understanding
cellular responses to the treatment of HGS-OvCa could allow for the manipulation of therapy-

induced cancer cell fate decisions to improve patient outcomes.

Altogether, this study demonstrates that primary HGS-OvCa cells treated with IR or
chemotherapy drugs rapidly undergo TIS accompanied by persistent DDR signaling (ie, DNA-
SCARS) and a SASP-like secretome. These effects not only contribute to the senescent
phenotype of the cells, but they also have the potential to alter the post-treatment tumoral

tissue microenvironment. The evidence presented here of a pl6™ "

-associated replicative
senescence combined with the low CDKN2A4 mutation rates in HGS-OvCa patients (3-5%)
suggests that the majority of HGS-OvCa tumors retain the ability to undergo TIS in response
to chemotherapy. However, several months after treatment, p16™ " **-negative cell populations

eventually expand, perhaps prompting the inevitable recurrence and/or resistance to treatment
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that occurs in most patients with HGS-OvCa. This suggest that current chemotherapy

regimens are indeed efficient at inducing TIS in senescence-competent, pl6™<**

-positive
cancer cells, but that this TIS induction is suboptimal. A subset of cells is able to survive and
potentially emerge from treatment with lower levels of p16™~<**, thus reducing the efficacy of
subsequent therapy (Figure 4f). In light of this, the enhancement or reactivation of senescence
in these cells may be an interesting and novel strategy to pursue in order to harness the
curative potential of TIS. For example, the use of a small molecule CDKi may be considered
to strengthen pl6™"**-induced activities, or epigenetic regulators to favor increased

. INK4A
expression of p16

and other senescence genes.

A few residual questions may arise from this study; for example, can carboplatin/paclitaxel
treatments also induce cellular senescence in normal cells or immune cells? While we
currently do not have an empirical answer for this question, we can propose some predictions
based on our current knowledge. We know that carboplatin induces DSBs during the S-phase
of the cell cycle, while paclitaxel can induce a mitotic block only during mitosis (anaphase).
Fortunately, since the majority of the cells in the body are quiescent, these two drugs should
have little impact on them. As for immune cells, their propensity for apoptosis make them
unlikely targets for cellular senescence. However, further investigation is needed to assess the

possibility of senescence induction in these two cell populations.

Despite the inefficiency of current treatments to promote a robust and curative TIS, the
presence of biologically versatile senescent cells in a treated tumor raises the possibility of
influencing other cells within the tumor to positively (or negatively) alter treatment outcomes.
For example, the DNA damage—induced secretion of IL6 in the senescent microenvironment
of post-chemotherapy murine thymus is sufficient to create a protective niche for a subset of
lymphoma cells that can cause cancer recurrence’”'. Similarly, the presence of senescent cells
in post-therapy murine breast cancers has been shown to trigger increased SASP levels that are
associated with cancer recurrence’. Finally, the secretion of the SASP factor WNT16B
(wingless-type MMTYV integration site family member 16B) by senescent stromal cells in
post-therapy murine prostate provides direct support for continued growth of prostatic

epithelial cancer cells. Importantly, increased stromal WNT16B levels have also been detected

49



in post-therapy human prostate, ovarian, and breast cancers’’ . Taken together, senescence and
its relationship with long-term treatment outcomes must be assessed in a context-dependent
manner, which, to our knowledge, remains to be performed in humans.

INK4A
6

When we measured senescence competence of HGS-OvCa tumors using pl expression

as a reporter, we found that senescence (or pl6™

expression) correlated with increased
patient survival and decreased disease progression. This correlation was stronger in naive
tumors (non-treated group) than chemotherapy-treated tumors (post-treatment group), perhaps
because of the mixed cell composition of a subset of the treated tumors, which may have
contained emergent populations of pl6™~**-negative, treatment-resistant cancer cells. The

results obtained here using pl6™**

warrant the evaluation of other senescence reporters in
the context of HGS-OvCa chemotherapy, with the aim of discovering new predictive
biomarkers that would strengthen our ability to stratify patients into high and low responder
groups prior to treatment. Similarly, senescence biomarkers should be tested in other types of
human cancers to evaluate the role that senescence plays in different contexts. Overall, this
dataset represents the first example of a beneficial patient outcome resulting from the

induction of senescence in tumor cells during cancer therapy.
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VIl.  FIGURE AND TABLE LEGENDS

Figure 1: HGS-OvCa primary cultures undergo replicative senescence. (a) The maximum
passage number before growth arrest of 86 HGS-OvCa primary cultures collected during the
year 2000. (b) The average number of passages of growth-arrested cultures (85/86) or
spontaneously immortalized cultures (1/86) from 2000. (¢) Normal epithelial ovarian primary
cells (NOV1341G) and primary HGS-OvCa cells (TOV959D, TOV3301D, TOV2356,
TOV2267, and TOV3207G) were cultured until they stopped proliferating. The data is
reported as population doublings (PD) over time. (d) Representative immunofluorescence
images from 24-hour EdU labeling of primary cultures. The quantification of the percentage of
EdU-positive nuclei is shown in (e). In both normal ovarian primary culture (NOV1341G) and
OvCa primary culture (TOV3011 and TOV959D), DNA synthesis is significantly decreased in
later passages. * P = 0.0106, as calculated using a ratio-paired two-tailed #-test and the
Graphpad Prism 6 software. (f) Representative images of senescence-associated SA-B-gal
staining. (g) Quantification of senescence-associated SA-B-gal staining in early- and late-
passage NOV1341G, TOV959D, TOV3011D, TOV2356, and TOV2267 primary cultures. * P
=0.0207, as calculated using a paired two-tailed #-test and the Graphpad Prism 6 software.

Figure 2: Replicatively senescent HGS-OvCa primary cultures harbor evidence of
persistent DDR signaling. (a) At late passages, senescent TOV primary cells scored positive
for persistent DNA damage foci (middle panels, detected using 53BP1 immunostaining), and
increased PML expression (right panels). DNA segments with chromatin alterations
reinforcing senescence (DNA-SCARS) were assessed by counting nuclear foci staining
double-positive for both 53BP1 and PML-NBs. (b) Quantification of cells with more than
three 53BP1 DNA damage foci. A significant increase is observed in late-passage TOV3011D,
TOV2256, and TOV2267, but not in TOV959D cultures.

Figure 3: Replicative senescence in HGS-OvCa primary cultures is associated with
p16™%*A, (a) In cBioportal, two large HGS-OvCa cohorts, including 311 cases (provisional)
and 316 cases (nature’®), display total TP53 mutation rates of 87% and 95%, respectively. The
same cohorts display CDKN2A mutation rates of 5% and 3%, respectively. (b) Representative
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images of pl6™<*

(red) and EdU (green) staining using immunofluorescence in both early-
and late-passage primary OvCa cultures. Nuclei are counterstained in blue (DAPI). The
quantifications of pl6™~*"-positive cells are shown in (¢). In TOV3011D, TOV959D, and
TOV2356 cells, p16™"* is significantly increased in later passages * P = 0.0269, as calculated
using a paired two-tailed #-test and the Graphpad Prism 6 software. (d) Late passage (P5) pre-
senescent primary culture TOV3207G is incubated with EAU for 48 hours. Immunostaining of
p16™** is shown in red and EdU positive cells are marked in green. Arrowheads indicate
cells with EdU-positive and p16™"*-negative signals. (e) Quantification of p16™~* staining
of pre-senescent primary OvCa cells (TOV2965D and TOV3207G); all OV2965D cells are
pl6™ ¥ positive, while 68% of TOV3207G cells are pl6™<*-positive. These cell lines

undergo immediate stress-induced premature replicative cellular senescence in one passage.

Figure 4: p16"™"*** expression levels in epithelial HGS-OvCa tissues are correlated with
disease progression and patient survival. (a) Quantitative p16™ " protein expression levels
are reported in nuclear MFI for pre-treatment and post-treatment HGS-OvCa tissue samples.
Single dots represent data from single patients. Multicolor fluorescence
immunohistochemistry was performed on HGS-OvCa TMAs consisting of 139 samples (75

pre-treatment and 64 post-chemotherapy). Expression levels of pl6™<*

were quantified
specifically in the epithelial compartment of the tissues using ViosiomorphDP software. Red-
colored dots represent samples that were selected for real-time PCR validation. (b) Real-time
PCR results are presented as a heat map using the raw delay Ct values of CDNK2A (p16™5*),
CDNKI1A (p21"*™), and B-actin relative to Ct of TBP. Yellow color represents high ACt,
reflecting lower RNA expression, and violet color indicates higher RNA expression (low

ACt). Correlation curve between pl16~~*

protein expression levels measured using the TMA
and RNA expression of pl16™* measured from the matched tumor tissues are also shown. (c)
The red line marking 2000 MFI (4a) divides the tissues into two subpopulations with either
high or low levels of p16™**. Interestingly between pre- and post-treatment sample, the
percentage of high P'®™** expression decreased from 69% to 48%. (d) Kaplan-Meier analysis
of pre- or post- treatment samples with high or low pl16™<* expression levels. (e) Ki67
expression measured in HGS-OvCa epithelial tissues as for pl6™~* in a). *** P =0.0006 . ()

A model for the selection of pl16™<*-negative HGS-OvCa cells following chemotherapy
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treatment. In the pre-treatment cell population, a large p53-mutated cell subset is senescence
competent because of high-level p16™<** expression. During treatment, this majority of cells
undergoes p16™**-associated cellular senescence. Alternatively, a small subset of cells with
low-level p16™ * or insufficient levels of damage proceeds to death and mitotic catastrophe.
Several months after treatment, the pl16™~**-low cell subset that has slowly continued to
proliferate in the presence of potential residual DNA damage constitutes the major part of the
cell population, allowing the cancer to become more aggressive and malignant. This

eventually leads to cancer relapse, possibly accompanied by acquired treatment resistance.

Figure 5: HGS-OvCa primary cultures undergo pl6™ ~*-associated TIS. (a)
Representative images of senescence-associated SA-B-gal staining. The staining is performed
8 days after cells are treated with 10 Gy of IR. (b) Quantification of senescence-associated
SA-B-gal staining of TOV primary cultures (TOV3011D, TOV2356, TOV2267, TOV513, and
TOV1294G). SA-B-gal staining is significantly increased after treatment. *** P = 0.0009. (c¢)
Representative images of EdU labeling (48 hours) and pl16™"* immunofluorescence of
TOV2356 following 10 Gy of IR or 12 hours of carboplatin (10uM) plus paclitaxel (30nM)
treatment. Staining was performed 8 days after treatment. Primary cultures of TOV3011D and
TOV959D were similarly treated with 10 Gy of IR. (d) pl16™** staining in TOV3011,
TOV2267, TOV513, and TOV1294G cells is significantly increased 8 days after treatment
with 10 Gy of IR. * P = 0.0213. (e) EdU labeling quantification reveals a significantly
decreased signal after IR treatment. * P = 0.0128. (f) Quantification of TOV3011D,
TOV2356, TOVS513, and TOV1294G 8 days after carboplatin/paclitaxel treatment. EdU
labeling, SA-P-gal staining, and pl6™ "
decreased. *P= 0.0143, ** P = 0.0065, * P=0.0105 (P values calculated using a paired two-

staining were increased, while EAU labeling was

tailed #-test and the Graphpad Prism 6 software). C/P: carboplatin/paclitaxel.

Figure 6: Persistent DDR-associated hallmarks of senescence are detected in primary
HGS-OvCa cells after IR/chemotherapy. (a) Immunostaining of 53BP1 (red) and PML
nuclear bodies (green) 8 days after treatment with 10 Gy of IR or 12 hours of carboplatin
(10uM) plus paclitaxel (30nM). Colocalization of 53BP1 and PML (yellow in the zoom panel
to the right) reveals the presence of DNA-SCARS. (b) Counts of TOV2356, TOV2267,
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TOVS513, and TOV3011D cells with more than 3 53BP1 DNA damage foci before and after
treatment with IR or carboplatin/paclitaxel. **** P < (0.0001, *** P = 0.005 (P values were
calculated using a two-tailed #-test and the Graphpad Prism 6 software).

(¢) Multiplex-based SASP profiling of conditioned media of cells treated with either
carboplatin (10uM) and paclitaxel (30nM) for 12 hours, or 10 Gy of IR. 6 days following
treatment, the conditioned media was prepared (serum-free OSE medium for 16 hours). Fresh
conditioned media was used. The heat-map colors indicate the relative fold change in protein
levels (yellow for increased levels and blue for decreased levels relative to the average signal).
The 17 out of 40 soluble factors with the highest fold changes analyzed are shown here. N.D.:
not detectable, C/P:Carbopaltin/Paclitaxel, IR: Irradiation, crtl: Control (non-treated).

Table 1: Patient characteristics of pre- and post-chemotherapy samples in the epithelial
ovarian tumor tissue microarray (TMA)
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Figure 1: HGS-OvCa primary cultures undergo replicative senescence
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Figure 2: Replicatively senescent HGS-OvCa primary cultures harbor evidence of persistent DDR
signaling.
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INK4a
Figure 3: Replicative senescence in HGS-OvCa primary cultures is associated with p16 .
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INK4:
Figure 4: p16 ) expression levels in epithelial HGS-OvCa tissues correlate with

disease progression and patient survival.
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-associated TIS

HGS-OvCa primary cultures undergo p16
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Figure 6: Persistent DDR-associated hallmarks of senescence are detected in primary HGS-OvCa
cells after IR/chemotherapy.
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Table 1 : Patient characteristics of pre- and post- chemotherapy samples in the epithelial
ovarian tumor tissue microarray (TMA)

Pre-treatment

Post-treatment

low p16 high p16 overall low p16 high p16 overall

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Age N 22 53 75 31 33 64
Mean 58.7 61.1 60.4 60.0 60.4 60.2
Median 58.5 61.0 60.0 60.0 60.0 60.0
SD 10.9 9.1 9.7 10.5 9.7 10.0
Min 34 36 34 38 46 38
Max 76 79 79 76 81 81
FIGO unknown 0 0 0 2 (6.5%) 0 2 (3.1%)
I/11 2(9.1%) 6 (11.3%) 8 (10.7%) 0 (0%) 1 (3%) 1 (1.6%)
1I1/1V 22(90.9%) 47 (88.7%)| 67 (89.3%) 29(93.5%) 32 (97%)| 61 (95.3%)

Residual

disease | Unknown 1 (4.5%) 2 (3.4%) 3 (4%)| 7 (22.6%)| 10 (30.3%)| 17 (26.6%)
<=1cm 8 (36.4%)| 28 (52.8%) 36 (48%)| 18 (58.1%)| 15 (45.5%)| 33 (51.6%)
>1cm 13 (59.1%)| 23 (43.4%) 36 (48%)| 6 (19.4%)| 81(24.2%) 14 (21.9%)

66



Chapitre Ill : Discussion

La sénescence, mécanisme de “stase cellulaire” découvert il y a presque 50 ans, demeure
encore aujourd’hui un sujet trés étudié. Originalement, les rdles de la sénescence furent
rapidement associés au vieillissement ainsi qu’a la suppression tumorale et plus tard, a
d’autres processus physiologiques tels que la cicatrisation et la réparation tissulaire [100].
Plus récemment, I’implication de la sénescence dans le remodelage tissulaire lors du
développement embryonnaire a aussi émergé [133]. Depuis trés longtemps, nous savons que
les traitements anti-cancéreux qui utilisent de fortes doses de composés chimiques ou de
radiothérapie sont capables d’induire I’entrée en apoptose ou encore en sénescence des
cellules normales. Puisqu’il est maintenant connus que les cellules cancéreuses peuvent
quelquefois préserver certains mécanismes suppresseurs de tumeurs régulant ces destins
cellulaires dans les cellules normales, notre équipe ainsi que plusieurs groupes internationaux,
concentrons nos efforts pour élucider I'impact de la sénescence des cellules cancéreuses

induite par la chimiothérapie [134] sur la progression de la maladie et la survie des patients.
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Partie 1

“Le stress de culture induit I’entrée en sénescence des cellules primaires du
cancer de I'ovaire (COv-SHG)"”

Il y a plus d’une dizaine d’années, 1’équipe du Docteur Anne-Marie Mes-Massons a mis au
point les conditions d’isolation et de maintien en culture des cellules primaires du cancer de
I’ovaire [135]. Ces cellules s’avéraient étre un puissant outil de recherche puisque a I’époque,
la plupart des lignées cellulaires cancéreuses ovariennes décrites provenaient d’ascites,
d’infusions pleurales ou de tumeurs ayant déja recues de la chimiothérapie/radiothérapie
[136]. De plus, les cellules cancéreuses primaires semblaient un bon outil puisqu’elles
préservaient certaines caractéristiques de la tumeur de provenance telles que 1’expression des
cytokératines épithéliales et des délétions chromosomiques spécifiques [135]. Cependant, la
culture des cellules primaires s’avéra étre plus compliquée que prévu puisqu’il était difficile
de maintenir les cellules en culture au-dela de 10 passages ou de les amplifier pendant de
longues périodes [135], [136]. Ils ont en effet observé que, aprés quelques passages, les
cellules arrétaient leur prolifération en culture, mais restaient stables, attachées au support de
culture. Cet arrét de croissance, ressemblant a une entrée en sénescence, ne fut jamais
caractérisé. Dans la premiére partie de mes travaux, j’ai donc réalisé des courbes de croissance
pour reproduire le phénotype d’arrét de croissance originalement observé afin de comparer
I’expression de plusieurs marqueurs de sénescence, au sein d’une culture primaire dérivée du
méme tissu (tumeur): la population jeune (pJN) peu aprés la mise en culture (en phase de
croissance exponentielle) versus la population vieille (pVL) lors du ralentissement, voir
I’arrét, de la croissance (figure 1c¢).

Nous avons choisi de caractériser les empreintes de sénescence suivantes : arrét de croissance
a I’aide du marqueur EdU, SA-B-Gal, marqueurs de dommages persistants de I’ADN (DNA-
SCARS), changements de morphologie et aussi expression de CDKi tel que p16™<**. A noter
que la voie de signalisation p53 est I’'un des mécanismes moléculaires les plus communs
d’entrée en sénescence. Cependant, les cancers de 1’ovaire séreux de haut grade sont
fortements mutés en p53 (plus de 90%) (figure 3a). De ce fait, cette protéine n’était donc pas
la bonne cible pour expliquer I’induction de la sénescence dans notre modéele [10], [12].

Nous avons observé (figure 1) que lorsque les cellules entraient dans la phase d’arrét de
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croissance, elles devenaient postives pour toutes les empreintes de senescence analysées, a
I’inverse des cellules dans les cultures primaires jeunes en croissance exponentielle. Par
exemple, I’activite SA-B-Gal augmentait, et le marqueur de prolifération EdU était diminué.
Dans chaque cas (cultures individuelles dérivées de patientes différentes), il y avait des
variations significatives entre les deux populations cellulaires testées (pJN versus pVL)
suggérant que les vieilles cellules qui étaient arrétées dans le cycle cellulaire devenaient
sénescentes.

Nous avons aussi observé une augmentation de I’expression de la CDKi p16™<** lorsque les
cellules étaient dans la phase sénescente (pVL) suggérant que cette CDKi pourrait étre
responsable du maintien de 1’état sénescent (figure 3). A ce sujet, il était intéressant de noter

INK4A
6

que I’expression de pl ne co-existait jamais avec un marquage EdU positif dans une

méme cellule. Cette exclusion mutuelle entre les deux marqueurs fut observée grace a des

INK4A
6 sur des cellules

doubles marquages en immunofluorescence pour EdU et pl
individuelles. En outre, lorsque les cellules entraient dans la phase de sénescence, elles
devenaient positives pour des foyers nucléaires du marqueur 53BP1 (figure 2), qui est une
protéine qui participe a la réparation des dommages de I’ADN et qui s’accumule en foyers
dans certaines zones de la chromatine dans les cellules sénescentes (DNA-SCARS).

Nous pensons que le déclencheur de la sénescence dans ce modele est le “choc de culture”
connu pour avoir la capacité de générer une réponse chez la cellule face a un stress. La culture
cellulaire, méme dans des conditions dites “optimales”, ne refléte pas I’environnement
physiologique des cellules animales. Dans le corps, les cellules sont en étroit contact avec leur
microenvironement et entres elles entrainant des intéractions essentielles avec les cellules
voisines, ce qui n’est pas possible en culture cellulaire. Pour cette raison, lorsque les cellules
sont en culture, il y a plusieurs nutriments essentiels et facteurs de croissance qui manquent a
leur environnement. Similairement, les conditions d’hyperoxie sont extrémement différentes
des conditions physiologiques et les cellules sont exposées de facon continue a des facteurs
mitogéniques (sérum). Toutes ces caractéristiques de la culture font en sorte que les cellules

soient en situation de stress, les poussant donc a déclencher une réponse au stress se concluant

par leur entrée en sénescence via I’activation de mécanismes supresseurs de tumeurs [137].
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Evidemment, cette entrée en sénescence provoquée par le stress de culture ne refléte pas les
stress pouvant potentiellement déclencher la senescence in vivo chez les patientes puisque la
culture est un systéme artificiel. Toutefois, ces premiéres expériences nous ont dotées d’un
modele démontrant que les cellules du cancer de l’ovaire détiennent des mécanismes
intrinséques pouvant enclencher la sénescence. Ce mod¢le peut donc nous aider & comprendre
qu’elle est la voie moléculaire utilisée par ces cellules cancéreuses primaires pour sénescer et
donc établit la base de nos futures expériences sur les voies de signalisation régulant I’entrée

7 INK4A 4.
en sénescence pl6 -dépendante.
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Partie 2

“ Détection des marqueurs de sénescence dans les tumeurs des patientes “

Lorsque nous avons observé ’entrée en senescence in vitro des cellules primaires du cancer de
I’ovaire, la question suivante naturellement posée fut : “ Est ce que, in vivo, les tumeurs des
patientes sont positives pour des marqueurs de sénescence ? ”’

Pour répondre a cette question, nous avons utilis¢ la banque de tissu du CRCHUM qui a mis a
notre disposition plus de 80 échantillons de tumeurs de cancer de 1’ovaire pré et post-
chimiothérapie. Il est primordial de souligner que c’est grace aux biobanques cancéreuses
mises a notre disposition qu’un tel projet de recherche a pu étre mené. Pour réaliser cette
¢tude, les échantillons tissulaires de cancer, reliés aux données sur I’historique clinique des
patientes, furent organisés sur des micromatrices tissulaires (MMT). Avant de commencer les
analyses sur les précieux MMT contenant les échantillons des patientes, nous avons d’abord
confirmé la technique sur 4 échantillons pré- et post- chimiothérapie (voir annexe 2), qui ont

, D . . INK4A
montré une augmentation significative de la protéine p16

apres chimiothérapie.

Il faut noter qu’a la différence de nos travaux in vitro, les cellules tumorales disponibles pour
I’analyse de MMT ne sont pas vivantes. Les marqueurs SA-B-Gal (marquage enzymatique in
situ) et EAU (incorporation durant la synthése d’ADN) ne peuvent donc pas étre utilisés. Pour
les remplacer, nous avons marqué la présence de la protéine ki-67, un marqueur de
prolifération, qui peut étre détecté chez les cellules en prolifération (détectable dans n’importe
quelle phase du cycle cellulaire), mais qui est complétement absente chez des cellules qui sont
en arrét stable de prolifération [138]. Les résultats obtenus pour ce marqueur sont en accord
avec notre hypothése initiale étant que: la chimiothérapie induit un arrét de croissance des
cellules du cancer de I’ovaire. En effet, dans les tumeurs post-traitement, 1’intensité moyenne
du marqueur ki-67 était significativement diminuée comparée aux tumeurs pré-chimiotherapie
(figure 4e¢). Nous avons ensuite analysé 1’expression de p16™~** et de fagon surprenante, nous
n’avons pas observé I’augmentation attendue associée avec la sénescence (figure 4a). De plus,
nous n’avons pas observé d’augmentation de la sécrétion des composantes principales du

PSAS : IL-6 et IL-8.

Ces résultats, hors du contexte biologique, pourraient étre trompeurs et contredire/invalider

71



notre étude. Cependant lorsqu’on les replace dans le contexte biologique du tissus et du
traitement contre le cancer, nous pouvons trouver une explication plausible. Lorsque les
cellules sont traitées et subissent des dommages génotoxiques, la RDA est activée et les
cellules doivent choisir leur destin : entrer en apoptose ou en sénescence dans les heures qui
suivent ces dommages. La sénescence prend un certain temps a se développer. En effet, il a été
observé qu’il est nécessaire d’attendre une semaine aprés le traitement pour observer le
développement d’un phénotype sénescent [139] (figure 10). Ces cellules sénescentes, seront

par la suite potentiellement éliminées par le systéme immunitaire inée et adaptif [140], [141].

Nos échantillons post-chimiothérapie sont collectés lors de chirurgies ayant lieu 4 mois (en
moyenne) apres le traitement initial, nous pouvons donc proposer que nous ne sommes pas en
train de regarder la réponse initiale a la chimiothérapie (sénescence induite par le traitement),
mais plutot une réponse tardive incluant des cellules survivantes au traitement.

En général dans une tumeur, plusieurs sous-populations cellulaires clonales coexistent, et
lorsque nous appliquons un traitement, celui-ci peut avoir un effet sur certains clones, alors
que d’autres sous-populations peuvent échapper aux traitements, continuer a proliférer et
causer la rechute de la maladie quelques mois plus tard. Le cancer de 1’ovaire fait parti des
cancers ou I’hétérogénécité intra-tumorale a ét¢ documenté comme étant une des causes de
rechute de la maladie [142]. Nous pensons que lors des traitements, certains clones sont
incapables d’activer la réponse sénescente, ou encore sont capables de réprimer
épigénétiquement les voies de signalisation des CDKi qui ménent a I’arrét de croissance.
Quatre mois apres la chimiothérapie, nous serions donc en train de regarder la tumeur qui
rechute, plutdét que la réponse directe au traitement. Ces observations nous ont donc permis
d’établir un modele, qui essaye d’expliquer la dynamique intra-tumorale suite aux traitements
par chimiothérapie (figure 4f). Ce modéle nous permet de suggérer que les cellules ayant la
capacité d’entrer en sénescence seront perdues avec le temps suite au traitement puisque les

cellules non-sénescentes continueront de proliférer.
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Partie 3

“La chimiothérapie et la radiation ionisante induisent I’entrée en sénescence des
cellules primaires du cancer de I'ovaire (COv-SHG)”

Dans la troisieéme partie de nos travaux, nous avons décidé, cette fois-ci, de traiter les cellules
primaires du cancer de 1’ovaire séreux de haut grade avec les composés couramment utilisés
en clinique. Si notre hypothése initiale, et notre modele (réalisé apres avoir fait nos travaux in
vivo) s’avéraient vrais, une semaine aprés le traitement, les cellules devraient subir des
changements morphologiques et moléculaires impliqués dans I’entrée en senescence. Notre
protocole a été construit pour s’approcher le plus des données cliniques. De ce fait, la dose
utilisée de paclitaxel et carboplatine était la méme que celle retrouvé dans le plasma des
patientes traitées [143]-[147].

Dans cette partie, nous avons donc testé les marqueurs de sénescence 8 jours apres avoir
exposé les cellules a la chimiothérapie pendant 12h (traitement unique). Cette fois-ci, nous
avons comparé¢ les cellules contrles qui ne recevaient aucun traitement avec les cellules
traitées.

Similairement aux données obtenues dans la partie 1, nous avons observé un arrét de
croissance induit par la combinaison du paclitaxel et de la carboplatine ainsi que par la
radiation ionisante (10Gy) (figure 5). En effet, dans le groupe des cellules traitées, nous avons
pu observer un arrét du cycle cellulaire (absence de marquage EdU) ainsi qu’une
augmentation de Dactivité SA-B-Gal lysosomiale. Nous avons également observé des
changements morphologiques reflétant I’entrée en sénescence : les cellules étaient devenues
aplatis et plus grandes. Enfin, nous avons mesuré une accumulation dramatique de la présence
de domages a I’ADN résiduels irréparable (DNA-SCARS) (figure 6).

Cette fois-ci et contrairement aux expériences de la premicre partie, le phénotype sénescent se
met en place de maniere plus rapide (seulement 8 jours apres le traitement) et de manicre
¢évidente. Cela s’explique par le fait que les cellules aient été traitées avec des agents
endomageant ’ADN : la carboplatine et la radiation ionisante. Ainsi, quelques heures apres
leur exposition a ces agents, la RDA est declenchée et les protéines de signalisation et de
réparation de dommages sont recrutées aux sites de cassures double brin de 1I’ADN,

notamment 53BP1 et YH2AX, ce qui explique I’augmentation des foyers de dommage a
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I’ADN huit jours plus tard.

Puisque des cancers séreux de haut grade sont mutés pour des protéines essentielles a la
réparation des dommages de I’ADN tel que BRCA1 et BRCA2 ou sont innactivés au niveau
de la voie moléculaire BRCA via des modifications épigénetiques (plus de 50% au total), il est
trés probable que la réparation ne puisse pas avoir lieu efficacement dans ces cellules, et que
ces cellules cancéreuses doivent plutot choisir entre la mort, la catastrophe mitotique et
I’entrée en sénescence. Nous avons aussi observé que, lors des traitements, il n’y avait pas de
cellules flottantes dans le milieu de culture, ce qui aditionné a la présence des marqueurs de
sénescence constitue une autre preuve du destin cellulaire préférentiel des cellules du COv-
SHG : la sénescence cellulaire.

Encore ici, le mécanisme moléculaire controlant I’entrée en senescence semble étre
I’activation du CDKi pl16™***. Lors des marquages par immunofluorescence, nous avons
observé une augmentation, cette fois-ci encore plus marquée, de I’expression de p16™~** dans
les cellules traitées par rapport aux cellules controles. Nous concluont donc que la
chimiothérapie des cellules du cancer de 1’ovaire séreux de haut grade est capable d’induire
I’expression de p16™<** empéchant la phosphorylation de Rb et la libération de E2F. Cela
conduirait a I’arrét permanent du cycle cellulaire en phase G1 et le développement du
phénotype sénescent.

Les mécanismes moléculaires exacts permettant I’induction de p16™~** suite 4 un dommage a
I’ADN ne sont pas encore bien connus. Cependant une des voies moléculaires qui pourrait
expliquer ce phenomene serait la voie MKK3/6-p38MAPK. Lorsqu’un dommage se
produit au niveau de I’ADN, la RDA se met en place. La RDA, telle que vue auparavant,
permet I’activation des kinases ATM/ATR. Ces kinases vont permettre 1’activation des kinases
TAO qui, a leur tour vont conduire a I’activation de MKK3/6 qui active les différents
isoformes de p38MAPK [148], [149]. C’est I’isoforme p38a qui, une fois activé, induit
I’expression du locus pl6™"“** en phosphorylant et activant le facteur de transcription

HBP1[150] (figure 11).

74



p38a

Transcription

p16 INK4A

UL

Figure 11. Cascade de signalisation conduisant a la
transcription du locus p16Nk4A en réponse a un dommage a I'ADN.
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Chapitre IV : Conclusions et perspectives

Conclusions

La sénescence a ¢été¢ étudiée dans différents contextes tels que le vieillissement, le
développement embryonnaire, la réparation tissulaire et aussi comme barriere a Ia
carcinogénese. Cependant, son réle dans le contexte d’une réponse aux traitements
anticancéreux reste encore méconnu. Pour essayer de répondre a ce déficit, notre laboratoire
s’est penché dans la recherche des voies moléculaires pouvant induire la sénescence des
cellules cancéreuses ovariennes lors des traitements et le possible impact de la sénescence sur
la survie des patientes et la progression de la maladie.

Pour notre plaisir, en tant que laboratoire intéressé a 1’étude de la sénescence, nous avons
trouvé une réponse de sénescence dans les cellules de cancer de 1’ovaire de haut grade in vitro.
Cette réponse parait étre tres répandue puisque des marqueurs de sénescence ont été trouveés
dans toutes les cultures primaires testées, et il semblerait qu’elle soit généralement induite par

I’expression du CDKi p16™

. In vivo, notre équipe a été capable de détecter la présence au
niveau basal des marqueurs de sénescence dans les tumeurs des femmes, suggérant ainsi que
la plupart de ces cancers de ’ovaire sont encore aptes a exprimer le CDKi responsable du
phénotype sénescent : pl6™~** A ce niveau, le résultat le plus surprenant de ce projet de
recherche fut le lien établi entre la présence du marqueur de sénescence pl6™~** avant le
traitement et le retardement dans la progression de la maladie ainsi que I’augmentation de la
survie des patientes. Autrement dit, c’est une des premicre fois que la sénescence, dont le rdle

dans le cancer a toujours ét¢ ambigué (bon ou mauvais ?), est associé¢ a un résultat bénéfique

dans les traitements du cancer, plus précisément le cancer de I’ovaire séreux de haut grade.
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Perspectives

Fort probablement, mes travaux de maitrise ne révelent que la pointe de ’iceberg et fondent la
base pour d’autres projets de recherche qui répondront au grand nombre de questions que nous
avons soulevées.

Plusieurs sujets n’ont été que peu évoqués dans notre projet de recherche. Cela n’est pas da a
une négligence de notre part mais plutdt a un manque de temps. Parmi les questions soulevées
se trouvent le réle des CDKi dans la sénescence des cellules cancéreuses. Dans plusieurs
¢tudes, certaines citées dans le chapitre d’introduction, les chercheurs ont trouvé des
mécanismes de compensation et de coopération entre différents CDKi pour induire la
sénescence. Dans notre étude, des résultats préliminaires suggérent que méme si pl6™ "
semble étre un régulateur important de la sénescence des cellules cancéreuses, 1’implication

d’autres CDKi régulant le cycle cellulaire telle que p27*""

est importante. Afin d’approfondir
sur ce sujet, a court terme, nous aimerions réaliser des expériences d’invalidation de
I’expression de pl6™** et p27°"! via des shRNA. Nous supposons que si p16™<* est le seul
responsable d’induire la sénescence, lorsque nous I’invaliderons, les cellules continueront a
pousser en culture au-dela du nombre de passages que nous avions obtenu dans la partie 1 de
mes travaux. Par contre, si pl6™ " est bien nécessaire mais qu’il y a d’autres CDKi qui
cooperent avec lui pour établir le phénotype sénescent, les cellules donc sénesceront tout de
méme. De la méme fagon, nous aimerions tester avec une combinaison de SIRNA p16™ * et

Kipl . . , , .
p27°"" afin de voir si cela suffit pour contourner la réponse sénescente suite au stress de

culture.

Pour les perspectives au niveau translationnel, notre laboratoire a récemment obtenu acces a
une trés large cohorte de patientes atteintes du cancer de 1’ovaire (Canadian Ovarian
Experimental Unified Resource (COEUR)). Ceci devrait nous permettre de valider le role de

INK4A
6

pl comme biomarqueur prédictif de sénescence et de survie dans le cancer de I’ovaire,

mais aussi d’explorer le role de p27 <!

et d’autres marqueurs de sénescence intéressants. En
effet, trés récemment une nouvelle publication a démontré que des marqueurs de senescence
tels que pl16™ ** et p21°"""VA  quraient des roles prédictifs dans le lymphomes de Hodgkin

[151].
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Dans une perspective a plus long terme, nous essayons aussi de développer des plateformes de
micro-fluidiques pour 1’analyse en temps réel du destin cellulaire. L’idée derricre ce projet est
de remplacer les cultures primaires traditionnelles que nous avons utilisées par des cultures
vivantes de morceaux de tumeurs solides pré-chimiothérapie qui seront traitées et analysées
pour les marqueurs de destin cellulaire directement dans un support de culture micro-
fluidique. Ce projet a des potentiels énormes ! 1l s’agit de traiter la tumeur avant méme que la
patiente ait regu le traitement. Cela nous permettra de tester les marqueurs de sénescence, de
trouver d’autres voies de sénescence, d’étudier d’autres destins cellulaires, et d’essayer de
prédire la réponse de la patiente (résistance a la drogue). Ce projet, qui se profile a plus long
terme, serait sans doute 1’expression supréme de I’objectif de la recherche aujourd’hui : “la
médecine personnalisée”. De plus le systeme de micro-fluidique représente un avantage face a
I’actuelle méthode d’étude des tumeurs provenant des patientes “Patient-derived tumour
xenografts (PDTX)” [152] qui consiste a greffer les tumeurs chez des souris. En effet, cette
méthode prend en moyenne 2 a 4 mois, alors que la micro-fluidique prendrait quelques

semaines, rendant les temps raccourcis de maniere significative.
En conclusion, c’est un jeune projet a suivre qui pourrait avoir un impact sur les traitements

actuels du cancer de 1’ovaire et sur notre compréhension de la sénescence cellulaire induite par

les traitements anti-cancéreux dans les années a venir.
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Abstract Normal and cancer cells facing their
demise following exposure to radio-chemotherapy
can actively participate in choosing their subse-
quent fate. These programmed cell fate decisions
include true cell death (apoptosis-necroptosis) and
therapy-induced cellular senescence (TIS), a per-
manent “proliferative arrest” commonly portrayed
as premature cellular aging. Despite a permanent
loss of proliferative potential, senescent cells
remain viable and are highly bioactive at the
microenvironment level, resulting in a prolonged
impact on tissue architecture and functions. Cellular
senescence is primarily documented as a tumor
suppression mechanism that prevents cellular trans-
formation. In the context of normal tissues, cellular
senescence also plays important roles in tissue
repair, but contributes to age-associated tissue
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dysfunction when senescent cells accumulate. The-
oretically, in multi-step cancer progression models,
cancer cells have already bypassed cellular senes-
cence during their immortalization step (see hall-
marks of cancer). It is then perhaps surprising to
find that cancer cells often retain the ability to
undergo TIS, or premature aging. This occurs
because cellular senescence results from multiple
signalling pathways, some retained in cancer cells,
aiming to prevent cell cycle progression in dam-
aged cells. Since senescent cancer cells persist after
therapy and secrete an array of cytokines and
growth factors that can modulate the tumor
microenvironment, these cells may have beneficial
and detrimental effects regarding immune modula-
tion and survival of remaining proliferation-compe-
tent cancer cells. Similarly, while normal cells
undergoing senescence are believed to remain
indefinitely growth arrested, whether this is true
for senescent cancer cells remains unclear, raising
the possibility that these cells may represent a
reservoir for cancer recurrence after treatment. This
review discusses our current knowledge on cancer
cell senescence and highlight questions that must
be addressed to fully understand the beneficial and
detrimental impacts of cellular senescence during
cancer therapy.
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Cancer cell senescence - Cancer therapy - Cell death
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Cellular senescence

Cellular senescence is a state of irreversible growth
arrest first described in 1961 following the observation
that primary human fibroblasts undergo a finite
number of cell divisions in culture before entering a
viable state of stable growth arrest (Hayflick and
Moorhead 1961). Two seminal notions emerged from
this landmark discovery: the first linked cellular
senescence to aging, and the second proposed that
only immortalized cells and not somatic cells can
escape this senescence state; formerly introducing
cellular senescence as a potential tumor suppressor
mechanism decades before the genes involved in it
were identified.

Senescence-associated cellular phenotypes

Cells that undergo senescence usually develop multi-
ple senescence-associated (SA) phenotypes including
an enlarged flattened morphology. While the key
characteristic of cellular senescence is a permanent cell
cycle arrest, quiescent cells are also growth arrested,
thus a series of more specific molecular hallmarks were
described to differentiate senescence from quiescence.
To date the most widely used senescence biomarker is
the presence of a SA PB-galactosidase activity (SA-fB-
Gal) (Dimri et al. 1995). SA-B-Gal results from the
lysosomial B-Gal enzyme encoded by the GLB1 gene,
whose activity is increased in senescent cells alongside
increased lysosomal mass. Interestingly, while SA-f-
Gal is a good senescence biomarker, it is not required
for the establishment of other SA-phenotypes strength-
ening the idea that multiple senescence hallmarks must
be evaluated to define the senescence state (Debacq-
Chainiaux et al. 2009; Kurz et al. 2000; Lee et al. 2006).
For example, the SA growth arrest (SAGA) is associ-
ated with increased activity of various cell cycle
regulating tumor suppressor genes including p16™542,
p53, p21 (p21Wa/EiPly 61 p275IP! (Brenner et al. 1998;
Kuilman et al. 2010; Rodier and Campisi 2011).
Another important and recently described SA charac-
teristic is the SASP (senescence-associated secretory
phenotype), which is responsible for senescent cells
communications with their microenvironment (Acosta
et al. 2008; Coppe et al. 2008; Kuilman et al. 2008).
Senescent cells also almost always harbor nuclear
DNA segments with chromatin alterations reinforcing
senescence (DNA-SCARS) that sustain DNA damage

@ Springer

response (DDR) signaling required for damage-in-
duced SAGA and SASP. Unlike transient DNA dam-
age foci that are repaired promptly, persistent DNA-
SCARS colocalize with PML nuclear bodies and
activated CHK2 (Rodier et al. 2009, 2011). Extensive
chromatin remodeling at nuclear DAPI-dense SA
heterochromatin foci (SAHF) is another molecular
hallmark of senescent cells. More specifically, acti-
vated p16™5* in senescent cells provoke Rb recruit-
ment and heterochromatization at E2F-responsive
promoters, thus silencing important cell cycle progres-
sion genes such cyclin A (Aird and Zhang 2013; Narita
et al. 2003). Some of these senescence hallmarks are
described further in the context of TIS below, and
additional SA biomarkers can be found in other
reviews specifically covering senescence hallmarks.

The triggers of cellular senescence

Multiple types of cellular stress can activate cellular
senescence including oxidative damage, telomere
shortening, oncogene activation, or DNA-Damaging
agents like ionizing radiation or chemotherapeutic
drugs (Ben-Porath and Weinberg 2005; Campisi and
d’Adda di Fagagna 2007; Chen et al. 2006; Malaquin
et al. 2015; Rodier and Campisi 2011). In this section
of the review, a basic overview of cellular senescence
is presented with a focus on the most common
senescence-inducing stresses and the key downstream
SA signalling pathways.

Telomere shortening: As understood later, the
replicative senescence observed by Hayflick was the
consequence of a decrease in telomere length caused
by serial passaging in vitro (Harley et al. 1990;
Olovnikov 1973). Telomeres are repetitive sequences
(TTAGGG) extending over many kilobases of DNA at
the ends of chromosomes and are essential for
preserving genomic stability. These telomeric repeats
are the basis of a nucleo-proteic complex named
“shelterin” that prevents rapid recognition of exposed
chromosomal DNA ends as DNA double strand
breaks. The shelterin complex thus represses telomeric
end fusions that could otherwise occur following
activation of the homologous recombination (HR) or
the non-homologous end joining (NHEJ) DNA repair
pathways (de Lange 2005). Telomere defect-mediated
replicative senescence is mostly the result of a
chromosome-end replication problem that causes
telomeres to shorten slightly following each cell
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division; eventually reaching a critically shortened
length that prevents effective telomeric binding of the
shelterin components (Griffith et al. 1999). Telomere
shortening results in an “uncapped” telomere that
triggers the DNA Damage Response (DDR) followed
by growth arrest (d’Adda di Fagagna et al. 2003).
When DNA damage is beyond repair, such as with an
uncapped telomere, normal cells must undergo either
death or senescence (Campisi and d’Adda di Fagagna
2007). Most often, replicative senescence requires the
DDR-associated activation of the tumor suppressor
genes TP53 (p53), RB1 (Rb) and pl6™** (Dj
Leonardo et al. 1994; Harrington et al. 1998; Kuilman
et al. 2010). To escape replicative senescence stem
cells and most cancer cells express telomerase, a
reverse transcriptase polymerase that synthesize and
replenish telomeric repeats (Greider and Blackburn
1985). Alternatively, some cancer cells can use a
telomerase-independent DNA recombination mecha-
nism termed alternative lengthening of telomeres
(ALT) (Bryan and Reddel 1997; Muntoni and Reddel
2005). Regardless of the telomere maintenance mech-
anism, selected, cellular immortalization in potential
cancer cells depends on telomere length stabilization.

Stress induced premature senescence (SIPS) is often
triggered independently from telomeric erosion in cells
exposed to genotoxic substances such as ionizing
radiation, oxidative stress or hydrogen peroxide. These
DNA damaging agents trigger the DNA Damage
Response (DDR) provoking an immediate cell cycle
arrest. Often, the DNA is repaired and the cells can
resume the cell cycle. However, if the DNA lesions are
unrepairable, for example when a break occurs directly
in a telomere, cells die or undergo a permanent growth
arrest showing hallmarks of senescence (Campisi and
d’Adda di Fagagna 2007; Chen and Ames 1994; Di
Leonardo et al. 1994; Fumagalli et al. 2012; Goldstein
etal. 2005; Malaquin et al. 2015; Parrinello et al. 2003).
DNA damage induced cellular senescence is strongly
mediated by the tumor suppressors p53 and p16™<**
(Beausejour et al. 2003; Di Leonardo et al. 1994) and is
almost always associated with the presence of the
nuclear DDR signalling structures termed DNA-
SCARS (Rodier et al. 2011). DNA damage caused by
reactive oxygen species (ROS) following the addition
of hydrogen peroxide to cell culture media is another
particularly efficient senescence trigger (Chen et al.
1995). Similarly, in most cell culture systems, cells are
also constantly exposed to oxidative stress in the form

of high levels of atmospheric oxygen (20%), which is
sufficient to trigger p53-mediated SIPS (Parrinello
etal. 2003). Additionally, the DDR and ROS can result
in a positive feedback loop where the DDR triggers the
production of mitochondrial ROS, resulting in more
DNA damage that further sustain DDR activity (Passos
et al. 2010).

Oncogene induced senescence (OIS) is a crucial
type of senescence for tumor suppression. It was first
observed in primary tumors and rodent cells following
the acute overexpression of the RAS transforming
oncogene (Serrano et al. 1997). In this context,
growth-arrested cells showed morphological features
typical of senescence including a flat enlarged shape,
SA-B-Gal, and increased p53, p21 and pl6™<4A
expression (Brenner et al. 1998). To trigger OIS,
oncogenes like RAF and RAS hyper-activate the
MAPK cascade, leading to increased proliferation and
to p53 and pl6™%** induction mostly via stress
response genes such as the p38 (MAPK) stress kinase
(Kwong et al. 2013; Lin et al. 1998; Wang et al. 2002).
Alternatively, there is an indirect connection between
acute oncogene activation and the DDR, which is
activated by replication fork collapses caused by the
abnormal repetitive firing of origins of DNA replica-
tion in hyper-mitotic cells (Di Micco et al. 2006). This
connection holds true not only following direct
activation of the MAPK cascade, but also following
Mos, cyclin E and cdc6 expression (Bartkova et al.
2006). Strengthening the functional link with the
DDR, the depletion of ATM activity using short
interfering RNA (siRNA) or chemical ATM inhibitors
in cells overexpressing activated oncogenes was
sufficient to disrupt SA phenotypes. Much like Ras,
the overexpression of the oncogenes Mos and Cdc6
also induced pl16™X** expression (Bartkova et al.
2006; Di Micco et al. 2006).

In summary, OIS highly depends on the p53 and
p16™ 44 pathways. Cells that are defective for these
genes can bypass OIS to continue proliferating,
suggesting that strong mitogenic signals (such as
overexpression of oncogenes) will trigger senescence
as a protective mechanism preventing the progression
to carcinogenesis (Serrano et al. 1997). In some cases,
sustained exposure of cells in culture to pro-mitogenic
signals from serum can similarly trigger SIPS in a way
that recalls OIS, suggesting that this senescence
response can be activated by endogenous and exoge-
nous signals (Satyanarayana et al. 2004).
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Senescence as a barrier to reprogramming
in normal somatic cells

Additional evidence supporting senescence as a bar-
rier to cancer progression comes from the observation
that an OIS-like senescence response suppresses the
creation of induced pluripotent stem cells (iPSC).
Indeed, somatic cells can be reprogrammed to acquire
a pluripotent ES cell-like state, albeit this reprogram-
ming event occurs at very low frequency (Takahashi
and Yamanaka 2006). iPSC cells are pluripotent and
they have an enormous potential as cell models in
future therapeutic drug screenings and for clinical
purposes. Therefore, overcoming the reprograming
inefficiency is a major goal (Banito and Gil 2010). In
short, reprogramming involves the expression of 4
pluripotent factors, among which c-myc is already
clearly established as a powerful oncogene (Oct4,
Sox2, KLF4 and c-myc) (Takahashi and Yamanaka
2006). Following reprogramming, iPSCs derived from
somatic cells such as fibroblasts can grow indefinitely
and differentiate into all other cells types (Takahashi
and Yamanaka 2006). Interestingly, the simultaneous
expression of the four reprogramming pluripotent
factors in mouse or human cells induce a senescence-
like state in most cells through the activation of the
classic senescence tumor suppressor genes p53, p21
and pl6™¥** explaining the low conversion rate
(Hong et al. 2009; Kawamura et al. 2009; Li et al.
2009; Marion et al. 2009; Papp and Plath 2011).
Further characterization of this OIS-like event reveals
that pluripotency reprogramming indeed triggers a full
senescence phenotype. Although the molecular mech-
anisms explaining why some cells can successfully
reprogram to escape senescence remain unclear
(Banito and Gil 2010; Banito et al. 2009), new
evidence suggests that the absence of SA DNA
methylation (SA-DNAm) in pluripotent cells (Koch
etal. 2013) or the inactivation of negative regulators of
the cell cycle achieved by the expression of ES cell-
specific microRNAs may play a central role (Banito
et al. 2009; Hayat 2013).

Senescence as a barrier to transformation in pre-
neoplastic lesions

Cancer is a slow progressing disease that arises from

the combination of a permissive tissue microenviron-
ment and the accumulation of successive mutations in

@ Springer

a pre-neoplastic cell. Early pre-neoplastic cells are
part of a cancer progression timeline that slowly
provide these cells with essential cancer hallmarks via
multi-step carcinogenesis (Hanahan and Weinberg
2011; Vogelstein and Kinzler 1993). During this
multi-step process, it is proposed that premature
senescence induced by transforming oncogene like
Ras or b-Raf (OIS) halts carcinogenesis by blocking
proliferation as well as further accumulation of
mutations. This cascade of events has been described
since 1997 through multi-step cell culture carcino-
genesis models (Serrano et al. 1997), and confirmed in
2005 in human and murine models (Braig et al. 2005;
Chen et al. 2005; Collado et al. 2005). In humans,
naevi are a prototypical example of tissue OIS. These
appear as benign pre-melanoma skin lesions that
frequently harbor oncogenic mutations but remain
growth arrested rarely progressing into melanomas
due to B-Raf induced senescence (Collado et al. 2005).
Another barrier to cancer progression is the DDR that
can triggers senescence in pre-neoplastic cells at risk
for genomic instability. Colon adenomas are examples
of this phenomenon as these preneoplastic lesions
stain positive for several DDR and senescence
biomarkers. When cells have stabilized their genomes
bypassing senescence, such as in advanced neoplastic
lesions in colon carcinomas, they are then negative for
the same DDR markers (Bartkova et al. 2006).
Similarly, senescence biomarkers characteristic of
barriers to cancer progression have also been detected
in pre-neoplastic lesions in the lungs, prostate, and
skin (melanocytes) (Braig et al. 2005; Collado et al.
2005; Michaloglou et al. 2005).

Overview of the connection between senescence,
tissue dysfunction, and aging

Aging is characterized by the progressive loss of tissue
function leading to increased vulnerability to disease
eventually resulting in death. Early observations of
cellular senescence were rapidly linked to organismal
aging (Hayflick and Moorhead 1961). By limiting
proliferation, senescence can deplete tissues of stem or
progenitor cells, compromising tissue repair as well as
regeneration and normal cell turnover (Drummond-
Barbosa 2008). In support of this model, the number of
tissue resident senescent cells increases with age in
both primates and rodents. (Sharpless and DePinho
2004). This accumulation also occurs across multiple
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tissues in diseases associated with aging such as
osteoarthritis (Price et al. 2002), arthritic joints and
atherosclerosis (Fenton et al. 2001; Vasile et al. 2001),
skin ulcers and liver cirrhosis (Wiemann et al. 2002),
respiratory diseases (Tsuji et al. 2006), and dementia
(Flanary et al. 2007). At the molecular level, critical
genetic pathways regulating senescence are consis-
tently activated in aging tissues including p16™ *, a
critical ~ senescence-regulating  cyclin-dependant
kinase inhibitor (CDKi) that modulates pRb activity,
which increases in rodent and human tissues with age
(Krishnamurthy et al. 2004; Nielsen et al. 1999;
Rodriguez-Menocal et al. 2010; Zindy et al. 1997).
Similarly, the key DDR gene p53 is a major actor in
modulating aging phenotypes. For example, constitu-
tively elevating p53 activity creates cancer free mice
burdened with a premature aging phenotype (Tyner
et al. 2002) (Maier et al. 2004). To add further
complexity, multiple examples also show that the
p16™%4* and p53 pathways interact and modulate
each other in tissues (Leong et al. 2009; Su et al. 2009;
Yamakoshi et al. 2009; Zhang et al. 2006).

In summary, it is clear that senescent cells
accumulate during aging and at sites of age-associated
pathologies. Current knowledge suggests that, aside
from being by-products of the depletion observed in
proliferating cell pools, accumulating senescent cells
can cause other stresses. For instance, the accumula-
tion of senescent cells in aging or damaged tissues can
directly perturb the function of other healthy cells via
paracrine communication mechanisms. These effects
on tissue function are mediated via the systematic
secretion of a large panel of factors that exhibit strong
biological effects, the senescence secretome termed
SASP (Acosta et al. 2008; Coppe et al. 2008; Kuilman
et al. 2008). The SASP is strongly associated with the
presence of DNA damage in senescent cells and with
the activation of NF-xB. It includes such diverse
factors as the interleukins (IL-6, IL-8), chemokines
(GROa and GROB), growth factors (TGFp, IGF),
proteases (MMP), components of the extracellular
matrix (integrins, fibronectins), and reactive oxygen
species (Acosta et al. 2008; Coppe et al. 2010a, 2011;
Kuilman et al. 2008; Malaquin et al. 2015; Rodier et al.
2009).

The core profile of the SASP (SASP factors)
appears quite conserved between human fibroblasts
and epithelial cells following large-scale characteri-
zation with antibody arrays. (Coppe et al. 2008). The

SASP is also apparently conserved between species as
revealed by a human-mouse comparison (Coppe et al.
2010b). Overall, a plethora of different cell types were
shown to secrete a SASP at senescence including (but
not limited to) fibroblasts, liver stellate cells, endothe-
lial cells, and many epithelial normal and cancer cells
suggesting it is a highly conserved senescence
response (Schnabl et al. 2003; Schwarze et al. 2005;
Shelton et al. 1999; Zhang et al. 2004).

The diversity in the components of the SASP
complicates the study of their effects on tissue
microenvironments. Nonetheless, to date, a large
body of evidence suggests that the SASP induces
low-level chronic microenvironment inflammation
that may be important for tissue repair, but may also
promote age-related diseases by disrupting tissue
structure and functions (Chung et al. 2009; Franceschi
et al. 2007; Krizhanovsky et al. 2008; Liu and
Hornsby 2007; Parrinello et al. 2005). Recently, the
strongest demonstrations of this phenomenon have
emerged from two studies showing that the ablation of
resident tissue senescent cells can rescue selected
organ functions in a premature aging model (Baker
et al. 2011) while also perturbing normal skin repair
(Demaria et al. 2014).

Cancer therapy-induced senescence (TIS)

Two key hallmarks of cancer cells are their capacity to
acquire replicative immortality and to proliferate in an
uncontrolled manner. These two cancer hallmarks also
suggest that during the carcinogenesis process, cancer
cells have bypassed tumor suppressive OIS. In line with
this hypothesis, key senescence genes like p53, p16™ KaA
and Rb are among the most mutated in cancer (Hanahan
and Weinberg 2011). While the loss of those genes
should, in principle, support the prediction that senes-
cence would not be functional in those cancer cells, this
is not the case. Apparently, cancer cells remain suscep-
tible to TIS owing to the large functional overlap
creating redundancy between the many signalling
pathways regulating senescence (Fridman and Tainsky
2008; Munoz-Espin and Serrano 2014; Ross etal. 2011);
thus decreasing the probability that all these pathways
are simultaneously mutated in the same cancer cell.
Alternatively, it remains possible that cancer cells must
retain a minimal amount of these important cell cycle
regulators to insure proper proliferation. We provide
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here examples of TIS in cancer cells that retain p53, or
not.

p53-regulated cancer cell TIS

TP53 is the most frequently mutated cancer gene with
at least 50% of all human cancers carrying TP53
mutation (Soussi and Wiman 2007). Besides direct
TP53 alterations, other key DDR regulators genes like
CHK?2 are also often mutated, weakening the DDR
pathway beyond p53 itself (Bartek and Lukas 2003).
Overall, among direct p53 alterations, more than 75 %
result in a p53 protein that has lost its function and
sometimes behaves like a dominant negative mutant
(Muller and Vousden 2013).

Conversely, a sizable fraction of cancers still
harbour a functional p53. This raises the possibility
that p53 retention could be exploited against at least a
subset of cancers. Indeed, early evidence that cancer
cells retain the ability to senesce via p53 came from a
series of studies demonstrating that many p53 wild-
type (wt) cancer cells develop hallmarks of senescence
in response to radiation or to other DNA-damaging
drugs like doxorubicin, aphidicolin and cisplatin
(Chang et al. 1999; Ewald et al. 2010; Joyner et al.
2006). For example, breast cancer cells MCF-7
(p53 wt) show senescence in response to adri-
amycin/doxorubicin, a drug widely used in breast
and ovarian cancer treatment (Elmore et al. 2002).
Strengthening the connection with p53, another study
reveals that senescence is triggered in cervical carci-
noma cell lines following p53 reactivation. Specifi-
cally, cervical carcinoma cells often express, and
depend on, the human papilloma virus (HPV) onco-
proteins E6 and E7 for unregulated growth. These viral
oncoproteins disrupt the p53 (E6) and the Rb (E7)
pathways without permanently causing gene muta-
tions. Accordingly, the repression of E6 and E7
expression in HeLa and Caski cells via the re-
introduction of their viral suppressor E2 leads to p53
and Rb reactivation, resulting in growth inhibition via
upregulation of the p53 target p21, a CDKi (Wells
et al. 2000). Even in the absence of exogenous damage
sources, pS3-reactivated cells acquired senescence
hallmarks and failed to generate colonies in colony
formation assays, suggesting that p53-mediated senes-
cence is effective at preventing long-term cancer cell
proliferation (Goodwin et al. 2000). Another study
using MCF-7 and MCF-7/hTERT breast cancer cells
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explored radiation-induced senescence following E6-
mediated p53 disruption and found that, while p53 is
essential to trigger the senescence phenotype in these
cells, telomerase expression is unable to rescue this
growth arrest presumably because radiation-induced
TIS is only partly telomeric in nature (Fumagalli et al.
2012; Jones et al. 2005; Rodier et al. 2011). In colon
cancer cells HCT116 (p53 wt), which also undergo
pS53-dependent senescence when treated with camp-
tothecin, pS3 pathway inactivation using gene target-
ing (isogenic HCT116 p53-/- and HCT116 p21-/-
cells) prevented camptothecin-induced senescence
and redirected these cells to death. This is interesting
as it suggests that the CDKi p21 specifically allows the
induction of a senescence growth arrest and thus
promotes cell survival via growth arrest (Han et al.
2002).

In different contexts, the results also highlight the
possibility that some cancer cells retain multiple
senescence-associated signalling pathways. For exam-
ple, cisplatin treatment induces TIS in non-small cell
lung carcinoma (NSCLC) cells A549 and H292,
including an increase in senescence-associated hete-
rochromatin foci (SAHF) highlighted by the methy-
lation of histone 3 at lysines 9 (triMe H3K9) and 27
(triMe H3K27) (Ge et al. 2012). SAHF are normally
associated with the p16INK4A/Rb pathway suggest-
ing the involvement of this pathway or of other
chromatin-remodelling pathways in this context (Nar-
ita et al. 2003). Drugs like topoisomerase inhibitors
also induce senescence in p53 wt cancer cells and were
used to probe the relationship between p53 and
pl16™K* in senescence establishment and mainte-
nance, much as it occurs in normal cells (Beausejour
et al. 2003; te Poele et al. 2002). Similarly, cancer cell
senescence induced by the multi-targeted receptor
tyrosine kinase inhibitor sunitinib is also apparently
linked to p53, albeit not necessarily via classic
signalling pathways (Yang et al. 2010; Zhu et al.
2013). For example, renal cell carcinoma (RCC) cells
(OS-RC-2, ACHN and Renca) exposed to sunitinib
underwent p53-dependent TIS without expressing
p21. Instead, these cells expressed Decl, another p53
target gene that can lead to cell cycle arrest in Gl
(Qian et al. 2008; Zhu et al. 2013). The ginseng
derivative 20(S)-ginsenoside Rg3, a potential potas-
sium channel regulator, also presents another potential
non-classical p53-related cancer TIS pathway. This
drug triggers TIS in U87 glioma cell lines apparently
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orchestrated via the AKT/ROS and p53/p21 signalling
pathways (Sin et al. 2012). Overall, these results
strongly suggest that cancer cells sometimes retain
multiple or varied senescence-inducing pathways.

In addition to cell culture studies, several explored
the molecular aspects of p53-dependent TIS in cancer
tissues exposed to therapy. For example, breast
carcinoma xenografts exposed to retinoid underwent
senescence (Chang et al. 1999) and human breast
cancer tissues exposed to chemotherapy scored pos-
itive for selected SA-hallmarks including SA-B-Gal
activity and high pl6 levels providing the first
evidence that cancer cell TIS is an outcome of
chemotherapy in vivo (te Poele et al. 2002). Similarly,
primary murine lymphomas respond to cyclophos-
phamide chemotherapy, an alkylant agent, by engag-
ing a senescence program controlled by the p53 and
p16™¥4 genes. Mice with tumors capable of TIS had
a much better prognosis following chemotherapy,
suggesting that in this context, TIS beneficially
contributes to the outcome of chemotherapy (Schmitt
et al. 2002). In another study, sunitinib treatment of
OS-RC-2 RCC xenografts inhibited tumor formation
and treated mice showed improved survival. The
treated tumor tissues also showed increased p53 and
Decl levels as well as SA-B-Gal activity, consistent
with cell culture data (Zhu et al. 2013). Finally, lung
NSCLC xenografts treated with cisplatin also dis-
played TIS features, including SA-B-Gal activity, the
overexpression of p53 and p21, as well as the nuclear
translocation of NF-kB p65. Interestingly, conjugated
cisplatin and dexamethasone (DEX) treatments, that
are currently used to attenuate chemotherapy side-
effects, also partially abolished the senescence
response in treated mice compromising the observed
beneficial effects on tumor growth and survival.
Additional observations carried on 3 groups of human
NSCLC patients: (1) without chemotherapy, (2) with
cisplatin and (3) with cisplatin and DEX revealed that
SA-B-Gal activity correlated positively only with the
cisplatin treatment. Indeed, 60 % of the patients in the
cisplatin group had tumors that stained positive for
senescence (Ge et al. 2012).

In contrast, in an elegant mammary tumor model,
pS53-dependent TIS can negatively affect treatment
success, highlighting the importance of context-depen-
dent effects of TIS in cancer cells (Jackson et al. 2012).
In this model, mammary tumors in MMTV-Wntl
transgenic mice were engineered to express either wt

or mutant p53. Following treatment with doxorubicin,
pS3 wt tumors that initially underwent senescence
eventually relapsed and the tumor re-appeared. Alter-
natively, p53 null tumors showed size regression
following treatment, a phenomenon explained by the
continued proliferation of cancer cells in the presence of
damage, leading to mitotic catastrophe (Jackson et al.
2012). Thus, depending on the combination of tumor-
treatment chosen, TIS has either detrimental or bene-
ficial potential, particularly when considering long-term
effects like continued tumor growth.

p53-independent cancer cell TIS

There are multiple examples that highlight the possi-
bility that p53-independent pathways can serve as
backups to trigger TIS in cancer cells. These include
doxorubicin-induced senescence in cell lines like
Saos-2 that completely lack p53, or U251 and
SW480 that express a dominant-negative p53 mutant.
Similarly, HeLa and HEp-2 cells in which p53
function is compromised via the expression of the
HPV-E6 oncoprotein can also undergo senescence in
response to damage (Chang et al. 1999).

In light of these results, what other pathways can
rescue TIS in the absence of p53? The protein kinase C
(PKC) is a family of serine threonine kinases that are
involved in several pathways including senescence
(Newton 1995; Zurgil et al. 2014). PKCn, one of the 11
currently identified PKC, has been linked to etoposide,
doxorubicin, and oxidative stress (H202)-induced TIS
in MCF-7 cell lines (Zurgil et al. 2014). Interestingly,
PKCn deletion in cells also formed more colonies
following treatment suggesting that PKCn linked TIS
stably prevents cancer cell growth. At the molecular
level, MCF7 cells are known to be p53 positive, and
PKCn-mediated TIS was linked to the upregulation of
the CDKi p21 and p27%™! indeed suggesting a link to
pS53, which was not directly tested. However, it is
interesting to note that p21-dependent senescence can
also occur in normal embryonic cells in the absence of
pS3 (Storer et al. 2013). Additional evidence has also
linked p21 and other PKC isozymes to senescence. In
lung NSCLC cells (H358, H322 and H441) both p53
and pl6 are mutated, yet, treatment with the PKC
activator PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)
induced PKCa-mediated p21 upregulation and G2/M
cell cycle arrest including a senescence-like morphol-
ogy and SA-B-Gal activity (Oliva et al. 2008).
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The gene Skp2 also shows promising links to TIS.
Skp2 is an E3 ubiquitin ligase that targets proteins like
p27%P! for degradation and is frequently overex-
pressed in human cancers (Gstaiger et al. 2001).
Accordingly prostate cancer cells (PC3) treated with
MLN4924, an inhibitor of the Skp2-SCF complex,
undergo senescence. Treated PC3 xenografts also
display tumor growth arrest suggesting senescence.
Interestingly, PC3 are p53 and Pten deficient, but
retain the CDKi p27%!. Supporting a role for p275iP!
in Skp2-mediated TIS, mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) from Skp2” - Pten™ mice and additionally
depleted of p27, Atf4 or p21 using RNAi have a
reduced senescence response (Lin et al. 2010). In
another study, low levels of Skp2 have been found in
PC3, LNCaP, and DUI145 prostate cancer cells
following DNA-alkylating agent exposure (quinone
deaziquone (AZQ)). Treated cells also displayed
senescence hallmarks weeks after drug removal.
Finally, the treatment of DUI145 xenografts for
3 weeks decreased tumor growth stably for 9 weeks
following the initial treatment. Importantly, SA-B-Gal
activity was increased in treated tumors and the
proliferation was decreased suggesting TIS. In this
context, the growth arrest was mostly mediated by
p27%P! and p21 expression was not detected in DU145
or PC3 cells (although p21 was detected in LNCaP).
Since p21 is a direct p53 target, this is consistent with
the fact that both DU145 and PC3 are p53 deficient.
Finally, Skp2 overexpression could rescue the senes-
cence-inducing effect of AZQ (Ewald and Jarrard
2012).

The family of Aurora kinases are key cell cycle
regulators that have also been linked to TIS. Aurora
kinase A and B are highly overexpressed in melanoma
cells, and in mouse models with either orthotropic
implantation of metastatic melanoma tumors taken from
patients or Hs294T melanoma cell line xenografts. Their
inhibition with MLLN8237 inhibited tumor growth and
increased SA-B-Gal activity, as well as NF-kB p65
expression, suggesting TIS. Further studies performed
using melanoma cell lines including Hs294T, SK-Mel-
2, SK-Mel-5 and SK-Mel-28 showed that neither p53,
p21, p63, p73 nor plé were responsible for this
senescence phenotype. In fact, the growth arrest was
linked to the ATM/Chk2 DDR pathway as an ATM
inhibitor KU55933 impaired senescence phenotypes.
Interestingly, although no clear molecular explanation is
currently available, the majority of treated tumors
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remained growth arrested following drug release sug-
gesting that TIS can mediate long-term growth arrest in
cancer cells (Liu et al. 2013). MLLN8237 (Alisertib) is a
new orally available Aurora kinase inhibitor that is
currently in clinical trials, promising to enable the
evaluation of aurora-associated TIS responses in
humans (Liu et al. 2013; Marxer et al. 2014).
Additional pharmacologic targets potentially regu-
lating TIS outside of the p53/Rb/p16 axes continue to
be explored. For example, the inhibition of the
mammalian NAD™" dependent acetylase Sirtl using
sirtinol in breast MCF-7 (p53 wt, p16 deficient) or lung
H1299 (p16 wt p53 deficient) cancer cells triggered a
senescence response that was apparently independent
of p53, p21, or pl6™ *A  Alternatively, sirtinol did
trigger the induction of p27%"P' and decreased Rb
phosphorylation (Ota et al. 2006). Recently, the
histone methyl transferase Suv39hl was also shown
to regulate TIS following Adriamycin treatment in Ep-
myc lymphoma cells transplanted in mice, providing
another novel TIS-regulating pathway and potential
pharmacological targets (Dorr et al. 2013).

Stromal TIS

Overall, much attention had focused on the induction
of TIS directly in cancer cells, but tumor tissues harbor
multiple cellular compartments. The core epithelial
cancer cells are often supported by a rich tumor
microenvironment composed of many types of mes-
enchymal cells such as fibroblasts, myofibroblasts,
endothelial cells and inflammatory cells associated
with the immune system (Hanahan and Weinberg
2011; Orimo and Weinberg 2006). Carcinoma/cancer
associated fibroblast (CAFs) are particularly important
and have been shown to play a role in paracrine
communications with epithelial cancer cells regulat-
ing their biology. Unlike normal fibroblasts, CAFs
often behave like activated myofibroblasts and secrete
factors like the stromal derived factor 1 (SDF-1),
which enhances tumor vascularization and tumor
epithelial growth (Orimo and Weinberg 2006). When
co-injected in mice with weakly tumorigenic epithelial
cells, CAFs can also promote full tumorigenesis
(Olumi et al. 1999). Like the epithelial cells that form
the core component of the tumors, CAFs can acquire
mutations or loss of heterozygosity (LOH) and have
been shown to harbor somatic mutations in senescence
genes such p53 or PTEN (Kurose et al. 2002; Moinfar
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et al. 2000). CAFs may also undergo epigenetic
reprogramming accounting for some of their altered
functions when compared to normal fibroblasts sug-
gesting that both genetic and epigenetic changes have
a role in the maintenance of the tumor microenviron-
ment (Allinen et al. 2004; Hu et al. 2005).

With the tumor stroma playing such an important
role in tumor biology, it seems logical to also assess
TIS in this compartment. Interestingly, normal human
fibroblasts have been the model of choice to study
senescence for decades, and in response to DNA
damage, these cells usually display little apoptosis and
all the classical hallmarks of senescence (Cristofalo
and Pignolo 1993; Goldstein et al. 2005; Kuilman et al.
2010). Perhaps not surprisingly, human CAFs in
culture are apparently also prone to undergo senes-
cence in response to stress or damage, but studying
tumor sub-compartments in tissues is not so easy. For
example, in the context of human prostate cancer
chemotherapy, early data revealed evidences of TIS in
cancer tissues, but could not differentiate between the
epithelial and the stromal sub-compartments (Coppe
etal. 2008). In a follow-up study, efficiently separating
tumor sub-compartments revealed that TIS was actu-
ally mostly occurring in the tumor stroma. Moreover,
senescent prostatic CAFs promoted overall tumor
resistance to chemotherapy drugs, highlighting a
potentially detrimental effect of TIS in this context.
Finally, whole-genome gene expression profiling of
the SASP from senescent CAFs showed that NF-xB
regulated WNT16B expression was responsible for
promoting tumor cell survival and disease progression
(Sun et al. 2012).

Good or bad: potential impacts of cancer cell
senescence on the tumor microenvironment

Senescent cells are in permanent growth arrest, the
consequence of which is the inhibition of the prolifer-
ation of transformed cells rendering senescence, by
definition, a major tumor suppressor. As discussed, a
non-dividing senescent cell is not a neutral cell. Senes-
cent cells are strongly defined by the presence of their
SASP, and determining the impact of the SASP on the
complex tumor microenvironment is a tremendous task.
Indeed, SASP factors often display opposing effects,
depending on the context in which they are produced.
Thus, it is plausible that senescent cells can create a
microenvironment that simultaneously promotes tumor

growth and invasion, but also play a crucial role in the
suppression of tumors.

A tumor suppressor SA-secretome

It is expected that the SASP can elicit multiple effects
in the tumor microenvironment undergoing therapy
that are beneficial for treatment outcome. For exam-
ple, its proinflammatory nature can attract immune
cells to kill and clear their target cells - be it senescent
cells or other surviving cancer cells. Demonstrated
immune cells recruited in the vicinity of senescent
cells or participating to their clearance include
macrophages, neutrophils, natural killer cells or T
cells tumor (Chien et al. 2011; Kang et al. 2011;
Krizhanovsky et al. 2008) More specifically, the
innate immune response was shown to be sufficient
for the clearance of senescent tumor cells in a liver
carcinoma model (Xue et al. 2007). In another liver
cancer model, adaptive immune cells (CD4 T cells in
particular) have been shown to communicate with
senescent cancer cells, playing a crucial role in the
suppression of liver cancer progression (Hoenicke and
Zender 2012). In this case adaptive immunity cells
were found to interact with innate immune cells like
monocytes/macrophages to ultimately promote
immune-mediated clearance of pre-cancerous senes-
cent hepatocytes (Kang et al. 2011).

The SASP also comprises pro-angiogenic factors
such as VEGF that can stimulate endothelial cell
migration and invasion influencing the vasculature
(Coppe et al. 20006), but factors like maspin, a strong
antiangiogenic molecule are modulated with the SASP
(Nickoloff et al. 2004). Thus, it remains to be seen
whether a TIS-associated SASP would be pro- or anti-
angiogenic. It is also clear that the SASP can act
directly on other neighbouring cancer cells. In some
contexts, this could render them more aggressive (see
below), but it can also reinforce or promote their
senescence-associated growth arrest when these cells
sense damage signals. For instance, senescent mela-
nocytes secrete IGFBP7 (Insulin-like growth factor-
binding protein 7), a SASP factor that can induce or
reinforce senescence in other melanocytes (Wa-
japeyee et al. 2008). Similarly, IL-6 and IL-8 can
reinforce senescence autonomously and non-au-
tonomously in other damaged cells and PAI1 (Plas-
minogen Activator Inhibitor 1) reinforces senescence
induced by telomeric or oxidative stress (Acosta
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et al. 2008; Kortlever et al. 2006; Kuilman et al. 2008).
Importantly, in a mouse lymphoma model, a context
more relevant to TIS, the SASP and its regulator NFxB
have been identified as critical molecular components
of senescence that ensure the sensitivity to chemother-
apy (Chien et al. 2011).

A tumor promoting SA-secretome

The tissue remodelling promoted by the proinflam-
matory nature of the SASP illustrates the ability of a
senescence hallmark being detrimental in a tumoral
microenvironment context. These effects can act
directly on the cancer cells, but also on the surround-
ing normal cells. With regards to cancer cells, the
SASP can stimulate their proliferation through mul-
tiple factors including GROs (Growth Related Onco-
genes) in breast cancer (Coppe et al. 2010a; Yang et al.
2006), amphiregulin in prostate cancer (Bavik et al.
2006), and GROa or IL-8 in melanomas (Balentien
et al. 1991; Schadendorf et al. 1993). As suggested
above for angiogenesis (VEGF/maspin), it is interest-
ing to note the opposing effects that the cytokines IL-6
and IL-8 may have on the tumor microenvironment
depending on the context. They can promote cancer
via RAS signalling (Ancrile et al. 2007; Sparmann and
Bar-Sagi, 2004), but act as tumor suppressors when
reinforcing senescence (Acosta et al. 2008; Kortlever
et al. 2006; Kuilman et al. 2008). Alongside the
balance between VEGF/maspin, these two cytokines
with context-dependent functions perfectly illustrate
the difficulty in predicting SASP effects on long-term
outcomes during cancer therapy (Fig. 1).

With regards to the general effects of SASP factors
on tissue architecture, the secretion of Matrix Metal-
loproteinase 3 (MMP3) increases the degradation of
the extracellular matrix promoting the migration of
cancer cells migration (Liu and Hornsby 2007).
Hepatocyte Growth Factor (HGF) has also been
shown to increase the invasion of pancreatic cancer
cells (Ohuchida et al. 2004). Finally, in addition to
stimulating growth, IL-6 and IL-8 can promote
epithelial to mesenchymal transition (EMT), stimu-
lating the invasion of premalignant and malignant
epithelial cells in the basement membrane (Coppe
et al. 2008; Laberge et al. 2012). The SASP can also
disrupt the differentiation of other normal epithelial
cells. For example, in mammary epithelium, MMP3
inhibits the expression of differentiation markers
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(Parrinello et al. 2005) and IL-6/8 stimulate the de-
differentiation of the mammary epithelium (Coppe
et al. 2008; Parrinello et al. 2005).

In studies performed in mouse models using
contexts similar to potential human TIS scenarios,
the SASP promoted detrimental chemoresistance
properties to neighbouring surviving cancer cells. In
a first study, the NF-kB regulated SASP factor
WNT16B secreted from the senescent tumor stroma
has been shown to attenuate the effects of cytotoxic
chemotherapy in prostate cancer. WNT16B also
promoted cancer cell proliferation, invasion and
EMT. Importantly, strong correlations were also made
using human patient tissues suggesting that WNT16B
could be a potential prostatic human SASP target for
pharmacologic manipulation (Sun et al. 2012). Similar
observations were made in a lymphoma mouse model.
In this context, therapy-induced DNA damage trig-
gered senescence and increased the secretion of the
SASP factors IL-6 and Timp-1. This created a
“chemo-resistant niche” in the thymus that favoured
subsequent tumor relapse. In this case, IL-6 and Timp-
1 activated Bcl-XL in surviving cancer cells thus
promoting apoptosis inhibition in the tumor microen-
vironment. (Gilbert and Hemann 2010). Similarly, in a
human mesothelioma model, unidentified SASP fac-
tors secreted from TIS mesothelioma cells converged
on STATS3 signalling to promote the survival of a
subset of aldehyde dehydrogenase (ALDH)-high
mesothelioma cells, which were subsequently respon-
sible for treatment resistance (Canino et al. 2012).

Therapies of the future: inducing and manipulating
senescence

Over the past years 60 years, radiotherapy and
chemotherapy drugs have improved in their attempt
to efficiently kill cancer cells, but the majority of
advanced cancers still remain incurable, highlighting a
failure to perfectly optimize cancer treatments (Chab-
ner and Roberts 2005; Doroshow and Kummar 2014).
Modern strategies obviously include the development
of new classes of drugs, but there is also a trend
towards understanding treatment responses in a way
that would allow us to combine multiple pre-existing
drugs to favour beneficial outcomes for patients.
Senescence induced by chemotherapy or TIS falls
into one of these alternatives that can be used to
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Fig. 1 Cancer cell fates decisions following therapy and effects
of the SASP. Following chemotherapy or radiotherapy cancer
cells can undergo different cell fates: repair and resumption of
the cell cycle (proliferative survival), death (cell death), or

enhance current and future cancer therapies. Senes-
cence can also often be achieved using low doses of
TIS-inducing drugs, which also means less off-target
toxicity for patients (Ewald et al. 2010).

Based on our current knowledge of TIS pathways in
cancer cells, it now seem plausible to use existing drugs
to target specific pathways that would enhance cellular
senescence in specific cancer treatment contexts. For
example, inhibition of telomerase activity, inhibition
of p53 mutated forms or reactivation of dormant cell
cycle checkpoints (Acosta and Gil 2012; Yaswen et al.
2015) However, senescent cells may also have pro-
tumoral effects particularly in surrounding cells that
have survived the treatment. This problem stems from
the capacity of senescent cancer cells to secrete factors
that modulate their microenvironment, sometimes in a
manner that can promote invasion and proliferation of
other surviving non-senescent cancer cells. Interest-
ingly, immune cells may also get invited to the
senescent microenvironment by the same pro-inflam-
matory cytokines, thus participating in eliminating
surviving senescent cancer cells. This duality adds
complexity to senescence-manipulation approaches
and recent new mouse models allowing spatio-tempo-
ral visualization and manipulation of senescent cells in
tissues should be very helpful to solve these questions
(Baker et al. 2011; Cheng and Rodier 2015; Demaria
et al. 2014; Laberge et al. 2013).
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migration and invasion
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Anti-tumorigenic effects
of the SASP

= Enhanced clearance of
damaged cell
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= Reinforced of senescence
in damaged cells

Therapy-Induced Senescence (TIS; proliferative arrest). The
SASP generated by senescent cancer cells can have beneficial
anti-tumorigenic and/or detrimental pro-tumorigenic effects

In the meantime, as it is currently difficult to
evaluate the long-term impact of resident senescent
cells, a likely strategy would be to simply eliminate
these cells following a primary senescence-inducing
therapy. Interestingly, senescent cells offer multiple
potential targets that could be exploited to promote
their elimination. For instance, senescent cells differ
metabolically from their non-senescent counterparts,
and these differences can be used in synthetic lethal
strategies to selectively eliminate them. More specif-
ically, senescent cells increase glucose uptake and
glucose conversion as well as the phosphorylation of
AMP-activated protein kinases and these features
could be exploited using small molecules (Dorr et al.
2013). Along these lines, another study investigates
the possibility to selectively kill senescent cells using
“senolytics” drugs. Since senescent cells are known to
activate anti-apoptotic pro-survival mechanisms,
interfering with these protective pathways might
achieve selective elimination of senescent cells by
inducing apoptosis. Two interesting senolytic drugs
arised from this study, dasatinib (D) and quercetin (Q),
which showed preferential elimination of senescent
cells when compared to their non-senescent counter-
parts. Dasatinib is an inhibitor of multiple tyrosine
kinases known to interfere with EFNB-dependent
suppression of apoptosis. Quercetin is a natural
flavonol that can inhibits pro-survival PI3 K, among
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many other targets (Zhu et al. 2015). Other strategies
to selectively kill senescent cancer cells could involve
the use of oncolytic viruses like the Measles vaccine
virus (MeV), which is currently in clinical trials
(Galanis et al. 2010). Indeed, a recent study showed
that senescent cancer cells showed greater infection
and lysis rates compared to non-senescent cancer cells
when infected with MeV (Weiland et al. 2014). The
biochemical features of senescent cancer cells sup-
porting their efficient MeV-mediated lysis were not
identifed, but it was not related to increased levels of
the cell surface receptor (CD46) necessary for the
entry of the oncolytic virus or to a reduction in
antiviral interferon release, two factors that normally
sensitize cancer cells to oncolytic viruses (Li and
Tainsky 2011; Weiland et al. 2014). Thus, oncolytic
viruses selectively killing senescent cancer cells arise
as a new opportunity for combined therapies although
greater efforts need to be done in this area to clearly
identify the biochemical characteristics that make
senescent cells susceptibly to virus-mediated lysis.
The above examples illustrate the interesting
directions that this new field has taken. Overall, the
next steps probably include a continued focus on the
current question: is TIS good or bad in the context of
cancer treatment? In our opinion, the answer may be
more complex than a simple binary solution and we
will probably need to selectively enhance the benefi-
cial effects of TIS while negating the detrimental ones.
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Annexe 2

Résultats préliminaires du MMT pré et post- chimiothérapie. Ces résultats ont été générés par

Michael Skulimowski étudiant d’été candidat a la maitrise (Juin-Aout 2014).

1. Expression de p16™"*

p16 p16+

Figure 1. Marquage par immunofluorescence des MMT. En A on observe les données brutes pour
I’'expression de p16INK4A et le marquage avec les cytokératines pour détecter la partie épithéliale de la
tumeur chez une tumeur non traité (pré-chimiothérapie). En B on observe encore le marquage p16 et le
marquage épithélial chez une tumeur déja traité (post-chimiothérapie).
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Figure 2. Expression de p16INK4A dans du tissu provenant des patientes. Lorsque les patientes ont recu
des chirurgies pré et post chimiothérapie les tissus ont été récupérés dans la biobanque du CRCHUM et
ils ont été mis a notre disposition. Nous avons réalisés des marquages par immunofluorescence et avons
analysés les images avec le logiciel AxioObserver. En A nous observons l'intensité moyenne de
I'expression de la protéine p16INK4A dans le cytoplasme des cellules épithéliales et stromales des
tumeurs ovariennes pré et post-chimiothérapie. En B nous observons l'intensité moyenne de
I'expression de la protéine p16INK4A dans le noyau des cellules épithéliales et stromales des tumeurs

ovariennes pré et post-chimiothérapie.

La conclusion a laquelle nous sommes arrivés avec ce résultat ¢’est que 1’expression nucléaire
de pl6INK4A est significativement augmentée dans le noyau des tumeurs post-
chimiothérapie. De maniére trés surprenant nous avons aussi observé que I’expression de la
protéine pl6INK4A n’est pas augmentée dans le cytoplasme aprés la chimiothérapie. Ceci

démontre qu’il s’agit d’une induction spécifique de pl6INK4A dans le noyau post-

chimiothérapie.
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