Dicer, enzyme clef de l'interference
interét clinigue dans les cancers du sein

Implication dans la reponse au stress replic
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Pourquoi APC/C peut-il jouer un re

dans les cancers ?
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Génome des cellules tumorales

Quelque soit le type de cancer

'

genotype caracterise par une instab
ou les conséquences d'une instabll

mutations ponctuelles,amplifications, translc
delétions, aneuploidie...
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Instabilités génetiques
Types d’instabilités genétiques :

mutation ponctuelle (PIN)
—> taux de mutations eleve

microsatellitaire (MSI)
—> nombre anormal de répétitions micros

chromosomiques (CIN)

— anomalies de structure et de no
chromosomes




Introduction partie 1 0% » » »

Origine des instabilites CIN

Origine possible des instabilites CIN ?

dérégulation des points de controle du cycle

Point de contrble du fuseau mitotique (MCF

alignement des chromosomes
attachement microtubules-kinetochores
tension du fuseau mitotique
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Point de controle MCP (2

Transition metaphase-anaphase :
meétaphase

role primordial du
complexe APC/C
(Anaphase Promoting
Complexe / Cyclosome)

et de la structure
pericentromerique des
chromosomes = de
I'hétérochromatine
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Le complexe APC/C (/2)
Fonction du complexe : APC/C = E

degradatic
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Le complexe APC/C ?2)

Structure du complexe :

11 sous-unités et 2 co-activateurs (Cdh1 et Cc
Cdc16, 23 et 27 : sous-unités a motif TPR
APC-5 et 7 : sous-unites regulant pS3 ~

Ub

APC-11 : sous-unite catalytique i:
' substrat

Activites du complexe tout au
long du cycle cellulaire

pourtant APC/C est peu étudie
dans les cancers
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APC/C et cancers

Mutations / délétions de Cdc20

—> cancers du poumon Singhal et al., 2003
—> cancers gastriques Kim et al., 2005
— cancers du pancreas Li et al., 2003

Mutations de Cdc16 et Cdc23

— cancers du colon Wang et al., 2003

Expression des sous-unités du complexe
dans les cancers ?
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APC/C marqueur d’agressivité des tu
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Obijectifs de I'étude

Déterminer la pertinence de [analys
I'expression des genes du complexe APC/C
un but clinique

association entre expression et des carateris
biologiques ou clinicopathologiques ?

étude sur du materiel tumoral (lignees et bic
mammaire et colorectal

analyse de lI'expression des genes APC-5, £
APC-11, Cdc16, Cdc23 et Cdc27
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Résultats lignees colorectales
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Résulats lignées mammaires
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Résultats tumeurs mammaires
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Conclusion / perspectives I
Surexpression des sous-unités du co

APC/C associee a l'agressivite tumorale
et in vivo

Prepondéerance de la surexpression de AF

valeur pronostique de APC-11 ?
ciblage thérapeutique ?
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Régulation de I’hétérochromatin

et interférence ARN
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Structure chromosomique

Hetéerochromatine constitutive :

telomerlc’|u_e bradl
centromerique chromosom
pericentromerique hétérochromatine

: . péricentromeérique
—> sequences satellites

—> histone H2A.X cinétoon
—> méthylation externe

microtubules

Déregulation :
mitoses anormales
Implication dans la cancerogenese
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Hetérochromatine et IARN
Mise en place de 'héterochromatine :

implication recente du mécanisme d’interfe
ARN
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L’'interférence ARN

voie des siIRNA:

Dicer et RISC

degradation des ARNmM
homologues

SiRNA duplexe

Reconnaissan
MRNA
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L'interférence ARN

voie des siIARN :

Dicer et RISC

dégradation des ARNmM
homologues

voie des miIARN :

Dicer et miRNP
Inhibition de la traduction

pre-miRNA E
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dicer et stabilité chromosomique

iInactivation de I'expression de dicer

transcription de séquences satellites

—> absence d’hétérochromatine

mitoses anormales

—> separation precoces des chromatides s

Fukagawa et a

dicer participe au maintien la stabilite chro
des cellules au cours du cycle cellulaire
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dicer au cours du cycle cellulair

et dans la réponse aux cassures de |
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Objectifs de |'étude

Implication de I'expression de dicer de
deroulement du cycle cellulaire ?

regulation de I'expresison au cours du cycle
effet d’'une inactivation

Implication de l'expression de dicer de
reponse au stress réplicatif ?

voies de reponse aux cassures de 'ADN Ic
I'expression de dicer est inhibée
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dicer et cycle cellulaire (/4

cellules Hel a

heures
Dicer
synchronisation par  cycline B1
double-bloc thymidine  g-actine

Pic d’expression de dicer
au cours de la phase S
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dicer et cycle cellulaire %)

Impact de lI'inactivation de dicer au cours du cy

cellules Hela, synchronisation par double-bloc t
iInhibition transitoire de dicer par sSIRNA

SiRNA Dicer SiRNA Ct
heures 0 2 4 6 8 101214 0 2 4 6 8 1

Dicerl ; o IR S G e g e
B-actine |-—---————-—-_——

analyse par cytométrie en flux (IP + BrdU)
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dicer et cycle cellulaire ©4)

Retard dans le
déroulement du cycle
cellulaire (phase S)

Augmentation du sub-G1

incorporation de BrdU
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dicer et cycle cellulaire *+4)

Caractérisation du sub-G1 : test annexine V

1 vivantes

2 nécrose

3 apoptose tardive
4 apoptose précoce

M B B > > »
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incorporation de IP
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Augmentation de I'apoptose
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Les dommages a 'ADN

Plusieurs voies de réparation possibles :

selon le type de dommage
selon la phase du cycle cellulaire

Deux voies pour les cassures :

Non Homologous End Joining (NHEJ)
cassures simple-brin en phase G1 et S

Recombinaison Homologue (HR)
cassures double-brin en phases S, G2 et M
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Les proteines de |a reparation

Voies ATM et ATR de reponse aux cassure
NI—lEJ

PASSUIES > ATR —> ChkK1 -,

/ simple-brin 3
cellules #Radd1
Chk2

tisiicr \ casSsures

double-brin —> ATM ==l

SMC1
(cohésine)

Phosphorylation des proteines H2A.X, C
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dicer et stress réplicatif ('’
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dicer et stress réplicatif )

Stress réplicatif induit par

, siRNA Dicer
hydroxyuree (HU) heures 0 052 4 8 18 24
Dicer
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dicer et stress réplicatif )

Stress réplicatif induit par

hydroxyuree (HU) heures
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Conclusion / perspectives 11

I'expression de dicer est regule au cours du ¢

L'inactivation de I'expression de dicer Ind
dans le deroulement du cycle cellulaire

L'inactivation de [I'expression de dice
phosphorylation de Chk1

Impact sur la réparation : comet assay, IF Ra
effet sur d’autres types de stress (RX, drog

Grelier et a
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Conclusion / perspectives 11

Realiserles mémes expériences eninactiva
(voies des miRNA)

ol Il :
RPRATATRURxY, ——> p E E E E microprocesseur E
Cluster de miRNA Drosha-DGCRS

pri-miRNA pre-miRNA

desresultats préliminaires semblent montrer
differentes de l'inactivation de dicer
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progression tumorale mammaire

hypotheses actuelles
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Etapes du cancer du sein

Principaux stades de la progression tumorale me

carcinome
In situ

normal hyperplasie

Deux hypotheses actuelles pour expliquer la prog
tumeurs mammaires
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Progression tumorale mammaire

Hypothese des cellules
souches cancéreuses

C Cellule souche
normale

Mutations
Co Cellule souche
cancéreuse
Cellules
° différenciées

cancéreuses

d’apres Pardal et al., 2003

Hypothese
épithelio-mé
(EMT)

‘ éﬁr
&
§
O
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Importance de dicer dans les cancers
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Objectifs de I'étude

Expression de dicer deréegulee dans les ce
du sein ?

modeles de progression tumorale mammair

Pertinence de son analyse dans un but clinic

association entre expression et des carateris
biologiques ou clinicopathologiques ?
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Modele de Weinberg
Mime |la progression tumorale mammaire
hTERT SV40 HRas
HMEC HMEC-hTERT  HMEC-LT
hTERT Ele
|_
= E 6,0
X ’
Chute de L I-E £50
'expression o oo B 25
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Modele MDA-MB 231

Mime I'évolution metastatique osseuse

os = sites métastatiques preferentiels des canc
du sein

MDA-MB 231

Dicer | . =wmw| 57

Actin | == e MD£—1MB

BOZ

Diminution de I'expression de dicer dans BO2
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Etude statistique ()

Lignées tumorales mammaires

corrélations significatives avec les caracteristi
biologiques et clinicopathologiques (QRT-PCR

Cases Measures

Biological and clinical Characteristics

n=23 111 Mean (IC)
Cell type
epithelial 11 55 4.056 (3.230-5.06
mesenchymal 7 35 1.763 (1.363-2.2¢
Cancer type
Immortalized cell 3 15 2.198 (1.577-3.0¢
Intraductal carcinoma (DCIS) 4 20 4.107 (3.445-4.8¢
Invasive ductal Carcinoma (IDC) 12 60 1.524 (NA)

Metastases 1 5 1.369 (1.045-1.7¢

dicer sous-exprime dans les cellules de type mese
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Ftude statistique @)

Analyse par TMA (tissue microarray)

tissu normal tissu tumoral

marquage faible
du cytoplasme des du cytoplasme des
cellules luminales cellules infiltrantes

{

Association avec les recepteurs hormonaux ER/
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Ftude statistique ¢/

Biopsies tumorales mammaires
analyse bivariee de I'expression proteique de

Metastatic progression Metastatic progression
TMA population T
HR (95%CI)

Subgroups Progmeta /N (/1 vs 2) Subgroups Progmeta /N
Overall 19/86 1.17 (0.38-3.55) Adjusted effect on N 19/86
Adjusted etiectos 19/86 1.10 (0.36-3.34) Adjusted effect on 19/26
age RE(%)
Adjusted effect on 19/86 120 (0.40-3.66) | Adjusted effect on o
menopause RP(%)
ATdJ“Sted ity 19/86 0.77 (0.25-2.39)  Adjusted effect on 19/36
p HER2
Adjusted effect on

“Type canalaire” i 1.18(0.39-3.59) Adjusted effect on M 19/86
Adjusted effect on

SBR 19/86 1.49 (0.49-4.59)

Taux proteique de dicer associe a I'expressio
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Etude statistique “)

LB >

Biopsies tumorales mammaires

analyse bivariee de I'expression ARNm de dice

Metastatic progression

mRNA population

Progmeta HR (95%CI)

Subgroups N (<=8 vs >8)
3.10 (1.32-

Overall 29/104 731)
Adjusted effect on 29/103 3.17 (1.35-
age 7.47)
Adjusted effect on 2997 |3.21 (1.6-7.60)
menopause
Adjusted effect on 3.19 (1.35-
pT 29/99 7.54)
Adjusted effect on 2.92 (1.24-
“Type canalaire” 2248 6.90)
Adjusted effect on 3.11 (1.32-
SBR 2888 7.38)

Taux ARNm de dicer indéependant des autres care

Metastatic progression

mRNA pop

Subgroups ng/II\III = (
Adjusted effect on N 29/104 %
ﬁgj(g/it)ed effect on 23/98 £}
ggj&s)‘;ed effect on 29/100 38
ﬁdEjllgted effect on ’/18 38

Adjusted effect on M 29/102
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Ftude statistique ¢/

Courbe de survie en fonction de la rechu
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Years after diagnosis

Taux d’ARNm de dicer = facteur pronostiq
pour la rechute metastatique
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Conclusion / perspectives III

Pertinence de l'analyse de I'expression de
cancers du sein

dicer facteur pronostique independant pc
metastatiques

augmenter I'échantillonnage de biopsies
Grelie

Souris KO conditionnel

Etude des séquences satellites lorsque I'ex
est inhibée

Etude de I'importance des miARN dans les
lorsque I'expression de dicer est inhibee
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Etude des miRNA

Travail en cours :

miRNA relative quantity

miRNA relative quantity
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