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Cancer

« Maladie géenétique/épigénétigue

 Terme général. developpement et
prolifération incontrolées des cellules
transformees

 Anomalies acquises (qui n’existent pas au
cours du déeveloppement)



Facteurs de promotion et d’initiation tumorale

*Facteurs endogenes:
- genetic factors (heredity, chromosomal alterations)
- hormonal factors (hormone-dependent tumors)
- Immune factors (immunodepressed patients )
- oncogene activation
- loss of tumor suppressor genes
- age

*Facteurs exogenes :
- lonising radiations (X rays)
- accidental irradiations (Tchernobyl...)
- chemical carcinogens (metals, benzol, tobacco)
- oncogenic viruses



Un processus multi-étapes

Premiéres anomalies génétiques
Avantage sélectif par rapport aux cellules normales
Expansion clonale
Instabilité génétique

Accroissement du potentiel aggressif



Qu’est-ce qu’'une cellule cancereuse?

lmmortalisation

‘Phénomene irréversible

*Prolifération « infinie »

*Réactivation telomerase

sImplication virale

Accumulation d’'anomalies genétiques




Qu’est-ce qu’'une cellule cancereuse?

immortalisation

Transformation

*Perte d'equilibre entre molécules pro/anti-
proliferation

*Foyers/monocouches
*R0Ole des oncogenes & suppresseur de tumeurs
- Cellules tumorales



Figure 28.2 Normal fibroblasts grow as a layer of flat, spread-out cells, whereas transformed fibroblasts are rounded
up and grow in cell masses. The cultures on the left contain normal cells, those on the right contain transformed cells.
The top views are by conventional microscopy, the bottom by scanning electron microscopy. Photographs kindly
provided by Hidesaburo Hanafusa and J. Michael Bishop.




Qu’est-ce qu’'une cellule cancereuse?

immortalisation
Transformation

*Progression

*Promotion tumorale— expression phénotypigue
des modifications génotypigues

*Agents génotoxigues augmentent la progression
tumorale

*Aberrations chromosomiques & aneuploidie



Qu’est-ce qu’'une cellule cancereuse?
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Un processus multi-étapes

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to

apoptosis anti-growth signals Component  Example of Mechanism

Activate H-Ras oncogene

Lose retinoblastoma suppressor

Produce IGF survival factors

Turn on telomerase

Produce VEGF inducer

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Inactivate E-cadherin

Limitless replicative
potential

Hanahan & Weinberg, Cell 2000



Morts cellulaires et cancer

e Introduction:

* Les difféerents types de mort cellulaire
— L'apoptose
— L'autophagie
— La nécrose
— Et toutes les autres...



Les différents types de mort cellulaire

Apoptose (type I): Kerr et al, 1972

Criteres morphologiques

Bourgeonnement Condensation Fragmentation
nucléaire ADN



Les différents types de mort cellulaire

Apoptose (type I):
Criteres morphologiques

Alterad
carbohydrales

Apoptotic
Cell
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ICAM-3

ChE
Calreticulin

CD11/Ch1a8

Scavenger receplons
(SRA, CDEE,
LOxX1, CD3g)



Apoptosis (Programmed Cell Death)
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Mort génétiguement controlée

Processus conserveé au cours de I'évolution

Indispensable au cours du déeveloppement

Au cours du développement chez Caenorhabditis elegans (131 cellules sur
1089 meurent)

durant la métamorphose chez les insectes (Drosophila melanogaster) et les
amphibiens

Indispensable pour ’homéostasie cellulaire
post-natal: réle important dans le systéme nerveux et le systéme immunitaire

Cellules surnuméraires ou endommagées (dommages génotoxiques,
infection virale...)



L’apoptose dans les pathologies humaines

Augmentation de Diminution de I'apoptose
I’apoptose
SIDA Maladies autoimmunes
Maladies neurodégeénératives Cancer

\ /

Développement de strategies thérapeutiques pour moduler
I'apoptose



Les différents types de mort cellulaire

Autophagie (type Il):

Criteres morphologiques:

. o

Chromatine non Vacuoles
modifiée d’autophaaqie



Les différents types de mort cellulaire

Autophagie (type Il):
Dépend de la susceptibilité a I'apoptose

«Implique un gene suppresseur de tumeur, beclin 1, déelété dans 40-
75% des cancers ovaire et sein

*?? In vivo sur le rGle des genes Atg/Becnl1??
??Extinction entraine une réduction de la mort cellulaire??

L’induction de I'autophagie est parfois réversible

Lien avec la protéolyse (= hydrolyse ou degradation des
protéines par coupure enzymatique)



Les différents types de mort cellulaire

*Néecrose (type llI):
Criteres morphologiques:

*Rupture de la membrane
plasmique

*VVésicules intracellulaires

*Dilatation mitochondriale




Les différents types de mort cellulaire

*Neéecrose (type lll):

*En général, caractérisation de la nécrose par I'absence d’apoptose
ou d’autophagie classiques = définition par défaut

*Dans les tumeurs solides, I'hypoxie (déplétion en ATP) ou la
privation de glucose réduit la progression tumorale par nécrose
(anaérobiose, production de lactate)

La nécrose s’accompagne d’une réeponse inflammatoire importante



Nécrose vs Apoptose




Les différents types de mort cellulaire

‘Et les autres mécanismes, plus atypiques....

«Catastrophe mitotique:
*Erreurs de mitoses, micro- et multi-nucléation
*Dérive vers 'apoptose ou la nécrose

*Anoikis: N

*Perte d’ancrage cellulaire ) .
Mémes mécanismes

-Excitotoxicity: d’induction que I'apoptose

*Spécifiques des neurones

*Necroptosis:
*Nécrose genétigue controlée
*Dépendante de I'activité sérine/thréonine kinase RIP1
*Inhibée par nouveaux agents protecteurs: les nécrostatines



Morts cellulaires et cancer

» L'apoptose:



Deux voies principales induisent I’'apoptose

Voie extrinseque (type 1) Voie intrinseque (type II)
Via récepteurs membranaires: Via organites cellulaires:
Récepteurs de la famille TNF et Fas Réticulum endoplasmique,

mitochondrie, lysosomes

Stimuli extrinséquesl

\\.

Récepteurs de
mort

membranaires ("F( | Mitochondrie l /
Stimuli

ﬁntrinséques

&
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Stimuli

extrinséque \ l

Récepteurs de YL AN
mort

membranaires ("(‘(‘ Mitochondriel
Stimuli

/intrinséques

Caspases —
initiatrices
(caspases 8) Apoptosome
(cytochrome c)
Effecteurs
indépendants des
caspases
Caspases (EndoG, Sm/ac/DIABLO)
effectrlces
(caspases 3-6- ) DNases

DNases

APOPTOSE




La famille des caspases (1)

Des procaryotes aux eucaryotes (plantes, levure, nematodes, arthropodes et
vertebrés)

Cysteine ASpartate ProteinASES (DEVD motif)

zymogenes — activation — maturation —— protéolyse

1992-1994: Horvitz et al, ced3, ced4 et ced9 genes du nématode

b machinerie bien conservée phylogénétiquement
C. elegans H.sapiens
BAX,
CED-9 |_ EGL-1 BcI2/BcI—X|_|—Bik,Bim
Bid, etc
?
CED-4 Apaf-1

9] y
CED-3 I_ clAP | | caspase-9 I_ CIAP

APOPTOSE APOPTOSE




La famille des caspases (4)

Caspases a prodomaine long Caspases a prodomaine court
Caspases initiatrices Caspases effectrices
Caspases 3,6 & 7
Pro-domain= DED
(Death Effector Domain) b APOPTOSE
Caspases 8 & 10 Caspase 14

Pro-domain= CARD
(Caspase Activating Recruitment Domain

Caspases 1,2,4,5,9,11 & 12




Activation des caspases

Activation des caspases initiatrices Activation des caspases effectrices

(one step) (two steps)
Caspases 3,6 & 7

Caspases 8,9 & 10
Clivage protéolytique
Complexe d’activation

-caspases 8 & 10 = DISC I
(voie extrinseque)

-caspase 9 = Apoptosome
(voie intrinseque) Auto-catalyse F—— IAPs

XIAP/Survivin




Table 2 Caspase substrates

Substrats des caspases

Table 2 (Continued)

Site Functional ~ Proposed effect Site Functional  Proposed effect
Category Substrate (caspase) result in apoptosis Category Substrate (caspasc) result in apoptosis
Structural || Nuclear lamin A VEID (6) Degraded  Disassembly of Vimentin 3 Degraded  Disassembly of
nuclear matrix, intermediate
required for filaments
chromosome Signaling | MEKKI DTVD (3) Activated  Activate SAPK
condensation cPLA2 DELD (3) Activated  Generate
and nuclear arachodonic
shinkage acid
VEID Degraded  Disassembly of Statl MELD Inactivated ~ Inhibit IFN
nuclear matrix, signaling
required for PKC $§ DMQD (3) Activated  Nuclear
chromosome condensation
condensation PKC# DEVD (3) Activated  Nuclear
and nuclear fragmentation
. .shmkagc D4-GDI DELD (3) Inactivated  Deregulate
Nuclear lamin C VEID Dnsasslcmbly c.:l' LLGD (1) Rho GIPase
2 .HUC car matrix . function
S SEYD fctivaec . Disassbly of PAK2 " DSHVD Activated  Required for
actin filaments i
a-Spectrin DETD, Degraded  Disassemble @) :;:)rpghc(:loglcal
an,
e G RasGAP DTVD?(3)  Inactivated
conthiots Rafl Inactivated  Inhibit ERK
Focal adhesion DQTD (7) Inactivated Disassembly of activation
kinase VSWD (6) focal adhesions Akt-1 [nactivated  Inhibit survival
Gelsolin DQTD (3) Activated  Disassembly of pathway
actin filaments, Cbl Inactivated
required for Cbl-b Inactivated
rapid blebbing PP2a DEQD (3) Activated  Decrease active
and DNA ERK
cleavage NF-«B p65 ASVD, Inactivated  Inhibit survival
Keratin 18 VEVD Degraded  Disassembly of DTDD, gene induction
6,3,7) intermediate DCRD (3)

’ filaments NF-xB p50 DVSD (3) Inactivated  Inhibit survival
Actin 53513)(3) Degraded  Disassembly of gene induction
B-Catenin NYQDS‘) Degraded S Cell cycle| DNA replication ~ DEVD, Inactivated _ Inhibit DNA

LLNDED cytoskeleton complex C large DLVD., replication
3) at cell-cell subunit IETD (3)
contacts mdm?2 DVPD (3) Altered Inhibit p53?
NuMA 3,4,6,7 Degraded  Disassemble DNA
chromatin/ topoisomerase 1/11
nuclear matrix pl 10 PITSLRE YVPD
contacts kinase (1,3)



Table 2 (Continued)

Substrats des caspases

Site Functional ~ Proposed effect
Category Substrate (caspase) result in apoptosis
Rb DEAD (3) Inactivated Release E2F-1
Weel Increase cdc2
and cdk2
activity
CDC27
DNA PARP DEVD (3) Inactivated DNA nicks
repair unrecognized
DNA-PK DEVD, Inactivated Inhibit repair of
DDVD, DNA strand
DWVD, breaks
DEND (3)
hsRADS| Inactivated Inhibit repair of
DNA strand
breaks
Other Interleukin 18 YVAD (1) Activated  Inflammation
[uterleukin 16 SSTD (3) Activated  Inflamumation
Interleukin 18 LESD (1) Activated  Inflammation,
induce
interferon-y
Presenilin 1 and 2 AQRD,
DSYD (3)
Huntingtin 1.8
Androgen receptor  1,3,7,8
Atrophin-1 1,8:7,8
Ataxin-3 13
Rabaptin-5 DESD, Inactivated Inhibit endosome
VGAD fusion
hnRNPClandC2  7,3,6 Inactivated Inhibit RNA
splicing
U1-70 kDa DGPD (3) Inactivated Inhibit RNA
splicing
DEPD, Inactivated Required to allow
DAVD (3) CAD/CPAN to
degrade DNA
DAGD (3) Altered Function similar
to Bax to
promote death
Altered Function similar
to Bax to
promote death
Bid LQTD (8) Inactivated Bcl-2

and Bel-x;

Table 2 (Continued)

Category

Substrate

Site
(caspase)

Functional
result

Proposed cffect
in apoptosis

Spl

SREBP-1.2

UBF NOR-90

p28 Bap31
Nedd4

Caspascs

22,37

3

8,1

DQPD
(1,3,6,7)

Caspases and
Granzyme B

Inactivated

Activated

Inactivated

Activated

Inhibit
transcription

Promote
cholesterol
synthesis and
LDL uptake?

Inhibit
transcription,
nucleolar
organization

Regulate
ubiquitination

Required to clicit
downstream
effeets in
apoplosis



Substrats des caspases

Activité proteolytique des caspases:
site de clivage specifique

a) = inactivation d'un substrat

ex: PARP (poly ADP ribose polymerase)
iInactivee par coupure au site DEVD,,,G
par les caspases 3 et 7

b) = dégradation d’'un substrat
ex: réseau des lamines coupée
par la caspase 6 (élements de la
membrane nucléaire)




http://bioinf.gen.tcd.ie/casbah/



Stimul \l La voie extrinséque

extrlnseque

Récepteurs de
mort
membranaires

rrocnondarie

Stimuli
ntrlnseques
l \.’B\d
Caspases /”
initiatrices
some
(cytochrome c)

(caspases 8) Apopto
Effecteurs
indépendants des
caspases

Caspases EndoG, SmAc/DIABLO)

effectrices
(caspases 3-6-9)




La voie extrinseque

Récepteurs: Protéines adaptatrices:
TNF superfamily of ligands and FADD
receptors with cytosolic signaling domain: TRADD
Death Domain (DD) RIP
Fas
TNF-related apoptosis—inducing ligand
(TRAIL)-R1, (TRAIL)-R2 and TNFR1

Death Domain

-
ﬂa
2
=
ID
:7
ﬁa
£

ooooo

—4@  Glycostatin

a-Helix

Fas TNF-R1 Reaper




La voie Fas % A

FADD

DISC
(Death Inducing
Signaling Complex)

TRANS-DOMINANT INHIBITORS
FLIP PROTEINS

NH2

PRO-CASPASE-
8

éCTIVE CASPASE-8

v

PRO-DOMAIN



Cascade d’activation des
caspases

Caspase 7

e l®) Caspase 3 Caspase 6

e
G —

FLIP PROTEINS _l

PRO-CASPASE-8

0
P=p20
PRO-DOMAIN ACTIVE CASPASE-8

DNA fragmentation



Equilibre

apoptose/prolifération
TN TNFR1

RIP@ TRADD

i

PRO-CASPASE

? ? 8-10
J|\|¢KK IIiK Caspases 3 &
' ! 2 - oo @8
JNK |-kB/NF-kB PRO-DOMAIN  ACTIVE W ..
! ! CASPASE
8-10

C-JUN NF-kB
\’ APOPTOSE /



ROle de la voie extrinseque dans le devenir
cellulaire

Balance between life and death

TNF superfamily ligands
(TNF, CDE5L,TRAIL and VEG)
Cycloheximide/

Die (apoplosis)

Live (Survive/proliferate)

From Aggarwal,
Nature Reviews Immunology, 2003



Apoptose et cancer

 La voie intrinseque



Stimuli \l La voie intrinséque

extrinseque

SN
Récepteurs de

mort

membranaikes Itochonadrie
Stimuli
/mtrmseques
Caspases
Initiatrices
(caspases 8) Apoptosome
(cytochrome c)
Effecteurs
indépendants des
caspases

Caspases (EndoG, Smac/DIABLO)

effectrice
(caspasges 3-6- ﬁ)




La mitochondrie: un intégrateur central

e

p53 NAD(P)H Céramide, GD3,
ROS, NO palmitate
\ o3
Protéines virales:
\ /(Vpr, Hbx, M11L,vMIA)
amille Bcl _ ]
Petites molécules:
Atractyloside,

\' Pro-oxydants
“—

I Kinases:
PKCeg, HK, JNK

1-Intégration

2-Initiation

3-Dégradation




La famille Bcl- 2

Bcl2 :
Membres Belx, - I . - - -

Belw Ve BN e N
anti- g'f',;m
apoptotiqgues g

g C. elegans

_n-n-n-n.n.

‘'multi-domain’
mammalian

Bak
Bok/Mtd

Membres '‘BH3 domain-only'
Bid
Pro- Bad

apoptotiques g™
Hrk
Bim/Bod
Bnip3
Nix
Noxa

E6LA C. elegans

From Ranger et al,
Nature genetics, 2001



Les facteurs apoptogéniques

- dATP

D
Caspase cascadex”
3,6&7

MZO0OWO--TOTT>»

DNA fragmentation \

APOPTOSE



Stimuli
extrinseque

.\
B\R\R
LR\ R\

Récepteurs de
mort

membranaires

\, \
\ L\ .
\ v
\ N
\
N

Caspases
initiatrices
(caspases 8)

Caspases

effectrices
(caspases 3-65Q)

l Vue d’ensemble

Mitochondriel
Stimuli

B0

B‘\CV/Y i

Apoptosome
(cytochrome c)

Effecteurs

/intrinséques

indépendants des

caspases

DNases
DNases

N VY

APOPITOSE

(EndoG, Sm/elc/DIABLO)

Permeéabilisation
mitochondriale
(MMP)




Mecanismes de permeabilisation
membranaire: la controverse

A- Formation de pores dans les membranes mitochondriales

1/ PTPC : complexe polyproteique aux sites de contact entre
les membranes interne et externe

2/ Pores dans la membrane externe : oncogenes et
suppresseurs de tumeur de la famille Bax/Bcl-2

B- Rupture de la membrane externe mitochondriale

3/ Formation de pores lipidiques dans la membrane externe
(rafts lipidiques) 1 5 3

PTPC Canaux Bax/Bak Pore lipidique

T Bax/ Bcl-2

Bax / Bak




La mitochondrie: un intégrateur central

o % &) .
@ Shrinkage Apoptotic bodies
@

Caspase-3

Z-VAD.fmk M
*l

optosome
Caspase-8 forrﬁa ion and
caspase-9

}ul /_B‘"'J‘l activation

Apoptosis

TLR signaling AR ANT Cathepsins

network \ inhibition?

family

ca2+
ROS

Necrostatins
LMP
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Apoptose mitochondriale et pathologie

i = L
CNS Cardiovascular Liver Kidneys
system y
Brain iachamia Myocardial Cholestasis Glomerulonephritis
Frisdraich ataxia v . Itan overoad lschernic injury
Hermiciens :1“"“3_'““”’“ lschwmic injury Stones
. asmin-related : .
Meuradegenerative Non-alcoholic Toxicily of
disorders ““ri'?”;:t“"”""r stedlohapalliis {NASH)  acataminophen,
; iabetes : milum,
Reye's syndrome complications Reye's syndrome gentamicin and
Spinal cord injury Eriadraich ataxia Steatosis ochrEioan A
Neurotooicly of Taxicity of CCl,,
bupivacaing, cocaine ethanol and
and ethanol ochratoxin A

Fia. 12, Examples of the involvement of mitochondrial apoptosis in
pathological cell loss. Mitochondrial apoptosis has been implicated in a
plethora of acute and chronie human diseases that affect several tissues
and organs. The figure reports only a few examples of pathological
conditions in which mitochondrial apoptosis plays a prominent role,
grouped according to the most affected tissue. Please refer to section
for further details. CNS, central nervous system; MMP, mitochondrial
membrane permeabilization.



Morts cellulaires et cancer

 Les méthodes de détection



Techniques de détection de 'apoptose

1/ Microscopie électronique

Burkitt lymphoma cells after 24h
treatment with CD77-Ab




Apoptosis detection

1/ At subcellular level
Microscopy +/- staining

EM hematoxylin and eosin  Cleaved cytokeratin 18



Apoptosis detection
1/ At subcellular level

Mitochondria parameters: Lysosmes parameters:

-Morphology (MitoTracker) -Morphology: ,IF
Basal uv Monodansylcadaverine (MDC)

L & sl ot - -~ -
SifaTalarTala 2 1arl=]:
"rih)’,‘\vv,_,."‘,‘r‘)tu\’/,'l 9

Autophacgic
shtinmmaion




Apoptosis detection
2/ At « DNA » level

Electrophoresis: « DNA ladder » TUNEL

Ml om2 1 2.8 4 § & 7 B

CO44 wi CO3dvENT -

Apoptosis is increased in CD44v6/v7-/- mice. Apoptotic nuclei were
detected with biotinylated nucleotides followed either by
diaminobenzidine (DAB) detection or by fluorescein-dUTP (FITC).

Wittig et al, JEM 2000



Apoptosis detection
2/ At « DNA » level

Measurement of DNA content

1400 ; 1200.. 1200, “
A B C 1
1200 ¢ i 1000 | 10001
]
1000 5 |
i ; 800 | 800! ;
= :
5 800 | ;
= 600 | 600}
S |
600 1
Ap ﬁ
400 | 4001 i
400 1 gj
200+ K ] G,/M
200 1 0+} i o
0 - 0 TR T rier S Dy
0 32 64 96

DAPI fluorescence

Fig. 6. Detection of apoptotic cells based on DNA content measurement (Method 6)



Apoptosis detection

3/ At membrane level

Annexin exposure

Apoptosis

Externalization of
Sosibuthidasiing




Apoptosis detection
3/ At membrane level

Annexin exposure =Y o
_ &1
.NE, Ewg

e T2l o
% L S,
E ot T
: -
£
T .
=2
2
nﬂ

Annexin V-FITC

Fig. 2. F'5 scpasune during apoptosis of human peripheral bicod neutrephils

Furified neutraphils were either stained with annexin V-FITC and propidism
iodide immediately after isolation (A), after overnight culture in medinm alone
(8}, or in medium containing 10 uM actinomycin D (C), or 100 ng/ml ionomycin
(D). In each case, 10000 cells were analysed,



Apoptosis detection
4/ At « protein » level

Caspases activation Cytochrome c release

B Timeth) 0 142 «54 6
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Morts cellulaires et cancer

« L'autophagie:



Protéolyse: difféerents systemes

Protéases cytosoliques
- Caspases: cystéines-aspartases
=> protéolyse ménagee des protéines cytosoliques

Systeme multi-enzymatique (dans le cytosol ou le noyau)
- protéasome => degradation totale des protéines
intracellulaires cytosoliques, réticulaires ou nucléaires

Systeme multi-enzymatique compartimenté (vacuoles +
lysosomes)
- autophagie => protéolyse totale protéines intracellulaires
- endocytose => protéolyse totale des proteines
extracellulaires



Protéolyse et Métabolisme proteique

Quel systeme pour quelle fonction?

Dégradation spécifique: protéasome
- concerne les protéines a durée de vie courte
- spéecificité déterminée par:
- acide aminé N-terminal
- séquences d’acides aminés specifiques (ex: PEST)
- modification post-traductionnelle (ex: ubiquitine)

Dégradation non spécifique: autophagie
- concerne les protéines a durée de vie longue
- pas de spéecificité apparente connue



DEGRADATION LYSOSOMALE ou AUTOPHAGIE
fonctions

Niveau basal
=> renouvellement du contenu cytoplasmique (homeostasie
cytoplasmique: protéines , ARN, organites).

Situation de carence nutritionnelle
=> favorise la dégradation proteique et fournit des acides
aminés essentiels.



DEGRADATION LYSOSOMALE ou AUTOPHAGIE
processus de survie

Autophagie induite par la carence = processus auto-régule

Forte [aa] [aa]
Cren \

SN S

Autophagie Autophagie
basale forte

Synthése
protéigque
réduite

ynthese proteique
Importante




DEGRADATION LYSOSOMALE ou AUTOPHAGIE
fonctions

Niveau basal
=> renouvellement du contenu cytoplasmique (homéostasie
cytoplasmique: protéines , ARN, organites).

Situation de carence nutritionnelle
=> favorise la dégradation protéique et fournit des acides
aminés essentiels.

Situation de stress

=> élimination des macromolécules et structures cellulaires
alterées (ex: proteines oxydées, mitochondries
endommagees).

Persistance => mort cellulaire.



DEGRADATION LYSOSOMALE et
mort cellulaire par AUTOPHAGIE

Inducteurs :

« Carence alimentaire ou en acides aminés

« Carence en facteurs de croissance ou
hormones

« Stress intracellulaire (dommage ADN)

* Drogues ou agents chimiothérapeutigues
 Infections virales

e Choc thermique

- Radiations UV ou vy Induct.ion maintenue
et importante

=> mort cellulaire



DEGRADATION LYSOSOMALE ou AUTOPHAGIE
~trentaine de genes appelées Atg (autophagy gene)

Implication des Atg dans la
formation de I"'autophagosome

Endosomes
Autophagosome
Phagophore
O
s T
Amphisome N
o, ® g
( X O -
| \ o °  Atg12-Atg5
Lysosome ¥ © MAP1-LC3
Q e® ©
o tg8)
N oo
Autophagolysosome am_de:s Prot - FYVE
amineés
libres

Class Il PI3K/Beclin 1 (Atg6)



Morts cellulaires et cancer

« Comparaison des 2 voies



MORTS CELLULAIRES

comparaison des caracteéristiqgues

Apoptose

« Condensation de la
chromatine avec
fragmentation d'ADN

« Pas d’ accumulation de
vacuoles

« Condensation du
cytoplasme

« Ouverture du pore de
transition mitochondrial

« Activation des caspases

* Bourgeonnement
membranaire

Autophagie

Condensation partielle de
la chromatine possible
sans fragmentation d’ADN

Accumulation de vacuoles
autophagiques

Ouverture possible du pore
de transition mitochondrial

Pas d'activation de
caspases

Bourgeonnement
membranaire



MORTS CELLULAIRES
comparaison des inducteurs

Apoptose Autophagie
 Carence alimentaire ou  Carence alimentaire ou
en acides aminés en acides amines
e Carence en facteurs de e Carence en facteurs de
croissance ou hormones croissance ou hormones
« Stress intracellulaire o Stress intracellulaire
(dommage ADN) (dommage ADN)
 Drogues ou agents  Drogues ou agents
chimiothérapeutiques chimiothérapeutiques
* Infections virales * |nfections virales
* Choc thermique * Choc thermique

« Radiations UV ou y « Radiations UV ou y
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* Morts cellulaires: la polemique



Mort cellulaire: la polémique

e Comment reconnaitre une cellule morte?

Cell death mode Morphological features Motes

Apoptosis Rounding-up of the cell ‘Apoplosis’ is the original term introduced by Kerr &t al™ 1o
Retraction of pseudopodes define a type of cell death with specific morphological
Reduction of cellular and nuclear volume (pyknosis) features. Apoptosis is NOT a synonym of programmed
Muclear fragmentation (karyorrhexis) cell death or caspase activation.

Minor modification of cytoplasmic organelles
Flasma membrane blebbing
Engulfment by resident phagocytes, in vivo

Autophagy Lack of chromatin condensation ‘Autophagic cell death’ defines cell death occurring with
Massive vacuolization of the cytoplasm autophagy, though it may misleadingly suggest a form of
Accumulation of (double-membraned) autophagic vacuoles death occurring by Emﬂfhag}f as this process often
Little or no uptake by phagocytic cells, in wivo promotes cell survival.” 18

Mecrosis Cytoplasmic swelling (oncosis) ‘Mecrosis’ identifies, in a negative fashion, cell death lacking
Rupture of plasma membrane the features of apoptosis or autﬂphagy."‘ Mote that necrosis
swelling of cytoplasmic organelles can occurin a regulated fashion, involving a precise
Moderate chromatin condensation sequence of signals.

Kroemer et al, CDD 2008



Mort cellulaire: la polémique
« Comment étudier la mort cellulaire?

Table 3 Biochemical aspects of distinct modalities of cellular catabolism

Cell death  Biochemical features Methods for detection® ™
mode
Apoptasis  Activation of proapoptotic Bel-2 family IF microscopy localization studies

proteins (e.q., Bax, Bak, Bid)
Activation of caspases

AW, dissipation

MMP

Oligonucleosomal DNA fragmentation

Plasma membrane rupture

PS5 exposure
RO S overgeneration
ssDMA accumulation

Immunoblatting with confarmation-specific antibodies

Colorimetricfluorogenic substrate-based assays in live cells

Colorimetricfluorogenic substrate-based assays of lysates in microtiter plates

FACS/IF microscopy quantification with antibodies specifically recognizing the active form of
caspases

FACS/IF microscopy quantification with antibodies specific for cleaved caspase substrates
FACS/IF microscopy quantification with fluorogenic substrates

Immunoblotting assessment of caspase-activation state

Immunoblotting assessment of the cleavage of caspase products

Calegin-cobalt technique (FACS/IF microscopy)
FACS/IF microscopy quantification with AW ,-sensitive probes
Oxygen-consumption studies (polarography)

Colorimetric technigues to assess the accessibility of exogenous substrates to IM-embedded
enzymatic activities

FACS-assisted detection of IMS proteins upon plasma membrane parmeabilization
FACS-assisted detection of physical parameters of purtied mitochandria

HPLC-assisted quantification of mitochondrial atterations in purified mitochondria

IF microscopy colocalization studies of IMS proteins (e.q., Cyt ) with sessile mitochandrial
proteins (e.q., VDACT)

IF {video) micrascopy with Cyt c-GFP fusion protein

Immunoblatting detection of IMS proteins (e.g., Cyt ¢) upon cellular fractionation

DMA ladders

FACS guantification of hypodiploid cells (sub-G, peak)

TUMEL assays

Colorimetricfluorogenic substrate-based assays of culture supernatants in microtiter plates to
determine the release of cytosalic enzymatic activities

(e.q., LDH)

FACS guantification with vital dyes

FACS guantification of Annexin V binding
FACS/IF microscopy quantification with ROS-sensitive probes
FACS guantification with ssDMA-specific antibodies



Mort cellulaire: la polémique

, [ ] L] 7
« Comment étudier la mort cellulaire”
Autophagy  Beclin-1 dissodation from Bel-20%, Co-immunopracipitation studias
Dependency on alg gene products Genetic studies (e.q., knockout models, RNA intererence, plasmid-driven overexpression systems)
LC3- to LC3-Il conversion IF microscopy with GFP-LC3 fusion protein
Immunoblotting with LC3-specific antibodies
pE ok degradation Immunoblotting with p62-specific antibodies
MNecrosis Activation of calpains Colorimetricfluorogenic substrate-based assays of cell lysates in microtiter plates

Activation of cathepsins

Drop of ATP levels
HMGB-1 release

LMP

Plasma membrane rupture

RIP1 phosphorylation
RIP1 ubiquitination

ROS overgeneration
Speciic PARP1 cleavage pattern

Colorimetricfluarogenic substrate-based assays in live cells
Colorimetric/fluorogenic substrate-based assays of cell lysates in microtiter plates

Lurmninometric assessments of ATP/ADP ratio
Immunoblotting of culture medium with HMGB-1-specific antibodies
FACS quantification with lysomorphotropic probes

Colorimetricfluarogenic substrate-based assays of culture supernatants in microtiter plates to
determine the release of cytosaolic enzymatic activities (e.g., LDH)
FACS quantification with vital dyes

Immunablotting with phosphoneoepitope-specific antibodies

Immunoprecipitation with anti-RIP1 antibodies followed by immunoblotting with anti-ubiguitin
antibodies

FACS quantification with ROS-sensitive probes
Immunablotting with PARP1-specific antibodies

Kroemer et al, CDD 2008



Mort cellulaire: la polémique

Quel est le point de non retour?

Proposed paints-of-no refum o define dying cells

Massive activation of Caspases execute the classic apoptotic program, yetin - Immunoblotting
CASpAaRes several instances, caspase-independent death occurs.  FACS quantification by means of fluorogenic substrates
Mareover, caspases are involied in non-lethal ar specific antibodies
processes including differentiation and activation of
cells
AT, dissipation Protracted AW, loss usually precedes MMP and cell FACS guantification with A% ,-sensitive probes
death; however, transient dissipation is not always a Calcein-cabalt technigue
lethal evert
MMP Complete MMP results in the liberation of lethal |F colocalization studies
catabolic enzymes or activators of such enzymes. Immunoblotting after subcellular fractionation

Monetheless, partial permeabilization may not
necessarily lead to cell death

FS exposure F3 exposure on the outer leaflet of the plasma FACS guantification of Annexin V binding
membrane often is an early event of apoptosis, but may
be reverzible. PS exposure occurs also in T-cell
activation, without cell death

Operative definition of cell death, in particular in cancer research

Loss of clonogenic This method does not distinguish cell death from Clonogenic assays
survival long-lasting or irreversible cell cycle arrest

Kroemer et al, CDD 2008
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« Stratégies thérapeutiques



Les stratégies thérapeutiques

« Réactiver I'apoptose via les acteurs de la voie
extrinseque

— TRAIL: tres exprimé dans les cellules

— ligand de TRAIL
— MADbs: HGS-ETR1, HGS-RTR2 (phases | et 11)

— c-FLIP: réverse la résistance in vitro et réduit le volume
tumoral de xénogreffes in vivo

— TNF:

— TNF-a: toxique, effet sensibilisateur (sarcomes, mélanomes)



Les stratégies thérapeutiques

« Activer les caspases (initiatrices ou exécutrices)

— Peptides synthétiques:
» Peptides RGD se lient aux intégrines et sont capables
d’'interagir et d'activer la caspase-3
 En combinaison avec d'autres molecules:

RGD + paclitaxel cible le récepteur aux aV intégrines
(cellules cancereuses métastatiques)

— Molécules naturelles:
» Apoptin, derivee d’'un virus aviaire

* Induit les caspases dans les cellules cancereuses
indépendemment de Bcl-2 et p53



Les stratégies thérapeutiques

* Cibler les régulateurs de caspases: IAPs

— Niveau élevé de IAPs = mauvais prognostic

— 2 volies: bloguer IAPs ou augmenter effet de leurs
iInhibiteurs naturels

« XIAP antisens: tests précliniques, inhibition tumorale en
combinaison avec un traitement chimiothérapeutique

« Smac/DIABLO: mimétiques qui se lient a XIAP, c-IAPs

— 12d: augmente I'apoptose induite par le cisplatine dans des
cellules de cancer de la prostate (PC-3)

— compound 3:synergise |'effet de TRAIL et de TNF-a dans des
cellules de glioblastome (T98G)



Les stratégies thérapeutigues

* Cibler les protéines de la famille Bcl-2

— Reéactiver les membres pro-apoptotiques ou
Inhiber les membres anti-apoptotiques

— Antisense Bcl-2:

« Phase | (+ chimiothérapie) chez des patients atteints

de LAM: la réponse au traitement est corrélée au niveau d’extinction
de Bcl-2

* Phase Il (+ dexamethasone + thalidomine) chez des
patients atteints de myelome multiple: bonne tolérance a la
chimiothérapie

* Phase lll (+ chimiothérapie) pour plusieurs types de

cancers: bénefice significatif pour des mélanomes métastatiques
(suivi 24 mois)



Les stratégies thérapeutiques

* Cibler les protéines de la famille Bcl-2 (2)

— Agoniste de Bcl-2: ABT-737
 Inhibition de Bcl-2 et Bcl-XL

 Allonge la survie , induit une régression tumorale et
permet une guérison fréquente dans des modeles
murins

« Bénéfigue en combinaison avec traitement
( lymphomes ou SCLC)

Stratégie anti-Bcl-2 est la plus avancée au niveau
clinique
Bientot adjuvants a la chimio ou radio-thérapie classiques




Les stratégies thérapeutiques

 Réactiver les fonctions de p53

Somatic genetics

= Gene amplification, protein
o erexprassion

» MDM2—p53 interaction inhibitors
= MDM2 E3 ligase inhibitors

« Gane mutations and deletion

Apoptosis

Senescence

= Recormbinant adenoviruses encoding p53
= Mutant pS3 reactivators

Therapeutics




Les stratégies thérapeutiques

* Réactiver les fonctions de p53

— PRIMA-1 (P53 Reactivation and Induction for a Massive Apoptosis)

« Restauration de la conformation sauvage de p53:
transactivation de Bax, relargage de protéines Bcl-2
séqguestree par Bcl-XL

* In vivo: synergie avec le cisplatine: induction de
I'apoptose, inhibition de la croissance tumorale et des

xénogreffes

— RITA
 Cible les tumeurs avec surexpression de MDM2

* Inhibition de l'interaction p53/MDM2: p53 est stable et
active



Les stratégies thérapeutiques

« Reactiver les fonctions de p53 (2)

— Adénovirus p53: ONYX-015

 Le virus se répligue uniqguement dans les cellules avec
une p53 déficiente

* En phase lll: synergie avec cisplatine ou 5-FU
« ?? sur la sélectivité cellulaire??



Les stratégies thérapeutiques

« Réactiver les fonctions de p53 (3)

Table 1 | Agents that reactivate p53 in cells

Mechanism  Agent Stage of Types of cancers in trials
of action development*

Wild-type p53 restoration

Recombinant Gendicine Approvalin Head and neck

adenovirus China

P Adwexin Phase | through  Head and neck, NSCLC, breast,
phase Il oesophageal, prostate, ovarian,

bladder, bronchoaveolar and
glickblastoma

SCH 58500 Phase | through  Owarian, lung, bladder and liver
phase Il
Mutant p53 CDB3 Preclinical NSA
L T Preclinical N/A
Ellipticine Preclinical N/A
WR1065 Preclinical NSA
PRIMA-1 Preclinical NSA
MIRA-1 Preclinical N/A
p53 stabilization
MDM2—p53 Mutlins Freclinical NSA
:::L?L?::;iron Benzodiazepines  Preclinical NSA
RITA Preclinical N/A
Spiro-cxindoles Preclinical N/A
Quinelinels Preclinical N/A
MDM2ZE3 HL108C Freclinical MfA
ligase

inhibitor



Les stratégies thérapeutiques

* Réactiver les mécanismes de l'autophagie
B

/ Damage Mitigation, Senescence \

Stress —> Autophagy

N

Tumorigenesis

Survival, Dormancy, Regeneration

Protein, Organelle, Genome Damage \

Stress —> Au%y Tumorigenesis
\‘ Chronic Cell Death, Inflammation /

C

Therapy Autophagy

InhiTtors Damage Ampluflcatlon Cell Death
Stress —> Autophagy | \/
| \ Cell Death e

Stimulators Inhlbltors

Tumorigenesis




Les stratégies thérapeutiques

« Réactiver les mécanismes de I'autophagie

ARHI, gene suppresseur de tumeurs: Implications cliniques

-60% des tumeurs ovariennes
avec expression de ARHI
diminuée

-période de rémission clinique
raccourcie

->amelioration par drogues pro-
autophagies + chimio?

A In vitro
Human ovarian
o cancer cells
-
A o
N=1%) Interrupted
—— P> p13K signaling™ P Autophagy
Acute Reversible
cell death

B Invivo Chronic Irreversible

cell death

1 ‘\ Ovarian cancer
5 \\ xenograft model

.
£ Ry -
B o= o -
- ‘l. -~ -t

< |
2 _l n B . nterrupted B Autophagy
Tumor

I3K signaling
microenvironment

Restored Chronic Eoal ol
SR P 13K signaling el Co/sunvival |

Inflammatory cytokines

Extracellular matrix




Les stratégies thérapeutiques

* Réactiver les mécanismes de l'autophagie

ARHI, gene suppresseur de tumeurs: Implications cliniques

: Autophagic
-60% des tumeurs ovariennes cell death

avec expression de ARHI
diminuée

-période de rémission clinique
raccourcie

Autophagy

->amelioration par drogues pro-
autophagies + chimio?

Tumor cell PI3K signaling

ARHI




La mort cellulaire, en résumé...



f | chemical leads:

SPC-839 | 5C-514 | Pyridooxazinone
derivative | BMS-345541 | f-carboling |
2-amino-6-[24{cyclopropyl-methoxy)-6-
hydroxyphenyl]-4-piperidin-4-yi nicotinonitrile |
Ureido-thiophens carboxamide derivative |
o Indole carboxamide derivative |

| Benzo-imidazole carboxamide derivative |
Amino-imidazole carboxamide derivative |
Pyridyl cyanoguanidine derivative |
Anilino-pyrdmiding derivative

Therapeutic leads:
pan-TRAILR: TRAIL
TRAILR1: HGS-ETR1
TRAILRZ: HGS-TR2J

FAS: C75 | EGCG | Cerulenin

inositol 2(A)-2-0-methyl-2-0-
octadecylcarbonate | API1-2

Chemical lead: .

cODO

Chemical lead: Chemical leads:
4-phenylsulphanyl- l§ | Geldanamycin |
phenylamine PU24FC|

derivatives

Chemical leads:
HA14-1 analogues |
CPM-1285 analoguss |
BH3I-1 | BH3I-2 |
Antimycin A3 |
Compound 6 |
Terphenyl derivative |
Apogossypol |
Theattavin | SAHBs |
A-TTA024

Chemical leads:
AQZs | Nicotinyl aspartyl Chemical leads: ¥\
katonas | M826 | MB&T Benzenesulphonamide
darivatives | Cappad
tripeptides containing
unnatural amino acids |
Embeling |
Diftriphenylureas |
Compound 3

Cheamical leads:
Humanin peptides |

3 6-dibromocarbazole
piperazine derivatives
of 2-propancl |

Ku70 peptides:

}%‘/e == |
\ ALt
Mitechondrion Vol Apoptosome
0l 0%
0‘00 32' +::./L.- @ y @ ) @ @ @
»e Chemical lead: " signals
bC \? NG ADDTO -r" \? /
Caspase-dependent Caspase-independent @
cell death 26S proteasome Chemical leads: cell death Therapeutic lead:
Therapeutic leads: degradation MG-115 | MG-132 | ACI-AHPCAMM 11453
Arsenicals | Interferon 1 in -

Bortezomib | Epoxemicin

Chemical lead:
XIAP antisense

o rgmentaton AT

Chemical lead: Chemical lead:
Survivin antisense Genasense

Chemical leads:

ING-1001 | FR255595 |
3-AB | NU1025 | AG14361 |
INHZEP | GPIB150 | PJ34

Chemical leads:
Chiorofusin |
Sulphonamide
compound 1 |
2-phenoxybenzoyl-
tryptophan derivatives |

Mutlins

N7 a7 @
Nature Reviews Molecular Cell Biology (November 2004) APOPTOSIS PATHWAYS AND DRUG TARGETS
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